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Zusammenfassung

Infektionen mit Chlamydia trachomatis gehdren weltweit zu den haufigsten sexuell
Ubertragbaren Erkrankungen. Sie resultieren in inflammatorischen Erkrankungen wie
Zervizitis, Endometritis und Salpingitis. Letztere kann zu ektopen Schwangerschaften
und Infertilitat fuhren. Zudem ist C. trachomatis Ausloser des Trachoms, eines der
haufigsten Ursachen fur Erblindung. All diese Erkrankungen sind charakterisiert durch
Entzindungsreaktionen, die zu Gewebeschadigungen, Narbenbildung und Fibrose
fuhren und damit die genannten Krankheiten zur Folge haben. Uber die Mechanismen
der Interaktion zwischen C. trachomatis und der Wirtszelle ist jedoch noch wenig
bekannt. In dieser Arbeit wurde die Rolle der Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K), der
Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK) und des Transkriptionsfaktors NF-kB an
der C. trachomatis- induzierten proinflammatorischen Wirtszellantwort untersucht. Die
Infektion von HEp-2 Zellen mit C. trachomatis Serovar K (CTK) fuhrte zu einem zeit-
und dosisabhangigen Konzentrationsanstieg des proinflammatorischen Zytokins IL-8 im
Zellkulturtiberstand. Desweiteren wurde gezeigt, dass die Sekretion von IL-8 offenbar
Zelltyp-spezifisch ist, da CTK keinen signifikanten Konzentrationsanstieg von IL-8 im
Zellkulturtiberstand humaner umbilikalvendser Endothelzellen (HUVEC) verglichen mit
C. pneumoniae TW183 induzierte. Darlber hinaus resultierte die Infektion von HEp-2
Zellen mit CTK in einer dosisabhéngigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB.
Interessanterweise waren dazu auch UV-inaktivierte CTK in der Lage.

Weiterhin wurde eine Phosphorylierung der MAPKinasen extracellular signal-related
kinases (ERK1/2), p38 und c-Jun amino-terminal kinases (JNK) nach Infektion von
HEp-2 Zellen mit CTK nachgewiesen. Die nachgewiesene NF-kB- Aktivierung und
Translokation in den Zellkern war ebenso wie die konsekutive IL-8- Expression
abhangig von der Aktivitat der MAPK p38 und ERK1/2 sowie der PI3K, nicht jedoch von
der JNK.

Diese Beobachtungen haben gezeigt, dass C. trachomatis Serovar K Uber die
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege in humanen Epithelzellen nicht

jedoch in endothelialen Zellen einen proinflammatorischen Phanotyp induziert.



Abstract

Chlamydia trachomatis is the most common cause of sexually transmitted disease.
They typically induce asymptomatic lower genital tract infections, such as cervicitis,
endometritis and salpingitis. Chronic infections can evolve with sequelae such as
ectopic pregnancy and infertility. Moreover, C. trachomatis is the causative agent of
trachoma, the leading cause of preventable blindness. Infection is characterized by
inflammation which is exacerbated upon reinfection, leading to tissue damage and
scarring. Little is known about the mechanisms of C. trachomatis-induced target cell
alteration. In this study, we characterized C. trachomatis-mediated effects on host cells.
Infection of HEp-2 cells leads to a time and dose-dependent expression of the
inflammatory chemokine interleukin-8 (IL-8). While C. trachomatis was also able to
infect endothelial cells, it did not induce the expression of endothelial IL-8. These effects
were specific for a direct stimulation with viable C. pneumoniae TW183. Furthermore, C.
trachomatis induce a dose-dependent expression of the transcription factor nuclear
factor-kB (NF-kB) in HEp-2 cells. Interestingly UV-inactivated C. trachomatis had the
same effect.

We also demonstrated enhanced phosphorylation of the mitogen-activated protein
kinase (MAPK) family members extracellular receptor kinase (ERK1/2), p38-MAPK and
c-Jun amino-terminal kinase (JNK). Moreover, enhanced activation of the
Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks), the MAPKs and the NF-kB was shown.
Subsequent IL-8 and NF-kB expression were dependent on PI3Ks, p38-MAPK and
ERK1/2 activation as demonstrated by preincubation of HEp-2 cells with specific
inhibitors for these pathways. Inhibition of the JNK had almost no effect on IL-8 and NF-
KB expression.

Thus, C. trachomatis triggers an early signal transduction cascade in target cells that
could lead to epithelial but not endothelial cell activation which in turn promote

inflammation.
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Einleitung

1 Einleitung

Chlamydien sind Gram-negative, obligat intrazellulare Bakterien mit einem biphasischen
Entwicklungszyklus. Als humanpathogene Erreger gehdren sie weltweit zu den
haufigsten Krankheitserregern und kommen ubiquitar vor. Infektionen verlaufen haufig
inapparent. Zudem sind persistierende Chlamydieninfektionen haufig. Antibiotische
Monotherapien haben sich in klinischen Studien als nur unzureichend wirksam erwiesen
[1-3]. Voraussetzung fir weitere Therapiestudien ist daher die ldentifizierung der
Mechanismen, die in die Pathogenese und Progression chlamydialer Infektionen

involviert sind.

1.1 Taxonomische Einteilung der Chlamydien

Bis 1999 umfasste die Ordnung Chlamydiales mit den Chlamydiaceae nur eine Familie
und mit Chlamydia nur eine Gattung, die in die vier Arten C. trachomatis, C.
pneumoniae, C. psittaci sowie C. pecorum unterteilt wurde [4]. Basierend auf 16S und
23S rRNA-Sequenzanalysen erfolgte Ende der 90er Jahre die Reklassifikation der
Chlamydien [5, 6]. Die neue Taxonomie gliedert Chlamydiales in die vier Familien
Chlamydiaceae, Simkaniaceae, Parachlamydiaceae und Waddliaceae. Desweiteren
beinhaltet die Familie Chlamydiaceae nun zwei Gattungen: Chlamydia und
Chlamydophila. Chlamydia umfasst drei Arten, darunter Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila beinhaltet neben Chlamydophila pneumoniae noch funf weitere Arten (s.
Abb. 1.1).
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Ordnung Familie Genus Spezies Typischer Wirt
— . F00(TUS Saugetiere
e (. pSittACT vagel, Mensch C psittac
C. falis Katzen
C. caviae Guinea-Schweine
A, Chlamydiales
Chiamysiophia . pacarum Saugetiers 2O vl
Chilamydidceae
C. pneumonize  Mensch C_preumonias § chimydia
Chiamydiaceas
C. trachomatis  Mensch
Chiamydia C suis Schweine . trachomatis
Chiamydiales —— =T V] Mause, Hamster
w P. acanthamoebae
Waddliaceae W, chondraphila
Simkaniaceae 5. negevensis
Neue Taxonomie Alte Taxonomie

Abb. 1.1: Neue und alte Taxonomie der Chlamydiales im Vergleich
Links: Neue Taxonomie der Chlamydiales nach der Reklassifikation von 1999. Rechts:
Alte Taxonomie. Graphik modifiziert [5, 7]. Die Lange der Linien ist nicht proportional zu

den tatsachlichen phylogenetischen Distanzen.

1.2 Entwicklungszyklus und Eigenschaften

Chlamydien sind Gram-negative, obligat intrazellulare Bakterien, deren Entwicklung
durch einen biphasischen Entwicklungszyklus gekennzeichnet ist. In diesem treten
Chlamydien in zwei Erscheinungsformen auf, die an das extrazellulare Uberleben und
die intrazellulare Vermehrung angepasst sind. Die extrazellulare Form heifl3t
Elementarkorperchen (EK) und die intrazellulare Form wird Retikularkérperchen (RK)
genannt [8]. EK haben einen Durchmesser von 0,3 um, sind osmotisch stabil sowie

metabolisch inaktiv und stellen die infektiose Form der Chlamydien dar. Aufgrund ihrer
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widerstandsfahigen Zellwand ist das Uberleben in der Umwelt moglich. Nach Adhasion
an und Eindringen in die Zelle via Phagozytose oder rezeptorvermittelter Endozytose
gelangen die EK in Vakuolen. Aufgrund verschiedener, bisher noch nicht im Detalil
identifizierter Mechanismen entziehen sich diese Vakuolen einer Fusion mit den
Phagolysosomen [9-11]. In diesen Vakuolen (sog. Einschlusskdrperchen)
transformieren die EK innerhalb von zwei Stunden nach Eintritt in die Zelle zu RK.
Diese stellen die nicht infektitse, replikative Form der Chlamydien dar. Sie sind grol3er
(0,8-1,0 um) und besitzen eine dunnere, permeablere Zellwand als die EK, sind
metabolisch aktiv und vermehren sich durch bindre Teilung. Zum Ende des
Entwicklungszyklus dekondensieren RK wieder zu EK.

Die Dauer des Entwicklungszyklus ist speziesabhéngig: bei C. pneumoniae dauert er
ca. 72-96 h, bei C. trachomatis ca. 32-48 h. Schlief3lich werden die EK durch Lyse der
Zelle oder Exozytose freigesetzt [12] (s. Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus

Der gesamte Entwicklungszyklus findet im sogenannten Einschlusskérperchen statt.
Nach Adhéasion und Internalisierung der Elementarkérperchen (EK) transformieren
diese zu metabolisch aktiven Retikularkorperchen (RK). Es erfolgt die Vermehrung der
RK durch binére Teilung und schlie3lich ihre Dekondensation zu EK. Diese werden
durch die Lyse der Zielzelle freigesetzt. Die Dauer des Entwicklungszyklus ist
speziesabhangig und betragt fur C. trachomatis 32-48 h und fiur C. pneumoniae 72-96
h.
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Chlamydien verfugen uber viele Stoffwechselwege der Prokaryonten zur Synthese von
Proteinen, DNA, RNA und Phospholipiden. Urspringlich wurden Chlamydien als
Energieparasiten beschrieben, die ihren Energiebedarf tiber ATP der Wirtszelle decken
[8]. Das Vorhandensein ADP/ATP-Translokasen kodierender Gene im Genom von C.
trachomatis und C. pneumoniae bestétigen diese Hypothese [13, 14]. Dartber hinaus
konnten jedoch auch Gene identifiziert werden, die fur ATPasen,
Phosphoglyceratkinasen, Pyruvatkinasen und Succinat-Thiokinasen kodieren, so dass
Chlamydien offenbar die Fahigkeit besitzen selbst ATP zu synthetisieren [14]. Somit
scheinen sie keine obligaten Energieparasiten zu sein.

Das Genom von Chlamydien ist relativ klein. C. trachomatis enthalt mit 1,0 Mbp ein
etwas kleineres Genom als C. pneumoniae mit 1,2 Mbp [13, 14]. Von den 1073 fur
Proteine kodierenden Genen in C. pneumoniae konnten fur 214 keine homologen
Sequenzen im Genom von C. trachomatis gefunden werden. Umgekehrt besitzt C.
trachomatis 70 Gene, die in C. pneumoniae nicht vorkommen. Diese speziespezifischen
Gene konnten ursachlich fur Unterschiede hinsichtlich Biologie, Wirtszelltropismus und
Pathogenese von C. trachomatis und C. pneumoniae sein. So besitzt C. pneumoniae
beispielsweise eine hodhere Invasivitdt und kann in einem breiteren Spektrum an

Wirtszellen Gberleben als C. trachomatis [13].

1.3 Medizinische Bedeutung der Chlamydien

Als humanpathogene Erreger fiir eine Reihe von Erkrankungen fungieren vor allem C.
trachomatis und C. pneumoniae. Aber auch Chlamydophila psittaci und Chlamydophila
pecorum, die in erster Linie Vogel und Saugetiere infizieren, kénnen nach Ubertragung
auf den Menschen zu schweren Krankheiten wie Pneumonie und Psittakose fihren
[15].

11
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1.3.1 Chlamydiatrachomatis

Infektionen mit C. trachomatis gehdren weltweit zu den haufigsten sexuell Gbertragenen
Erkrankungen mit geschatzten 90 Millionen Krankheitsfallen jahrlich [16]. Zudem ist der
Erreger Ausléser des Trachoms, eines der haufigsten Ursachen fur Erblindung weltweit
[17].

C. trachomatis umfasst zwei fir den Menschen bedeutsame Biovare, die sich in weitere
Serovare unterteilen: Trachoma und Lymphogranuloma venereum (LGV). Die Trachom-
Serovarianten A, B und C sind ursachlich fur die okulédren Infektionen, die zu
Vernarbungen der Kornea und damit zu Erblindung fihren kénnen. Die Serovare D bis
K sowie L1 bis L3 infizieren Zellen des Urogenitaltrakts. Sie kénnen neben den
Epithelien des Genitaltrakts auch lokale Monozyten befallen und damit in Folge zu einer
systemischen Erkrankung, dem Lymphogranuloma venereum fiihren [15, 18]. Die
Serovare D bis K verursachen milde Formen genitaler Infektionen wie Urethritis und
Zervizitis. Im Verlauf kbnnen sie jedoch mit Komplikationen wie Endometritis und
Salpingitis assoziiert sein und zu Infertilitat und ektopen Schwangerschaften fihren [15].
Diese verschiedenen Erkrankungen sind charakterisiert durch chronische
Entzindungsreaktionen, die Gewebeschadigungen, Narbenbildung und Fibrose
hervorrufen [19].

DarUber hinaus werden chlamydiale Infektionen des Genitaltrakts mit einem erhéhten

Risiko fur die Ubertragung des Humanen Immundefizienz Virus verbunden [20].

1.3.2 Chlamydophila pneumoniae

C. pneumoniae verursacht vor allem Infektionen des Respirationstrakts und wird durch
Tropfcheninfektion von Mensch zu Mensch Ubertragen. 90 % dieser Infektionen
verlaufen asymptomatisch, andere fuhren dber Erkaltungssymptome bis hin zu
Bronchitis und Pneumonie [21]. Verschiedenste chronische Erkrankungen wie
Sarkoidose und hildare Lymphadenopathie [22], Guillain-Barré Syndrom, Multiple
Sklerose [23] und Lungenkrebs [24] wurden mit C. pneumoniae in Zusammenhang
gebracht. Hierzu liegen bisher allerdings nur Fallberichte und kleinere Studien vor, die
keine wirkliche Aussage erlauben.

Die hohe Seropravalenz von etwa 50 % bei 20jahrigen, die mit zunehmendem Alter

Werte von 70-80 % erreicht, legt nahe, dass so gut wie jeder Mensch im Laufe des

12
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Lebens eine Infektion mit C. pneumoniae durchmacht. Reinfektionen sind trotz alledem
haufig [25, 26].

C. pneumoniae wird zudem als moglicher Risikofaktor fir die Entstehung von
Atherosklerose diskutiert [27]. Der Erreger konnte in atheromatdsen Plaques und
Gefallen von KHK- und Schlaganfallpatienten nachgewiesen werden [28]. Andere
Studien zeigten hingegen keine signifikante Korrelation [29, 30]. Letztlich bleibt die
Frage offen, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Nachweis von C.

pneumoniae im atherosklerotisch veranderten Gewebe und der Erkrankung besteht.

1.4 Intrazellulare Signaltransduktion

Die Ubertragung von Informationen von der Zelloberfliche in den Zellkern sowie die
intrazellulare Kommunikation lauft  Uber  eine  Vielzahl  verschiedener
Signaliibertragungskaskaden. In einem ersten Schritt Iasst sich meist die Aktivierung
eines membrangebundenen oder transmembrandsen Rezeptors nachweisen, der durch
die Bindung extrazellularer Liganden in seiner Konformation modifiziert wird. Uber
assoziierte membran- und rezeptorgebundene G-Proteine, zwischengeschaltete weitere
.second messenger® wird dann die Aktivitat einer Kaskade von Proteinkinasen und -
phosphatasen gesteuert. Hierliber folgt eine Modifizierung von Transkriptionsfaktoren,

welche die Expression spezifischer Genprodukte im Zellkern regulieren [31].

1.4.1 Phosphatidylinositol 3-Kinasen

Die Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K) sind eine Gruppe von Lipidkinasen, die als
second messengers an einer Reihe von biologischen Prozessen beteiligt sind wie
Zellwachstum, Regulation von Apoptosevorgangen, Anderungen des Zytoskeletts sowie
Vesikeltransport [32]. Desweiteren sind sie an der Regulation verschiedener
Entziindungsprozesse und -kaskaden beteiligt [33].

Diese Enzymgruppe katalysiert die Phosphorylierung der 3'-OH Position am Inositolring
ihrer Phospholipidsubstrate. Die phosphorylierten Substrate regulieren wichtige
zellulare Prozesse wie beispielsweise den Proteintransport vom Golgi-Apparat zu den
Lysosomen [34]. Desweiteren aktivieren sie Enzymkaskaden, die wichtig fir
Proliferations- und Differenzierungsvorgange und somit bedeutend fur die Regulation
des Zellzyklus und der Proteinbiosynthese sind. Zudem wird eine Funktion der PI3K in

Tumorvorgangen und in mitotischen Signaltransduktionen angenommen, da 3-
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phosphorylierte Phosphoinositide in  Tumorzellen und mitoseaktivierten Zellen
nachgewiesen werden kdnnen [35, 36].

PI3K sind Heterodimere, bestehend aus einer regulatorischen und einer katalytischen
Untereinheit, die in drei Klassen unterteilt werden. Vertreter der Klasse | kdnnen alle
Phosphatidylinositole als Substrat verwenden, bevorzugen jedoch Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat, welches an der 3'-OH Position des Inositolrings phosphoryliert wird.
Dabei entsteht Phosphoinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), das weitere intrazellulare
Signalkaskaden aktiviert, die wiederum zu einer vermehrten Genexpression von
Entzindungsmediatoren fihren. Hierbei findet die Lipidkinaseaktivitat an der
Zellmembran statt [34, 37]. PIP3 dient anschlieRend als Bindungsstelle fir
verschiedene Enzyme wie die Protein Kinase B (PKB) sowie deren Aktivatoren, die
PDKs (phosphatidylinositol-dependent kinases). PKB aktiviert eine Reihe von
Enzymphosphorylierungen, die fir den sog. ,Survival-Pathway“ entscheidend sind.
Glycogen Synthase Kinase 3 (GKS3) und die Transkriptionsfaktoren FKHR (Forkhead
Transkriptionsfaktoren), CREB (cAMP-responsive-element binding protein) und NF-kB
(Nuclear factor-kappa B) gehéren zu den PKB- Effektorproteinen des ,Survival-
Pathways" [38] (s. Abb. 1.3).

Rezeptor

Zellmembran

NF-kB FKHR CREB GKS3

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des PI3K/ PKB- S  ignalweges

14
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PDKs: Phosphatidylinositol-dependent kinases, FKHR: Forkhead Transkriptionsfaktor,
CREB: cAMP-responsive-element binding protein, GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3,
NF-kB: Nuclear factor-kappa B. Graphik modifiziert [39].

Fir die PI3K der Klasse | ist zudem eine intrinsische Proteinkinaseaktivitat beschrieben,
die zu einer vorwiegend im Zytosol stattfindenden Aktivierung der Mitogen-aktivierten
Protein Kinasen (MAPK) fuihrt [34, 37].

Die Vertreter der Klasse 1l sind in der Lage Phosphatidylinositol (P1) und PI-4-P an der
3'-OH Position des Inositolringes zu phosphorylieren. Klasse llI- Vertreter kénnen nur
Pl umzusetzen. Fur sie ist ebenfalls eine Proteinkinaseaktivitat nachgewiesen [37].
Verschiedene Studien haben dartber hinaus an einer Vielzahl von Zelltypen gezeigt,
dass PI3K an der intrazellularen Signaltransduktion mit nachfolgender IL-6 und IL-8

Expression beteiligt sind [40-45].

1.4.2 Mitogen-aktivierte Protein Kinasen

Die Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (Mitogen-activated protein kinases, MAPKS)-
Kaskaden sind in allen Eukaryonten nachweisbare Signaltransduktionsenzyme, die
durch eine Reihe extrazellularer Stimuli wie Zellstress, Hormone, Neurotransmitter und
Zytokine aktiviert werden. Diese Signalkaskaden bestehen aus MAPK-Kinase-Kinasen
(MAPKKK; MEKK), die MAPK-Kinasen (MAPKK, MEK) phosphorylieren und aktivieren,
welche wiederum MAPKSs aktivieren [46].

Zu den MAPK gehoren die ,extracellular signal-related kinases* (ERK)1/2, die durch
Stimulierung der DNA-Synthese sowie Regulation verschiedener Transkriptionsfaktoren
die Zellproliferation und Differenzierung regulieren [47-49]. Weiterhin sind die ,c-Jun
amino-terminal kinases” (JNK)- und die p38-MAPK bekannt, die flr Stressantworten wie
Entzindung und Apoptose verantwortlich gemacht werden [50, 51]. MAPK regulieren
aul3erdem die Expression von Genen [52].

Die Aktivierung der MAPK erfordert die Phosporylierung ihrer Tyrosyl- und
Threonylreste durch MAPKK, die wiedererum durch MAPKKK aktiviert werden [48].
Anschliel3end erfolgt die nukledre Translokation der Kinasen [53]. Dort wirken sie auf
ihre Substrate zu denen beispielsweise die Transkriptionsfaktoren Adapterprotein-1
(AP-1) und Elk-1, Zytoskelettproteine, Proteinkinasen sowie Phospholipasen gehoren
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[46]. Desweiteren kénnen MAPK zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
fuhren [54].

Die MAPK werden durch unterschiedliche MAPKK aktiviert: ERK1/2 durch MEK1/2, p38
durch MKK3/6 und JNK durch MKK4/7. Hingegen kann jede MAPKK durch mehr als
eine MAPKKK aktiviert werden, was die Komplexitat der MAPK-Signalwege deutlich
macht [55]. Diese wird durch den gegenseitigen Signalaustausch zwischen den
Kaskaden noch verstarkt [56] (s. Abb. 1.4).

Zellmembran

Kinasen
MAPKKK / l \
TF’KK MEK1/2 MKK3/6 MKK4/7
MAPK ERK1/2 p38 JNK

__‘-h--""‘-l-...h‘_‘-
v v+ Zellkern

Elk-1 Elk-1 AP-1
Zellproliferation Entziindung
Differenzierung Apoptose

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der MAPK-Kaskade n

Verschiedene extrazellulare Stimuli wie Zellstress, Hormone, Neurotransmitter und
Zytokine induzieren die MAPK-Kaskaden. Unterschiedliche MAPKK aktivieren die
MAPK: ERK1/2 wird durch MEK1/2, p38 durch MKK3/6 und JNK durch MKK4/7
aktiviert. AnschlieRend erfolgt die nukleare Translokation der Kinasen, wo sie auf ihre
Substrate wie die Transkriptionsfaktoren Adapterprotein-1 (AP-1) und Elk-1 wirken. Auf
diese Weise werden Zellproliferation, Differenzierung, Entzindung und
Apoptosevorgange reguliert.
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1.4.3 Der Transkriptionsfaktor NF- kB

Nuclear factor-kappa B (NF-kB) ist ein Transkriptionsfaktor, der erstmals 1986 in B-
Lymphozyten beschrieben wurde [57]. Heute ist bekannt, dass er in nahezu allen
Zelltypen vorkommt. NF-kB wird durch verschiedene extrazellulare Stimuli wie die
proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1, T- und B- Zellmitogene, Bakterien, Viren
sowie physikalischen und chemischen Zellstress aktiviert [58, 59]. Sogenannte Toll-like
Rezeptoren (TLRs), die extrazellulare Pathogene erkennen kodnnen, sind an der
Aktivierung von NF-kB beteiligt [60]. NF-kB spielt eine wichtige Rolle in der Immun- und
Entzindungsantwort, indem er die Transkription zahlreicher Gene reguliert. So induziert
NF-kB die Expression von Akute-Phase-Proteinen, Zelladhasionsmolekilen sowie der
Zytokine IL-1(, IL-6 und IL-8. Zudem kann die NF-kB- Aktivierung viele Zellen vor der
Apoptose schiitzen, in anderen hingegen induziert sie die Apoptose [58, 59].

Strukturell bezeichnet NF-kB eine heterogene Gruppe von Dimeren, die aus
verschiedenen Kombinationen von Mitgliedern der Rel-Familie von DNA-bindenden
Proteinen besteht. Finf Rel-Proteine konnten identifiziert werden: NF-kB1 (p50 und sein
Préakurser p105), NF-kB2 (p52 und sein Prakurser p100), cRel, RelA (p65) und RelB
[58]. Gemeinsam ist all diesen Proteinen eine aus 300 Aminosauren bestehende Rel-
Homologie-Region (RHR). Die RHR ist verantwortlich fur die Dimerisation, die DNA-
Bindung und die Interaktion mit den IkB-Proteinen. Auf3erdem enthélt diese Region eine
Kern-Lokalisations-Sequenz [58].

Die Rel-Proteine unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit, die Transkription zu aktivieren.
So wurden beispielsweise nur in p65/RelA und cRel transkriptionsaktivierende
Domanen gefunden. Anderen Rel-Proteinen wie p50 fehlt diese Doméane und ihnen wird
daher eine hemmende Wirkung auf die Transkription zugeschrieben. In ,Knockout*-
Studien konnten spezifische Wirkungen verschiedener Rel-Proteine nachgewiesen
werden [58].

Im Zytoplasma liegt NF-kB als inaktive Form gebunden an die Proteine der IkB-Familie
vor [61, 62]. Die IkB-Familie umfasst die Proteine IkBa, kBB, IkBy, IkBe, Bcl-3, die
Préakurser p105 und p100 sowie das Drosophila-Protein Cactus. Ausgelost durch eine
Vielzahl extrazellularer Stimuli erfolgt im Verlauf die proteolytische Degradation der
inhibierenden IkB-Proteine [58]. Dabei werden die IkBs durch den aktivierten NF-kB
Kinase (IKK)-Komplex phosphoryliert [63-65]. Dies hat eine Translokation von NF-kB in

den Nukleus zur Folge [58]. Der IKK-Komplex besteht aus zwei katalytischen Kinase-
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Untereinheiten, IKKa und IKKM, und einer regulatorischen Untereinheit NEMO (IKKy)
[66], wobei IKK3 Uberwiegend in den klassischen (kanonischen) NF-kB-Weg involviert
ist. Dieser hangt von der IkB-Degradierung ab und setzt das Heterodimer p50/p65 frei,
welches an die DNA bindet. Strukturell sind sich IKKa und IKKM sehr &hnlich. Dennoch
haben biologische und genetische Studien gezeigt, dass IKKR die dominantere Kinase

ist, die an der Phosphorylierung von IkBa beteiligt ist [67, 68] (s. Abb 1.5).
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Klassischer Signalweg

ZELLMEMBRAN

Zielgene

NUKLEUS

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des klassischen NF-kB- Signalweges

Der klassische (kanonische) Signalweg wird durch eine Vielzahl von Stimuli (z. B.
TNFa, IL-1) aktiviert. Die Aktivierung dieses Signalweges ist abhéangig von dem NF-kB
Kinase (IKK)-Komplex, bestehend aus IKKa/3 und dem essentiellen Modulator von NF-
KB (NEMO). Der IKK-Komplex phosphoryliert IkBa und fihrt somit zu dessen
Degradation und zur Freisetzung von p50/p65. Dieser Signalweg ist essentiell fir die

Immunantwort, Inflammation, Tumorgenese und das Zelliberleben. Graphik modifiziert
[69].
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1.5  Zytokin IL-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein inflammatorisches Zytokin, das durch verschiedene Zelltypen
sezerniert wird, darunter Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen sowie
Keratinozyten [70-73].

IL-8 gehort zu den Chemokinen, einer Familie kleiner Polypeptide, die chemotaktische
Eigenschaften auf Entziindungszellen haben [73]. Zu den chemotaktischen Wirkungen
von IL-8 gehéren die Aktivierung neutrophiler und basophiler Granulozyten sowie T-
Lympozyten [74]. IL-8 ist involviert in die frihe Antwort des Wirtsorganismus auf die
Exposition gegeniuber Mikroorganismen [75, 76]. Verschiedene extrazellulare Stimuli
kénnen die Bildung von IL-8 induzieren, einschlief3lich IL-1 [77] und TNF [78], sowie
Zellstress [79], bakterielle [75] und virale Produkte [80]. In Vorstudien der eigenen
Arbeitsgruppe konnte zudem gezeigt werden, dass eine Infektion von humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) mit C. pneumoniae TW183 zu
einem deutlichen Anstieg des IL-8 Spiegels im Uberstand infizierter Zellen fiihrte [81].
Neben einer vermehrten Bildung von IL-8 beobachtet man im Verlauf einer
chlamydialen Infektion nichtimmunologischer Zellen zudem die Produktion weiterer
proinflammatorischer Faktoren wie z. B. IL-1q, IL-6, IL-11, GROa und GM-CSF [19, 82,
83]. Diese Faktoren konnen durch Rekrutierung neutrophiler Granulozyten an den Ort
der Infektion zu einer akuten Entzindungsreaktion fuhren, gefolgt von einer
subepithelialen Akkumulation mononuklearer Leukozyten wahrend der chronischen
Phase der Infektion [19, 84, 85].

Das Gen fir IL-8 enthélt eine NF-kB- Sequenz in seinem Promoter [86], dies weist
darauf hin, dass die IL-8 Expression u. a. uUber NF-kB kontrolliert wird. Weitere
Untersuchungen des IL-8 Promoters zeigen, dass zudem die AP-1 (activator protein-1),
NFIL6 (nuclear factor IL6) und NF-kB Elemente notwendig sind, um eine vollstandige
Transkription von IL-8 nach Infektion mit C. trachomatis nachzuweisen [87].
Transkriptionsfaktoren, die an diese Elemente binden, werden durch die ERK1/2, p38
und JNK MAPK reguliert [88, 89]. Dies legt die Vermutung nahe, dass die IL-8 Antwort
der Wirtszelle nach Infektion mit C. trachomatis durch einen oder mehrerer dieser
Signalwege induziert wird. Anhand dieses "Modell-Zytokins" fur die inflammatorische
Aktivitét einer Zelle oder eines Organismus sollte nun untersucht werden, ob C.
trachomatis Serovar K auch in der Lage ist, die Expression von IL-8 in HEp-2 Zellen
und HUVEC zu induzieren.
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1.6 Wirtszellaktivierung

Chlamydien haben verschiedene Strategien entwickelt, um ihr Uberleben in infizierten
Wirtsorganismen zu sichern und den Abwehrmechanismen der Wirtszellen zu
entkommen. Sie kommunizieren tUber die Membran des Einschlusskdrperchens mit der
Wirtszelle und greifen in bestimmte Prozesse der Wirtszelle ein [12]. Wenige Minuten
nach Anlagerung der Elementarkorperchen (EK) an die Wirtszelle sind bereits Thyrosin-
Phosphorylierungen und eine Aktin-Mobilisation in der Wirtszelle nachweisbar. Eine
vermehrte Bildung von Mikrovilli an der Zelloberflache zeigt sich 15 min nach
Anlagerung [90].

Die Aufnahme der EK in die Wirtszelle findet innerhalb von 30 min bis 2 h nach
Aktivierung des Aktin-Zytoskelettes via rezeptorvermittelter Endozytose oder
Phagozytose statt [10, 11, 90]. Eine rezeptorvermittelte Induktion spezifischer
Signaltransduktionskaskaden durch Chlamydien ist essentiell fur die Invasion von C.
pneumoniae in Epithelzellen. So konnte gezeigt werden, dass die MEK- abhéngige
Phosphorylierung und Aktivierung von ERK1/2, gefolgt von einer PI3K- abhangigen
Phosphorylierung und Aktivierung von Akt mit der Invasion von C. pneumoniae in die
Zielzellen einhergeht [90].

Nach Internalisierung befinden sich die Chlamydien in einer Vakuole (sog.
Einschlusskorperchen), die umgeben ist von einer von der Plasmamembran der
Wirtszelle abgeleiteten Membran. Die Fusion des Einschlusskérperchens mit
Lysosomen, wie es normalerweise bei Durchlaufen des endozytotischen Weges
geschieht, wird unterbunden [91]. Dieser Prozess lauft zunachst unabhéangig von einer
chlamydialen Proteinsynthese ab, da im EK bereits in der Frihphase der Infektion
vorhandene Proteine die Aufgaben dafiir Gbernehmen. Im weiteren Verlauf erfolgt dies
durch die in den Retikularkérperchen (RK) synthetisierten Proteine [92, 93]. Zwei
Stunden nach Internalisierung kann in mit C. trachomatis infizierten Zellen eine
Translokation der Einschlusskérperchen unter Beteiligung des Zytoskelettes der
Wirtszelle in Richtung des Golgi-Apparates nachgewiesen werden [94, 95]. Weiterhin
wurde sowohl fur intrazellulare Infektionen mit C. trachomatis als auch mit C.
pneumoniae gezeigt, dass es zu einer von der chlamydialen Proteinbiosynthese
abhangigen Fusion der Einschlusskorperchen mit vom Golgi-Apparat sezernierten,
sphingomyelin- und cholesterinhaltigen Vesikeln des exozytotischen Weges kommt [92,

96-98]. Die aufgenommenen Lipide decken zum einen den Bedarf der wéhrend des
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Entwicklungszyklus wachsenden Membran des Einschlusskérperchens, zum anderen
konnten diese Lipide eine Maskierung des Einschlusskorperchens hervorrufen und so
einer Fusion mit Lysosomen entgegenwirken [99].

Daruber hinaus vermégen Chlamydien die Apoptose der Wirtszelle sowohl zu inhibieren
und als auch zu induzieren: das konservierte chlamydiale Protein CADD wird spat im
Entwicklungszyklus exprimiert und aktiviert wahrscheinlich Uber Interaktion mit Death-
Rezeptoren die Apoptose der Wirtszelle [100]. Daneben wurde gezeigt, dass
Chlamydien die Apoptose der Wirtszelle inhibieren [101-104]. Die verantwortlichen
Faktoren konnten teilweise identifiziert werden. So korreliert die anti-apoptotische
Aktivitat der Chlamydien mit der Blockade der mitochondrialen Freisetzung des
apoptotischen Faktors Cytochrom ¢ [105] und einer Hemmung der pro-apoptotischen
mitochondrialen Proteine Bax und Bak [106]. Es bedarf jedoch weiterer Studien, um

endgultige Klarheit Gber diese scheinbar widersprichlichen Phanomene zu erlangen.
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1.7 Fragestellung

Infektionen mit Chlamydia trachomatis gehdren weltweit zu den haufigsten sexuell
ubertragbaren Erkrankungen. Uber die Mechanismen der Interaktion zwischen C.
trachomatis und der Wirtszelle ist jedoch noch wenig bekannt.

In dieser Arbeit sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Kann C. trachomatis Serovar K HEp-2 Zellen infizieren? Fuhrt die mdogliche
Infektion zur Ausbildung eines proinflammatorischen Phanotyps? Welchen
Einfluss haben die zeitliche Dauer und die Dosis der bakteriellen Stimulation auf
die mdgliche IL-8 Expression in HEp-2 Zellen?

2. Fuhrt eine Infektion mit C. trachomatis zur Ausbildung eines
proinflammatorischen Ph&notyps in humanen umbilikalvendsen Endothelzellen
(HUVEC) verglichen mit Chlamydophila pneumoniae TW183- infizierten
HUVEC?

3. Welche molekularen Mechanismen spielen bei der C. trachomatis- induzierten
Infektion von HEp-2 Zellen eine Rolle? Welchen Beitrag leisten insbesondere
Phosphatidylinositol 3-Kinasen, Mitogen-aktivierte Protein Kinasen und der

Transkriptionsfaktor NF-kB?
Die Kenntnis Uber eine Interaktion zwischen C. trachomatis (Serovar K) und Zielzellen

auf molekularer Ebene im Speziellen ist eine wichtige Voraussetzung fur das

Verstandnis der pathophysiologischen, klinischen Ablaufe chlamydialer Erkrankungen.

23



Methoden

2 Methoden

2.1 Zellkultur

Kultivierung von HEp-2 Zellen

Als Wirtszellen zur Kultivierung der Chlamydien dienten HEp-2 Zellen. HEp-2 Zellen
sind humane Larynxkarzinomzellen (ATCC Nr.: CCL-23) [107].

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter der Laminair durchgefihrt. Die Anzucht der
Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen mit 75 cm? Kulturflache (T75) bei 37 °C unter 5 %
CO,-Spannung in HEp-2-Kulturmedium. Nach Ausbildung eines konfluenten Zellrasens
wurde das Kulturmedium abgegossen, der Zellrasen mit sterilem PBS-/- gewaschen
und die adharenten Zellen in 3 ml 0,5 % Trypsin-EDTA bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert, worauf sich die Zellen vom Flaschenboden ablésen liel3en. Durch Zugabe von
15 ml Medium wurde das Trypsin-EDTA inaktiviert. Die Zellen wurden bei 400 x g fur 5
Minuten (min) pelletiert, anschlieRend in frischem Medium resuspendiert und auf neue

Zellkulturflaschen aufgeteilt.

Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in Suspension wurde ein Aliquot der
Zellsuspension mit Trypan-Blau 1:1 verdinnt und in eine Neubauer-Zadhlkammer
uberfahrt. Die Multiplikation der Anzahl nicht blaugefarbter, also lebender Zellen in
einem GroRquadrat (4 x 4 Felder) mit dem Kammerfaktor (1 x 10* Zellen/ml) und dem
Faktor der Verdiinnung mit Trypan-Blau ergab die Konzentration lebender Zellen in der
urspringlichen Zellsuspension. Um eine zuverlassige Zellzahl zu erhalten, wurden

mehrere Grol3quadrate ausgezéahlt und die Werte gemittelt.
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2.2 Anzucht von Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis Serovar K wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Jens
Kuipers, Rheumatologie der medizinischen Hochschule Hannover, zur Verfligung
gestellt und wie zuvor beschrieben angeziichtet [108]. Chlamydophila pneumoniae
TW183 wurden von Prof. Dr. M. Maal3, Labor Dr. Heidrich & Kollegen MVZ GmbH, zur
Verfluigung gestellt.

In Zellkulturflaschen mit 175 cm? Kulturflache (T175) kultivierte HEp-2 Zellen wurden
mit Chlamydia trachomatis infiziert. Zur Verbesserung der Infektionsrate wurden nach
Zusatz der Chlamydien-Suspension die Zellkulturflaschen auf einem Schattler fur 30
min bei RT geschwenkt. Die Zellkulturflaschen wurden bei 37 °C unter 5 % CO»-
Spannung in cycloheximidhaltigem Infektionsmedium fir zwei Tage inkubiert.
Cycloheximid hemmt hierbei die Proteinsynthese der Wirtszellen und verschafft damit
den Chlamydien einen Wachstumsvorteil. 48 Stunden (h) nach Infektionsbeginn wurde
der Zellrasen mit einem sterilen Zellschaber vom Boden des Kulturgefaf3es gelost. Die
entstandene Zell-Suspension wurde mittels einer groRBlumigen Kanile (0,9 mm
Durchmesser) in einer Spritze aufgenommen und in ein steriles 50 ml-
Zellkulturrohrchen mit Glasperlen uberfuhrt. Anschlie3end wurde der Zelldetritus durch
zweiminutiges Vortexen geschreddert, um die Elementarkérperchen aus den Zellen
freizusetzten. Nach Auffullen des Zelldetritus mit Infektionsmedium diente das
Infektionsgemisch der erneuten Infektion von HEp-2 Zellen.

Bis zur Aufreinigung wurde die Chlamydien enthaltende Zell-Suspension in 50 ml-
Zellkulturrohrchen bei -80 °C gelagert.

Aufreinigung von Chlamydia trachomatis

Analog zu Caldwell et al. [109] erfolgte die Aufreinigung von Chlamydia trachomatis
Serovar K.

Die Chlamydien enthaltende Zell-Suspension wurde im 37 °C Wasserbad angetaut,
jedoch nicht bis auf 37 °C. Nach Antauen wurde die Suspension in auf Eis vorgekuihlte
und mit Glasperlen geflllte sterile 50 ml-Zellkulturréhrchen dberfihrt und 5 min
geschreddert. Die auf diese Weise zertrimmerten Zellen wurden in neuen gekuhlten 50
ml-Zellkulturrohrchen durch zehnminitiges Zentrifugieren bei 300 x g und 4 °C

pelletiert. Der gewonnene Uberstand wurde in autoklavierte und gekihlte
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Ultrazentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 200000 x g und 4 °C 1 h ultrazentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet, das nun aus chlamydialen
Elementarkdrperchen bestand, in SPG-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde in
100 pl Aliguots portioniert und bei -80 °C in Kryorbhrchen gelagert.

Bestimmung der Infektiositdt von ~ Chlamydia trachomatis

Die Bestimmung der Infektidsitat von C. trachomatis in einer Chlamydien-Suspension
erfolgte mittels Immunfluoreszenztest infizierter Zellen und Auszéhlung der
Einschlusskodrperchen unter einem Fluoreszenzmikroskop [108]. Hierzu wurden 2 x 10°
HEp-2 Zellen je Well in eine Zellkulturplatte mit 24 Wells mit Deckglaschen (10 mm
Durchmesser) eingesat und mit 1 ml verschiedener Verdinnungsstufen (1:100, 1:1000,
1:10000) der Chlamydien-Suspension infiziert. 48 h nach Infektionsbeginn wurden die
Zellen mit eiskaltem Methanol bei -20 °C fur 10 min fixiert. Anschlie3end wurden die
HEp-2 Zellen mit PBS-/- gewaschen und nach Trocknen an der Luft mit 25 pl Konjugat
aus dem Immunfluoreszenz-Chlamydia-Testkit gefarbt. Die Inkubation erfolgte in einer
feuchten Kammer bei 37 °C fur 15 min. Nach sich daran anschlie3enden
Waschschritten und Trocknen wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten
auf Objekttrager mit Eindeckmedium aus dem Testkit gegeben. Anschlielend konnte
die Anzahl der Einschlusskorperchen je 100 HEp-2 Zellen ausgezéhlt werden. Hieraus
lie sich die Konzentration der Chlamydien in der zur Infektion verwendeten
Chlamydien-Suspension in "Inclusion forming units" pro ml (IFU/ml) bestimmen. Eine

IFU entspricht einem lichtmikroskopisch darstellbaren Einschlusskorperchen.
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2.3 Isolation und Kultur von humanen Endothelzellen aus der

Nabelschnurvene

Die Nabelschnire wurden uns freundlicherweise von den Geburtshilfe-Abteilungen des
ev. Waldkrankenhauses Spandau (Berlin) und des Humboldt Krankenhauses
Reinickendorf (Berlin) zur Verfiigung gestellt.

Die Isolation der Endothelzellen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll der von
Jaffé beschriebenen Technik [110]. Unter einer Laminair wurde die Nabelschnurvene
kanuliert (Braunule R, 18 G, Braun Melsungen), mit sterilem HBSS +/+ ausgespuilt und
dann mit 0,025 % Typ Il Kollagenase fir 20 min gefillt und inkubiert. Durch
wiederholtes vorsichtiges Massieren und Ausspulen mit M199 wurden die
Endothelzellen aus der Vene extrahiert. Die gewonnenen Zellen wurden fir 10 min bei
350 x g zentrifugiert und das Pellet in Endothel-Basal-Medium aufgenommen. Die
Primarkultur der isolierten HUVEC lagerte in Endothel-Basal-Medium mit 10 %
inaktiviertem fetalen Kalberserum (FCS) im Brutschrank bei 37 °C unter 5 % CO,-
Spannung.

Die nach 4 bis 5 Tagen in T75 konfluenten Zellen wurden in 24-Well-Platten gesplittet.
Dafur wurden die Endothelzellen mit sterilem PBS-/- gewaschen, mit 0,5 % Trypsin-
EDTA abgel6st und wieder in Kulturmedium aufgenommen. Alle verwendeten Gefal3e
wurden vorher eine Stunde mit 0,5 %iger Gelatineldsung behandelt.

Die nach morphologischen und immunologischen Kriterien Jaffés [110] charakterisierten
humanen Endothelzellen wuchsen zu einem konfluenten "Kopfsteinpflaster-artigen”

Monolayer.

27



Methoden

2.4 Infektionsexperimente

Die Infektionsexperimente mit HEp-2 Zellen wurden in Cycloheximid-freiem
Infektionsmedium durchgefihrt, jene mit HUVEC in Endothel-Basal-Medium mit 1 %
FCS.

Zunachst wurden konfluente HEp-2 Zellen bzw. HUVEC in T75 - wie bereits
beschrieben — mit Trypsin-EDTA aus den Flaschen gel6st und in 24-Well-Platten (2,4 x
10* Zellen pro Well) ausgesat. Die Bakterien wurden aufgetaut und je nach Bedarf auf
eine MOI (Multiplicity of Infection) von 5, 0,5 oder 0,05 eingestellt. Mit der MOI wird das
zahlenmafige Verhaltnis von infektiosen Agenzien wie Bakterien zu deren Zielzellen
beschrieben. Fur die Infektion der Zellen wurde die MOI dieser Kultur berechnet, indem
die Konzentration der Bakterien in der Suspension in IFU/ml durch die Anzahl der
Zellen pro Well (Vertiefung in der Zellkulturplatte) geteilt wurde. So wurden
beispielsweise bei einer MOI von 5 zur Infektion 1,2 x 10° IFU/ml Bakterien eingesetzt,
wenn pro Well 2,4 x 10* Zellen gezéhlt und 10 pl Bakteriensuspension in 1 ml
Zellkulturmedium eingesetzt wurden.

Das Medium der Zellen wurde abgesaugt und die eingestellte Bakterienldsung
anschlieBend zugegeben. Als Negativkontrolle diente reines Medium, als
Positivkontrolle wurde Medium mit 1 ng/ml TNFa verwendet. Die Platten wurden 30 min
bei RT auf einem Schiittler inkubiert, daraufhin erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem
Cycloheximid-freiem Infektionsmedium. AnschlieBend wurden die infizierten Zellen im
Zellkulturschrank bei 37 °C und 5 % CO,-Spannung inkubiert.

Um die Phosphorylierung der MAPK intrazellular nachzuweisen, wurde fir HEp-2 Zellen
das 6-Well-Format gewahlt. 4 - 6 h vor Infektion wurde das antibiotikahaltige Medium
abgesaugt und durch 1 ml blankes Medium ersetzt. Zum Zeitpunkt der Infektion wurden
HEp-2 Zellen mit C. trachomatis Serovar K einer MOI von 5 inkubiert. Hierbei dienten
Zellen in reinem Medium als Negativkontrolle, als Positivkontrolle wurde 1 ng/ml TNFa

verwendet.

Infektionsexperimente mit Zugabe von Inhibitoren

An MAPK-Inhibitoren wurden der p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB 202190 in einer
Konzentration von 5 pM, der ERK1/2-MAP-Kinase-Inhibitor U 0126 in einer
Konzentration von 6 pM, der JNK-MAP-Kinase-Inhibitor SP 600125 in einer
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Konzentration von 5 UM sowie der Phosphatidylinositol 3-Kinase-Inhibitor LY 294002 in
einer Konzentration von 5 uM verwendet (Calbiochem, Darmstadt).

HEp-2 Zellen wurden in 24-Well-Platten (2,4 x 10* Zellen pro Well) ausgesat. Nach
Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurden die Inhibitoren in Cycloheximid-freiem
Infektionsmedium auf die gewtlinschte Konzentration eingestellt und eine halbe Stunde
vor Infektion den Zellen zugefiigt. Die Inkubation erfolgte im Zellkulturschrank bei 37 °C
und 5 % CO,-Spannung. Den Zellen, die spater infiziert werden sollten, wurde ein
Volumen von 1000 pul Inhibitor-haltigem Medium zugegeben, ebenso den Zellen, die als
Negativkontrolle dienten. Zum Zeitpunkt der Infektion wurden Chlamydien-
Suspensionen aufgetaut. Den zu infizierenden Zellen wurden 10 pl der Chlamydien-
Suspension zugegeben, so dass sich im Well die Chlamydien-Suspension auf die
gewinschte Konzentration einstellte. Durch dieses Vorgehen wurde gewébhrleistet, dass
Uber den Zeitpunkt der Infektion hinaus die Zellen den Inhibitoren ausgesetzt waren. Mit
der Positivkontrolle wurde analog vorgegangen: eine halbe Stunde vor Infektion wurden
1000 pl frisches Kulturmedium zugegeben. Zum Zeitpunkt der Infektion wurden den
Zellen 10 pl TNFa zugeflgt, so dass eine TNFa Konzentration von 1 ng/ml entstand.
Nach Zusatz der Chlamydien-Suspension sowie der Positivkontrolle wurden die 24-
Well-Platten auf einem Schittler fur 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde ein
Mediumwechsel mit Cycloheximid-freiem Medium aller Wells durchgefuhrt unter
Beibehaltung der bereits initial zugefuhrten Inhibitoren. Nun wurden die Platten im
Zellkulturschrank bei 37 °C und 5 % CO,-Spannung gelagert (s. Abb 2.1).
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Infektions

SB 202190: p38-MAP-Kinase-Inhibitor
U 0126: ERK1/2-MAP-Kinase-Inhibitor
SP 600125: JINK-MAP-Kinase-Inhibitor
LY 294002: Phosphatidylinositol 3-Kinase-Inhibitor
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2.5 Interleukin-8-ELISA

Gewinnung von Zellkulturiberstanden

Die Zytokinproduktion wurde aus Zellkulturiberstanden nach bakterieller Infektion
mittels ELISA untersucht. Die Zellkulturiberstande wurden 4 h, 24 h sowie 48 h nach
Infektion abgenommen. Nach Zentrifugation (10000 x g, 5 min, 4 °C) wurde der
Uberstand bis zu weiteren Untersuchungen bei - 20 °C gelagert.

IL-8 ELISA

Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) eignet sich durch seine hohe
Sensitivitat, um im Zellkulturiberstand die Konzentrationen der Proteine quantitativ
nachweisen zu konnen. Analog zu Klucken et al. [111, 112] wurde die IL-8-
Konzentration im Zellkulturiberstand mittels folgender ELISA-Methode gemessen:
Zunachst wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte (Maxi-Sorb®) mit dem monoklonalen,
neutralisierenden Maus-anti-hIL-8-Antikérper (MAB208, R&D Systems, 4 pg/mi, 100
ul/Well) prapariert. Nach 16 h wurde die Platte ausgeschlagen und dreimalig mit
Waschpuffer (PBS) gespult. Anschlie3end wurden die unspezifischen Bindungsstellen
mit Casein-Puffer fur 2 h blockiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden die
Proben (100 pl, 1:10 mit Versuchsmedium verdinnt) und die hIL-8-Standards
(Rekombinantes humanesIL-8, R&D Systems) in Duplikaten (0 ng/ml bis 5 ng/ml in
sieben Verdinnungsschritten von je 1:2) in die einzelnen Wells pipettiert. Wiederum
erfolgte nach 2 h ein dreimaliges Waschen. Nachfolgend wurde der
Detektionsantikorper (20 ng/ml, 100 pl/Well) aufpipettiert, ein polyklonaler, biotinylierter
Ziege anti-hIL-8-Antikorper (BAF208, R&D Systems). Nach 2 h erfolgte wiederum
dreimaliges Waschen. Nach einer 20-minttigen Inkubation mit Meerrettichperoxidase-
konjugierten Avidin/Biotin-Komplex (Verdinnung 1:20000) folgte erneut ein dreimaliger
Waschschritt. Danach wurde das Entwickler-Substrat zugegeben (Tetramethylbenzidin
TMB, Sigma, 100 pl/Well) und lichtgeschiitzt 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit
0,5 M Schwefelsaure (50 pl/Well) abgestoppt. Innerhalb von 30 min wurde die optische
Dichte am Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Die Berechnung

der IL-8- Konzentration erfolgte Gber die Erstellung einer sigmoiden Standardkurve.
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2.6 Luciferase Assay

NF-kB-Reportergen-Assay (Prinzip)

Analog zu Klucken et al. [111, 113] wurde ein Plasmid, welches 3 x 2
hintereinandergeschaltete NF-kB-Bindungsstellen (gekoppelt an ein HIV-Enhancer-
Gen) enthielt, transient in HEp-2 Zellen transfiziert. Das durch einen Stimulus aktivierte
NF-kB konnte sich an die NF-kB-Bindungstellen des transfizierten Plasmids anlagern
und so die Transkription des Luciferasegens induzieren. Uber die Quantifizierung der
Emission von Licht im Luminometer (Lumat LB 9501, Berthold, Bad Wildbad) wurde die
NF-kB- Aktivierung in transfizierten HEp-2 Zellen (stimuliert versus unstimuliert)

ermittelt.

Transiente Transfektion von HEp-2 Zellen

Der Reportergen-Assay wurde in Analogie zu Klucken et al. [111, 113] auf 12-Well-
Platten in Duplikaten durchgefihrt. Dazu wurde SuperFect (Qiagen) verwendet, das ein
polykationisches Transfektionsreagenz definierter Form und GroRe ist. Die positive
Nettoladung der SuperFect-DNA-Komplexe ermdglicht die Anlagerung an die negativ
geladene Oberflache eukaryontischer Zellen. Uber Endozytose gelangen die Komplexe
ins Zellinnere. Im lysosomalen Kompartiment der Zelle verhindert SuperFect durch
Inhibition der lysosomalen Nukleasen einen pH Anstieg und ermdglicht so den
unversehrten Transport der transfizierten DNA in den Zellkern. Wenn Zellen transient
transfiziert werden, gelangt die transfizierte DNA in hohen Mengen in den Zellkern und
fuhrt zu einer starken Expression des gewlnschten Proteins (hier: Luciferase), integriert
jedoch nicht ins Chromosom.

Pro Ansatz (eine 12-Well) wurden 0,75 pg DNA, 75 pl blankes Medium und 7,5 pl
SuperFect-Transfektionsreagenz zusammengegeben und 10 min bei RT inkubiert.
Wahrend der Komplexbildung wurden die HEp-2 Zellen mit PBS gewaschen.
Anschlieend wurde der Transfektionsansatz in 400 pl HEp-2-Kulturmedium
aufgenommen, gemischt und auf die Zellen gegeben. Die Transfektion erfolgte fir 3 h
bei 37°C im CO; Inkubator (5%). Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen, mit frischem Kulturmedium versetzt und fur 24 h inkubiert.

Fur die Infektion der transient transfizierten Zellen wurde das Medium abgesaugt und

die Zellen wie oben beschrieben (s. 2.4) infiziert. Jedoch erfolgte nach der Infektion kein
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Mediumwechsel. Als Negativkontrolle diente reines Medium; als Positivkontrolle wurde

Medium mit 1 ng/ml TNFa verwendet.

Messung der NF- kB- Aktivierung durch Luciferase-Aktivitat

In Anwesenheit von ATP, Mg?* und Sauerstoff katalysiert das Enzym Luciferase eine
Biolumineszenz-Reaktion, bei der Photonen emittiert werden. Diese Lichtsignale
kénnen in einem Luminometer detektiert und quantifiziert werden. Die Analyse der
Reportergenaktivitat erfolgte 3 h bzw. 6 h nach Infektion der HEp-2 Zellen. Dazu
wurden die Zellen analog zu Klucken et al. [111, 113] zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend in 100 pul Reporter Lysepuffer 1x (Promega) /pro Well abgelost. Die
Zellfragmente wurden durch Zentrifugieren (5 min, 14000 x g, 4°C) pelletiert und die
Luciferase-Aktivitat aus dem gewonnen Uberstand im Luminometer bestimmt. Dabei
wurden die relativen Lumineszenzwerte gegen den totalen Proteingehalt der

Probenansétze abgeglichen.
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2.7 Western Blot
Analog zu N'Guessan et al. [114, 115] erfolgte der Western Blot.

Die SDS-Gelelektrophorese trennt das Gesamtprotein oder einzelne Fraktionen einer
Probe nach ihrem Molekulargewicht. Die einzelnen Proteine werden dann auf eine
Membran (Nitrozellulose, PVDF Membran) transferiert und mit spezifischen Antikérpern

immundetektiert.

Extraktion der I6slichen Gesamtproteine

HEp-2 Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesat und nach Ausbildung eines
konfluenten Zellrasens mit Chlamydien entsprechend einer MOI von 5 infiziert.

5, 15, 30, 60 und 120 min nach Infektion wurden die Zellen mit eiskaltem
Phosphoprotein-Waschpuffer zweimal gewaschen und anschlieend mit je 10 pl
Lysepuffer und einem Scraper abgekratzt. Das gewonnene Zelllysat wurde in
Eppendorfgefalen fur 10 min bei 4 °C und 12000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in einem neuen Eppendorfgefal? gesammelt. 5 pul wurden zur Proteinbestimmung

nach Bradford verwendet, der Rest bei -20 °C gelagert.

Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bio-Rad Protein-Assay (Bio-Rad), basierend auf der Methode nach Bradford [116]
wurde zur Konzentrationsbestimmung der Proteine eingesetzt. Dieses Verfahren nutzt
die Tatsache, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue® nach Proteinbindung sein
Absorptionsmaximum von 465 auf 595 nm verlagert. Nach finfminttiger Inkubation von
5 ul der Proteinlosung mit 995 ul der 1:5 verdunnten Farbstofflosung in einer
Mikrotiterplatte wechselt die Farbe von grinbraun zu blau. Mit einem
Spektralphotometer wird dann die Absorption bei 595 nm gemessen und Uber eine
zuvor hergestellte BSA (Bovines Serumalbumin)-Standardkurve (1-8 pl einer
Stocklésung mit 1 mg/ml Protein) die Proteinkonzentration bestimmt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Das anionische Detergens SDS kann mit einem Massenverhaltnis von 1,4:1 an das
Polypeptidgerust der Proteine binden. Dadurch bekommen die Proteine gemald ihrer

Lange eine negative AufRenladung und kénnen nach ihrem Molekulargewicht im Gel
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getrennt werden. Zur optimalen Darstellung von Phospho-p38, P-ERK und P-c-Jun
wurde ein Trenngel mit einer 10-prozentigen Acrylamid-Konzentration gewahlt.

Vor SDS-Kontakt wurde das Protein mit Gelladepuffer in einem Verhaltnis von 1:1
versetzt und flr 5 min unter Schutteln auf 95 °C erhitzt. Jeweils 80 pug Protein wurden
nach Abkihlen der Probe separat in je eine Geltasche aufgetragen, ebenso ein Marker
(Amersham Rainbow high, Braunschweig) zur GroRenbestimmung. Die anschlieRende
Elektrophorese erfolgte in BioRad Mini-Gel-Kammern im Laemmli-Puffer-System bei
120 V fur 2 h.

Protein-Blot

Um die Antikdrper optimal zu detektieren, wurden die getrennten Proteine auf eine
Membran Ubertragen. Dieser Transfer ist moglich, weil negativ geladene Proteine zur
Anode, senkrecht zur Gellaufrichtung wandern.

Das Trenngel wurde nach erfolgreicher Elektrophorese vorsichtig aus der
Elektrophoresekammer entnommen, fur 15 min im Blotting-Puffer aquilibriert und mit
einer sauberen Glaspipette auf eine ebenfalls puffergetrankte Hybond-
Nitrozellulosemembran aufgerollt, um stérende Luftblasen zu entfernen. Um die
Trenngel-Membranvorrichtung wurde ein  Sandwich gebildet, indem zwei
puffergetrankte Lagen 3M-Whatman—Papiere (Whatman, Dassel) je Seite und die
Blotvorrichtung (Transblot, Minchen) gemalR Herstellerangaben verwendet wurde.

Zum Proteintransfer wurde das Sandwich in die Blotkammer Utberfihrt und zusammen
mit einem eiskalten Blotpuffer bei 100 V und 4 °C und maximaler Stromstéarke fir 1 h
geblottet.

Um den Transfererfolg zu beurteilen, wurde die Membran reversible mit Ponceau-S
gefarbt. Anschlie3end wurde sie mit Aqua bidest gewaschen, bis Ponceau-S vollstandig

entfernt war.

Antikodrperexposition

Entsprechend des Detektionsverfahrens (Odyssey Licor, Lincoln, NE, USA) wurde die
Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungen in Odyssey Licor Block-Puffer fur 1
h bei RT inkubiert. Danach wurde sie fir 1 h bei RT bzw. Gber Nacht (bei 4 °C) mit
einem primaren Antikbrper gegen das Zielprotein im frischen Blockpuffer exponiert.
Nach dreimaligem, jeweils finfminttigem Waschen wurde dann bei RT fur 1 h ein

35



Methoden

sekundarer Antikorper hinzugegeben. Spezies-entsprechend wurde fir die Odyssey
Licor Detektion ein an IRDye 800 oder an Cy5.5 gekoppelter sekundarer Antikérper
verwendet.

In Vorversuchen wurde die optimale Antikorperverdiinnung bestimmt. Sie betrug fir die
primaren Antikoper 1:1000 und fur die sekundaren Antikérper 1:2000.

Detektion

Die am primaren Antikorper mit IRDye800 oder Cy.5.5 markierten sekundaren
Antikdrper wurden mit einem speziellen Scanner (Odyssey Licor infrared imaging
system, Lincoln, NE, USA) detektiert und mit einer entsprechenden Software nach den
Herstellervorgaben bearbeitet. So wurde nicht nur die Proteinbande dargestellt, sondern
auch ihre Intensitat bestimmit.

2.8 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt und ergaben vergleichbare
Ergebnisse. Es wurde jeweils eine Versuchsgruppe mit der Kontrollgruppe verglichen.
Die Datenbewertung erfolgte Uber den t-Test zur Prifung der Gleichheit der Mittelwerte.

Die Differenz von Werten mit p < 0,05 wurde als statistisch signifikant beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Chlamydia trachomatis infiziert HEp-2 Zellen

Zunachst sollte untersucht werden, ob Chlamydia trachomatis Serovar K in der Lage ist,
HEp-2 Zellen zu infizieren.

In einem Infektionsexperiment konnte die Infektion und die Replikation von C.
trachomatis mit Ausbildung von Einschlusskérperchen (IFU) in HEp-2 Zellen
nachgewiesen werden. Gleichzeitig dienten diese Versuche der Bestimmung der
Infektiositat, dokumentiert in "Inclusion forming units" pro ml (IFU/ml). Chlamydia
trachomatis Serovar K hatte einen durchschnittlichen Infektionstiter von 1,2 x 10° IFU/ml
in HEp-2 Zellen (s. Abb. 3.1).

Abb. 3.1: Infektion von HEp-2 Zellen mit  Chlamydia trachomatis Serovar K (x400)

Die Einschlusskorperchen wurden immunfluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung
eines Chlamydien-spezifischen Immunfluoreszenz-Testkits (Imagen, Ely/

Cambridgeshire) visualisiert.
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3.2 UV-inaktivierte C. trachomatis infiziert nicht HEp-2 Zellen

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob UV-inaktivierte C. trachomatis Serovar K
auch in der Lage ist, HEp-2 Zellen zu infizieren. Die UV-Inaktivierung von C.
trachomatis erfolgte 60 min bei maximaler Leitung im UV-Crosslinker.

In diesem Infektionsexperiment zeigte sich keine Ausbildung von Einschlusskdrperchen
in UV-inaktivierten C. trachomatis- infizierten HEp-2 Zellen (s. Abb. 3.2).

Abb. 3.2: Infektion von HEp-2 Zellen mit UV-inaktiv  ierten C. trachomatis (x400)

Kein Nachweis von Einschlusskérperchen unter einem Fluoreszenzmikroskop in UV-
inaktivierten C. trachomatis- infizierten HEp-2 Zellen gefarbt mit einem Chlamydien-

spezifischen Immunfluoreszenz-Testkit (Imagen, Ely/ Cambridgeshire).
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3.3 Chlamydia trachomatis infiziert HUVEC

In einem weiteren Infektionsexperiment wurde untersucht, ob C. trachomatis Serovar K
in der Lage ist, HUVEC zu infizieren. Es konnte die Infektion von C. trachomatis mit
Ausbildung von Einschlusskorperchen in HUVEC nachgewiesen werden (s. Abb. 3.3).

Abb. 3.3: Infektion von HUVEC mit Chlamydia trachomatis Serovar K (x400)

Die Einschlusskorperchen wurden immunfluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung

eines Chlamydien-spezifischen Immunfluoreszenz-Testkits (Imagen, Ely/
Cambridgeshire) visualisiert.
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3.4 Zytokininduktion durch  C. trachomatis Serovar K

3.4.1 IL-8- Sekretion nach Infektion von HEp-2 Zell en mit C. trachomatis

HEp-2 Zellen wurden fur die Dauer von 30 min mit C. trachomatis einer MOI von 5, 0,5
und 0,05 pro Well infiziert, entsprechend 1,2 x 10° 1,2 x 10* und 1,2 x 10° IFU/m.
AnschlieRend erfolgte ein Mediumwechsel. 24 h nach Infektion wurden die
Zellkulturiberstdande abgenommen und die Konzentration von IL-8 mittels ELISA
bestimmt. Als Negativkontrolle diente reines Medium nicht infizierter Zellen, als
Positivkontrolle Medium TNFa stimulierter HEp-2 Zellen.

Ergebnis war eine konzentrationsabhangige IL-8- Freisetzung aus HEp-2 Zellen nach
Infektion mit C. trachomatis. Die hochste Konzentration von IL-8 wurde nach Infektion
mit C. trachomatis einer MOI von 5 beobachtet (s. Abb. 3.4 A).

In einer Zeitreihe wurde die Kinetik der IL-8- Freisetzung untersucht (s. Abb. 3.4 B).
Dafiir wurden HEp-2 Zellen mit C. trachomatis einer MOl von 5 (1,2 x 10° IFU/ml)
infiziert und die Zellkulturiiberstande zu den Zeitpunkten 4 h, 24 h und 48 h nach
Infektion abgenommen. Auch hier diente Medium nicht infizierter Zellen als
Negativkontrolle und Medium TNFa stimulierter HEp-2 Zellen als Positivkontrolle.
Schon nach 4 h konnte ein IL-8- Anstieg beobachtet werden. Nach 48 h konnte die
hochste Konzentration von IL-8 nachgewiesen werden. Kontrollen zu spateren
Zeitpunkten erbrachten keinen weiteren Anstieg der IL-8- Konzentration im

Zellkulturtberstand.
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Abb. 3.4: IL-8- Produktion von HEp-2 Zellen nach In fektion mit C. trachomatis
Serovar K.

Messung der IL-8- Konzentration mittels ELISA. (A) HEp-2 Zellen wurden mit C.
trachomatis einer MOI von 5, 0,5 und 0,05 pro Well, entsprechend 1,2x10°, 1,2x10* und
1,2x10° IFU/ml infiziert und die Zellkulturiiberstande nach 24 h abgenommen.
Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 separaten Experimenten. * statistisch
signifikanter Unterschied (p<0.05) zur Negativkontrolle. (B) HEp-2 Zellen wurden mit C.
trachomatis (MOI = 5) infiziert und die Zellkulturiiberstdnde nach 4 h, 24 h und 48 h
abgenommen. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 separaten Experimenten. *

statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05) zur Negativkontrolle.
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3.4.2 Vergleich der IL-8- Induktion nach Infektion mit C. trachomatis und
Chlamydophila pneumoniae TW183 in HUVEC

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob C. trachomatis Serovar K auch in der Lage
ist, die Expression von IL-8 in Endothelzellen zu induzieren. Es konnte gezeigt werden,
dass C. pneumoniae TW183 die Expression von IL-8 in humanen Endothelzellen aus
der Nabelschnurvene (HUVEC) induziert [81]. Daher wurden HUVEC mit beiden
Chlamydienarten infiziert und die IL-8- Freisetzungen miteinander verglichen.

Zunachst wurden konfluente HUVEC in einer 24-Well-Platte mit C. pneumoniae TW183
(MOI = 5) infiziert, wobei die Zellen fir 60 min bei 37 °C und 800 x g zentrifugiert
wurden. AnschlieRend wurden noch nicht infizierte HUVEC derselben Platte mit C.
trachomatis (MOI = 5) fur 30 min analog den Infektionsexperimenten mit HEp-2 Zellen
infiziert. Reines Medium nicht infizierter Zellen diente als Negativkontrolle, fur die
Positivkontrolle wurden HUVEC mit TNFa stimuliert. Im Anschluss daran erfolgte ein
Mediumwechsel. 24 h nach Infektion wurden die Zellkulturiberstdnde abgenommen
und die Konzentration von IL-8 mittels ELISA bestimmt.

Es stellte sich heraus, dass C. trachomatis Serovar K im Gegensatz zu C. pneumoniae
TW183 keine Expression von IL-8 in HUVEC induziert (s. Abb. 3.5), obwohl C.

trachomatis in der Lage ist, HUVEC zu infizieren [81].
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Abb. 3.5: IL-8- Produktion von HUVEC nach Infektion mit C. pneumoniae TW183
und C. trachomatis Serovar K. Messung der IL-8- Konzentration mittels ELISA.
HUVEC wurden mit C. pneumoniae TW183 oder C. trachomatis Serovar K (CTK) einer
MOI von 5 infiziert und die Zellkulturiberstande nach 24 h abgenommen. Dargestellt
sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 separaten Experimenten. * statistisch signifikanter

Unterschied (p<0.01) zur Negativkontrolle.
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3.5 Aktivierung von NF- kB durch C. trachomatis

Da das Gen fur IL-8 eine NF-kB- Sequenz in seinem Promoter enthalt [86] und damit
die Expression von IL-8 von NF-kB kontrolliert wird, wurde untersucht, ob C.
trachomatis zu einer Aktivierung von NF-kB in HEp-2 Zellen fiihrt. Dazu wurden die
Zellen fur 3 h mit 0,75 pg NF-kB- Luciferase Plasmid [113] transient transfiziert. Die
Infektion erfolgte mit C. trachomatis einer MOI von 5, 0,5 und 0,05 pro Well (1,2 x 10°,
1,2 x 10* und 1,2 x 10% IFU/mI). 6 h nach Infektion wurden die Zellen lysiert und die
Luciferase-Aktivitat gemessen. Als Negativkontrolle dienten nicht infizierte Zellen, als
Positivkontrolle TNFa stimulierte Zellen. Das Ergebnis war ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der NF-kB- Aktivitat (gezeigt als
Chemolumineszenz/ug Protein) in C. trachomatis- infizierten HEp-2 Zellen. Die hochste
Aktivitat von NF-kB wurde nach Infektion mit C. trachomatis einer MOI von 5 (1,2 x 10°
IFU/mI) beobachtet (s. Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: NF- kB- Aktivierung in HEp-2 Zellen nach Infektion mit C. trachomatis
Serovar K. Nachweis der Induktion von NF-kB mittels Luciferase-Assay. Transient
transfizierte HEp-2 Zellen wurden mit C. trachomatis einer MOI von 5, 0,5 und 0,05 pro
Well (1,2x10°, 1,2x10% und 1,2x10° IFU/ml) infiziert und fiir 6 h inkubiert. Dargestellt sind
Mittelwerte +/- SEM aus 3 separaten Experimenten. * statistisch signifikanter

Unterschied (p<0.05) zur Negativkontrolle.
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3.6 Aktivierung von NF- kB durch UV-inaktivierte C. trachomatis

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob UV-inaktivierte C. trachomatis Serovar K
auch in der Lage ist, eine Aktivierung von NF-kB in HEp-2 Zellen zu induzieren. Analog
zum vorherigen Experiment wurden die Zellen fir 3 h mit 0,75 pg NF-kB- Luciferase
Plasmid [113] transient transfiziert. Die Infektion erfolgte mit C. trachomatis einer MOI
von 5 pro Well (1,2 x 10° IFU/mI) sowie mit UV-inaktivierten C. trachomatis einer MOI
von 5 pro Well (1,2 x 10° IFU/ml). Die UV-Inaktivierung von C. trachomatis erfolgte 60
min bei maximaler Leitung im UV-Crosslinker.

3 h nach Infektion wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitat gemessen. Als
Negativkontrolle dienten nicht infizierte Zellen, als Positivkontrolle TNFa stimulierte
Zellen. Das Ergebnis war ein Anstieg der NF-kB- Aktivitdt (gezeigt als
Chemolumineszenz/ug Protein) sowohl in C. trachomatis- infizierten als auch in UV-

inaktivierten C. trachomatis- infizierten HEp-2 Zellen (s. Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: NF- kB- Aktivierung in HEp-2 Zellen nach Infektion mit C. trachomatis
und UV-inaktivierten C. trachomatis Serovar K. Nachweis der Induktion von NF-kB
mittels Luciferase-Assay. Transient transfizierte HEp-2 Zellen wurden mit C.
trachomatis einer MOl von 5 pro Well (1,2x10° IFU/ml) sowie mit UV-inaktivierten C.
trachomatis (UV-i) einer MOI von 5 pro Well (1,2x10° IFU/ml) infiziert und fur 3 h
inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 separaten Experimenten. *

statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05) zur Negativkontrolle.
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3.7 Phosphorylierung der MAP-Kinasen nach Infektion von HEp-2 Zellen mit

C. trachomatis

Die Expression von IL-8 wird sowohl auf transkriptionaler als auch auf translationaler
Ebene reguliert [86, 117, 118]. Zu den Mitgliedern der MAPK gehéren p38, ERK1/2 und
JNK, die durch Regulierung von Transkriptionsfaktoren Zellproliferation, Stressantwort
sowie Aktivierung des IL-8 Promoters hervorrufen.

Um die regulatorischen Mechanismen der IL-8- Produktion infolge chlamydialer
Infektionen zu ermitteln, untersuchten wir jetzt die Aktivierung der MAPK Signalwege.
Hierzu wurde zunachst die Phosphorylierung der MAPK p38, ERK1/2 sowie JNK mittels
spezifischer Antikérper nachgewiesen. HEp-2 Zellen wurden mit C. trachomatis Serovar
K (MOI = 5) fur 5, 15, 30, 60 und 120 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine
der HEp-2 Zellen aufgereinigt und mittels Western Blot analysiert. Nicht infizierte Zellen,
deren Proteine nach 15 min aufgereinigt wurden, dienten als Negativkontrolle. TNFa
stimulierte Zellen, deren Proteine ebenfalls nach 15 min aufgereinigt wurden, dienten
als Positivkontrolle. Die Proteine wurden im Gel mit einer 10-prozentigen Acrylamid-
Konzentration getrennt, als Beladungskontrolle dienten die nicht-phosphorylierten
MAPK ERK2 und p38. Die Ergebnisse zeigten eine zeitabh&ngige Zunahme der
Phosphorylierung der MAPK p38 (s. Abb. 3.8 A), ERK1/2 (s. Abb. 3.8 B) und JNK (s.
Abb. 3.8 C). Eine maximale Phosphorylierung der p38-MAPK konnte nach 5 bis 15 min
beobachtet werden, nach 30 min nahm diese wieder ab, wurde allerdings nach 120 min
erneut sichtbar. Eine maximale ERK1/2-Phosphorylierung zeigte sich nach 5 bis 30 min,
nach 60 min war diese nicht mehr nachweisbar. Eine gesteigerte Phosphorylierung der
JNK-MAPK konnte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 5 bis 120 min

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.8: C. trachomatis-induzierte Phosphorylierung der MAPK p38, ERK1/2u nd
JNK in HEp-2 Zellen. Die Phosphorylierung der MAPK p38 (A), ERK1/2 (B) und JNK
(C) wurde in einer Zeitreihe mittels Western Blot analysiert. HEp-Zellen wurden mit C.
trachomatis Serovar K (MOl = 5) fur 5, 15, 30, 60 und 120 min inkubiert. Die
Negativkontrolle bestand aus nicht infizierten Zellen (K). TNFa stimulierte Zellen (TNF)
dienten als Positivkontrolle. Die Proteine wurden im Gel mit einer 10-prozentigen
Acrylamid-Konzentration getrennt, als Beladungskontrolle dienten die nicht-
phosphorylierten MAPK ERK2 und p38. Dargestellt sind reprasentative Gele aus je 3

separaten Experimenten.
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3.8 Modifikation der C. trachomatis- induzierten Zytokin-Induktion durch
MAP-Kinase-Inhibitoren und PI1 3-Kinase-Inhibitor

3.8.1 Hemmung der IL-8- Induktion durch p38- und ER  K1/2-MAPK-Inhibitor

Um zu Uberprifen, ob die Aktivitat der MAPK p38 und ERK1/2 fir die
chlamydieninduzierte Expression von IL-8 von Bedeutung sind, wurden HEp-2 Zellen
mit den entsprechenden Kinase-Inhibitoren vorbehandelt.

HEp-2 Zellen wurden 30 min vor Infektion mit Medium inkubiert, das den p38-MAPK-
Inhibitor SB 202190 in einer Konzentration von 5 uM bzw. den ERK1/2-MAPK-Inhibitor
U 0126 in einer Konzentration von 6 pM oder beide Inhibitoren in den genannten
Konzentrationen enthielt. Zum Zeitpunkt der Infektion wurden die Zellen mit C.
trachomatis einer MOl von 5 (1,2 x 10° IFU/ml) stimuliert. Nach weiteren 30 min fand ein
Mediumwechsel statt, unter Beibehaltung der bereits initial zugefiuhrten Inhibitoren.
Nicht infizierte Zellen dienten als Negativkontrolle, TNFa stimulierte Zellen als
Positivkontrolle. 24 h nach Infektion wurden die Zellkulturiberstdande abgenommen und
mittels ELISA auf IL-8 analysiert. Die Infektion mit C. trachomatis fihrte analog zu den
vorherigen Experimenten zu einem Konzentrationsanstieg von IL-8 im
Zellkulturtiberstand. Die Vorinkubation der HEp-2 Zellen mit p38-MAPK-Inhibitor fihrte
zu einer Reduktion der IL-8- Konzentration um 76 %, die mit dem ERK1/2-MAPK-
Inhibitor zu einer Reduktion der IL-8- Konzentration um 78 % in den Uberstanden der
infizierten Zellen (s. Abb. 3.9). Die Inkubation mit beiden Inhibitoren gleichzeitig

bewirkte eine 100%ige Inhibition der IL-8- Sekretion im Zellkulturiiberstand.
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Abb. 3.9: IL-8-Produktion von mit MAPK-Inhibitor vorinkubiert en HEp-2 Zellen
nach Infektion mit C. trachomatis. Messung der IL-8-Konzentration mittels ELISA (24
h nach Infektion). 30 min vor Infektion mit C. trachomatis Serovar K (CTK) einer MOI
von 5 (1,2x10° IFU/ml) wurden HEp-2 Zellen mit dem p38-MAPK- (SB 202190, 5 puM)
oder ERK1/2- (U 0126, 6 pM) Inhibitor inkubiert. Die Zellen blieben wéahrend des
gesamten Versuches der Inhibitorkonzentration ausgesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte
+/- SEM aus 3 separaten Experimenten. # statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05)
zur Negativkontrolle. * statistisch signifikanter Unterschied (p<0.01) zu CTK.
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3.8.2 Hemmung der IL-8- Induktion durch JNK- und PI  3-Kinase-Inhibitor

Analog zum vorherigen Experiment wurde mit den Inhibitoren der c-Jun amino-terminal
kinase (JNK) SP 600125 und der PI 3-Kinase LY 294002 verfahren. 30 min vor Infektion
mit C. trachomatis (MOl = 5) wurde Medium mit dem JNK-Inhibitor in einer
Konzentration von 5 uM bzw. mit dem PI 3-Kinase-Inhibitor in einer Konzentration von 5
UM zu HEp-2 Zellen gegeben. Bei diesem Experiment zeigte der Pl 3-Kinase-Inhibitor
eine Hemmung der durch C. trachomatis- induzierten IL-8- Sekretion um 56 % (s. Abb.
3.10). Die Vorinkubation der Zellen mit dem JNK-Inhibitor hatte keinen statistisch
signifikanten Effekt auf die IL-8- Konzentration im Uberstand C. trachomatis- infizierter
HEp-2 Zellen.

54



Ergebnisse

4001 E

IL-8 [pg/mi]

NN SR
2\
&

Abb. 3.10: IL-8-Produktion von mit JNK- und Pl 3-Ki  nase-Inhibitor vorinkubierten
HEp-2 Zellen nach Infektion mit C. trachomatis. Messung der IL-8-Konzentration
mittels ELISA (24 h nach Infektion). 30 min vor Infektion mit C. trachomatis Serovar K
(CTK) einer MOI von 5 (1,2x10° IFU/ml) wurden HEp-2 Zellen mit dem JNK- (SP
600125, 5 uM) oder PI 3-Kinase- (LY 294002, 5 uM) Inhibitor inkubiert. Die Zellen
blieben wahrend des gesamten Versuches der Inhibitorkonzentration ausgesetzt.
Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus 3 separaten Experimenten. # statistisch
signifikanter Unterschied (p<0.05) zur Negativkontrolle. * statistisch signifikanter
Unterschied (p<0.01) zu CTK.
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3.9 Modifikation der C. trachomatis- induzierten NF- kB- Aktivierung durch
MAP-Kinase-Inhibitoren und PI1 3-Kinase-Inhibitor

3.9.1 Hemmung der NF- kB- Aktivierung durch p38- und ERK1/2-MAPK-Inhibitor

Um zu prifen, ob die Aktivitdt der MAPK p38 und ERK1/2 fir die chlamydieninduzierte
Aktivierung von NF-kB eine Rolle spielt, wurden HEp-2 Zellen mit den entsprechenden
Kinase-Inhibitoren vorbehandelt.

Zunachst wurden HEp-2 Zellen fur 3 h mit 0,75 pg NF-kB- Luciferase Plasmid transient
transfiziert. AnschlieRend wurden diese 30 min vor der eigentlichen Infektion mit dem
p38-MAPK-Inhibitor SB 202190 (5 pM) bzw. mit dem ERK1/2-MAPK-Inhibitor U 0126 (6
pHM) oder mit beiden Inhibitoren vorinkubiert und anschlieRend mit C. trachomatis in
einer MOl von 5 (1,2 x 10° IFU/ml) stimuliert. Nicht infizierte Zellen dienten als
Negativkontrolle, TNFa stimulierte Zellen als Positivkontrolle. 3 h nach Infektion wurden
die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitdt gemessen. Die Infektion mit C. trachomatis
fuhrte analog den vorherigen Experimenten zu einer Aktivierung von NF-kB (gezeigt als
Chemolumineszenz/ug Protein x 10, s. Abb. 3.11). Die Zugabe des p38-MAPK-
Inhibitors fihrte zu einer Reduktion der NF-kB- Aktivierung um 31 %, die des ERK1/2-
MAPK-Inhibitors zu einer Reduktion der NF-kB- Aktivierung um 67 %. Die Inkubation
mit beiden Inhibitoren gleichzeitig bewirkte eine Minderung der NF-kB-Aktivierung um
60 %.
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Abb. 3.11: NF- kB- Aktivierung in p38- und ERK1/2-MAPK-Inhibitor-vo  rinkubierten
HEp-2 Zellen nach Infektion mit C. trachomatis Serovar K. Nachweis der Induktion
von NF-kB mittels Luciferase-Assay (3 h nach Infektion). 30 min vor Infektion mit C.
trachomatis Serovar K (CTK) einer MOI von 5 (1,2x10° IFU/ml) wurden transient
transfizierte HEp-2 Zellen mit dem p38-MAPK- (SB 202190, 5 uM) oder ERK1/2- (U
0126, 6 uM) Inhibitor inkubiert. Die Zellen blieben wahrend des gesamten Versuches
der Inhibitorkonzentration ausgesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus 3
separaten Experimenten. # statistisch signifikanter Unterschied (p<0.01) zur
Negativkontrolle. * statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05) zu CTK.
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3.9.2 Hemmung der NF- kB- Aktivierung durch JNK- und PI 3-Kinase-Inhibitor

Analog zu den vorherigen Experimenten wurde mit den Inhibitoren der c-Jun amino-
terminal kinase (JNK) SP 600125 und der PI 3-Kinase LY 294002 verfahren. 30 min vor
Infektion mit C. trachomatis (MOI = 5) erfolgte eine Inkubation der HEp-2 Zellen mit
dem JNK-Inhibitor bzw. PI 3-Kinase-Inhibitor (jeweils 5 uM). Bei diesem Experiment
zeigte der PI 3-Kinase-Inhibitor eine Hemmung der durch C. trachomatis- induzierten
NF-kB- Aktivierung um 100 % (s. Abb. 3.12). Die Vorinkubation der Zellen mit dem JNK-
Inhibitor hatte keinen statistisch signifikanten Effekt auf die NF-kB- Aktivierung C.

trachomatis- infizierter HEp-2 Zellen.
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Abb. 3.12: NF-kB- Aktivierung in C. trachomatis- infizierten HEp-2 Zellen nach

Vorinkubation mit einem JNK- und Pl 3-Kinase-Inhibi  tor. Nachweis der
Translokation von NF-kB mittels Luciferase-Assay (3 h nach Infektion). 30 min vor
Infektion mit C. trachomatis Serovar K (CTK) mit einer MOl von 5 (1,2x10° IFU/ml)
wurden transient transfizierte HEp-2 Zellen mit dem JNK- (SP 600125, 5 uM) oder PI 3-
Kinase- (LY 294002, 5 uM) Inhibitor inkubiert. Die Zellen blieben wéahrend des
gesamten Versuches der Inhibitorkonzentration ausgesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte
+/- SEM aus 2 separaten Experimenten. # statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05)

zur Negativkontrolle. * statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05) zu CTK.
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4 Diskussion

Im Rahmen chlamydialer Infektionen und Erkrankungen lassen sich in verschiedenen
Kompartimenten des Organismus ausgepragte inflammatorische Veranderungen
nachweisen. Uber die Mechanismen der C. trachomatis- induzierten Zielzellaktivierung
ist jedoch noch wenig bekannt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass C. trachomatis Serovar K in der Lage ist,
HEp-2 Zellen und humane Endothelzellen (HUVEC) zu infizieren. Diese Infektion fuhrt
nachfolgend zu einer dosisabhangigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und
einer zeit- und dosisabhangigen Freisetzung des Zytokins IL-8 in HEp-2 Zellen.
Hingegen induziert C. trachomatis Serovar K keine signifikante IL-8- Freisetzung in
HUVEC verglichen mit C. pneumoniae TW183.

Zudem induziert C. trachomatis Serovar K eine Phosphorylierung der MAPK p38,
ERK1/2 und JNK in HEp-2 Zellen. Dariber hinaus ist die Aktivitat der MAPK p38 und
ERK1/2, nicht jedoch die der JNK fiir die NF-kB- Aktivierung und IL-8- Freisetzung von
Bedeutung. Die PI 3-Kinase ist ebenfalls an der C. trachomatis- induzierten NF-kB-
Aktivierung und IL-8- Freisetzung in HEp-2 Zellen beteiligt.

Diese Beobachtungen haben gezeigt, dass C. trachomatis Serovar K Uber die
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege in humanen Epithelzellen nicht
jedoch in endothelialen Zellen einen proinflammatorischen Phanotyp induziert.

4.1 Bedeutung des proinflammatorischen Phanotyps

Die im Rahmen chlamydialer Infektionen auftretenden sexuell Ubertragenen oder
respiratorischen Erkrankungen verlaufen héufig mild oder inapparent, so dass sie
oftmals unerkannt und daher unbehandelt bleiben. Die durch C. trachomatis
verursachten Infektionen werden deshalb als mogliche Ursache flr chronische
Krankheitsverlaufe einer Salpingitis mit nachfolgender Infertilitat oder auch eine reaktive
Arthritis diskutiert [119-121].

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass C. trachomatis Serovar K HEp-2 Zellen und
HUVEC infiziert. Hingegen konnten UV-inaktivierte C. trachomatis Serovar K HEp-2
Zellen nicht infizieren, hier kam es zu keiner Ausbildung von Einschlusskérperchen.
Bereits frihere Studien haben gezeigt, dass hitze- oder UV-inaktivierte C. pneumoniae

nicht in der Lage sind, in Zielzellen einzudringen [122]. Diese Beobachtungen deuten
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darauf hin, dass chlamydiale Infektion und Invasion aktive Prozesse lebender Bakterien
sind.

Ein Merkmal chlamydialer Infektionen ist die Entwicklung einer Entziindungsreaktion
assoziiert mit der Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1a, IL-6, IL-11,
GROa, GM-CSF, Interferone (IFNs) und IL-8. Dies konnten Studien mittels in vitro- und
in vivo- Experimenten zeigen [19, 82, 83, 123-125]. IL-8 ist ein proinflammatorisches
Zytokin, das zur Aktivierung neutrophiler und basophiler Granulozyten sowie von T-
Lymphozyten fihrt [74]. Histopathologische Untersuchungen endozervikaler und
endometrialer Biopsien konnten zeigen, dass proinflammatorische Faktoren durch
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten (PMN) an den Ort der Infektion zu einer akuten
Entzindungsreaktion fiihren, gefolgt von einer subepithelialen Akkumulation
mononukledrer Leukozyten wahrend der chronischen Phase der Infektion [19, 84, 85,
126]. Dessus-Babus et al. beobachteten, dass in C. trachomatis Serovar L2- infizierten
HelLa Zellen freigesetztes IL-8 hochchemotaktisch auf PMN wirkt [82]. Hingegen zeigte
sich eine deutlich geringere PMN- Rekrutierung nach Infektion von HelLa Zellen mit C.
trachomatis Serovar E, was auf die moderatere Zytokininduktion durch Serovar E-
Infektionen zurtickgefuhrt wird [82]. Diese in vitro Studien korrelieren dariber hinaus mit
in vivo Beobachtungen, die zeigen, dass Serovar E- Infektionen eher asymptomatisch
verlaufen im Vergleich zu LGV- Infektionen [82].

Insgesamt lasst sich feststellen, dass chlamydieninfizierte Zellen durch die Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren das Immunsystem aktivieren und dariber hinaus der
Ausgangspunkt fur persistierende Chlamydieninfektionen sein kénnen [19]. So konnten
erhohte Zytokinmengen in chlamydieninfizierten Mausen gefunden werden [127].
Desweiteren konnten erhohte IL-8 Level in Tranen von Kindern mit okularer
Chlamydieninfektion gemessen werden [19].

Die vorliegende Arbeit nutzte IL-8 als Modell-Zytokin zur Darstellung der
proinflammatorischen Wirtszellantwort auf Infektion mit C. trachomatis Serovar K.

Es konnte eine zeit- und dosisabhéngige Freisetzung von IL-8 in HEp-2 Zellen nach
Infektion mit C. trachomatis Serovar K nachgewiesen werden. Maximale IL-8-
Freisetzung fand sich nach Infektion mit C. trachomatis Serovar K einer MOI von 5.
Signifikante IL-8- Konzentrationen waren 24 und 48 h nach Infektion nachweisbar.
Somit korrelierten die IL-8- Konzentrationen mit der chlamydialen Infektionsdosis sowie
den Infektionszeiten. Hohere IL-8- Ausschittung konnte bei hdherer Infektionsdosis und
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nach langerer Infektionszeit gemessen werden. Dies weist daraufhin, dass chlamydiale
Replikation Voraussetzung fur die Aktivierung der HEp-2 Zellen ist.

Andere Arbeiten zeigten ebenfalls, dass die Bildung proinflammatorischer Zytokine
abhangig vom bakteriellen Wachstum ist [83]. Buchholz et. al zeigten z. B. eine von der
bakteriellen Proteinsythese abhangige IL-8- Ausschittung 15 h nach Infektion mit C.
trachomatis Serovar L2 [87]. Die Identifikation eines lipidmetabolischen Signalweges,
der nach Zielzellinfektion durch C. trachomatis Serovar L2 und D aktiviert wird und Uber
die Aktivierung von ERK1/2 und Prostaglandin E2 (PGE2) zur Freisetzung von IL-8
fuhrt, bestatigt den Zusammenhang zwischen Zytokinproduktion und intrazellularem
bakteriellem Wachstum [128].

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Infektion mit C. trachomatis und die
konsekutive IL-8 Antwort in Epithelzellen aktive Prozesse sind und den chlamydialen
Entwicklungszyklus in den Zielzellen voraussetzen. Somit fuhrt nur die Infektion mit
lebenden Chlamydien zur Aktivierung eines proinflammatorischen Phanotyps. Damit ist

eine wichtige Voraussetzung fur die Aktivierung von Immunzellen gegeben.

4.2 Unterschiede der Zielzellaktivierung durch C. trachomatis und C.

pneumoniae

Die primaren Zielzellen von C. trachomatis und C. pneumoniae unterscheiden sich
voneinander: Wahrend C. trachomatis vorwiegend primar epitheliale Zellen des
Urogenitaltrakts oder des Auges infiziert, infiziert C. pneumoniae primar epitheliale
Zellen des Respirationstrakts [129]. Dartber hinaus ist C. trachomatis in der Lage
Makrophagen und glatte Muskelzellen [130], C. pneumoniae zudem Monozyten,
Makrophagen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen zu infizieren [131-
133].

Es konnte gezeigt werden, dass eine epitheliale Zielzellaktivierung durch C.
pneumoniae sowohl die Freisetzung der Zytokine IL-8 und GM-CSF, als auch eine
vermehrte Expression des Adhasionsmolekiils ICAM-1 gefolgt von einer vermehrten
Interaktion von Leukozyten mit aktivierten Epithelzellen induziert [134, 135].

Die vorliegende Arbeit konnte die Freisetzung von IL-8 aus C. trachomatis- infizierten
HEp-2 Zellen zeigen. Diese Induktion von IL-8 durch C. trachomatis ist jedoch nicht

spezifisch fur HEp-2 Zellen, sie konnten auch an C. trachomatis Serovar L2- infizierten
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HelLa Zellen sowie endozervikalen Zellen nachgewiesen werden [83]. Dies ist allerdings
kein Serovar L2-spezifischer Effekt, auch verschiedene weitere chlamydiale Spezies
und Serovare (C. trachomatis Serovar D, E und I, C. psittaci [82, 83]) sind hierzu in der
Lage.

Frihere Studien konnten zudem zeigen, dass C. pneumoniae in der Lage ist, humane
umbilikalvendse (HUVEC) und humane arterielle Endothelzellen (HAEC) zu infizieren.
Die Infektion fuhrt in der Folge zu einer vermehrten Expression der endothelialen
Adhasionsmolekile E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 gefolgt von einer vermehrten
Interaktion (Rollen, Adhasion und Transmigration) von humanen Monozyten und
neutrophilen Granulozyten (PMN) mit den infizierten Endothelzellen. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass die Endothelzellen nach Infektion mit C. pneumoniae
prolongiert und protrahiert die leukozytenchemotaktisch hochaktiven Mediatoren
RANTES, MCP-1 und IL-8 sezernieren [81, 113].

Es fand sich in der vorliegenden Arbeit hingegen keine IL-8- Ausschittung durch
HUVEC nach Infektion mit C. trachomatis Serovar K. Diese ist offenbar Zelltyp-
spezifisch. Nach Infektion von HUVEC mit C. trachomatis Serovar K beobachtet man
die Entstehung vieler kleiner atypischer Einschlisse [81]. Diese ,suboptimale® Infektion
konnte der Grund fur eine verminderte Reaktion der Endothelzellen nach Infektion mit
C. trachomatis sein, da HUVEC nicht die primaren Zielzellen sind und C. trachomatis
Serovar K daher nicht gut in ihnen wachsen kann. In weiteren Studien konnte gezeigt
werden, dass C. trachomatis Serovar L2 zwar in der Lage ist, humane Monozyten zu
infizieren, jedoch keine Aktivierung und Adhasion der Monozyten an Endothelzellen
induzieren kann [136].

Ursachlich fur die Unterschiede hinsichtlich Biologie, Wirtszelltropismus und
Pathogenese von C. trachomatis und C. pneumoniae konnten verschiedene
speziespezifische Gene sein. So enthalt C. trachomatis mit 1,0 Mbp ein etwas kleineres
Genom als C. pneumoniae mit 1,2 Mbp [13, 14]. Von den 1073 fur Proteine
kodierenden Genen in C. pneumoniae konnten fur 214 keine homologen Sequenzen im
Genom von C. trachomatis gefunden werden. Umgekehrt besitzt C. trachomatis 70
Gene, die in C. pneumoniae nicht vorkommen. Es konnte gezeigt werden, dass C.
pneumoniae eine hohere Invasivitdt besitzt und in einem breiteren Spektrum an

Wirtszellen Gberleben kann als C. trachomatis [13].
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sowohl C. trachomatis als auch C.
pneumoniae in der Lage sind, eine Reihe von Zielzellen zu aktivieren. Die vorliegende
Arbeit zeigt jedoch zudem, dass die Infektion von humanen umbilikalvendsen
Endothelzellen (HUVEC) mit nachfolgender Induktion eines proinflammatorischen
Phanotyps spezifisch fur C. pneumoniae ist. Hingegen fuhrt die Infektion mit C.
trachomatis Serovar K nur zur Ausbildung eines proinflammatorischen Phanotyps in
HEp-2 Zellen. HUVEC zeigten nach Infektion mit C. trachomatis Serovar K keine IL-8
Sekretion.

4.3 Bedeutung der verschiedenen Kompartimente der S ignaltransduktion

Die Ubertragung von Informationen von der Zelloberfliche in den Zellkern sowie die
intrazellulare Kommunikation lAuft  Uber eine  Vielzahl  verschiedener
Signaltubertragungskaskaden. Die Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK) sind in
allen Eukaryonten vorkommende Signaltransduktionsenzyme, die durch eine Reihe
extrazellularer Stimuli aktiviert werden. Die ERK1/2-MAPK reguliert durch Stimulierung
der DNA-Synthese sowie verschiedener Transkriptionsfaktoren die Zellproliferation und
Differenzierung [47-49]. JNK- und p38-MAPK moderieren Stressantworten wie
Entzindungsreaktionen und Apoptose [50, 51]. Es konnte gezeigt werden, dass alle
drei MAPK Signalwege (p38, ERK1/2 und JNK) zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB fuhren kénnen [54]. NF-kB wiederum ist ein wichtiger
Transkriptionsfaktor fir die Expression von IL-8 [86]. Desweiteren kdnnen MAPK die
Transkription von IL-8 induzieren. Dies ist jedoch vom Zelltyp und der Art des Stimulus
abhangig [78, 86]. Die Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K) sind eine Gruppe von
Signaltransduktionsenzymen, die ebenfalls an einer Reihe von biologischen Prozessen
beteiligt sind wie Zellwachstum, Regulation von Apoptosevorgangen, Anderungen des
Zytoskeletts  sowie  Vesikeltransport [32]. Desweiteren  wirken sie an
Entziindungsprozessen mit [33].

Die vorliegende Arbeit konnte eine Phoshorylierung der p38-MAPK nach 5, 15 und 120
min, der ERK1/2-MAPK nach 5 bis 30 min sowie der JNK-MAPK nach 5 bis 120 min
nach Kontakt der HEp-2 Zellen mit C. trachomatis Serovar K zeigen. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass bereits die alleinige Anhaftung der Chlamydien an HEp-2 Zellen

ausreichend fur deren Aktivierung ist und dass dazu keine Aufnahme der Chlamydien in
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die Zelle erforderlich ist, diese erfolgt frihestens nach 15-30 min. Coombes und
Mahony konnten zeigen, dass die Bildung von Mikrovilli an der Zelloberflache nach
Anhaftung durch C. pneumoniae an die Zelle mit der Aktivierung des ERK Signalweges
assoziiert ist [90]. Dieser wird bereits 10 min nach Kontakt der Zellen mit den Bakterien
aktiviert und ist beteiligt an der Aufnahme der Bakterien in die Zelle.

Desweiteren zeigen infizierte Endothelzellen wenige Minuten nach Kontakt mit C.
pneumoniae eine vermehrte Thyrosin-Phosphorylierung sowie Phosphorylierung und
Aktivierung von p38, ERK1/2 und JNK [81, 113]. Diese MAPK-Aktivierung in Zielzellen
ist von einer Chlamydien- induzierten Zunahme intrazellularen Calciums abhéngig [137-
139].

NF-kB ist als Transkriptionsfaktor essentiell fir eine IL-8- Induktion nach Infektion mit C.
trachomatis Serovar L2 [87]. Eine Aktivierung von NF-kB ist in den Zielzellen bereits
frihzeitig nachweisbar und scheint zu einem spateren Zeitpunkt der Infektion, wenn die
MRNA Level von IL-8 hoch sind, nur noch bedingt relevant zu sein [140, 141]. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine erhdhte NF-kB- Aktivitat in HEp-2 Zellen 3 und 6 h
nach Infektion mit C. trachomatis Serovar K beobachtet werden. Zudem war die NF-kB-
Aktivitat abhangig von der chlamydialen Infektionsdosis. Maximale NF-kB- Aktivitat lies
sich nach Infektion mit C. trachomatis in einer MOI von 5 nachweisen.
Uberraschenderweise zeigte sich ebenfalls eine erhohte NF-kB- Aktivitat in HEp-2
Zellen 3 h nach Vorinkubation mit UV-inaktivierten C. trachomatis Serovar K obwohl
diese nicht in der Lage waren, HEp-2 Zellen auch zu infizieren. Dies deutet darauf hin,
dass die Aktivierung des NF-kB- Signalweges allein durch Adhasion der Chlamydien an
HEp-2 Zellen moglich ist.

In Studien von Lad et al. und Negrate et al. konnte hingegen keine erhdhte NF-kB-
Aktivitat in HeLa Zellen nach Infektion mit verschiedenen chlamydialen Spezies und
Serovaren [142, 143] gezeigt werden. So beobachteten Lad et al., dass C. trachomatis
Serovar LGV2, C, D und F sowie C. pneumoniae CWL-029 die TNFa- induzierte IkBa-
Degradation inhibieren kénnen. Als molekularer Mechanismus wurde die chlamydiale
Protease CT441 identifiziert, die p65/RelA spaltet und damit die Aktivierung von NF-kB
verhindert [142, 144]. In der Arbeit von Negrate et al. war die chlamydiale Protease
ChlaDubl von C. trachomatis LGV2 an der Inhibierung der IkBa-Degradation und
infolgedessen an der Blockierung der NF-kB- Aktivitdt beteiligt [143]. Diese

Mechanismen konnten persistierenden Chlamydieninfektionen dazu dienen, sich einer
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Immunantwort des infizierten Organismus zu entziehen, da NF-kB als zentraler
Vermittler in die angeborene und erworbene Immunantwort involviert ist [145, 146].

In friheren Arbeiten aus der Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass C.
pneumoniae in verschiedenen Zielzellen eine Aktivierung des IkB- Kinase Komplexes
(IKK) mit Degradation von IkBa und Aktivierung sowie Translokation von NF-kB in den
Zellkern, und nachfolgender Expression NF-kB- abhangiger proinflammatorischer
Mediatoren wie Adhasionsmolekilen, IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES nach sich zieht
[113, 147-149]. Die C. pneumoniae- induzierte NF-kB- Translokation ist hierbei
abhangig von der Aktivierung der p38- und ERK1/2-MAPK, nicht jedoch der INK-MAPK
[81]. Unsere Untersuchungen konnten eine Abhangigkeit der NF-kB- Aktivierung von
der Aktivitat der MAPK p38 und ERK1/2 3 h nach Infektion mit C. trachomatis Serovar K
zeigen. So war die Aktivitat von NF-kB signifikant verringert nach der Inhibition der
MAPK p38 und ERK1/2. Hingegen konnte keine Beteiligung der MAPK JNK an der NF-
KB- Aktivierung nachgewiesen werden. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die
Zugabe der MAPK-p38- und ERK1/2-Inhibitoren zu einer Reduktion der Chlamydien-
induzierten IL-8- Produktion 24 h nach Infektion fiihrte. Die Hemmung des JNK-MAPK
Signalweges hatte auch hier keinen signifikanten Einfluss auf die IL-8- Freisetzung.
Diese Ergebnisse legen die essentielle Bedeutung der MAPK p38 sowie ERK1/2 nicht
jedoch der JNK fur die NF-kB- Aktivierung und die konsekutive IL-8- Sekretion nach
Infektion von epithelialen Zellen des Typs HEp-2 mit C. trachomatis Serovar K nahe.
Die Aktivierung endothelialer Zellen durch C. pneumoniae verursacht ebenfalls die
Freisetzung verschiedener proinflammatorischer Mediatoren wie Adhasionsmolekile,
Wachstumsfaktoren und Zytokine einschlie3lich IL-8 [81, 147, 150, 151]. Inhibierung der
MAPK Signaltransduktionswege mit spezifischen Inhibtoren konnte ebenso zeigen,
dass die C. pneumoniae- induzierte Aktiverung der p38-MAPK und zu einem geringeren
Grad der ERK1/2-MAPK, jedoch nicht der INK-MAPK bei der Sekretion von IL-8 durch
Endothelzellen eine wichtige Rolle spielen [81].

Die Arbeit von Vardhan et al. zeigte, dass die Bildung von IL-8 durch infizierte HeLa
Zellen mit C. trachomatis Serovar D abhangig vom intrazellular verfigbaren Eisen
Deferoxamin (DFO) ist [152]. Sowohl der p38 als auch der ERK1/2 Signalweg sind fur
die DFO- induzierte IL-8- Sekretion notwendig [153-155]. Dies deutet daraufhin, dass

chlamydiale Infektionen und DFO die gleichen Signalkaskaden zur Induktion von IL-8
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aktivieren. Weitere Studien mussten die Involvierung von p38 und ERK1/2 in die DFO-
induzierte 1L-8- Sekretion nach chlamydialer Infektion noch belegen.

Andere Studien konnten ebenfalls einen Einfluss des ERK1/2 Signalweges auf die IL-8-
Produktion nach Infektion mit C. trachomatis Serovar D und L2 finden [128, 156]. In
diesen Arbeiten konnte jedoch keine Aktivierung des p38- oder JNK-MAPK
Signalweges nach Chlamydieninfektion gezeigt werden. Eine Ursache fur die
Aktivierung unterschiedlicher SignalUbertragungswege koénnte in dem molekularen
Aufbau der verschiedenen Serovare begriindet sein. So fihrte die Infektion mit C.
trachomatis Serovar D und L2 beispielsweise zur Induktion unterschiedlicher IL-8 Level
[156]. Dessus-Babus et al. fanden Unterschiede in der angeborenen Immunantwort in
vitro zwischen C. trachomatis Serovar E und L2 [157].

Die Aktivierung des MAPK Signalweges ERK1/2 durch Chlamydien dient dartber
hinaus chlamydialem Wachstum. Die Calcium-abhangige Phospholipase A2 (cPLA2) ist
eine der zytosolischen Substrate von ERK1/2 [55, 158]. Es konnte gezeigt werden, dass
C. trachomatis Serovar L2 Uber die Aktivierung des ERK1/2-cPLA2 Signalweges
wirtszelleigene Glycerophospholipide aufnimmt und dartber ihre Replikation in der
Wirtszelle gewahrleistet [159]. Somit scheint die Aufnahme wirtszelleigener
Glycerophospholipide fur Wachstum und Entwicklung notwendig zu sein, obwohl
Chlamydien Gene fur die Kodierung aller Enzyme besitzen, die fir die Synthese von
Membran enthaltenem Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol und
Phosphatidylserin ~ benétigt werden [14]. Die  Fahigkeit  wirtszelleigene
Glycerophospholipide aufzunehmen, kdnnte eine energiesparende Methode der
Chlamydien sein, den hohen Bedarf an Lipiden zu decken, die unverzichtbar fur
chlamydiales Uberleben sind. Desweiteren konnte der Einbau wirtszelleigener Lipide in
die chlamydiale Membran den Vorteil bieten, vom Wirtsorganismus als fremd unerkannt
zu bleiben und somit den Abwehrmechanismen zu entgehen [159].

Im Rahmen chlamydialer Infektionen spielen Interferone (IFNs) eine wichtige Rolle.
Frihere Studien zeigten, dass freigesetzte IFNs durch infizierte Epithelzellen [160],
Fibroblasten [161] und Makrophagen [162] in der Folge chlamydiale Infektionen
hemmen koénnen. Die Mechanismen, die diesen Signalweg des angeborenen
Immunsystems aktivieren, konnten teilweise identifiziert werden. Neben der Aktivierung
des JAK/STATL1 Signalweges [163] erfolgt eine p38-MAPK abh&ngige Aktivierung von

cPLAZ2. Dies wiederum hat eine Expression von IFN-B nach Infektion mit C. trachomatis
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zur Folge [164, 165]. Interessanterweise ist die Aktivierung der IFN-B- Antwort
unabhangig von der MAPK ERK1/2, obwohl diese an der Phosphorylierung von cPLA2
beteiligt ist [164].

Die Aktivierung des MAPK Signalweges ERK1/2 durch Chlamydien kdnnte Uber einen
anti-apoptotischen Effekt ebenso dazu dienen, den Abwehrmechanismen ihrer
Wirtszellen zu entgehen. Es wurde gezeigt, dass Chlamydien die Fahigkeit besitzen,
infizierte Wirtszellen am programmierten Zelltod zu hindern [105, 166-168]. Apoptose
infizierter Wirtzellen ist jedoch ein wichtiger Abwehrmechsnismus des Korpers bei
intrazellularen Infektionen [169, 170]. Die Tatsache, dass ERK1/2 eine anti-
apoptotische Wirkung hat [51] und die Zellproliferation fordert [55, 171], konnte
Chlamydien behilflich sein, die Apoptose ihrer Wirtszellen zu verhindern und sich damit
ihren Lebensraum zu erhalten.

Rajalingam et al. konnten eine Beteiligung des PI3K Signalweges am Schutz vor
Apoptose C. trachomatis- infizierter Zellen nachweisen. Sie zeigten eine ERK-
abhangige Expression und eine PI3K-abhangige Stabilisierung des anti-apoptotischen
Gens Mcl-1 nach Infektion mit C. trachomatis Serovar L2 [172]. Diese Daten wurden
durch die Beobachtung gestutzt, dass die Aktivierung von PI3K nach Infektion mit C.
trachomatis Serovar L2 zu einer Phosphorylierung von AKT/ Protein Kinase B sowie
BAD fuhrt und dadurch infizierte Zellen an der Apoptose gehindert werden [173].

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Beteiligung der PI3K an der C. trachomatis-
induzierten NF-kB- Aktivierung in HEp-2 Zellen nachgewiesen werden. So kam es zu
einer Reduktion der NF-kB- Aktivierung in HEp-2 Zellen, wenn die Zellen mit einem
spezifischen PI3K-Inhibitor vorbehandelt waren. Desweiteren war die PISK an der C.
trachomatis- induzierten IL-8- Sekretion beteiligt. Es konnte eine Reduktion der IL-8-
Konzentration 24 h nach Infektion nach Inhibierung des PI3K Signalweges gezeigt
werden.

NF-kB besitzt Uber eine Hemmung der durch Death-Rezeptoren aktivierten Caspasen
eine anti-apoptotische Wirkung [174]. Trotz der Beteiligung des PI3K Signalweges an
der anti-apoptotischen Wirkung [172, 173] und der in der vorliegenden Arbeit
dargestellten PI3K-abhangigen Induktion von NF-kB frih nach Infektion, konnte keine
Beteiligung der NF-kB- Aktivitdt an der anti-apoptotischen Wirkung von C. trachomatis
nachgewiesen werden [140]. So fand sich in der Arbeit von Xiao et. al keine NF-kB-

Aktivitat 12 bis 60 h nach Infektion mit C. trachomatis Serovar L2. Dies ist wiederum ein
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Hinweis darauf, dass eine Aktivierung von NF-kB in erster Linie friilh nach Infektion mit
C. trachomatis eine Rolle spielt.

Die rezeptorvermittelte Induktion spezifischer Signaltransduktionskaskaden durch
Chlamydien scheint dartber hinaus essentiell flr die Invasion von C. pneumoniae in
Epithelzellen zu sein. Es zeigte sich, dass die MEK- abhangige Phosphorylierung und
Aktivierung von ERK1/2 von einer PI3K- abhangigen Phosphorylierung und Aktivierung
von Akt gefolgt ist und mit der Invasion von C. pneumoniae in die Zielzellen 30 bis 120
min nach Zellkontakt einhergeht [90]. Die Interaktion mit diesem Signalweg scheint C.
pneumoniae die Mdglichkeit zu bieten, sich der Fusion mit Lysosomen zu entziehen.
Die Datenlage ist jedoch noch uneinheitlich wie die Studie von Carabeo et al. belegt, in
der ein PI3K- unabhangiger Mechanismus chlamydialer Internalisierung in HeLa Zellen
durch C. trachomatis Serovar L2 und D gezeigt werden konnte [175].
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass C. trachomatis
Serovar K eine Phosphorylierung der MAPK p38, ERK1/2 und JNK in HEp-2 Zellen
induziert. Darliber hinaus ist die Aktivitat der MAPK p38 und ERK1/2, nicht jedoch die
der JNK fur die NF-kB- Aktivierung und IL-8- Freisetzung notwendig. Desweiteren ist die
Pl 3-Kinase ebenfalls an der C. trachomatis- induzierten NF-kB- Aktivierung und IL-8-

Freisetzung in HEp-2 Zellen beteiligt.
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4.4 Ausblick

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass C. trachomatis Serovar
K in der Lage ist, in HEp-2 Zellen innerhalb kurzer Zeit nach Kontakt mit den Zielzellen
eine Reihe von Signaltransduktionswegen zu aktivieren, die im Verlauf zu einer
protrahierten und prolongierten Aktivierung von HEp-2 Zellen mit vermehrter Expression
des Zytokins IL-8 fuhrten. Dies sind zentrale Mechanismen in der Entwicklung eines
proinflammatorischen Phanotyps in epithelialen Zellen. Zudem sind diese offenbar
Zelltyp-spezifisch, da C. trachomatis Serovar K - anders als C. pneumoniae TW 183 -
keine signifikante IL-8- Freisetzung in humanen Endothelzellen induzierte.

Die Charakterisierung C. trachomatis- induzierter Signaltransduktionswege ist wichtig
fur das Verstehen der Mechanismen durch die Chlamydien sich ihre intrazellulare
Vermehrung sichern und im Wirt eine Infektion hervorrufen und aufrechterhalten. Diese
Uberlegungen konnen einen Beitrag zur Etablierung neuer (nicht-antibiotischer)
Therapiestrategien zur Verhinderung persistierender Chlamydieninfektionen leisten.
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6 Anhang
6.1 Materialien

6.1.1 Chemikalien

Substanz

Bezugsquelle

Acrylamid / Bisacrylamid 40 %

Serva, Heidelberg

Agar

Merck, Darmstadt

Ammoniumpersulfat (APS)

Serva, Heidelberg

Amphotericin B

Boehringer, Mannheim

Ampicillin

Biochrom, Berlin

Antipain

Sigma, Desenhofen

BioRad Reagenz

Biorad, Minchen

Calciumchlorid- Hexahydrad

Merck, Darmstadt

Cycloheximid

Sigma, Desenhofen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Desenhofen

Dithiothreitol (DTT)

Serva, Heidelberg

Essigsaure 100 %

Merck, Darmstadt

Endothelbasal-Medium

PAA, Pasching

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Roth, Karlsruhe

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco, Karlsruhe

Forskolin

Sigma, Desenhofen

Glucose (D+)-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Glycerein

Merck, Darmstadt

Gelatine (aus Schweinehaut)

Sigma, Desenhofen

Gentamicin Gibco, Karlsruhe

Hefeextrakt Becton Dickinson, Heidelberg
Hepes Roth, Karlsruhe
IL-8-ELISA-Kit Pharmingen, San Diego

Immunfluoreszenz-Chlamydia-Testkit

Imagen, Ely/ Cambridgeshire

Isoamylalkohol

Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt
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Kaliumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Leupeptin

Sigma, Desenhofen

L-Glutamin 200 MM 100 x

Biochrom, Berlin

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid-Heptahydrat

Merck, Darmstadt

Minimal Essential Medium (MEM)

PAA, Pasching

B-Mercaptoethanol

Serva, Heidelberg

Natriumcitrat

Sigma, Desenhofen

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

Natriumsulfat

Sigma, Desenhofen

Nichtessentielle Aminosauren

Gibco, Karlsruhe

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt
Penicillin Biochrom, Berlin

Pepstatin A Sigma, Desenhofen
QiaQuick-Miniprep-kit Qiagen, Hilden

Stickstoff 4.0 Messer-Griesheim, Krefeld

Streptomycin

Biochrom, Berlin

N,N,N",N"-Tetramethylendiamin(TEMED)

Roth, Karlsruhe

TNFa (human)

R&D-Systems, Wiesbaden

Tris (Hydroxymethyl) aminomethan

Roth, Karlsruhe

Triton X-100

Serva, Heidelberg

Trypsin EDTA

Boehringer, Mannheim

Trypton Becton Dickinson, Heidelberg
Tween-20 Sigma, Desenhofen
Vancomycin Gibco, Karlsruhe
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6.1.2 Gerate

ELISA-Photometer

SLT, Crailsheim

Forschungsmikroskop BX 60

Olympus, Hamburg

Fluorometer Fluoro-Max-2

ISA, Grasbrunn

Laborwaage

Mettler, GielRen

Laminair HB 2448

Hereaus, Hanau

Mini-Protean-Gel-System

Biorad, Minchen

Phasenkontrastmikroskop mit

Fluoreszenzeinheit

Olympus, Hamburg

Schuttelinkubator

Uniequip, Planegg

Spektralphotometer Uvicon UV 860

Kontron, Minchen

Ultrazentrifuge

Sorvall, Hamburg

Zellkultur-Inkubator

Hereaus, Hanau

Zentrifuge 48 RC, Rotanta RPC

Hettich, Tuttlingen

6.1.3 Zubehor

Einmalkivetten

Sarstedt, Berlin

Gel-Blotting Papier

Roth, Karlsruhe

Hybond-ECL-Membran

Amersham Pharmacia, Braunschweig

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Falcon/ Becton-Dickinson, Heidelberg

Pipettenspitzen (1 ml)

Gilson, WI, USA

Pipettenspitzen (200 ul)

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen (10 ul)

Sarstedt, Berlin

Spitzboden-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Falcon/ Becton-Dickinson, Heidelberg

Zellkulturflaschen (T75 und T175 cm?)

Nunc, Wiesbaden

Zellkulturplatten (6-/12-/24-Well)

Nunc, Wiesbaden
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6.1.4 Antikorper fur Westernblot

Molekile Spezies Firma

P-ERK Maus, E-4 Santa Cruz, Hamburg

Phospho-p38 Kaninchen Upstate Cell Signaling,
Lake Placid, USA

P-c-Jun (ser 63) Kaninchen NEBL

ERK-2 Maus, D-2 Santa Cruz, Hamburg

p38 Kaninchen NEBL

Anti-Kaninchen-1gG Kaninchen, anti-human Li-COR Biosciences,

gekoppelt an IRDye 800 Bad Homburg

Anti-Maus-1gG Maus, anti-human Li-COR Biosciences,

gekoppelt an Cy.5.5 Bad Homburg

6.1.5 Proteinkinase-Inhibitoren

MAP-Kinase-Inhibitor SB 202190 Calbiochem, Darmstadt
MAP-Kinase-Inhibitor U 0126 Calbiochem, Darmstadt
MAP-Kinase-Inhibitor SP 600125 Calbiochem, Darmstadt
P1 3-Kinase-Inhibitor LY 294002 Calbiochem, Darmstadt

92



Anhang

6.1.6 Nahrmedien

Nahrmedien fur die Zellkultur

Die Zellkulturmedien wurden steril angesetzt und bei + 4 °C gelagert. Das FCS wurde

vor Benutzung 45 min bei 56 °C zur Inaktivierung von Komplementfaktoren erhitzt.

HEp-2-Kulturmedium

MEM (Eagle) Medium mit
10 % (v/v) FCS

2 ml Glutamin

Nichtessentielle Aminosauren

2,5 ug/ml Amphotericin B
25 pg/ml Gentamycin
2,5 pg/ml Vancomycin

HEp-2-Infektionsmedium

MEM (Eagle) Medium mit

2 ml Glutamin

Nichtessentielle Aminoséauren

2,5 pg/ml Amphotericin B
25 pg/ml Gentamycin
2,5 pg/ml Vancomycin
1 pg/ml Cycloheximid

HUVEC-Kulturmedium

Endothelbasal-Medium mit
2 ml Glutamin

0,5 pg/ml Amphotericin B
5 ng/ml EGF

10 % FCS

Streptomycin / Penicillin

HUVEC-Infektionsmedium

Endothelbasal-Medium mit
2 ml Glutamin

5 ng/ml EGF

1% FCS
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6.1.7 Puffer und Losungen

Gelatine (Stocklésung)

Gelatine 5 g
Aqua bidest ad 100 ml

Unter Erhitzen auf 80 °C l6sen, danach steril filtrieren.

HBSS (10 x)

KCL4g

KH,PO, 0,6 g

NaCl 80 g

Na,HPO,0,9 g
D-Glukose 10 g

Aqua bidest ad 1000 ml

H/H -I-

HBSS (10 x) 100 mi
HEPES 6 g
Aqua bidest ad 1000 ml

H/H +/-

HBSS (10 x) 100 ml
CaCl, 0,185 g
HEPES 6 g

Aqua bidest ad 1000 ml

H/H +/+

HBSS (10 x) 100 m
CaCl, 0,185 ¢
MgCl, 0,100 g
MgSO, 0,100 g
HEPES 6 g

PBS-Stammlosung (20 x)

Na;HPO,58,5 g
KH,P0O,9,8 g

NaCl 320 g

Aqua bidest ad 1000 ml
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PBS, pH 7,4

PBS-Stammlosung (20 x) 50 ml
Aqua bidest ad 1000 ml

Saccharose-Phosphat-Glutaminsaure-
Puffer (SPG-Puffer), pH 7,4-7,6

Saccharose 75 g
KH,PO,40,52 g
Na,HPO,1,53 g
Glutaminsaure 0,72 g
Aqua bidest ad 1000 ml

Western Blot

Phosphoprotein Waschpuffer

NaF 1 M

NazVO, 200 mM
NasP>07 150 mM
in 400 ml H/H -/-

Lyse-Puffer fur Proteinextraktion

Tris-Hcl, 50 mM, pH 7,4
EDTA 0,25 mM

PMSF 1 mM

Antipain 10 pg/ml
Leupeptin 10 pg/ml
Pepstatin 10 pg/mi
NP-40 (v/iv) 1 %

Auftragepuffer

Tridest 3,8 ml

Tris-Hcl, 0,5 M, 1,0 ml, pH 6,8
Glycerol 0,8 ml

SDS (10 %, w/v) 1,6 ml
Bromphenolblau (1 % w/v) 0,4 mi
B- Mercaptoethanol (1 % v/v) 0,4 ml

Sammelgel

Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8

SDS 10 %

Acrylamidlésung 19:1, 40 %
Ammoniumpersulfat 10 %
Aqua bidest

TEMED
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Trenngel Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
SDS 10 %
Acrylamidlésung 19:1, 40 %
Ammoniumpersulfat 10 %
Aqua bidest
TEMED

Die prozentuale Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels wurde nach dem

molekularen Gewicht des Zielproteins ausgewahlt.

Laemmli-Puffer (5 x) Tris-Base 15 g
Glycerin 72 g
SDS5¢
Aqua bidest 1000 ml
Ponceau-S-Proteinfarbung PonceauS 1g

Essigsaure 50 ml
Aqua bidest 950 ml

Blotting-Puffer Stocklésung 80 m
Methanol 10-20 %
Aqua bidest 720-820 ml
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6.2 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

a. bidest Aqua bidestillata

ad Lat.: bis

ADP Adenosindiphosphat

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CD14 Cluster of Differentiation 14

cPLA2 Calcium-abhéngige Phospholipase A2

C. pneumoniae Chlamydophila pneumoniae

C. trachomatis Chlamydia trachomatis

DMSO Dimethysulfoxid

DNA Desoxiribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal growth factor

EK Elementarkdrperchen

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbend Assay

ERK extracellular signal-related kinases

FCS Fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum)

g Erdbeschleunigung

GM-CSF Ganulozyte-macrophage colony-stimulating factor
h Stunden

H/H-/- Hanks-HEPES Puffer ohne Kalzium und Magnesium
H/H+/- Hanks-HEPES Puffer mit Kalzium und ohne Magnesium
H/H+/+ Hanks-HEPES Puffer mit Kalzium und Magnesium
HBSS Hanks gepufferte Salzlésung

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin-Ethansulfonséaure
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HEp-2 Zellen Humane Karzinomzellen vom Plattenepithel des
Mundbodens

HUVEC Humane umbilikalvendse Endothelzellen

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1

IkB Inhibitor of NF-kB

IFU Inclusion forming units

IL Interleukin

JNK c-Jun amino-terminal kinases

kD Kilodalton

LGV Lymphogranuloma venereum

KHK Koronare Herzkrankheit

M Mol/l

mM Millimol

M199 Medium 199

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MAPKK Mitogen-activated protein kinase kinase

MAPKKK Mitogen-activated protein kinase kinase kinase

Mbp Mega-Basenpaare

Mcl-1 Myeloid Cell Leukemia Gene 1

MEM Minimal Essential Medium

min Minuten

MOl Multiplicity of infection

NF-kB Nuclear Factor kappa-B

PBS Phosphate Buffered Saline

PGE2 Prostaglandin E2

PDE Phosphodiesterase

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

PKB Protein Kinase B

PMN Polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt

PMSF Phenylmethansulfon-Saurefluorid

RHR Rel-Homologie-Region
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RK Retikularkérperchen

RNA Ribonukleinsaure

rRNA Ribosomale Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

S. siehe

SDS Natriumdodecylsulfat/Laurylsulfat
Sog. sogenannte

SPG Saccharose-Phosphat-Glutaminséure
T75/175 Zellkulturflasche mit 75 / 175 cm?® Kulturflache
TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
u. a. unter anderem

\Y Volt

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1

z. B. zum Beispiel
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7 Eidesstattliche Erklarung
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