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Zusammenfassung

Persistente Chlamydieninfektionen sind an der Entstehung chronischer Erkrankungen wie
Pelvic Inflammatory Disease (PID), Trachom und vermutlich auch cardiovaskuldren
Erkrankungen beteiligt. Im Vergleich zu Chlamydien eines akuten, produktiven
Entwicklungszyklus weisen persistente Chlamydien eine verdnderte Gen- und
Proteinexpression sowie eine verdnderte metabolische Aktivitdit auf und sind oftmals
resistent gegeniiber antibiotischen Therapien.

In dieser Arbeit konnten drei verschiedene Persistenzmodelle fiir Chlamydophila (Cp.)
psittaci etabliert werden, welche auf Eisenmangel, Penicillin-G-Behandlung bzw. IFN-y-
Gabe beruhen. Damit einhergehend wurden Expressionsinderungen spezifischer
Chlamydien-Gene festgestellt, die undbhdngig vom angewendeten Persistenzstimulus
auftraten. Dies beinhaltete die Herunterregulation von Genen, welche fiir die
Membranproteine OmcA und OmcB, das Zellteilungsprotein FtsW, die Proteine des
Zweikomponentensystems CtcB und CtcC sowie fiir die GTPase YphC codieren. Diese
Ergebnisse konnten unter Verwendung einer zweiten Zelllinie bestétigt werden und legen
den Schluss nahe, dass es sich dabei um ein persistenzspezifisches Expressionsmuster der
Spezies Cp. psittaci handelt. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit erstmals exakte
molekulare Daten zur Genregulation wéhrend der persistenten Cp.-psittaci-Infektion.

Als intrazelluldre Erreger stehen Chlamydien in vielfiltiger Wechselwirkung mit ihrer
Wirtszelle. Die Fihigkeit, keine Apoptose in der Wirtszelle auszuldsen beziehungsweise
induzierte Apoptose hemmen zu k&nnen, ist von Vorteil fiir das Uberleben und die
Vermehrung einer Vielzahl intrazelluldrer Erreger. Fiir die persistente und akute Cp.-
psittaci-Infektion konnte hier gezeigt werden, dass die Chlamydien keine Wirtszell-
Apoptose auslosen. Dieser Effekt korrelierte mit einer Zunahme der Transkript- und
Proteinmenge des Inhibitor-of-Apoptosis-Proteins 2 (cIAP2), fiir welches ein
inhibitorischer Effekt auf Caspase-3 und -7 beschrieben ist. Dariiber hinaus wurde in den
akut und persistent infizierten Wirtszellen die Staurosporin-induzierte Apoptose gehemmt.
Die hier gezeigte Fahigkeit zur Modulation der Wirtszellapoptose kann es den persistenten
Cp. psittaci ermoglichen, eine Langzeitbeziehung mit der Wirtszelle auszubilden, was u. a.
zur Entstehung chronischer Erkrankungen fiihren kann.

Die in dieser Arbeit fiir die Spezies Cp. psittaci erhaltenen Daten beziiglich des
chlamydialen Expressionsverhaltens und des Einflusses auf die Wirtszellapoptose erlauben

einen Vergleich mit den Persistenzcharakteristika der beiden intensiver untersuchten



ZUSAMMENFASSUNG

Spezies C. trachomatis und Cp. pneumoniae und konnen somit zur Herausarbeitung
genereller Persistenzmerkmale der Chlamydiaceae beitragen. Dariiber hinaus konnen diese
Daten einen Ausgangspunkt fiir die weitere Aufklirung der molekularen

Pathogenesemechanismen bei chronischen Infektionskrankheiten darstellen.



EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Biologie und Taxonomie der Chlamydien

Chlamydien sind obligat intrazellulire, Gram-negative Bakterien, die als Parasiten in
eukaryotischen Zellen leben und durch einen charakteristischen, zweiphasigen
Entwicklungszyklus gekennzeichnet sind. Dieser Entwicklungszyklus wechselt zwischen
zwei morphologisch verschiedenen Formen, dem Elementarkorper (Elementary Body =
EB) und dem Retikularkérper (Reticulate Body = RB). Chlamydien sind nicht zu einem
vollstindigen Energiemetabolismus in der Lage wund ihnen fehlen einige
Biosynthesepathways, weshalb sie von einer Versorgung mit ATP und anderen
Intermediaten durch ihre Wirtszelle abhingig sind.

Beschreibungen ,,Chlamydien-dhnlicher* Erkrankungen des menschlichen Auges, heute als
Trachom bekannt, reichen bis in die altdgyptische und —chinesische Zeit zuriick.
Halberstddter und von Prowazek gelang es 1907 erstmals, chlamydiale, Elementar- und
Retikularkorper-beinhaltende  Inklusionen in  Giemsa-gefdrbten, konjunktivalen
Epithelzellen nachzuweisen und sie als Ausldser des Trachoms abzuleiten. Aufgrund der
eingefiarbten Matrix, in die die chlamydialen Partikel eingebetten waren, wurde der
Mikroorganismus ,,Chlamydozoa“ (griech. chlamys: Mantel/Umhang) genannt
(Halberstadter und von Prowazek, 1907; Collier et al., 1990 ).

In den Jahren 1929/30 fiihrten weit verbreitete Ausbriiche einer von Papageien
ausgehenden, Psittakose genannten, atypischen, oftmals schweren Pneumonie des
Menschen zur Entdeckung des fiir die Chlamydien charakteristischen, biphasischen
Entwicklungszyklus (Bedson and Bland, 1932). Jedoch konnte erst 1965 mit dem
Aufkommen von Zellkulturtechniken und der Elektronenmikroskopie eindeutig geklart
werden, dass Chlamydien den Eubakterien und nicht den Viren zuzuordnen sind (Moulder,
1966). Im Jahre 1966 wurde schlieBlich durch Page die Gattung Chlamydia eingefiihrt.
(Page, L. A., 1966). Bis in die spaten 1990er Jahre bestand die Ordnung Chlamydiales aus
nur einer Familie und einer Gattung (Chlamydiaceae und Chlamydia) mit den vier Spezies
Chlamydia trachomatis und Chlamydia psittaci (Page, 1968) sowie Chlamydia
pneumoniae (Grayston et al., 1989) und Chlamydia pecorum (Fukushi, H. and K. Hirai,
1992). Phylogenetische Analysen der 16S - und 23S rRNA fiihrten schlieBlich zu einer
neuen Taxonomie der Ordnung Chlamydiales (Everett et al., 1999), die die Familie
Chlamydiaceae in die zwei Gattungen Chlamydia und Chlamydophila teilt, welche

insgesamt neun Spezies beinhalten (Abb. 1). Desweiteren wurde die Ordnung

3
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Chlamydiales um die drei necue Familien Parachlamydiaceae, Waddliaceae und
Simkaniaceae erweitert.

Die Ordnung Chlamydiales ist unter den Abteilungen der Bacteria einzigartig, da keines
ihrer Mitglieder zu extrazellulirem Leben in der Lage ist. Alle Mitglieder der Ordnung

Chlamydiales weisen eine 80-90%ige 16S rRNA Sequenzhomologie auf.

Chlamydophila typical host
[C. abortus mammals
C. psittaci birds Chlamydia psittaci
C. felis cats
N (*, C3ViaE Guinea pig
C. pecorum
. C. pecorum mammals £ Chlamydiales
Chlamydophila Chiamydiaceae
C. pneumoniae .
C. pneumoniae  humans = Chlamydia
Chlamydiaceae
"I Chlamydia
n Chi di /_C. trachomatis humans
% CLCCI C. suis swine C. trachomatis
:i ; C. muridarum mice,
g hamsters
P hi, i
E arachlamydiaceae P. acanthamoebae
Waddliaceae
W. chondropjila
Simkaniaceae i
5. negevensis
new taxonomy old taxonomy

Abb. 1: Genetische Struktur der Ordnung Chlamydiales ( nach Bush R. M., Everett D. E.,
2001). Dargestellt ist die neue Klassifizierung mit insgesamt 9 Spezies im Vergleich zur alten
Klassifizierung, die 4 Spezies beinhaltete.

1.2 Lebenszyklus

Chlamydien haben erfolgreich eine intrazelluldre Lebensweise etabliert und mussten dabei
eine Reihe von Hindernissen wie Eintritt in die Wirtszelle, Existenz und Vermehrung in
der Wirtszelle sowie Uberleben wihrend des Ubergangs auf einen neuen Wirt bewiltigen.
Um diese Hindernisse zu iiberwinden, haben Chlamydien einen Lebenszyklus entwickelt,
der sich durch zwei unterschiedliche funktionelle und morphologische Formen auszeichnet
(Abb. 2). Die infektidse, extrazellulire Entwicklungsform wird als Elementarkorper
(Elementary Body ) bezeichnet, ist zirka 0,3 pm groB, trdgt ein stark kondensiertes Genom
und ist metabolisch inaktiv. Die intrazelluldre, replikative Entwicklungsform nennt man
Retikularkorper (Reticulate Body). Diese sind ca. 1 um grofl und gekennzeichnet durch

eine aufgelockerte Chromatinstruktur, metabolische Aktivitit und das Fehlen von

Infektiositit.
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Der chlamydiale Entwicklungszyklus wird durch die Anheftung und Aufnahme eines EBs
durch die eukaryotische Wirtszelle initiiert, was die Beteiligung bakterieller Liganden und
Wirtszellrezeptoren erfordert. Dabei werden verschiedenen Oberflaichenmolekiilen wie
z. B. dem MOMP, dem HSP70, dem OmcB oder Glykosaminoglykanen (GAG) eine
wichtige Rolle bei der chlamydialen Anheftung an die Wirtszelle zugeordnet (Hackstadt et
al., 1985; Bavoil et al., 2000; Fadel und Elay, 2007; Wuppermann et al., 2001). So binden
die Heparansulfat-dhnlichen Glykosaminoglykane auf der Oberfliche der EBs z. B.
Wirtszell-Fibronektin (Kleba et al., 2002). Fiir die Aufnahme der Chlamydien in die
Wirtszelle wird je nach Spezies und Zelltyp Phagozytose (Finlay & Cossart, 1997) und
Rezeptor-vermittelte Endozytose (Hodinka et al., 1988) diskutiert. Die internalisierten
Chlamydien verbleiben wihrend ihres gesamten Entwicklungszyklus in einer Membran-
umhiillten Vakuole (Phagosom), welche Einschlusskorper (Inklusion) genannt wird und
nicht mit Lysosomen fusioniert. Die Hemmung der Fusion mit Lysosomen scheint durch
chlamydiale Oberflichenproteine vermittelt zu sein und ist abhidngig vom Vorhandensein

lebender chlamydialer EBs (Eissenberg et al., 1983).

Inhibition of Primary
phagolysosomal differentiation RB
fusion EB—RB

Limited growth
—» and division

EB attachment
and entry to }'
host cell

Growth by

binary fission

48 -T2 h
Aberrant
Secondary + Chlamydia

differentiation
EB RE—EB

k LJ
L
% %54
[ R ]
Exocytosis or -
host cell lysis,
release of EBs

Mucleus

Celayed development
{persistence?) and
formation of noninfectious

Chlamydial inclusion butviable forms

Abb. 2: Chlamydialer Lebenszyklus (modifiziert nach Beatty et al., 1994)

Kurz nach der Internalisierung beginnen sich die EBs zu reorganisieren und differenzieren
zu RBs, welche wachsen und sich durch Zweiteilung vermehren. Spéter im
Entwicklungszyklus stoppt die Vermehrung der RBs in den Einschlu8kérpern und die RBs
beginnen wiederum, sich zu EBs zu differenzieren, welche dann durch Lyse oder

Exozytose (Moulder, 1991) aus der eukaryotischen Wirtszelle freigesetzt werden, um


http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_entry.asp#entry_refs#entry_refs�
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Nachbarzellen zu infizieren und somit einen neuen Infektionszyklus zu initiieren. Je nach
Chlamydienspezies betrigt die Dauer des Entwicklungszyklus, wie in Zellkulturmodellen
bestimmt, zwischen ca. 48-72 Stunden.

Alternativ dazu kann die Infektion auch in einem Persistenzstadium verharren. Persistenz
wird durch verschiedene Bedingungen induziert und fiihrt zu Lebensformen mit

stark verdnderter Morphologie (siche Abschnitt 1.4). Die Bakterien konnen auf
unbestimmte Zeit in der persistenten Lebensform verbleiben, treten nach Wegfall der

Persistenzinduktoren aber wieder in den akuten Entwicklungszyklus iiber.

1.3 Chlamydien-assoziierte Erkrankungen

Chlamydien infizieren verschiedene Wirte und verschiedene Zelltypen und rufen ein
breites Erkrankungsspektrum bei Mensch und Tier hervor. C. trachomatis und Cp.
pneumoniae sind vorwiegend humanpathogene Erreger (Schachter J., 1989; Kuo et al.,
1995), obwohl bei Cp. pneumoniae auch Stdmme aus Frosch, Pferd und Koala isoliert
werden konnten (Bodetti et al., 2002; Berger et al., 1999; Wardrop et al., 1999).). Cp.
psittaci dagegen infiziert eine Vielzahl verschiedener Wirte wie z. B. Vogel und
Sdugetiere, u. a. auch den Menschen.

Neben den gut mit Antibiotika zu therapierenden akuten, produktiven Infektionen konnen
Chlamydien eine Reihe chronischer Erkrankungen auslésen bzw. ihre Beteilung an diesen
chronischen Erkrankungen wird angenommen. Hierbei wird ein Vorliegen des Erregers im

Persistenzstadium diskutiert

1.3.1 Chlamydophila psittaci

Cp. psittaci ist der Erreger der Psittakose bzw. Ornithose. Als Reservoir von Cp. psittaci
sind vor allem Vogel und viele Haustiere (z. B. Katzen, Hunde, Ziegen, Schafe, Kiihe) zu
nennen. Stdmme von Vogeln, insbesondere Psittaciden (Papageienartige) weisen eine
hohere Humanpathogenitdt auf als Stimme anderer Tierarten. Vogel, vor allem auch
Nutzgefliigel wie z. B. Truthithner oder Enten, aber auch Tauben spielen als
Infektionsquelle fiir den Menschen die wichtigste Rolle (daher auch der Begriff
,,Ornithose®). Cp. psittaci kommt bei infizierten Tieren in respiratorischen Sekreten,
Exkrementen und Federn vor und kann bei Raumtemperatur selbst bei Austrocknung ca. 4
Wochen infektiés bleiben. Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt aerogen, aber auch
durch unmittelbare Berithrung der Vogel, sehr selten hingegen von Mensch zu Mensch.

Infizierte Vogel konnen asymptomatisch oder auch schwer erkrankt sein. Sie scheiden den

6
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Erreger mit dem Kot aus. Unbehandelt werden ca. 10 % der infizierten Vogel zu
chronischen, asymptomatischen Tragern.

Die Ubertragung der Infektion von Vogeln auf den Menschen fiihrt zu fieberhaften
Erkrankungen, die durch Pneumonien und systemische Manifestationen charakterisiert sein
konnen. Das klinische Bild kann auerordentlich vielfiltig sein und neben der Lunge fast
jedes Organ betreffen. Die Pneumonien sind hdufig durch einen plotzlichen Beginn mit
Schiittelfrost, hohem Fieber, trockenem Husten, Bradykardie und Kopfschmerzen
gekennzeichnet. Der Schweregrad reicht von leichten Erkrankungen bis zu tddlich
verlaufenden systemischen Infektionen, bei denen respiratorische Symptome im
Vordergrund stehen. Systemische Manifestationen sind seltener, sie sind vorwiegend durch
Fieber, Husten, Kopfschmerzen, Muskel- und Gelenkschmerzen, Hepatomegalie,
gastrointestinale Beschwerden und Bewusstseinsstorungen gekennzeichnet. Aber auch
Erkrankungsbilder wie Endokarditis, Myokarditis, Perikarditis, Enzephalitis, reaktive
Arthritis und Konjunktivitis sind moglich. In einer Reihe von Publikationen wird auBerdem
eine Assoziation von Cp. psittaci mit der Entstehung von okularen adnexalen MALT
Lymphomen diskutiert, wobei geographische Unterschiede aufzutreten scheinen (Ferreri et
al., 2004; Mulder et al., 2006; Chanudet et al., 2006).

Die bis zum 31.12.2000 in Deutschland meldepflichtige Zoonose ,,Ornithose* (Psittakose)
wurde in den letzten Jahren in Deutschland nur relativ selten gemeldet (1999: 107
Erkrankungen, 2000: 86 Erkrankungsfille; Quelle: Robert-Koch-Institut, Berlin), jedoch

scheint die Dunkelziffer der Erkrankungsfille hoher zu sein.

1.3.2 Chlamydophila pneumoniae

Cp. pneumoniae wurde erst 1989 anhand des TWAR-Stammes als eigenstdndige Spezies
klassifiziert und bis dahin der Art Chlamydia psittaci untergeordnet (Grayston et al.,
1989). Erregerreservoir fiir Cp. pneumoniae ist der Mensch. Animale Cp.-pneumoniae-
Biovare (Pferd, Koala, Frosch) sind wahrscheinlich fiir menschliche Erkrankungen nicht
von Bedeutung. Cp. pneumoniae wird auf acrogenem Weg und durch Speichelkontakt von
Mensch zu Mensch {ibertragen

Das klinische Spektrum von Cp.-pneumoniae-Infektionen umfasst akute Pharyngitiden,
Sinusitiden, Bronchitiden und Pneumonien. Am héufigsten sind asymptomatische
Infektionen oder leichter verlaufende atypische Pneumonien und Bronchitiden.
Grundsitzlich koénnen alle Symptome auftreten, die auch durch Cp. psittaci-Infektionen

verursacht werden konnen; in sehr seltenen Féllen werden eine Endokarditis, Myokarditis,
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Meningoradikulitis, Erythema nodosum oder reaktive Arthritis durch Cp. pneumoniae
verursacht. Eine mogliche Rolle von Cp.-pneumoniae-Infektionen in der Pathogenese von
chronischen Erkrankungen wie z. B. der Arteriosklerose (Hammerschlag, 1998), Multipler
Sklerose (Hammerschlag et al., 2005) oder Alzheimer'scher Erkrankung (Balin et al.,

1998) wird seit einiger Zeit kontrovers diskutiert.

1.3.3 Chlamydia trachomatis

Die Spezies C. trachomatis 148t sich in die zwei Biovarianten (Biovare) Trachoma und
Lymphogranuloma venerum (LGV) unterteilen. Diese Biovare lassen sich ihrerseits wieder
in verschiedene Serovarianten (Serovare) unterscheiden. C. trachomatis trachoma wird in
die 14 Serovare A bis K, einschlielich Ba, Da und Ia eingeteilt (Wang & Graystone,
1990) und C. trachomatis LGV in die vier Serovare L1, L2, L2a und L3.

Erregerreservoir fiir C. trachomatis ist nur der Mensch. Eine Ubertragung ist durch
sexuellen Kontakt sowie perinatal moglich (Serovare D-L). Weiterhin kann der Erreger
durch infektioses Augensekret (Fliegen und Schmierinfektionen) und durch die Hinde
ibertragen werden (Serovare A-C). Die Serovare von C. trachomatis 16sen verschiedene
Erkrankungen aus:

Die Serovare A - C verursachen das Trachom, eine in den Tropen verbreitete chronisch
rezidivierende Erkrankung der Bindehédute und der Hornhaut, die den haufigsten Grund fiir
vermeidbare Erblindungen mit iiber 400 Millionen Infizierten weltweit und geschétzten 6
Millionen Erblindeten darstellt.

Die D-L Serovare von C. trachomatis gehdren weltweit zu den hdufigsten Erregern sexuell
tibertragbarer Erkrankungen (STD - sexually transmitted disease) sowie, nach perinataler
Ubertragung, von Neugeborenen-Infektionen. Bei Minnern bildet C. trachomatis die
haufigste Ursache der nicht-gonorrhoeischen Urethritis, die sich durch Aszendenz zu einer

Prostatitis oder Epididymitis entwickeln kann. Bei Frauen manifestiert sich eine
C. trachomatis-Infektion gewohnlich als Zervizitis. Davon ausgehend kommt es haufig zur
Aszendenz der Erreger in den oberen Genitaltrakt. Als Folge dessen kann sich eine
Salpingitis, auch als PID (pelvic inflammatory disease) bezeichnet, entwickeln. Andere
folgenschwere Manifestationen neben der PID sind eine tubenbedingte Infertilitit oder eine
ektopische Schwangerschaft (Cates & Wasserheit, 1991). Eine weitere Komplikation
chlamydialer Urogenitalinfektionen ist die Entwicklung einer reaktiven Arthritis in 1 —3%

der Krankheitsfille (Keat et al., 1979).
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Die C. trachomatis Serovare LL1, L2 und L3 verursachen das Lymphogranuloma venereum,

eine sexuell iibertragbare Krankheit, die vorwiegend in den Tropen vorkommt.

1.4 Persistenz

Der Begriff ,,Persistenz® beschreibt die Langzeitbeziehung zwischen Chlamydien und
thren Wirtszellen, in denen die Chlamydien zwar lebend aber nicht kultivierbar vorliegen.
(Beatty et al., 1994b). ,Persistenz bezeichnet die Abwesenheit einer produktiven
Chlamydieninfektion, was die Prdsenz der Chlamydien in einer veridnderten intrazelluléren
morphologischen Form annehmen l&sst.

Wesentliche Merkmale einer persistenten Chlamydieninfektion sind dabei die aberrante
Morphologie der Chlamydien, der Verlust der Infektiositit, die Mdoglichkeit einer
Reaktivierung aus dem Persistenzstadium und ein verdndertes transkriptionelles und
translationelles Profil der Chlamydien.

Persistente Chlamydia (Chlamydophila) spp. entwickeln sich nicht zu normalen RBs
sondern bilden in einer kleineren Inklusion einzelne groBere und diffuse ,,aberrante”
Korperchen (AB = Aberrant Body) mit einer insgesamt verdnderten metabolischen
Aktivitit aus. Da sich die ABs nicht zu infektiosen EBs differenzieren und die Wirtszelle
nicht lysieren, sind persistente Infektionen nicht produktiv. (Beatty et al., 1994b; Gerard et
al., 2002; Mathews et al., 2001; Byrne et al., 2001; Belland et al., 2003b).

1.4.1 Persistenz und chronische Erkrankungen

Chronische Infektionen sind charakteristisch fiir die Spezies in der Familie der
Chlamydiaceae. Sie folgen einer akuten Infektion, kdnnen sich tiber Jahre oder sogar
Jahrzehnte erstrecken und sind verantwortlich fiir die am schwierigsten zu behandelnden
Erkrankungen, die mit Chlamydien assoziiert werden. Chronische Infektionen mit Cp.
pneumoniae z. B. werden mit einer Vielzahl respiratorischer und systemischer Krankheiten
wie Asthma, Artheriosklerose oder Alzheimer'scher Krankheit in Verbindung gebracht
und infektionsbiologisch mit dem sogenannten Persistenzstadium der Bakterien erklért
(Hammerschlag et al., 2005). Sie induzieren eine permanente, unterschwellige Aktivierung
der Immunantwort und konnen somit zu schwelenden Entziindungen und

Gewebsschidigungen iiber lingere Zeit hinweg fiihren.
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1.4.2 In-vitro-induzierte Persistenzarten

Fiir das Studium der Persistenz in vitro wurden bisher verschiedene Zellkultur-Modelle
etabliert. Spontan und irreversibel persistent verlaufen Infektionen von Cp. pneumoniae in
Fibroblasten-dhnlichen, synovialen Zellen oder peripheren Blutmonozyten (PBMC)
(Koehler et al., 1997; Airenne et al., 1999). Auch in Epithelzellen, dem
Standardmodellsystem fiir akute Infektionen, fiihrt die tber einen ldngeren Zeitraum
fortgesetzte Infektion bei einem kleinen Teil der Inklusionen zu einem Persistenz-
Phéanotyp.

Vollstindige Persistenz in epithelialen Zellen erreicht man durch suboptimale
Kulturbedingungen wie Nihrstoffmangel (z. B. Glucose, Eisen, Aminosduren),
Antibiotikabehandlung oder die Zugabe inflammatorischer Cytokine wie z. B. TNF-a oder
IFN-y (Byrne et al., 1986; Summersgill et al., 1995). Die dabei bendétigten
Konzentrationen konnen sich je nach Chlamydienspezies, Stamm und auch verwendeter

Wirtszelle unterscheiden.

1.4.2.1 Eisenmangel

Eisen ist ein essentielles Element fiir fast alle Mikroorganismen. Als generelle
Verteidigungsstrategie gegen pathogene Erreger haben hohere Eukaryoten daher effektive
Wege gefunden, die frei zugédngliche Eisenmenge in allen Geweben gering zu halten. Sie
erreichen dies mit Hilfe hochaffiner, intra- und extrazellulidrer, komplexierender
Tragerproteine wie Transferrin, Ferritin und Laktoferrin, deren Bindungsaffinitaten fiir das
wasserlosliche, reduzierte Eisen (Fe*) unterhalb des Fe*-Schwellenwertes liegen, den
Bakterien zum Wachstum bendétigen (Weinberg, 1984; Ratledge und Dover, 2000).

Eine Verminderung der Eisenkonzentration im Wachstumsmedium allein oder verstirkend
mit anderen Induktoren kann die Persistenz bei Chlamydien auslosen (Igietseme et al.,
1998). Bei Zusatz des Eisen-Chelators Deferoxamin-Mesylat (DAM) verharrt der
Entwicklungszyklus der Chlamydien und es kommt zur Ausbildung von ABs, die durch
Entfernen des Chelators wieder reaktiviert werden und die Chlamydien somit wieder in

den produktiven Infektionszyklus eintreten konnen (Al Younes et al., 2001).

1.4.2.2 IFN-y

Das am hiufigsten angewendete in-vitro-Persistenzmodell ist die Gabe des

inflammatorischen Zytokins IFN-y.
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IFN-y induziert die Expression des Wirtszell-Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO),
welche den Indolaminring von L-Tryptophan spaltet und so die Konzentration der freien
Aminosdure in der Zelle herabsetzt. Dariiber hinaus reduziert IFN-y, die Tryptophan-
Verfiigbarkeit fiir die Bakterien, indem es die humane trp-tRNA Synthetase hochreguliert,
die nur von der Wirtszelle als Tryptophanquelle verwendet werden kann (Takikawa et al.,
1988; Flohr et al., 1992). Einhergehend mit einer verminderten Tryptophanmenge durch
die Gabe von IFN-y_ ist auch die Beobachtung, dass ein Uberschuss an Tryptophan im
Wachstumsmedium den Einfluss von IFN-y revertiert und den Chlamydien die Riickkehr
in den produktiven Lebenszyklus ermoglicht (Beatty et al., 1995). Neben dem Einfluss auf
den Tryptophan-Haushalt gibt es eine weitere Erklarung fiir den IFN-y-Wirkmechanismus
in der Wirtszelle. So wurde eine Aktivierung der induzierbaren Stickstoff-Monoxid (NO)-
Synthase nachgewiesen, was zur Produktion von NO und anderer reaktiver
Stickstoffspezies (RNS) mit bakterioziden Eigenschaften fiihrt. NO bindet als freies
Radikal mit hoher Affinitdt an Eisenatome und inhibiert so die Aktivitit zahlreicher
Enzyme, die Eisen als Kofaktor enthalten (Igietseme, 1996). Weiterhin wird durch IFN-y
der verfiigbare Eisengehalt der Zelle durch Drosselung der Transferrin-Rezeptor-Synthese

vermindert (Byrd und Horwitz, 1993).

1.4.2.3 Antibiotika

Antibiotika, welche die DNA- oder Peptidoglykan-Synthese beeinflussen, konnen die
Zweiteilung der RBs und somit eine Umwandlung in EBs inhibieren und dadurch zur
Persistenz fithren. Das klassischste Beispiel fiir eine Antibiotika-induzierte Persistenz ist
die Gabe von Penicillin G.

In eciner Studie von Rupp et al. (2004) konnte jedoch auch gezeigt werden, dass
suboptimale Konzentration von antichlamydialen Antibiotika wie z. B. Ciprofloxacin,
Doxycyclin, Erythromycin oder Rifampin Persistenz  hervorrufen, womit eine
unzureichende Therapie zu Beginn einer Infektion zur spiteren Unempfindlickeit

gegeniiber der weiteren Antibiotika-Behandlung fiihren kann.

Penicillin G

Bereits 1970 beschrieben Matsumoto und Manire die Auswirkung von Penicillin auf die
chlamydialen RBs, was die Ausbildung grofler, abnormer RBs und eine
Teilungsunfahigkeit beinhaltete. Zu dieser Zeit war der Begriff Persistenz fiir diese

aberrante, chlamydiale Form jedoch noch nicht geprégt.
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Obwohl Chlamydien {iber ein komplettes Genset zur Synthese von Peptidoglykan verfiigen
(Chopra et al., 1998), findet sich nur wenig bzw. kein Peptidoglykan in ihrer Zellwand.
Bisher konnte erst in einer Studie gezeigt werden, dass chlamydiale Elementarkdrper
Spuren von Peptidoglykan in ihrer Zellwand aufweisen (Sue et al., 1985). Diese werden
aber als zu gering erachtet, als dass sie einen konventionellen Peptidoglykan-Sacculus, der
Strukturstabilitdat verleiht, ausbilden konnten (Moulder et al., 1993). Die Beobachtung,
dass RBs kein nachweisbares Peptidoglykan besitzen, basiert bisher nur auf einer Studie
(Garrett et al., 1974) und ist deshalb ebenso kritisch zu betrachten. Trotz des Fehlens
nachweisbarer Mengen an Peptidoglykan zeigt Penicillin einen deutlichen inhibitorischen
Effekt auf die Zweiteilung der chlamydialen RBs (Barbour et al., 1982; Moulder et al.,
1993) mit Ausnahme von Simkania. Durch die Inhibition der Zweiteilung der RBs wird
eine Umwandlung der RBs zu EBs verhindert und chlamydiale Persistenz ausgeldst. Als
Angriffsziel fiir das Penicillin werden Penicillinbindeproteine (PBPs) diskutiert (Barbour
et al., 1982, Moulder et al., 1993), welche sowohl in EBs als auch in RBs vorhanden sind,
wobei die Zuginglichkeit der PBPs in den RBs aber hoher sein soll (Barbour et al., 1982).
Moulder (1993) stellte dabei die Hypothese auf, dass das Penicillin die Transpeptidase-
oder Carboxypeptidase-Aktivitit der PBPs inhibiert. Der genaue Mechanismus, der dieser

Penicillin-ausgelosten Persistenz zugrunde liegt, ist jedoch weiterhin ungeklért.

1.4.3 In-vivo-Persistenz

Erste Vermutungen, dass Chlamydien in der Lage sind, persistente Infektionen in ihrem
Wirt hervorzurufen, gehen auf die friihen Beschreibungen der latenten Psittakose in
Vogeln zuriick (Meyer & Eddie, 1933). Die Annahme vom Vorliegen persistenter Formen
in vivo stammt hauptsédchlich aus experimentellen Tiermodellen und klinischen Daten
humaner Erkrankungen. Verschiede Beobachtungen fiihrten dabei zum Schluss, dass
chlamydiale Persistenz kein reines in-vitro-Phdnomen ist.

So konnten in Synovialmembranen von Patienten mit C. trachomatis-assoziierter RA
elektronenmikroskopisch aberrante, chlamydiale Formen beobachtet werden, die den in-
vitro erzeugten, aberranten RBs gleichen (Nanagara et al., 1995). In Aortenklappen-Proben
von Patienten mit einer degenerativen Aortenklappenstenose wurden ebenfalls aberrante
Formen von Cp. pneumoniae gefunden, die jenen aus in-vitro-Modellen dhneln (Skowasch
et al., 2003). Weiterhin konnen chlamydiale Makromolekiile wie z. B. DNA, RNA und
Antigen aus erkranktem Gewebe in Abwesenheit anziichtbarer Organismen isoliert

werden, was auf ein Vorliegen des Erregers im Persistenzstadium hindeutet. Chlamydiale
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RNA konnte z. B. in experimentell induzierten Trachomen von Primaten und in Biopsien
von Patienten mit Reiter-Syndrom detektiert werden (Gerard et al., 1998; Rahman et al.,
1992). Auch konnte die Reaktivierung persistenter Chlamydien in vivo gezeigt werden.
Patienten aus Trachom-Endemiegebieten mit einer akuten C. trachomatis-Augeninfektion
im Kindesalter entwickelten Jahre nachdem sie das Endemiegebiet verlassen hatten ein
Trachom, was die Reaktivierung einer persistenten Infektion wahrscheinlicher macht als
eine Reinfektion (Thygeson, 1963).

Ein weiterer Hinweis auf das Vorhandensein persistenter chlamydialer Formen in vivo
stammt aus molekularbiologischen Untersuchungen. Hier konnten z.B. Ahnlichkeiten
beziiglich der chlamydialen Gen- und Proteinexpression zwischen persistenten
Zellkulturen und Gewebeproben chronisch infizierter Patienten gezeigt werden (Gérard et

al., 2001).

1.5 Chlamydien und Apoptose

Eine wichtige Strategie, die Chlamydien entwickelt haben, um ihr Uberleben in der
Wirtszelle zu sichern, ist die Modulation der Wirtszellapoptose.

Unter Apoptose versteht man einen genetisch kontrollierten Mechanismus des Zelltodes,
der in die Regulation der Gewebe-Homdoostase involviert ist und somit eine regulatorische
Funktion wiahrend Entwicklung und Erhalt des Organismus besitzt. Dieser Zelltod wird der
Nekrose gegeniiber gestellt, bei der die Zelle aufgrund von Schadigungen der Zellmembran
platzt und Zytoplasma ausflie3t, was zu einer Entziindungsreaktion fiihrt (Kerr et al., 1972;
Kanduc et al., 2002). Der Prozef3 der Apoptose ist morphologisch gekennzeichnet durch
Zellschrumpfung, Membranumformung und Blischenbildung, Chromatinkondensation,
DNA-Fragmentation und Verpackung dieser Fragmente in apoptotische Korperchen (Kerr
et al.,, 1972). Diese apoptotischen Korperchen werden von Nachbarzellen und
Makrophagen mittels Oberflichenproteinen und ausgestiilpten Phosphatidylserinen erkannt
und abgebaut ohne dabei Entziindungsreaktionen auszulosen (Wyllie et al., 1980). Je nach
Zelltyp und Ausldser existieren zwei verschiedene Mechanismen, nach denen Apoptose in
der Zelle ablaufen kann, der extrinsische und der intrinsische Weg (Abb. 3). Das
gemeinsame Ziel der unterschiedlichen, Apoptose-auslosenden Wege ist die Initiierung der
Caspase-Kaskade, die ihrerseits den Zelltod einleitet.

Im extrinsischen oder Rezeptor-vermittelten Pathway binden spezifische Signalmolekiile
bzw. Liganden an transmembranale Todesrezeptoren der Zielzelle. Diese Bindung wie im

Bsp. von FasL an den Fas-Rezeptor, fiihrt zu einer Rezeptoraggregation (Chinnaiyan et al,
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1995), was Adaptorproteine wie das FADD (Fas-associated death domain protein) an die
zytoplasmatische Seite des Rezeptorkomplexes rekrutiert. FADD rekrutiert dann
seinerseits die Initiator-Caspase-8 und diese beiden bilden den Death-inducing-Signal-
Complex (DISC) (Muzio et al., 1996). Durch die Rekrutierung wird Caspase-8 in seine
aktive Form gespalten und kann nun seinerseits durch proteolytische Spaltung die
Effektor-Caspase-3 aktivieren. Caspase-3 initiiert dann die Spaltung zelluldrer und
nukledrer Substrate (z. B. Laminine, Proteine des Cytoskeletts, Nuklease-bindende

Proteine) und somit die Vollendung der Apoptose.

death receptor
pathway

Fas ligand

cell stress
pathwa =

‘\ , ' FADD
e

Caspase-8

)=’ pro-form

” death-inducing
signal complex

Smac/Diable

l substrate cleavage
s and apoptosis

X active Caspase—?oA‘v- cleaved Caspase-3
\‘Pm-mspased —)

Abb. 3. Schematische Darstellung des extrinsischen und intrinsischen
Apoptose-Pathways der Zelle ( nach Yau P., 2004)

Der intrinsische Pathway bzw. mitochondriale Weg wird durch zelluldren Stress, speziell
mitochondrialen Stress, der durch DNA-Schidigung oder beispielsweise Hitzeschock
ausgelost wird, angeschaltet. Nach einem Apoptosestimulus binden proapoptotische
Proteine im Zytoplasma, wie das Bax und Bid, an die dullere Mitochondrienmembran, um
die Freisetzung von Cytochrom-c zu stimulieren. Dazu wird ein weiteres proapoptotisches
Protein, das Bak, benétigt, welches in den Mitochondrien lokalisiert ist. Nach der
Freisetzung aus den Mitochondrien bildet das Cytochrom-c im Zytoplasma der Zelle einen
Komplex mit ATP und Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) und aktiviert die
Initiator-Caspase-9. Die aktivierte Caspase-9, das Cytochrom-c, ATP und Apaf-1 bilden

das Apoptosom, welches wiederum Caspase-3 aktiviert.
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Neben dem Cytochrom-c wird aus den Mitochondrien auch AIF (apoptosis inducing
Factor) freigesetzt, welches die DNA-Fragmentation begiinstigt sowie Smac/Diablo,
welches die Mitglieder der AP (Inhibitor of Apoptosis)-Familie hemmt, die ihrerseits
Caspasen inhibieren. Eine Verbindung zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg
besteht iiber das Bid, welches durch die aktive Caspase-8 in tBid (truncated Bid) gespalten
wird und darauthin an die Mitochondrienmembran binden kann.

Die Steuerung der Apoptose ist eine Strategie der Wirtszelle, die mikrobielle Infektion und
Replikation zu verhindern bzw. zu beseitigen (Finlay & Cossart, 1997). Deshalb spielen
die Moglichkeiten der Pathogene zur Inhibition oder Induktion der Apoptose eine wichtige
Rolle bei der Initiierung der Infektion und fiir das Uberleben innerhalb der Wirtszelle. Fiir
Chlamydien konnte bisher gezeigt werden, dass sie je nach Spezies und Zeitpunkt im
Entwicklungszyklus (Abb. 4) in der Lage sind, Apoptose sowohl zu stimulieren (Gibellini
et al., 1998; Ojcius et al., 1998; Ying et al., 2006) als auch zu inhibieren (Fan et al., 1998;
Ojcius et al., 1998; Fischer et al., 2001). Dabei konnen Chlamdien sowohl {iber Caspase-
unabhingige (Yaraei et al., 2005; Perfettini et al., 2002a) als auch iiber Caspase-abhéngige
Prozesse (Fan et al., 1998; Fischer et al., 2004) die Wirtszellapoptose modulieren.

Fir C. trachomatis konnte z. B. gezeigt werden, dass in infizierten, Apoptosestimuli
ausgesetzten Wirtszellen die Caspase-3-Aktivierung sowie Cytochrom-c-Freisetzung aus
den Mitochondrien gehemmt wird und somit die induzierte Apoptose inhibiert wird (Fan et
al., 1998). Dieselbe Hemmung der Caspase-3-Aktivierung und Cytochrom-c-Freisetzung
konnte auch in Apoptose-stimulierten Cp.-pneumoniae-infizierten Wirtszellen gefunden
werden (Fischer et al., 2001). Als weiterer antiapoptotischer Mechanismus und Erklarung
der Hemmung der Cytochrom-c-Freisetzung konnte die Hemmung der Bax-und Bak-
Aktivierung in Chlamydien-infizierten Zellen beschrieben werden (Xiao et al., 2004,
Zhong et al., 2006) Desweiteren zeigten Dong und Kollegen (2005) sowie Ying und
Mitarbeiter (2005), dass eine C.-trachomatis-Infektion zum Abbau proapoptotischer BH3-
only Proteine fiihrt, was somit auch eine Hemmung der Cytochrom-c-Freisetzung zur
Folge hat.

Neben diesen Beschreibungen der chlamydialen antiapoptotischen Aktivitit wurden auch
Mechanismen der Apoptoseinduktion durch Chlamydien beschrieben. In C.-trachomatis
L2- und Cp.-caviae-infizierten Zellen z. B. konnte eine Caspase-unabhingige
Apoptoseinduktion festgestellt werden, die im Falle von Cp. caviae mit einer Aktivierung

von Bax und Translokation zu den Mitochondrien einhergeht (Perfettini et al., 2002).
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Sowohl die Apoptoseinduktion als auch —inhibition scheint dabei abhédngig von der
chlamydialen Proteinsynthese zu sein (Schoier et al.; 2001, Fan et al., 1998). Bisher
wurden aber erst zwei chlamydiale Proteine entdeckt, die direkt mit einer
Apoptosemodulation in Verbindung gebracht werden konnten: Zum einen das chlamydiale
CPAF (Chlamydial Protease- or Proteasome-like Activity Factor), welches
proapoptotische BH3-only-Proteine degradiert und somit zu einer Apoptose-Inhibition
fiihrt (Pirbhai et al., 2006), zum anderen das chlamydiale CADD (Chlamydia protein
Associating with Death Domains), welches durch Interaktion mit Todesrezeptoren der
TNF-Rezeptor-Familie zur Apoptosemodulation beitragen soll (Stenner-Liewen et al.,

2002).

Abb.4: Apoptoseverhalten wahrend
@ 9°o°° /' e der verschiedenen Stadien des
B ’o . chlamydialen Entwicklungszyklus
T RoR \ ® (aus Byrne and Ojcius, 2004).

~o% o?’"":"‘; =

Dargestellt ist der chlamydiale
Entwicklungszyklus inclusive
Persistenzstadium. (1) Anheftung an
die Wirtszelle, (2) Internalisierung, (3)
Differenzierung zu RBs, (4) durch IFN-
y-erzeugtes  Persistenzstadium, (5)
Zweiteilung und Vermehrung der RBs,
(6) RB-EB-Differenzierung und (7)
Freisetzung der EBs aus der Wirtszelle.
Der Zeitpunkt im Entwicklungszyklus
bzw. das Stadium der
Cell death  Anti-apoptosis  Neutral Chlamydieninfektion (produktives oder

persistentes Stadium) beeinflusst, ob
Wirtszell-Tod initiiert wird (orange), Apoptose gehemmt wird (blau) oder die Zelle weder
apoptotische noch antiapoptotische Signale empfangt (braun)

1.5.1 Persistenz und Apoptose

Wihrend die Modulation der Wirtszellapoptose im Laufe der akuten Infektion relativ
umfangreich untersucht wurde, gibt es beziiglich des Apoptoseverhaltens in persistenten
Infektionsmodellen noch vergleichsweise wenig Informationen. Es wird aber
angenommen, dass eine Inhibition der Wirtszellapoptose die Ausbildung einer persistenten
Chlamydieninfektion begiinstigen und unterstiitzen kann.

Dean and Powers (2001) beschrieben eine Resistenz gegeniiber Apoptose-Stimulatoren

wie Staurosporin und Etoposid in einem C.-trachomatis-IFN-y-Persistenzmodell.
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In einer weiteren Studie, in welcher C. muridarum mit IFN-y behandelt wurde, zeigten
v. a. die C.-muridarum-infizierten Zellen eine Resistenz gegeniiber Apoptosestimuli im
Gegensatz zu uninfizierten Zellen (Perfettini et al., 2002b). Weiterhin wurde im
Genitaltrakt von C.-muridarum-infizierten WT-Méusen eine signifikant geringere Anzahl
apoptotischer Zellen gefunden als in infizierten INF-y-Knock-out-Méusen, was zu der
Schlussfolgerung fiihrte, dass dieser Persistenzstimulus zur Pathogenese der persistenten
chlamydialen Infektion durch Inhibierung der Apoptose beitragt (Perfettini et al., 2002b).
In einer weiteren Studie mit kontinuierlichen Cp.-pneumoniae-Kulturen konnte nur bei

1-5 % der kontinuierlich infizierten A-549 Wirtszellen Apoptose festgestellt werden,
wohingegen in 3 bis 4 Tage alten Cp.-pneumoniae-infizierten A-549-Zellen mit einer
produktiven Infektion eine Apoptoserate von 50-80% zu verzeichnen war (Roblin et al.,
2002). Die Ergebnisse dieser Studien lassen also vermuten, dass in persistent infizierten
Wirtszellen ein Apoptoseblock vorliegt, was somit das intrazellulire Uberleben der

Chlamydien sichern konnte.

1.6 Zielsetzung

Die Untersuchung und Charakterisierung der chlamydialen Persistenz nimmt eine
zunehmend wichtige Position in der Chlamydienforschung ein, da speziell die persistenten
Chlamydieninfektionen zu einer dauerhaften Schiadigung des Wirtsorganismus fiihren,
zudem antibiotisch nur schwierig zu behandeln sind und ein Reservoir fiir akute
Infektionen darstellen kdnnen.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten im Wesentlichen zwei Aspekte der chlamydialen
Persistenz untersucht werden; zum einen die Auswirkungen auf die Chlamydie selbst und
zum anderen die dabei in der Wirtszelle ausgeldsten Prozesse.

Im ersten Teil der Arbeit wurden morphologische FEigenschaften und
Persistenzcharakteristika sowie Genexpressionsdnderungen von Cp. psittaci am Beispiel
dreier verschiedener Persistenzmodelle untersucht. In der Literatur existieren verschiedene
Arbeiten  zur  chlamydialen  Persistenz und den damit einhergehenden
Genexpressionsunterschieden im Vergleich zur akuten Infektion. Dabei wurden
verschiedene Spezies, verschiedene Stimme, Wirtszellen und Persistenzmodelle verwendet
(Belland et al., 2003; Byrne et al., 2001; Polkinghorne et al., 2006; Mathews et al., 2001;
Hogan et al., 2003; Gerard et al., 2002). Diese Arbeiten beschranken sich jedoch nur auf
die beiden Spezies C. trachomatis und Cp. pneumoniae und vergleichen dabei grofitenteils

nur ein spezifisches Persistenzmodell mit der akuten Chlamydieninfektion. Neben dabei
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auftretenden Unterschieden lieen sich auch transkriptionelle Gemeinsamkeiten feststellen,
welche die chlamydiale Persistenz charakterisieren konnen. In keiner der existierenden
Arbeiten wurde jedoch Cp. psittaci untersucht und auch das Spektrum der
Persistenzmodelle beschrinkte sich vorwiegend nur auf das IFN-y-Modell. Die Ergebnisse
dieser Dissertation unter Verwendung von Cp.psittaci in drei verschiedenen
Persistenzmodellen sollten also dazu beitragen, genauer herausstellen zu kénnen, welche
Veridnderungen spezifisch fiir die chlamydiale Persistenz per se sind, um davon die
variablen,  Spezies-, Stamm-, Persistenzinduktor- und  Wirtszell-basierenden
Verianderungen abgrenzen zu kénnen.

Zusitzlich zu den Chlamydien-bezogenen Verdnderungen sollte im zweiten Teil der Arbeit
die Wechselwirkung mit der Wirtszelle bzw. die Auswirkung der persistenten
Chlamydieninfektion auf ausgewéhlte Aspekte der Wirtszellantwort untersucht werden.
Intrazellulire Erreger sind fiir ihr Uberleben und ihre Vermehrung auf ihr Vorliegen in der
Wirtszelle angewiesen. Um das Uberleben in der Wirtszelle zu sichern, interagieren sie in
vielfaltiger Art und Weise mit Wirtszellprozessen. Ein besonders wichtiger Aspekt fiir das
Uberleben in der Wirtszelle ist die Fihigkeit der Erreger, die Wirtszellapoptose modulieren
zu konnen, um somit eine erfolgreiche Reproduktion zu sichern. Fiir produktive
Chlamydieninfektionen sind die Fahigkeiten zur Apoptosemodulation je nach Spezies und
Wirtszelle schon relativ gut charakterisiert. Speziell bei der persistenten und somit
dauerhaften Infektion ist es aber von besonderem Interesse, ob und wodurch die
Wirtszellapoptose durch die Chlamydien moduliert wird, um somit ihre Langzeitbeziehung
mit der Wirtszelle und das Uberleben zu sichern. Deshalb sollte im zweiten Teil der Arbeit
untersucht werden, welche Auswirkungen die Cp.- psittaci-Persistenz auf die Apoptose der
Wirtszelle hat, um diese Prozesse dann im gegebenen Fall etwas genauer charakterisieren
zu konnen. Zusammengefasst sollten die Ergebnisse dieser Dissertation eine umfangreiche
Charakterisierung der Cp.- psittaci-Persistenz erméglichen, um somit zur Herausarbeitung

der generellen, spezifischen Persistenzmerkmale der Chlamydiaceae beizutragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Laborausstattung

ABI 310 Genetic Analyzer
BioPhotometer

Brutschrank Hera Cell

Blockthermostat RT 100

Concentrator 5301
Elektrophoresekammern fiir vertikale Gele
Digital Sonifier

EM Trim

FACSCalibur™

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop BX-51 M
Fluoreszenzmikroskop Axiolab
GelVue UV-Transilluminator
Hyperscreen™ Photomappe
HeiBluftsterilisator

Labor-pH-Meter C 6840
Kiihlzentrifuge 4K10

Laminar-Box Hera Safe
Lichtmikroskop Axiovert 25
Magnetriihrer/Heizplatte IKAMAG® RCT
Mikrowelle 8018

Mini oven

Mini Protean II Electrophoresis System
Mastercycler

MX 3000P QPCR System

Orbital Shaker IKA-VIBRAX-VXR
Power Pac

Sonorex RK 100

Schiittler Vibrax VXR

Applied Biosystems
Eppendorf

Heraeus

Kleinfeld Labortechnik

Eppendorf
PeqLab

Branson

Leica

Becton Dickinson
Sartorius
Olympus

Zeiss

Syngene
Amersham
Heraeus

Schott

Sigma

Heraeus

Zeiss
IKA-Labortechnik
Privileg

Biometra
Bio-Rad
Eppendorf

Stratagene

IKA Labortechnik Staufen

Bio-Rad
Bandelin

IKA-Labortechnik
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SLT Rainbow

T3 Thermocycler

Thermomixer 5436

Trans-Blot® SD
Transmissions-Elektronenmikroskop
Ultramikrotom Ultracut UCT-GA-DE 1/00
Vortex Genie 2™

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge Biofuge stratos
Zentrifuge Megafuge 1.0

Zentrifuge Rotanta 96RS

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Coversliprohrchen

Deckgldschen

Eppendorf-Tubes (1,7 ml)
Eppendorf-Tubes (2 ml)
Einmalfilterspitzen

Einmalspritzen Omnifix® 5 ml
Einmalspritzennadel 22xG
FACS-R6hrchen

Kodak BioMax® XAR Film
Kryo-Rohrchen (2 ml)
Kupfernetzchen (200 mesh)
Objekttrager

Optitran BA-S 83 Reinforced NC Membran
PCR-Platten, 96-Loch

PCR-Strips, PCR-Caps

PCR-Tubes (0,5 ml)

Spritzenfilter steril, 0,2 um
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)
Zellkulturplatten, 96-well
Zellschaber

SLT Labinstruments
Biometra

Eppendorf

Bio-Rad

Tecnai

Leica

Scientific Industries, Inc
Eppendorf

Heraeus

Heraeus

Hettich

Dunn, bezogen iiber Fischer Scientific
Roth

Roth

Roth

Starlab

Braun

Braun

BD Biosciences
Perkin Elmer

Roth

Plano

Roth

Schleicher & Schuell
Biozym

Biozym

Eppendorf

Roth

TPP

Greiner BioOne, TPP
Greiner BioOne

TPP
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2.1.3 Chemikalien

Aceton

Agarose

Araldite CY212

Ammonium Persulfat (APS)
Bleicitrat

Bromphenolblau

Borsédure

BSA

Calciumchlorid x 12 H,O
Complete Mini

(protease inhibitor cocktail tablets)
Coomassie Brilliant blau G 250
DEPC

Deferoxamin Mesylat (DAM)
Dibutylphtalat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenposphat
DMSO
Dodecenylbernsteinsdure
EDTA

EMEM

Essigsdure

Ethanol (= 99,8% (v/v))
Ethidiumbromid

FKS

Glucose

Glutamin

Glutaraldehyd (25 %)
Glycerin (= 99,5% (v/v))
Glycin

Hoechst 33258

Isopropanol

Isoamylalkohol

Roth
Applichem
Serva
Serva
Merck
Roth

Serva
Roth

Roth
Roche

Roth
Roth
Sigma
SysKem Chemiehandel GmbH
Roth
Merck
Sigma
Merck
NeoLab
Cambrex
Merck
Roth
Roth
PAA
Roth
Sigma
Roth
Merck
Merck
Sigma
Merck
Roth
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Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenposphat

2x Loading Dye Solution (for RNA)
Magnesiumchlorid

MEM Vitamin Solution

Methanol

2-Mercaptoethanol

Milchpulver Blotting grade granuliert
Natriumacetat

Natriumcacodylat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat

Nephros

N,N-Dimethylbenzylamin
Nonessential Amino Acids Solution
Nonidet P - 40
Osmiumtetroxid-Losung (4 %)
Paraformaldehyd (37%)

Penicillin G

Phosporsdure

Ponceau S

rh IFNy

RNAse Away®

Roti®-Phenol
Roti®-Phenol/Chloroform
Rotiphorese® Gel 30
Rontgentankfixierpulver
Rontgentankentwicklerpulver
Salzsdure

Saccharose

SDS

Staurosporin

Germed

Merck

MBI Fermentas
Roth

Sigma

Roth

Serva

Roth

Roth

Roth

Merck

Merck

Roth

Roth

Bio Whittaker
Trigon Chemie GmbH
Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

Roth

Serva
PeproTech
Roth

Roth

Roth

Roth

Calbe Fotochemie GmbH
Calbe Fotochemie GmbH
Merck

Roth

Merck

Roche
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Temed
Toluidinblau
Trichloressigsiure
Tris

Triton® X-100
Trypsin
Tween®20

Uranylacetat

2.1.4 Puffer, Medien und Losungen

Serva
Roth
Merck
Roth
Serva
Roth
Roth
Merck

Tabelle 1: Verwendete Puffer, Medien und Lésungen und ihre Zusammensetzung

Puffer/L6sung

Zusammensetzung

Ammonium Persulfat-Lésung (40 % (m/v))

40 g Ammonium Persulfat auf 100 ml ddH,O

Araldite CY212 Mischung 1

10 ml Araldite CY212,
10 ml Dodecenylbernsteinsaure, 0,1-0,2 ml
Dibutylphtalat

Araldite CY212 Mischung 2

10 ml Araldite CY212, 10 mi
Dodecenylbernsteinsaure, 0,1-0,2 ml Dibutylphtalat,
0,3-0,4 ml N,N-Dimethylbenzylamin

Mischung 1 und 2 fir 15-30 min gut durchmischen
und far weitere 15 min im Trockenschrank
homogenisieren

Bleicitrat-Ldsung

0,665 g Bleictrat und 0,88 g Tri-Natrium-2-Hydrat in
15 ml ddH,0 l6sen, stark schiitteln, 4 ml 1N NaOH
zugeben, auf 25 ml mit ddH,O auffiillen

Blockierungslosung (Western Blot)

5 g Magermilchpulver in 100 ml TBST (1x) I6sen

Bradford-Ldsung

100 mg Coomassie Brilliant Blau G250 in 95 % (v/v)
Ethanol und 100 ml 85 % (v/v) Phosporsaure I0sen,
mit ddH,O auf 100 ml auffiillen, filtrieren

Coomassie-Entfarbelésung

45 % Methanol, 10 % Essigsaure, 45 % ddH,O

Coomassie-Farbeldsung

0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 45 %
Methanol, 45 % H,O, 10 % Eisessig

DEPC-H,0 (0,1 % (V/v))

1 ml DEPC auf 11 H,O, 2-4 h rihren, autoklavieren

dNTP-Stammlésung (10 mM)

je 10 pl dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM) + 60 pl
ddH,0

Einfriermedium Zellkultur

EMEM + 10 % FKS, 2mM Glutamin und 10 %
DMSO

Ethidiumbromid-Stamml&sung

10 mg/ml; bei +4°C in lichtgeschutztem Gefaly
lagern

Glutaminstammldsung (200 mM)

2,922 g L-Glutamin in 100 ml ddH,O l6sen,
sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20°C lagern

Glutaraldehyd-Lésung (2,5 %)

25 %iges Glutaraldehyd 1:10 mit Natrium-
Cacodylat-Puffer verdiinnen

HCL (1 M)

37%ige Salzsaure 1:10 in ddH,O verdiinnen

Konservierungsmedium Chlamydien
(SPGA)

74,6 g Saccharose, 0,52 g KH,POy4, 1,25 g KoHPOy,,
0,92 g L-Glutaminsaure (Na-Salz) in 1000 ml ddH,O
I6sen, 1 g bovines Albumin (Fraktion V) zugeben
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und Iésen, sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20°C
lagern

Lauf-Puffer (10x) fur SDS-PAGE

30 g Tris, 144 g Glycin, 15 g SDS; auf 1 | auffiillen
mit ddH,O

Lyse-Puffer

6,06 g Tris einwiegen, auf pH 8 mit HCI einstellen,
8,77 g NaCl und 1 ml NP-40 zugeben, auf 1 | mit
ddH,0 auffiillen

Natrium-Cacodylat-Puffer

21,4 g Natriumcacodylat in 1 | ddH,O Iésen, pH mit
1 N HCI auf 7,2-7,4 einstellen

NaOH (1M)

0,4 g in 10 ml ddH,O |6sen, sterilfiltrieren

Osmiumtetroxid-Losung (2 %)

4 %ige Osmiumtetroxid-Lésung 1:1 mit
Natriumcacodylatpuffer verdinnen

Paraformaldehydlésung (1 %)

1 Teil der Paraformaldehydstammlésung mit 36
Teilen PBS (1x) mischen

PBS (1x)

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 2,3 g Na,HPO4x12H,0, 0,2g
KH,PO, einwiegen, in 1 | ddH,O mischen und auf
pH 7,2 einstellen

Ponceau-Farbelésung

0,3 g Ponceau S in 1 ml Essigsaure l6sen, auf 100
ml mit ddH,0O auffillen

Proben-Lade-Puffer (Lammli)

19,7 g Tris HCI (pH6,8), 40g SDS, 100 ml Glycerin
(299,5% (v/v)), 0,006% Bromphenolblau, 18 ml
Mercaptoethanol, auf 1 | auffiillen mit ddH,O

Proben-Lade-Puffer (Gelelektrophorese)

20 % Glycerin, 0,2mol/l EDTA, 0,01 %
Bromphenolblau

Sammelgel-Puffer

30,5 g Tris, 20 ml 10% SDS, auf 500 ml auffiillen
mit ddH,O, auf pH 6,7 einstellen

Sammelgel (3 %)

1 ml Rotiphorese® Gel 30, 1,88 ml
Sammelgelpuffer, 4,5 ml ddH,0, 12 pl APS (40%), 9
pl Temed

Transfer-/Blotting-Puffer

6 g Tris, 93 g Glycin, 0,1 g SDS, 200 ml Methanol,
auf 1 | auffillen mit ddH,O

Toluidinblau-StammIlésung (1 %)

1g Toluidinblau auf 100 ml mit 2,5 %iger NaHCO3-
Lésung auffiillen

Toluidin-Gebrauchslésung

Stammldsung 1:4 mit ddH,O verdiinnen

TBST (10x)

24,22 g Tris HCI (pH 7,5), 87,6 g NaCl, 1 ml
Tween®20, auf 11 auffillen mit ddH,O

Trenngel-Puffer

91 g Tris, 20 ml 10% SDS, auf 500 ml auffillen mit
ddH,0O, pH 8,8 einstellen

Trenngel (12 %)

6 ml Rotiphorese® Gel 30, 3,8 ml Trenngelpuffer,
2,6 ml H,0O, 2,5 ml Glycerin, 18 pl APS (40%), 12 pl
Temed

TE-Puffer (1x)

1 ml Tris HCI (pH 8,0), 0,2 ml 0,5M EDTA, auf 1 |
auffillen mit ddH,O, autoklavieren

Trypsin/EDTA-L6sung

8 g NaCl, 0,8 g KCl, 1 g Glucose, 0,58 g NaHCO,,
0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA, in 1 | ddH,O lésen, pH
7,2 einstellen, sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20
°C lagern

Uranylacetat-Lésung (1 %)

1 g Uranylacetat zu 100 ml ddH,O geben, in
lichtgeschitztem Gefald lagern

Zellkulturmedium

EMEM mit 5 % FKS und 1 % einer 200 mM
Glutaminstammlésung mischen; zur Sterilkontrolle
2 d bei 37 °C bebriten, Lagerung bei +4 °C

Zellkulturmedium fur Chlamydienanzucht

Nephros mit 1% einer 200 mM
Glutaminstammldsung, 1 % Nonessential Amino
Acid Solution und 1 % MEM Vitamin Solution
mischen, zur Sterilkontrolle 2 d bei 37 °C bebrtten,
Lagerung bei +4 °C
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2.1.5 Zellinien und Chlamydienstamme

HEp2

Humane synoviale Fibroblasten

Cp. psittaci Stamm DC15

2.1.6 Nukleinsduren
100 Bp DNA Ladder Plus
RNA Ladder

dNTP Set

Primer (wenn nicht anders erwiahnt)

humane Epithelzellen (Larynxkarzinom)

(ATCC-CCL23)

Medizinische Mikrobiologie der FSU

Jena

Isolat aus einem abortierten
Rinderfetus (Landesamt fiir
Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt,

Fachbereich Veterindrmedizin Stendal)

Genaxxon
Fermentas
MBI Fermentas

Jena Bioscience

Die Primer-Sequenzen der chlamydialen und humanen Primer sind in Tabelle 7 und 8

im Anhang aufgefiihrt.

2.1.7 Antikorper, Marker fur Western Blots

Anti-mouse Ig horseradish peroxidase
linked antibody

Anti-rabbit Ig horseradish peroxidase
linked antibody

Anti-Human cIAP2 antibody
Anti-Human GUSB antibody
MagicMark™ Western Standard

Prestained Protein Marker

Upstate

Amersham
Santa Cruz
Santa Cruz

Invitrogen

MBI Fermentas
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2.1.8 Enzyme und Kits

ABI PRISM BigDye Terminator v3.0

Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
APO-DIRECT™ Apoptosis Detection Kit

ECL Western Blotting Detection Reagents
ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagents
High Pure PCR Template Preparation Kit

MTT Cell Growth Assay Kit

RNAse One

RNeasy Mini Kit

Proteinase K

QIAquick PCR Purification Kit

qPCR MasterMix Plus for SYBR® Green I
SuperScript™ III First Strand Synthesis System
for RT-PCR

Taq DNA-Polymerase

2.1.9 Software

Adobe Illustrator CS3
AnalySIS™
CellQuest™

Excel 97

Word 97

Gene Genius Gel Documentation
and Analysis System
Primerexpress

Vector NTI

Sigma Plot 9.0
MX3000P

Applied Biosystems

BD Bioscience
GE Healthcare
GE Healthcare
Roche
Chemicon
Promega
Qiagen

Sigma

Qiagen

Eurogentec

Invitrogen

Genaxxon

Adobe

SIS

Becton Dickinson
Microsoft
Microsoft

Syngene

Applied Biosystem
Invitrogen
STATCON

Stratagene
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2.2. Methoden

2.2.1 Kultivierung und Passagierung eukaryotischer Zellen

HEp2-Zellen (ATCC CCL-23) und embryonale Fibroblasten (zur Verfiigung gestellt von
Prof. E. Straube, Medizinische Mikrobiologie des Klinikums der Friedrich-Schiller-
Universitét, Jena) wurden im Brutschrank unter Kulturbedingungen von 37 °C und 5 %
CO; in EMEM-Medium mit 5 % FKS und 2mM L-Glutamin kultiviert und regelmifBig bei
anndherndem Erreichen der Konfluenz passagiert. Nach Absaugen des Mediums aus der
Zellkultur-Flasche wurde mit 1x PBS-Puffer gewaschen und Trypsin (0,05 % (m/v))-
EDTA (0,02 % (m/v)) -Losung fiir ca. 5 min zugegeben. Nach Ablosen der Zellen im
Brutschrank bei 37 °C wurde die Trypsinaktivitit mit Kulturmedium gestoppt und die
Zellen in einem sterilen Zentrifugenréhrchen fiir 11 min bei 1500 g abzentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstands konnte das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert

und die Zellen in gewiinschter Menge neu ausgesit werden.

2.2.2 Kryokonservierung von Zellen

Zum Anlegen von Kryokonserven wurden die Zellen zunichst wie unter 2.2.1. beschrieben
geerntet und abzentrifugiert, das Zellpellet anschlieBend aber in EMEM mit 10 % FKS, 2
mM Glutamin und 10 % DMSO aufgenommen und in sterile KryorShrchen abgefiillt.
Nach dreistiindiger Abkiihlung bei +4 °C in einem speziellen, mit Isopropanol gefiillten
Einfrierbehilter wurden die Zellen dann in einen -80 °C Tiefkiihlschrank iiberfiihrt und
gelagert. Zur erneuten Aussaat wurden die Kryokonserven langsam in warmem Wasser
aufgetaut, die Zellsuspension in sterile Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, das gleiche
Volumen an Medium zugegeben und fiir 11 min bei 1500 g abzentrifugiert. Der DMSO-
haltige Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium vorsichtig
suspendiert. AnschlieBend konnte die Zellsuspension in gewiinschter Menge auf
Zellkulturflaschen aufgeteilt und das entsprechende Volumen an Medium zugegeben

werden.

2.2.3 Chlamydieninfektion zum Anlegen von Kryokonserven

Der verwendete Cp. psittaci Stamm DC15 wurde aus einem abortierten Rinderfetus isoliert
und von Dr. Gaede (Landesamt fiir Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, Fachbereich
Veterindrmedizin Stendal) fiir die Stammsammlung des Nationalen Refernzlabors fiir

Psittakose am FLI Jena zur Verfligung gestellt. Da es sich um ein Rinderisolat und somit
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nicht um einen avidren Cp. psittaci Stamm handelte, konnten alle Arbeiten unter S2-
Bedingungen durchgefiihrt werden.

Anndhernd konfluente HEp2-Monolayer wurden mit einer MOI von 10 infiziert und bei
2000 g und 37 °C fiir 1 h zentrifugiert, um die Infektion zu unterstiitzen. Die infizierten
Zellen wurden eine weitere Sunde bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach
Absaugen des Mediums und Waschen mit 1x PBS-Puffer wurde ein serumfreies Medium
(Nephros) zugegeben, um die Infektion zu fordern. 48 Stunden nach Infektion wurde der
Uberstand vorsichtig von den infizierten Zellen abgesaugt und die Zell-Monolayer durch
Abschaben in SPGA-Konservierungsmedium geerntet. Die Zellsuspension wurde in
Kryor6éhrchen abgefiillt und bei +4°C, fiir eine ldngerfristige Lagerung bei -80 °C gelagert.
Fiir Anwendungen, welche reinere Elementarkorperpraparationen benétigten, wurden die
infizierten Zellmonolayer nach Ernte durch Abschaben in 1x PBS zunidchst durch
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen, um die reifen Elementarkorper freizusetzen, und
danach die Zelltriimmer bei 500 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschliefend bei
28.000 g und 4 °C fiir 1 h zentrifugiert, das Pellet in 1x PBS gewaschen und erneut bei
28.000 g und 4 °C fiir 1h zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in SPGA-
Konservierungsmedium aufgenommen, auf Kryorohrchen verteilt und wie oben

beschrieben gelagert.

2.2.4 Immunfluorezenz

Um die Infektionsrate kontrollieren und den Verlauf der Infektion verfolgen zu konnen,
wurden bei jeder Infektion zusitzlich zu den Zellkulturflaschen Deckglasrohrchen mit den
der Zellzahl entsprechenden IFU/ml parallel infiziert.

Die auf Deckgldschen gewachsenen, infizierten Zellmonolayer wurden zu entsprechenden
Zeitpunkten mit Methanol fixiert und mit dem IMAGEN Chlamydia Kit geférbt.

Die Farbung mittels anti-LPS Chlamydiaceae-spezifischem, FITC-markierten Antikdrper
und Evans Blue als Zellgegenfarbung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Die Préparate wurden mittels eines BX-51 M Fluoreszenzmikroskops (Olympus, Ballerup,
Denmark) oder eines Axiolab Fluoreszenzmikroskops (Zeiss, Jena) bei A=525 nm und
400-facher VergroBBerung ausgewertet, die Infektionsrate abgeschitzt und gegebenenfalls

Aufnahmen gemacht (BX-51 Fluoreszenzmikroskop).

28



MATERIAL UND METHODEN

2.2.5 Titerbestimmung

Nach dem Anlegen von Chlamydienkryokonserven wurde der Titer durch Titration des
Chlamydien-Stocks auf Zellmonolayern bestimmt. Dazu wurden HEp2-Zellen in
Deckglasrohrchen ausgesit. Fiir die Infektion wurden Verdiinnungsstufen der Konserve im
Bereich von 1:1000 bis 1:100.000 in 1x PBS angelegt und die Zellen wie unter 2.2.3
beschrieben infiziert. Der Mediumwechsel erfolgte jedoch mit EMEM+5 % FKS und 2
mM L-Glutamin. 48 Stunden nach Infektion wurde das Medium abgesaugt, die Zellen
durch Zugabe von Methanol fixiert, mit dem IMAGEN Chlamydia Kit nach Angaben des
Herstellers gefarbt und die Préparate mittels eines Axiolab Fluoreszenzmikroskops (Zeiss,
Jena) bei 400-facher VergroBerung ausgewertet. Es wurden jeweils die Verdiinnungsstufen
ausgezdhlt, die eine nicht zu hohe Infektionsrate aufwiesen. Die Anzahl der Einschliisse
wurde jeweils in 20 Gesichtsfeldern gezdhlt und wunter Einberechnung der
Verdiinnungsstufe und des Fldchenfaktors (je nach verwendetem Objektiv) als Inclusion-
forming units per milliliter (IFU/ml) angegeben. Der Flidchenfaktor ergibt sich aus dem
Verhiltnis der Gesichtsfeldfliche zur Deckglasfliche. Desweiteren flieBt ein
Korrekturfaktor ein, der die Differenz zwischen Deckglasfliche und Rohrchenbodenfliche
ausgleicht. Fiir das Axiolab-Mikroskop betrug der Flichenfaktor fiir das 20er Objektiv 196
und fiir das 40er Objektiv 784,17.

2.2.6 Test auf Mycoplasmenfreiheit

Nach Anlegen der Kryokonserven von Zellen und Chlamydien sowie in regelméfBigen
Abstinden aus der Zellkultur wurde eine Mycoplasmen-PCR zum Test auf
Mycoplasmenfreiheit durchgefiihrt.

Die dabei verwendeten Primer MW28/MW29 binden in der 16S- rRNA Gensequenz von
Mycoplasmen-Spezies. Als Positivkontrolle diente Mycoplasma-bovis-DNA.

Jeder 50 pul PCR-Ansatz enthielt 5 pl 10x Puffer, 200 nM Primer fwd und 200 nM Primer
rev, 2 mM MgCl,, je 0,2 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP, 1U Tag-Polymerase, ddH,O
sowie 1-5 ul der zu testenden Probe als Template.

Die PCR erfolgte nach folgendem Thermalprofil: Initiale Denaturierung bei 96 °C fiir 15
sec; 35 Zyklen mit 96 °C fiir 1 min, 55 °C fiir 1 min und 72 °C fiir 1 min sowie finale
Extension bei 72 °C fiir 1 min. Die Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgte mittels

Agarose-Gelelektrophorese.
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2.2.7 Infektiositatsassay

Die Infektiositét der Chlamydien in den Persistenzmodellen wurde unter Verwendung der

folgenden Konzentrationen an Persistenzinduktoren bestimmt: 0 bis 250 uM DAM fiir das
Eisenmangel-Modell, 0 bis 400 U/ml Penicillin G fiir das Penicillin Modell und 0 bis 40
ng/ml (= 480 U/ml) IFN-y fiir das IFN-y-Modell. In Zellkulturréhrchen mit eingelegtem
Deckgléaschen kultivierte, infizierte Zellen wurden 48 h p.i. mittels Ultraschall (Amplitude
von 80 % fiir 8 sec mit 10 Pulsen) aufgeschlossen um chlamydiale Formen freizusetzen,
und der Uberstand wurde anschlieBend auf frische, unbehandelte Zellen iibertragen und fiir
1 h bei 37 °C und 2000 g aufzentrifugiert. Eine akute Infektion diente dabei als Kontrolle
zu den Persistenzmodellen. 48 h nach der Reinfektion wurden die auf Deckglidschen
befindlichen Zellmonolayer mit Methanol fixiert und mit anti-Chlamydien-LPS-Antikodrper
gefarbt, wie in 3.4 genauer beschrieben. Die Anzahl der Inklusionen wurde durch
Auszdhlen von 20 Gesichtsfeldern bestimmt und unter Einbeziechung der
Verdiinnungsstufe und des Flidchenfaktors als ,,Inclusion-forming Units per milliliter
(IFU/ml)*“ angegeben. Anhand dieses Assays konnten die spezifischen Persistenzinduktor-

Konzentrationen fir alle weiterfuhrenden Arbeiten bestimmt werden.

2.2.8 Chlamydieninfektion und Persistenzinduktion

Annihernd konfluente Zellmonolayer (ca. 1-2 x 10° Zellen in T25-Kulturflaschen) wurden,
wenn nicht anders erwihnt, mit einer MOI von 5 infiziert, um eine 100% ige Infektionsrate
zu gewihrleisten und bei 2000 g und 37 °C fiir 1 h zentrifugiert. Die infizierte Zellen
wurden fiir eine weitere Stunde bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach Absaugen des
Kulturmediums, um ungebundene Elementarkorper zu entfernen, wurden die Zellen mit 1x
PBS gewaschen und frisches EMEM sowie die entsprechenden Persistenzinduktoren
zugegeben. Die Endkonzentration an DAM betrug 150 pM, die Endkonzentration an
Penicillin G 200U/ml. Im Falle des IFN y- Persistenzmodells wurden die uninfizierten
Zellen zundchst 24 h mit 20 ng/ml (=240 U/ml) IFN-y vorinkubiert, bevor die Infektion
erfolgte. Nach dem Mediumwechsel der infizierten Zellkulturen 2 h p.i. wurde dann

wiederum 20 ng/ml IFN-y zugegeben.

2.2.9 Reaktivierungsassay

HEp2-Monolayer, kultiviert in Zellkulturr6hrchen mit eingelegtem Deckglédschen, wurden
infiziert, und Persistenz wurde wie unter 2.2.8 beschrieben induziert. 24 h oder 48 h p.i.

wurde das Medium abgesaugt und wie folgt ersetzt: Im Fall der akuten Infektion und des

30



MATERIAL UND METHODEN

PenG Modells wurde frisches EMEM zugegeben, fiir das Eisenmangelmodell EMEM mit
Zusatz von 50 pM FeCl; und im Falle des IFN-y-Modells EMEM, welches mit der 10-
fachen Menge an Tryptophan (Endkonzentration 102 mg/l) angereichert war. Nach
weiteren 24 h (bzw. 48 h) wurden die chlamydialen Formen durch Ultraschallbehandlung
geerntet und mit dem Uberstand frische HEp2-Monolayer infiziert. Der Mediumwechsel
nach der Infektion erfolgte mit EMEM ohne Zusitze an Persistenzinduktoren. 48 h spéter
wurden die Monolayer mit Methanol fixiert, die Zellen wurden wie in 2.2.4 beschrieben

gefarbt und die IFU/ml durch Auszéhlen von 20 Gesichtsfeldern bestimmt.

2.2.10 Ernte
12 h, 24 h, 36 h, 48 h (sowie 72 h und 96 h p.i. je nach Experimenttyp) erfolgte die Ernte

der infizierten Zellen aus den 25 cm?- Kulturflaschen. Die Zellen wurden zunéchst mit 1x
PBS-Puffer gewaschen, mit Trypsin-EDTA-Losung versetzt und bei 37 °C bis zum
Ablosen des Zellrasens inkubiert. Zur Neutralisierung der Trypsin-EDTA-L6sung wurde
EMEM zugegeben und die Zellsuspension bei 1500 g fiir 11 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das enstandene Pellett je nach weiterem
Verwendungszweck in dem entsprechenden Lysepuffer aufgenommen. Alternativ dazu
erfolgte die Ernte teilweise auch durch Abschaben des Zellrasens mittels eines
Zellschabers anstelle von Abtrypsinierung. Wenn nicht anders erwdhnt, wurden fiir alle

Arten von Experimenten mind. zwei unabhingige Infektionsversuche durchgefiihrt.

2.2.11 Elektronenmikroskopie

Nach Entfernen des Zellkulturmediums wurden ca. 1x10° infizierte Zellen 48 h p.i. mit
2,5 % Glutaraldehyd in Cacodylat-Puffer fiir 2 h bei +4 °C fixiert. Die fixierten Zellen
wurden mittels eines Zellschabers aus den Zellkulturflaschen geerntet und bei 1500 g fiir
5 min in Eppendorf Tubes abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Zellpellet in
2 %iger Agarose eingebettet und zu jeweils 1-3 mm’ Agarblockchen geschnitten. Die
Blockchen wurden in 2 % Osmiumtetroxid fixiert, durch eine Reihe stufenweise
ansteigender Acetonkonzentrationen (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %) entwéssert und in
dem Epoxyharz Araldit Cy212 eingebettet. Semidiinnschnitte wurden hergestellt und mit
Toluidinblau zur besseren Ubersicht gefirbt, um Bereiche mit hoher Zelldichte fiir die
Ultramikrotomie auszuwidhlen. Die Ultradiinnschnitte (85 nm) wurden mit Uranylacetat
und Bleicitrat gefarbt, um den Kontrast der Priparate zu erhohen, auf Kupfer-Netzchen

aufgezogen und mit einem Transmissionselektronenmikroskop (Tecnai) ausgewertet.
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2.2.12 Auswahl spezifischer Gene und Primer-Design

Da die komplette Genomsequenz von Cp. psittaci zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht
verfligbar war, wurden die spezifischen, aus den C.-trachomatis- und Cp.-pneumoniae-
Genom-Sequenzen ausgewihlten Gene von Interesse unter Benutzung des Cp.-abortus-
Genoms als Matrix geblastet (http://www.sanger.ac.uk/Projects/C abortus/). Aufgrund
einer sehr groBen Homologie der Gensequenzen von Cp. psittaci und Cp. abortus konnte
das Cp.-abortus-Genom fiir das Design der Primer herangezogen werden.

Zusdtzlich wurden zum damaligen Zeitpunkt unpublizierte Sequenzen des Typ III
Sekretionssystem-Operons (zur Verfiigung gestellt von Prof. Matthias Horn, Universitét
Wien, Osterreich) sowie der Pmp-Genfamilie (zur Verfiigung gestellt von Dr. David
Longbottom, Moredun Institute, Edinburgh, UK) zur Primersynthese verwendet.
Entsprechende Primer fiir insgesamt 31 chlamydiale Gene wurden mithilfe des Programms
Primer Express (Applied Biosystems) erstellt.

Die Sequenzen der humanen Gene von Interesse wurden aus GenBank® des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) bezogen und die entsprechenden Primer
ebenfalls mittels Primer Express erstellt

Alle Primer wurden nach Mdglichkeit so generiert, dass sie eine einheitliche Ty, von 59°C

(£ 1°C) aufwiesen.

2.2.13 DNA-Isolation

Chlamydiale und Wirtszell-DNA zum Testen der entwickelten Primer wurde entweder
iiber Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion oder mittels High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers isoliert

2.2.14 PCR

Vor Einsatz in der Quantitativen Real time-PCR (RTQ-PCR) wurden alle Primerpaare in
einer konventionellen PCR getestet.

Jeder 50 pul PCR-Ansatz enthielt 5 pul 10x Puffer, 200 nM Primer fwd und 200 nM Primer
rev, 2 mM MgCly, je 0,2 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP, 1U Tag-Polymerase, ddH,O
sowie 50 ng Cp.-psittaci-DC15-DNA als Template

Nach einer initialen Denaturierung bei 94°C fiir 5 min im Thermocycler erfolgte die PCR-
Reaktion mit 30 Zyklen nach folgendem Temperaturprofil: Denaturierung bei 94 °C fiir 45
sec, Primer-Annealing bei 56 °C (in Abhédngigkeit der Primer Ty, von 59 °C (1 °C)) fiir 45
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sec, Primer-Extension bei 72 °C fiir 1 min. Zum Abschluss erfolgte eine finale Extension

fiir 10 min bei 72 °C, danach Kiihlung bei 4 °C.

2.2.15 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach erwarteter Fragmentgro3e wurden die PCR-Produkte bzw. Proben in 1- oder 2 %
igen Agarose-Gelen mittels 1x TBE- Elektrophoresepuffer bei 50-110 V aufgetrennt. Den
Agarose-Gelen wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,3 pg/ ml zur
Visualisierung der DNA zugegeben. Die Proben wurden mit Gelladepuffer versetzt und
aufgetragen. Zur Abschitzung der GroBe der jeweiligen Proben wurde zusitzlich ein
Molekulargewicht-GroBBenmarker aufgetragen. Die Visualisierung der Nukleinsduren
erfolgte mittels eines ,,GelVue UV-Transilluminators* bei 254 nm, das Ergebnis wurde mit
einer CCD-Kamera dokumentiert.

Die weitere Bearbeitung und Dokumentation der Gele erfolgte mittels des Gene Genius

Gel Documentation and Analysis Systems.

2.2.16 Sequenzierung der PCR-Fragmente

Da Gensequenzen aus dem Cp.-abortus-Genom als Matrix fiir die Primersynthese
herangezogen wurden, wurde jedes PCR-Produkt sequenziert und die Sequenz
anschlieBend geblastet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), um sicherzugehen, dass es
sich bei der amplifizierten DNA um Fragmente aus dem gewliinschten Gen handelt.

Die spezifischen PCR-Fragmente wurden nach Gelelektrophorese aus dem Gel
ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers isoliert. Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte nach der Didesoxy-
Methode (Sanger et al., 1977). Fiir die Sequenzierung wurde der ABI PRISM BigDye
Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers mit sequenzspezifischen
Primern. Die Amplifikate wurden mittels Ethanol/Natriumacetatfillung gereinigt, das
getrocknete Probenpellet in 20 pul dd H,O aufgenommen und in die Analysetubes
iiberfithrt. Die kapillarelektrophoretische Analyse erfolgte mittels ABI 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).
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2.2.17 RNA-Isolation

Zwei unabhdngige Infektionsexperimente wurden mit einer MOI von 1 durchgefiihrt. Zu
den Zeitpunkten 12 h, 24 h, 36 h und 48 h p.i. (fiir spezielle Experimente bzgl. ldngerer
Persistenzintervalle auch 72h und 96 h p.i.) wurden die infizierten Zellen mittels
Abschaben geerntet, bei 500 g fiir 5 min abzentrifugiert und die Total-RNA mittels
RNeasy Mini Kit, inklusive DNase I-Behandlung (Qiagen) zur Entfernung der
genomischen DNA, nach Angaben des Herstellers isoliert.

Die Konzentration und Qualitit der isolierten RNA wurde mittels UV-Spektrophotometrie
und Agarosegelelektrophorese bestimmt (s. 2.2.18 sowie 2.2.15)

Zur Feststellung der Freiheit von genomischer DNA wurden ca. 100 ng der isolierten RNA
in einer PCR mit den 16S rRNA-Primern (fiir chlamydiale DNA) sowie B-Actin-Primern
(fiir Wirtszell-DNA) eingesetzt wie unter 2.2.14 beschrieben.

2.2.18 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte photometrisch bei einer
Wellenldange von 260 nm. Eine OD260 entsprach 50 pg/ml DNA bzw. 40 pg/ml RNA. Die

Nukleinsdurekonzentration berechnete sich dabei nach folgender Formel:

¢ [ng/ul] = OD260nm x Verdiinnungsfaktor x 40 (fiir RNA) bzw. 50 (fiir DNA).

2.2.19 cDNA-Synthese

Jeweils 5 pg Total-RNA wurden unter Verwendung von Random Hexamer Primern mittels
des SuperScript III First-Strand Synthesis System for Reverse Transcription-Kits

(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben.

2.2.20 Quantitative Real time-PCR (RTQ-PCR)

Die Quantitative Real time-PCR basiert auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals,
welches proportional wéhrend der Amplifikation eines PCR-Produktes entsteht. (Lee,
1993; Livak et al., 1995). Im Gegensatz zur Endpunkt-Detektion einer konventionellen
PCR detektiert die Real-time PCR die wihrend jedes Zyklus emittierte Fluoreszenz als

einen Parameter fiir die Template-Vermehrung wéhrend der exponentiellen Phase der PCR

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=8367293�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=8367293�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=7580930�

MATERIAL UND METHODEN

(Higuchi, 1992; Higuchi, 1993). Dadurch ermdéglicht sie zum einen die Quantifizierung der
Templatemenge in einer Reaktion (absolute Quantifizierung) und zum anderen lassen sich
auch Unterschiede in der Abundanz eines Templates zwischen verschiedenen Proben
messen (relative Quantifizierung).

Fiir die in dieser Arbeit angewandte Methode zur relativen Quantifizierung wurde der
unspezifisch in dsDNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I fiir die
Detektion des Fluoreszenzsignals verwendet. Die Messung und Auswertung der mRNA
Expressionslevel erfolgte mit einem Mx3000P Thermocycler System (Stratagene) mit
folgendem Temperaturprofil: Initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 10 min, 40 Zyklen von
95 °C fiir 30 sec und 59 °C fiir 1 min, sowie anschlieBende Schmelzkurvenanalyse des
Amplifkats zur Uberpriifung der Spezifitit der PCR-Produkte.

Vor Beginn der Experimente mit den cDNA-Proben aus akuter Infektion und
Persistenzmodellen wurde die optimale Konzentration jedes Primerpaares in der Real-
time-PCR getestet. Mit Ausnahme der ompA- (300 nM fwd/300 nM rev), ctcB- (300 nM
fwd/300 nM rev) und dnaK-Primer (500 nM fwd/500 nM rev) konnten alle Primer in einer
Konzentration von 200 nM eingesetzt werden. Unter Verwendung des qPCR MasterMix
Plus for SYBR® Green I (Eurogentec) enthielt jeder Reaktionsansatz 12,5 ul des 2x qPCR
Mastermix Plus for SYBR Green I Assays (3,5 mM MgCl,, 200 uM je dNTP, 0,75 nl
SYBR Greeen I, 0,625 U Taq Polymerase sowie 2x Puffer), 200 nM Primer fwd, 200 nM
Primer rev sowie ca. 10 ng cDNA und wurde auf 25 ul mit ddH,O aufgefiillt.

Die relative Genexpressionsrate eines Zielgens (target) wurde auf Basis der
Amplifikationseffizienz (E) und der Threshold-Cycle-Differenz (ACP) einer Probe
(jeweiliges Persistenzmodell) versus der Kontrolle (akute Infektion oder uninfiziert, je
nach Experimenttyp) wie in Pfaffl (2001) beschrieben nach unten aufgefiihrter Formel
berechnet. Fiir die Normalisierung wurden dabei im Falle der chlamydialen
Genexpressions-Experimente 16SrRNA und gyrA (Gyrase A) und im Falle der humanen
Genexpressionsexperimente 3-Actin und gusB (Glucuronidase b) als Housekeeping-Gene

(ref) verwendet.

ratio = Expressionsverhiltnis

( )ACPtarget (control—sample) E = Effizienz = 10 Y/stopel
target

ratio = E) ACP; (control—sample) CP* = crossing point (= Threshold Cycle)
ref

Sample= Probe (jeweiliges Persistenzmodell)

Control = Kontrolle (akute Infektion oder

uninfiziert)
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Gene, die eine Hoch- bzw. Herunterregulation um mehr als den Faktor 2 aufwiesen,

wurden dabei als differentiell reguliert angesehen.

2.2.21 Statistische Analyse der Real-time-PCR Experimente

Um die mRNA-Expression der 31 verschiedenen Gene aus Proben zweier unabhingiger
Infektionsversuche und Normalisierung mittels zweier Housekeeping-Gene vergleichen zu
konnen, wurde der Student's-t-Test verwendet. Ein P-value von 0.05 wurde dabei als
statistisch signifikant angesehen. Die Varianzanalyse (ANOVA) wurde angewandt, um
multiple Daten (alle Daten pro Gen aus den zwei unabhingigen Infektionsexperimenten)

entlang der Zeitachse auf signifikant verschiedene Ergebnisse zu testen.

2.2.22 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die in NP-40 Lysepuffer unter Zugabe eines Protease-Inhibitor-Cocktails aufgenommenen
Zellen wurden zunéchst fiir 4x 5 sec ultrabeschallt und die Zelltriimmer anschlieend bei
1600 g abzentrifugiert. Die Proteinkonzentrationen im Uberstand wurden nach der
Methode von Bradford bestimmt (Bradford, 1976). Zunéchst wurden folgende Protein-
Standardlosungen zur Eichung des Spektrophotometers aus einer 10 mg/ml BSA-
Stammlosung in H,O hergestellt: 0 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,6 mg/ml; 1 mg/ml

Sowohl fiir die Eichkurve als auch fiir die Proben wurden Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Jeweils 1 ml Bradford-Losung wurde in eine Kiivette pipettiert, 10 pl
Protein-Standardlésung bzw. Probe hinzupipettiert und gemischt. Nach 15 min wurde von

jedem Ansatz die Extinktion bei 595 nm gemessen. H,O diente dabei als Blindwert.

2.2.23 TCA- Fallung
Die TCA-Fallung von Proteinen wurde nach Lowry et al. (1951) durchgefiihrt. Die TCA-

Féllung wurde zum einen als Vorreinigungsmethode genutzt, um Kontaminationen (z. B.
Salz, Losungsmittel, Nukleinsduren, Lipide, etc.), die bei einer spéteren
Proteinanalysemethode wie SDS-PAGE storen wiirden, zu entfernen. Zum anderen

konnten zu niedrig konzentrierte Proben durch die Fallung aufkonzentriert werden.

2.2.24 SDS-PAGE

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde wie
durch Laemmli (1970) beschrieben durchgefiihrt.

36



MATERIAL UND METHODEN

Vor dem Auftragen auf das Gel wurde ein Proteinproben-Aliquot mit dem gleichen
Volumen an 2x Proben-Lade-Puffer versehen und 5 min bei 95 © C erhitzt, um die Proteine
fiir die SDS-PAGE zu denaturieren. Die Menge an aufgetragenem Protein betrug jeweils
ca. 40 pg. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen in einem 12 %-igen SDS-Gel. Die
Elektrophoresedauer betrug ca. 2 h bei maximal 0,03 A. Als Molekulargewichtsmarker
wurden die PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas) sowie der MagicMark

XP™ (Invitrogen) eingesetzt.

2.2.25 Western Blot

Nach vollendeter SDS-PAGE wurden die im Gel befindlichen Proteine mittels Semi-Dry-
Blotverfahrens bei 15 V fiir 1 h auf eine Nitrocellulose-Membran iibertragen (Towbin et
al., 1979). Der Protein-Transfer wurde anschlieBend durch 10-miniitige Ponceau-Farbung
der Membran tiberpriift. Nach 10-miniitiger Entfarbung der Membran mit ddH,O erfolgte
eine Inkubation in 5 %igem Magermilch-TBST-Puffer fiir eine Stunde, um noch freie
Bindungsstellen zu blocken. Der primire Antikorper wurde nach Herstellerempfehlung im
5 %igen Magermilch-TBST-Puffer verdiinnt und direkt auf die Membran gegeben. Nach
einstiindiger Inkubation (bzw. ii. N. bei +4 °C) wurde die Membran zunichst einmal fiir 15
min in 1x TBST und anschlieend zweimal fiir jeweils 5 min in 1x TBST gewaschen. Der
sekundire, Merrettich-Peroxidase-gekoppelte =~ Antikorper wurde ebenfalls nach
Herstellerangaben in 5 %igem Magermilch-TBST-Puffer verdiinnt. Die Inkubationszeit auf
der Membran betrug hierbei 1 h, um die Hintergrundstérungen so gering wie moglich zu
halten. Das anschlieBende Waschen der Membran zur Entfernung von nicht-gebundenem
Sekundérantikorper erfolgte einmal fiir 15 min und viermal fiir je 5 min in 1x TBST. Die
Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe des ECL Plus Systems (Amersham) nach Angaben
des Herstellers auf KODAK X-OMAT AR Film.

2.2.26 Strippen der Membran

Die mit Antikorper behandelten Nitrocellulosemembranen konnten mittels ,,Stripping™ von
Antikorpern gereinigt werden und standen somit fiir eine Detektion mit einem neuen
Antikorper zur Verfiigung. Die Membran wurde hierzu fiir 30 min bei 37 °C unter leichtem
Schwenken im Stripping- Puffer inkubiert und anschlieBend vor dem erneuten Einsatz

2x10 min in 1XTBST gewaschen.
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2.2.27 Apoptose-Assays
2.2.27.1 DNA-Fragmentations-Assay

Die Durchfiihrung des DNA-Fragmentationsassays zur qualitativen Apoptose-Analyse
erfolgte nach dem Protokoll von Yeung (2002).

Ca. 1x10° Zellen wurden mittels Abschaben und Zentrifugation bei 1500 g fiir 11 min
geerntet und das Zellpellet in 500 pl NP-40-Lysepuffer aufgenommen und resuspendiert.
Die Zelltrimmer wurden durch eine fiinfminiitige Zentrifugation bei 1600 g abgetrennt
und der Uberstand wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) gemischt und bei 11400 g fiir 5 min zentrifugiert. Die DNA enthaltende, obere,
wissrige Phase wurde abgenommen und mit 1/10 Volumen 3M NaAcetat (pH 5,2), 0,6
Volumen Isopropanol und 1 ul Glycogen gemischt und bei -20 °C fiir 5 min gefillt. Die
gefillte DNA wurde bei 12900 rpm fiir 10 min abzentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415
R), mit 70 % Ethanol gewaschen, in 1x RNAse One Puffer aufgenommen und nach
Zugabe von 10 U RNase ONE™ Ribonuclease 30 min bei 37 °C inkubiert. Die DNA
wurde anschlieBend in einem 1,8 % igem Agarosegel aufgetrennt.

Als Negativkontrolle dienten unbehandelte, uninfizierte Zellen. Als Positivkontrolle

wurden uninfizierte, fiir 4 h mit 1 uM Staurosporin behandelte Zellen verwendet.

2.2.27.2 Hoechst-Firbung

Zell-Monolayer, kultiviert in Zellkulturréhrchen mit eingelegtem Deckgldschen, wurden
infiziert und Persistenz wurde wie unter 2.2.7 beschrieben induziert. 48 h p.i. wurden die
Zellmonolayer mit Methanol fixiert und anschlieBend mit 10 pM Hoechst 33258 zur
Anfarbung der Zellkerne fiir 15 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Die Morphologie der Zellkerne (Fragmentierung, Kondensation) wurde mittels eines BX-
51 M Fluoreszenzmikroskops (Olympus, Ballerup, Denmark) bei 360 nm und 400-facher
sowie 1000-facher VergroBerung bewertet und aufgenommen.

Die Anzahl der Zellkerne in 20 Zufallsfeldern wurde bei einer VergroBerung von 400
ausgezihlt, und die Prozentzahl an apoptotischen Zellen wurde dabei nach folgender

Formel berechnet:

Zahl apoptischer Zellen

% apoptotische Zellen =
Gesamtzellzahl x 100
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Es wurden nur die Zellkerne jener Zellen gezéhlt, welche chlamydiale Inklusionen

aufwiesen.

2.2.27.3 TUNEL

Die Analyse des Apoptosestatus akut und persistent infizierter Wirtszellen durch TUNEL-
Féarbung wurde mittels APO-DIRECT™ Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Ca. 1x10° der entsprechend infizierten und/oder
behandelten Zellen wurden fiir 1 h mit 1 % Paraformaldehyd fixiert und nach zweimaligem
Waschen mit 1x PBS in 70 % Ethanol zu ca. 1x10° Zellen/ml suspendiert und bei -20 °C
bis zur Farbung gelagert. Fiir die auf den Einbau von FITC-dUTP-basierende Férbung
wurden die Zellen nach Abzentrifugation und Entfernung des Ethanols in 50 pul
Férbelosung (Reaktionspuffer, TdT-Enzym, FITC-dUTP, ddH,0) fiir 1-2 h inkubiert, mit
dem Rinsing Puffer gespiilt und anschlieBend in 0,5 ml Rinsing Puffer aufgenommen.

Die Zellsuspension wurde anschlieend in FACS-Ro6hrchen tiberfiihrt und innerhalb einer
Stunde in einem FACSCalibur™ -DurchfluBzytometer (Becton Dickinson) bei 520 nm
(FITC) bzw. 623 nm (PI) vermessen. Die Erfassung der Daten erfolgte mittels der
Software CellQuest™.

2.2.28.MTT-Test

Um den Einfluss der akuten und persistenten Chlamydieninfektion auf die Lebensfahigkeit
bzw. Proliferationsfahigkeit der Wirtszelle ermitteln zu koénnen, wurde ein MTT-Test
(Chemicon) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst in einem
Vorversuch die optimale Zellzahl durch Anlegen von Verdiinnungsreihen bestimmt und
betrug fir die HEp2-Zelllinie 1000 Zellen pro well einer 96-well Platte und fiir die
Fibroblasten 10.000 Zellen pro well.

Nach Bestimmung der optimalen Zellzahl wurden die HEp2-Zellen sowie Fibroblasten in
96-well-Zellkultur-Platten mit flachem Boden ausgesét, mit einer MOI von 5 infiziert und
mit den entsprechenden Persistenzinduktoren, wie unter 2.2.7 beschrieben, behandelt. Zum
Zeitpunkt 48 h p.i. wurde pro well 10 pl MTT-Ldsung zugegeben, fiir ca. 4 h bei 37 °C
inkubiert, anschlieend je 100 ul der Entwicklerlosung (Isopropanol mit 0,04 N HCI)
zugegeben und die Zellen darin resuspendiert. Innerhalb einer Stunde wurde die
Absorption der Proben in einem Platten-Reader (SLT Rainbow) gemessen und
anschlielend ausgewertet. Die Absorption wird dabei als direkt proportional zur Anzahl

lebender Zellen betrachtet (Mosman, 1983).
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der Persistenzmodelle

Fir die nachfolgenden Untersuchungen zur molekularen Charakterisierung der
chlamydialen Persistenz wurden drei verschiedene Persistenzmodelle etabliert, die auf dem
Entzug von Eisen (DAM-Modell), der Gabe von Antibiotika (Penicillin-G-Modell) sowie
dem Entzug der Aminosdure Tryptophan (IFN-y-Modell) basieren. Zunichst wurde die
Auswirkung der verschiedenen Persistenzinduktoren auf die Infektiositit der Chlamydien
getestet und dabei verschiedene Konzentrationen verwendet, um die optimale
Konzentration fiir alle folgenden Arbeiten zu bestimmen. Fiir jedes Persistenzmodell
wurden anschliefend die weiterhin fiir Chlamydien charakteristischen Merkmale wie
veranderte Morphologie und Reaktivierbarkeit fiir den Cp.-psittaci-Stamm DCI15
tiberpriift, bevor Untersuchungen zum chlamydialen Expressionsverhalten und zur

Wechselwirkung mit der Wirtszelle angeschlossen wurden.

3.1.1 Die Gabe an zunehmenden Konzentrationen von Persistenzinduktoren

fuhrt zur Abnahme der Infektiositat von Cp.-psittaci

Basierend auf Studien zur DAM-vermittelten Cp.-pneumoniae- und C.-trachomatis-L2-
Persistenz (Al-Younes et al.,, 2001) wurden verschiedene DAM-Konzentrationen
ausgetestet. Da es bereits aus einigen Studien zur IFN-y -vermittelten Persistenz ersichtlich
war, dass sich Cp. psittaci weniger sensitiv gegeniiber IFN-y-Behandlung als Cp.
pneumoniae oder C. trachomatis verhilt (Byrne et al., 1989 im Vergleich zu Mehta et al.,
1998 und Beatty et al., 1994a), wurden auch hohere DAM-Konzentrationen im Bereich
von 50-250 uM ausgetestet.

Fiir die Penicillin-G- und IFN-y-Modelle wurde der getestete Konzentrationsbereich an
Daten aus Studien der friihen 1980er bzw. 1970er Jahre angepasst (Moulder, 1983;
Matsumoto und Manire, 1970) und betrug fiir das Penicillin G-Modell 100-400 U/ml und
fiir das IFN-y-Modell 10-40 ng/ml (bzw.120-480 U/ml).

Mittels Reinfektion konnte die Anzahl der noch produktiven Chlamydien pro
Konzentration im jeweiligen Modell bestimmt werden. Fiir alle weiteren Arbeiten wurde je
Modell die Konzentration ausgewéhlt, bei der ca. 5 % der Chlamydien noch produktiv
waren und sich somit nicht im Persistenzstadium befanden, um bei allen drei

Persistenzmodellen eine Vergleichbarkeit beziliglich der noch vorhandenen Infektiositét
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bzw. der Prozentzahl an persistenten Chlamydien zu gewihrleisten. Fiir das DAM-Modell
wurde eine Konzentration von 150 pM, fiir das Penicillin-G-Modell von 200 U/ml und fiir

das IFN-y-Modell von 20 ng/ml gewdhlt.
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3.1.2 Die Gabe ausgewahlter Konzentrationen an Persistenzinduktoren fuhrt
zu einer abnormen Morphologie der chlamydialen Inklusionen und
Retikularkorper

Zusitzlich zur HEp2-Zelllinie wurde eine weitere Zelllinie, synoviale Fibroblasten,
gestestet, die vor allem in den spiteren Wirtszellstudien zum Einsatz kommen sollte, da
eine primére Zelllinie die in-vivo-Verhéltnisse eher widerspiegelt als eine Krebszelllinie.
Wihrend in der akuten Infektion fluoreszenzmikroskopisch grofle, um den Wirtszellkern
gelagerte Einschliisse zu finden waren, zeigten sich in allen drei Persistenzmodellen
verkleinerte Einschliisse, die bei 1000- facher VergroBerung eine aufgelockerte Struktur

aufwiesen (Abb. 6 und 7).
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akute Infektion 150 pM DAM

Abb. 6: Inmunfluoreszenz-

Aufnahmen von akut und persistent
infizierten HEp2-Zellen 48 h p. i. 400-
fache  VergroRerung, Skalierungs-
balken = 20 um. Vergrofierungen einer
fur jedes Modell typischen Inklusion

sind in der linken unteren Ecke
dargestellt und entsprechen nicht dem
Malstab des Skalierungsbalkens.

200 U/ml PenG

akute Infektion 150 pM DAM
Abb. 7: Immunfluoreszenz-

Aufnahmen von akut und persistent
infizierten Fibroblasten 48 h p.i. 400-
fache VergréRerung, Skalierungsbalken
= 20 um. Vergrolerungen einer flr
jedes Modell typischen Inklusion sind in
der linken unteren Ecke dargestellt und
20 ng/ml IFN-y entsprechen nicht dem Malistab des

- Skalierungsbalkens.

Um die Morphologie der Inklusionen genauer darstellen zu konnen, wurden Préparate fiir

die Transmissionselektronenmikroskopie angefertigt.

3.1.2.1 DAM-Modell

Die typischen, durch Eisenmangel induzierten Chlamydieninklusionen waren 3-4-mal
kleiner als im akuten Infektionsmodell (Abb. 8). Weiterhin fanden sich im Einschluss
aberrante Retikularkérper (ABs) mit der doppelten GroBle der RBs, die in akuten
Infektionen zu finden waren. Die ABs im DAM-Modell waren vorwiegend irreguldr

geformt und unter den welligen Zellmembranen fanden sich Knospungen kleiner
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Korperchen. AuBBerdem waren viele intrainklusionale Membranvesikel fiir das DAM-

Modell charakteristisch.

3.1.2.2 Penicillin-G-Modell

Die Behandlung mit Penicillin G fiihrte zu Inklusionen mit wenigen, locker strukturierten
ABs (Abb. 8). In den Inklusionen fanden sich sowohl ABs, deren Gréfle sich kaum von
den RBs im akuten Infektionsmodell unterschied bis hin zu ABs, die um das 10-fache
grofer waren als die RBs im akuten Infektionsmodell. Speziell die gr68eren ABs verfiigten
iiber ein elektronen-transparentes Zytoplasma mit einem lockeren Netzwerk an Filamenten
und elektronendichten Spots. Eine multifokale Ablagerung des elektronendichten Materials

war an den dufleren Membranen der ABs zu beobachten.

3.1.2.3 IFN-y-Modell

Die Aufnahmen des IFN-y-Persistenzmodells zeigen ABs, welche ca. 10-mal gréBer als die
RBs im akuten Infektionsmodell sind (Abb. 8). Die ABs weisen in ihrer Peripherie eine
variable Form auf und besitzen amorphes, granulires Material im Zentrum. Das

Zytoplasma der ABs ist vorwiegend klumpig mit einigen elektronen-transparenten Spots.

akute Infektion

WL e
i ey

Abb. 8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen akut und
persistent infizierter HEp2-Zellen 48 h p.i. 6000-fache
Vergrofterung, Skalierungsbalken 2 ym
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3.1.3 Der Entzug von Persistenzinduktoren ermoglicht eine Reaktivierung

der persistenten Chlamydien

Um die Reversibilitdt des Persistenzzustandes in den jeweiligen Modellen zu iiberpriifen,
wurde die Féhigkeit der persistenten RBs, sich in infektiose EBs umzuwandeln und neue
Wirtszellen zu infizieren, untersucht. Dazu wurden die Persistenzinduktoren entfernt und
stattdessen frisches Medium (Penicillin-G-Modell) oder mit Eisenchlorid bzw. Tryptophan
supplementiertes Medium (DAM-Modell bzw. IFN-y-Modell) zugegeben. In einer ersten
Versuchsreihe erfolgte der Abzug der Persistenzinduktoren 24 h p.i., in einer zweiten
Versuchsreihe zu einem spiteren Zeitpunkt, 48 h p.i. Die Ergebnisse des
Reaktivierungstests in Abb. 9 zeigen, dass nach einem Entzug der Persistenzinduktoren
sowohl 24 h p.i. als auch 48 h p.i. wieder infektiose EBs gebildet wurden. Verglichen mit
dem akuten Infektionsmodell betrug die Prozentzahl infektioser EBs 85,4 % im DAM-
Modell, 68,1 % im Penicillin G-Modell und 62,3 % im IFN y-Modell. Erfolgte der Abzug
der Persistenzinduktoren erst 48 h p.i. waren die Chlamydien zwar immer noch zur
Riickgewinnung ihrer Infektiositét in der Lage, jedoch in geringeren Prozentzahlen als bei
einer Reaktivierung 24 h p.i. Im DAM-Modell war nach Abzug der Persistenzinduktoren
48 h p.i. eine Infektiositdt von 38,4 % im Vergleich zur akuten Infektion zu verzeichnen,
im Penicillin-G-Modell war eine 56,4 %ige und im IFN-y-Modell eine 59,9 %igen
Riickgewinnung der Infektiositit festzustellen (Abb. 9).

Abb. 9: Reaktivierung der

10 —— persistenten Chlamydien nach
[ 24h+24h Abzug der Persistenzinduktoren
i ]'|; i 24 h p.i. und 48 h p. i. Dargestellt
- sind die Mittelwerte und
“‘c 61 } { Standardabweichungen aus drei
E &3 unabhangigen Infektionsversuchen.
E il Fur die akute Infektion erfolgte kein
3 Mediumwechsel 48 h p.i., da zu
CIPR diesem Zeitpunkt die reifen EBs
. freigesetzt und somit mit dem

0 - : - Medium entfernt worden waren.

‘5"&,, %5 @, 900 Of"/p;, QGO‘Q/@/
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3.1.4 Die chlamydiale Persistenz lasst sich uiber die Dauer eines produktiven

Entwicklungszyklus hinaus aufrechterhalten

Da Persistenz als Langzeitbeziehung zwischen den Chlamydien und der Wirtszelle
definiert ist (Beatty et al., 1994b) wurde ausgetestet, ob sich durch einen andauernden
Persistenzstimulus die Persistenz langer als 48 h p.i. aufrechterhalten ldsst. Dazu wurde
48h p.i. das Medium von den persistenten Kulturen entfernt, um verbrauchte
Persistenzinduktoren nachzufiillen und somit Konzentrationen wie zu Beginn der
Persistenzentwicklung zu gewihrleisten. Die Morphologie der Chlamydien wurde
anschlieBend 72 h und 96 h p.i. tiberpriift. Sowohl 72 h p.i. als auch 96 h p.i. (Abb. 10) lief3
sich die typische persistente Morphologie in jedem Modell fluoreszenzmikroskopisch

nachweisen.

DAM PenG IFN-y

HEp2

Fibro-
blasten

Abb. 10: Immunfluoreszenzbilder der persistenten Cp.-psittaci-Infektionen 96 h p.i..
Dargestellt sind HEp2-Zellen und Fibroblasten, die mit 150 yM DAM, 200 U/ml PenG bzw. 20 ng/ml
IFN-y behandelt und mit Cp.-psittaci DC15 (MOI 1) infiziert wurden. Nach 48 h erfolgte ein
Mediumwechsel und die Zugabe von frischen Persistenzinduktoren entsprechender
Konzentrationen. 400-fache Vergroferung, Skalierungsbalken: 20 ym

3.2 Transkriptionsunterschiede zwischen akuter und persistenter
Infektion

Zur Untersuchung chlamydialer Transkriptionsunterschiede zwischen produktiver und
persistenter Infektion wurde zunichst eine Reihe von Genen ausgewéhlt, die z. T. in

vorangegangenen Arbeiten zur Persistenz von Cp. pneumoniae oder C. trachomatis ein

differenticlles Expressionsverhalten zeigten ( Belland et al., 2004b; Polkinghorne et al.,
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2006; Hogan et al., 2003) bzw. solche Gene, deren differenticlle Regulation in den

Persistenzmodellen aufgrund der Funktion der von ihnen codierten Proteine vermutet

wurde. Die ausgewihlten 31 Gene, die von ihnen codierten Proteine und eine Zuordnung

zu funktionellen Klassen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2. Fiir Expressionsuntersuchungen ausgewahlite chlamydiale Gene

Gen Genprodukt Funktionelle Klasse
groEL-1 Heat Shock Protein 60 (HSP60) Stress Response
grpE Cofaktor HSP70 Stress Response
dnakK Heat Shock Protein 70 (HSP70) Stress Response
groES Heat Shock Factor 10 Stress Response
ompA Major Outer Membrane Protein (MOMP) Membran Protein
omcB Cystein-rich Outer Membrane Protein B Membran Protein
omcA Cystein-rich Outer Membrane Protein A Membran Protein
pomp91A Polymorphic Outer Membrane Protein 91A Membran Protein
pomp91B Polymorphic Outer Membrane Protein 91B Membran Protein
euo DNA-Binde-Protein Regulation
cpaf Protease-like Activity Factor Apoptose
efp2 Elongationsfaktor P Translation
hctA Histone-like Protein 1 Chromosomenkondensation
cadd (CT610) Chlamydial Protein associating with Death Apoptose

Domains
ftsw Zellteilungsprotein Zellteilung
ctcB Response Regulator Signaltransduktion
ctcC Histidin Kinase Signaltransduktion
rpoD Sigma Faktor (sig 66) Sigmafaktoren
rpsD Sigma Faktor (sig 28) Sigmafaktoren
rpoN Sigma Faktor (sig 54) Sigmafaktoren
dcrA Divalent cation-dependent regulator A Regulation
sctN sekretiertes Effektor-Protein Typ Il Sekretion
incA Inclusion Membrane Protein A Typ Il Sekretion
pknD Ser/Thr-Protein Kinase Signaltransduktion
pkn5 Ser/Thr-Protein Kinase Signaltransduktion/Typ Il

Sekretion

pknl Ser/Thr-Protein Kinase Signaltransduktion
pp2C PP2C Phosphatase Signaltransduktion
hflX GTPase Signaltransduktion
yphC GTPase Signaltransduktion
yhbZ GTPase Signaltransduktion
ychF GTPase Signaltransduktion
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3.2.1 Die Ausbildung und Aufrechterhaltung der chlamydialen Persistenz in
HEp2-Wirtszellen geht mit Veranderungen in der Expression spezifischer

Gene einher

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten chlamydialen Gene wurden mittels quantitativer Real-Time-
PCR (RTQ-PCR) hinsichtlich bestehender Unterschiede in der Transkriptmenge zwischen
akuter und  persistenter ~ Chlamydieninfektion = wéhrend des  chlamydialen
Entwicklungszyklus untersucht. Bei der Berechnung der Expressionsunterschiede wurde
zum einen gegen das 16S rRNA-Gen (Tabellen 3-6) und zum anderen gegen gyrA, welches
fiir eine chlamydiale Gyrase codiert (Tabellen 9-12 im Anhang), normalisiert.

Daraus ergaben sich im Allgemeinen zwei Auffilligkeiten: Wihrend im friihen bzw.
mittleren Stadium des Entwicklungszyklus (12 h p.i.) noch kaum Expressionsinderungen
auftraten bzw. einige Gene eine leichte Heraufregulation zeigten (Tabelle 3), war ab 24 h
p.i. eine zunehmende Herunterregulation der Transkripte der untersuchten Gene in den
Persistenzmodellen zu verzeichnen (Tabellen 4, 5 und 6). Speziell 48 h p.i. war eine
Herunterregulation von 54 % der untersuchten Gene in allen drei Persistenzmodellen
gemeinsam festzustellen. (Tabelle 6).

Zum anderen zeigte sich eine groBere Ubereinstimmung zwischen den Daten des DAM-
und IFN-y-Modells als zwischen dem Penicillin-G-Modell und den beiden anderen
Modellen.

Tabelle 3. Expressionsdanderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-Gene

in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 12 h p.i. (normalisiert
gegen 16S rRNA), Wirtszelle HEp2
Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
groEL1-1 1,29+0,35 1,19+0,37 1,18+0,28
grpE 1,460,33 1,37+0,39 1,28+0,10
dnaK (hsp70) 1,10+0,10 1,16+0,16 1,96+0,09
groEs 1,37+0,27 2,26+0,21 1,59+0,14
ompA 1,84+0,50 1,33+0,63 0,72+0,15
omcA 3,27+0,57* 3,68+0,73 6,18+0,84
omcB 1,52+0,27 1,15+0,49 2,68+0,62
pomp 91A 2,46+0,33* 1,6940,15 1,75+0,20
pomp 91B 1,08+0,31 2,62+0,46 9,19£1,35
euo 1,3240,23 2,49+0,30 2,60+0,35*
cpaf 1,52+0,23 2,47+0,29 1,15+0,52
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efp2 1,2120,39 1,27%0,34 1,6420,18
hctA 1,7120,99 1,5620,22 11,8120,85
cadd (CT610) 1,12%0,52 1,6120,15 2,10%0,32
fisW 1,22%0,20 1,4720,19 1,9210,18
ctcC 1,2920,38 1,2120,41 1,3020,13
ctcB 1,8420,33 1,32%0,26 3,4720,83
rpoD (SigA) 1,6820,33 1,0520,20 1,0220,27
rpsD (sig28) 1,1720,13 1,2820,49 1,3020,25
rpoN (sig54) 2,06+0,32 1,3420,24 4,66+0,40
dcrA 1,2520,59 1,32%0,32 1,1520,12
SCIN 1,28%0,26 1,0120,31 3,78+0,49"
incA 3,59+1,08 1,1120,30 3,08+0,50
PP2C (CT259) 1,4210,84 1,9210,76 1,1120,26
pknD 1,28%0,24 1,27%0,56 1,1820,45
pkn1 1,6120,24 1,0120,32 6,9720,72
pkn5 1,2620,21 1,3120,20 1,2020,49
hflX 1,11£0,10 1,0420,16 1,54+0,075
yhbz 1,71£0,24 1,1740,16 1,43£0,09
yphC 1,43£0,13 1,25+0,48 -2,6740,52
ychF 1,57+0,42 1,3740,37 1,03£0,26

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
* Expressionsunterschiede waren nicht signifikant, wenn gegen gyrA normalisiert wurde
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

Tabelle 4. Expressionsdanderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 24 h p.i. (normalisiert
gegen 16SrRNA), Wirtszelle HEp2
Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs.akut
groEL-1 1,25+0,06 2,3210,29 -3,85+1,8*
grpE 1,00+0,35 2,72+0,52 -5,88+1,5*
dnaK (hsp70) -5,88+0,41 1,13+£0,23 -4,55+0,59
groEs 1,96+0,27 -5,0£2,77* -2,78+0,18
ompA 1,96+0,19 1,09+0,45 1,39+0,09
omcA 10,0+4,12 6,67+2,5 25,048,33
omcB -25,0+4,0 -4,55+0,69 -5,0+2,3
pomp 91A -5,88+0,10 -2,94+0,94 -12,50£3,5
pomp 91B -7,141£2 14 -2,5610,25 -5,80+1,38
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omcA -25,08,3 -6,25%2,85 -5,0%2,37
euo 1,3720,16 1,9720,13 1,0220,31
cpaf 1,6920,29 1,0120,18 -5,26%2,23"
efp2 1,0620,47 1,02£0,50 1,0520,20
hctA -20,0%7,5 -5,0£1,97 ~16,6£9,57
cadd (CT610) 1,0520,25 1,0720,43 2,39+0,32
fisW -3,22+1,05 -2,5620,52 -5,2612,56
ctcC -5,88%2,75 ~10,0%2,31 -9,09%1,4
ctcB -3,85%1,35 7,14%1,26 -5,561,85
rpoD (sigA) -2,22%0,19 -1,560,07 -1,64%0,25
rpsD (sig28) ~16,67+6,67 -5,56+1,21 -6,67+3,44
rpoN (sig54) ~4,0£1,3 -1,32%0,18 1,4620,20
dcrA -1,72%0,12 1,0120,11 ~4,55%1,32
SCIN -2,5%0,12 -1,96+0,08 -2,7820,45
incA 3,960,99 1,1620,33 1,0120,32
PP2C (CT259) -6,67%1,90 -1,37%0,14 -1,35%0,20
pknD -2,78+0,56" -1,36+0,08 1,3920,21
pkn1 -5,0£1,0 -2,210,22 -2,8620,42
pkn5 ~3,03%0,24 -1,89%0,19 -3,57%1,0%
hflX -2,8240,75 -1,530,27 -13,39+3,88
yhbz 2,05+0,59 1,730,156 1,3520,27
yphC -15,39+0,46 -3,38+0,106 -74,16+3,9
ychF -1,69+0,16 1,7240,45 -2,9+0,37

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
* Expressionsunterschiede waren nicht signifikant, wenn gegen gyrA normalisiert wurde
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)

Tabelle 5. Expressionsdanderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 36 h p.i. (normalisiert
gegen 16SrRNA), Wirtszelle HEp2
Expressionsdnderung (x-fach * SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut -y vs. akut
groEL1 -2,63+0,63 1,10+0,17 -6,67+1,9
grpE -1,19+0,33 1,85+0,08 -5,55+2,22
dnaK (hsp70) -5,0£1,00 0,69+0,12 -6,25+1,90
groEs -1,1410,28 2,97+0,29* -3,85+1,28
ompA -3,13+£1,16 1,61+0,72 -5,2612,23
omcA -14,2946,59 -3,85+1,62 -14,29+4,29
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omcB -25,0£10,7 7,69%2,43 25,07,5
pomp 91A ~4,0£0,97 1,14%0,13 ~16,67%6,67
pomp 91B -3,57+1,07 -2,27%0,23 ~4.17%0,94
euo 1,1520,13 2,75+0,14 1,38+0,31
cpaf -2,63£0,71 1,78%0,17 -2,86£0,42"
efp2 3,7120,22* 2,4910,39" 1,0820,20
hctA -5,5¢1,85 1,4420,17 1,1720,16
cadd (CT610) -1,30%0,35 -1,06%0,12 2,830,53"
flsw ~4,35%1,31 -2,5£0,37 -3,85£0,51
ctcC ~14,29%5,95 -2,86£0,77 16,677,58
ctcB -5,26£0,71 -2,44%0,36 4 171,46
rpoD (SigA) -2,27%0,10 1,1520,46 -1,06%0,12
rpsD (sig28) -1,450,07 -1,22+0,48 -7,69£2,93
rpoN (sig54) 3,33+1,25 1,0520,13 1,2420,35
dcrA 1,1220,16 1,7620,14 1,0820,23
SCIN -3,70+1,14 1,57%0,12 -1,26%0,13
incA 1,0920,21 -3,13%1,04 1,3320,38
PP2C (CT259) -2,70%0,43 3,77%1,21 1,25£0,34
pknD -1,230,23 2,81£0,77* -1,14%0,69
pkn1 -1,14%0,10 3,15%0,89 1,52%0,27
pkn5 -3,57+1,00 1,4620,25 -1,790,19
hflX -5,8110,48 -1,85+0,12 -1,49+0,44
yhbz -1,32+0,09 2,360,27 2,68+0,38
yphC -50,044,30 -2,9410,30 -17,86+3,75
ychF -1,61+0,02 2,04+0,25 1,3420,33

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
* Expressionsunterschiede waren nicht signifikant, wenn gegen gyrA normalisiert wurde
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)

Tabelle 6. Expressionsdanderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 48 h p.i. (normalisiert
gegen 16SrRNA), Wirtszelle HEp2
Expressionsdnderung (x-fach * SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
groeEL1 -1,27+0,22 1,64+0,32 -9,09+3,83*
grpE -2,44+0,55 1,70+0,53 -25,0+10,71
dnakK (hsp70) -4,34+0,87 -3,03+0,86 -16,67+5,56
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groES -1,25+0,15 1,60+0,38 -11,1£3,97
ompA -2,94+0,17 2,45+0,33 -6,67+1,67*
omcA -12,5+4,80 -9,09+2,84 -100,0£16,67
omcB -9,09+2,42 -6,67+1,11 -100,0+50,0
pomp 91A -3,57+0,93 -3,1310,69 -12,5+4,17
pomp 91B -5,88+2,18 -9,09+2,84 -20,0+8,89
euo -4,55+1,76 -2,86+0,68 -7,69+2,69
cpaf -3,125+0,18 -1,02+0,35 -4,55+0,38*
efp2 -11,1+4,44 -3,85+1,35 -4,55+1,42*
hctA -8,33+1,67 -3,03+0,81 -100,0+16,67
cadd (CT610) -2,44+0,52 -2,78+0,93 -2,86+0,58
ftsW -4,55+0,55 -2,78+0,46 -20,0+4,6
ctcC -8,33+2,78 -4,34+1,22 -11,11£2,78
ctcB -3,45+0,59 -4,35+1,22 -11,10£1,11
rpoD (sigA) -2,56+0,18 -2,12+0,23 -9,09+2,42
rpsD (sig28) -4,35+0,90 -4,0+0,88 -33,3318,33
rpoN (sig54) -2,63+0,35 -3,45+0,59 -6,25+1,25
dcrA -3,57+0,54 -1,47+0,15 -5,88+1,12
sctN -2,63+0,99 -1,41+0,14 -8,3312,78
incA 0,42 +0,13 -4,35+1,65* -2,78+0,40*
PP2C (CT259) -3,57+1,13 -1,14+0,07 -6,67+2,82
pknD -2,3310,16 -1,03+0,25 -6,67+2,12
pknl 1,03+0,10 1,20+0,29 -1,25+0,26
pkn5 -3,07+1,11 -2,44+0,21* -2,63+0,41
hflX -2,95+0,5 1,4+0,17 -8,25+3,6
yhbZ -2,31+0,5 -1,35+0,19 -4,46+1,45
yphC -14,76+1,71 -2,17+0,028 -76,34+12,8
ychF -1,78+0,49 1,46+0,36 -4,58+1,4

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
* Expressionsunterschiede waren nicht signifikant, wenn gegen gyrA normalisiert wurde
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)

Um die Daten der einzelnen Gene iibersichtlicher darstellen zu konnen, sind im folgenden

die Ergebnisse, nach der funktionellen Klassifizierung der Genprodukte unterteilt,

graphisch dargestellt.
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3.2.1.1 Membran-Proteine (ompA, omcB, omcA, pomp91A, pomp91B)

Von den hier untersuchten Membran-Protein-codierenden Genen sind besonders die Daten
flir omcA und omcB auffillig. OmcA und omcB codieren fiir cysteinreiche
Membranproteine, welche einen wesentlichen Bestandteil der AuBenmembran der
Chlamydien ausmachen. Besonders im IFN-y-Persistenzmodell, zum Zeitpunkt 48 h p.i,
war eine starke Abnahme der Transkriptmenge von omcB und omcA um ca. den Faktor 100
zu verzeichnen. Wie aus den Graphen in Abbildung 11 ersichtlich, war eine grofle
Ubereinstimmung in der Expression von omcA und omcB beziiglich der Zeit und auch der
drei Persistenzmodelle festzustellen. Wie schon im Falle von omcA und omcB zeigte sich
auch fiir die drei weiteren, in dieser Gruppe untersuchten Gene, ompA, pomp91A und

pomp91B, die groBte Expressionsdnderung im [FN-y-Modell.

» omcA 2 omcB 4 ompA
-1%‘ 0 2
D 2 -20 0
£ 3
E -50 -60 -2
(] gg -80 4
-g 20 -100 5
g -120
‘o 100 140 8
=110
S i -160 -10
° 12h 24h 36h 48h 12h 24h 36h 48h 12h 24h 36h 48h
o
8 . pomp91A . pomp918
S s 10 N DAM vs. akut
w , 5 1 PenG vs. akut
) 01 B [FN-y vs. akut
£ ° 5
O -0 -10
S s 13
Y -20
X a0 25
-25 -30
12h 24h 36h 48h 12h 24h 36h 48h

Zeit p.i.

Abb. 11: Expression Membranprotein-codierender Gene 12 h bis 48 h p.i. Dargestellt sind die
Expressionsanderungen der persistenten Infektionsmodelle im Vergleich zur akuten Infektion. Die
gezeigten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen
Infektionsversuchen mit jeweils Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR.

3.2.1.2 Stress Response (groEL1, dnaK, grpE, groES)

Die in dieser Gruppe zusammengefassten Gene codieren im Wesentlichen fiir Hitzeschock-
Proteine, denen eine Rolle in der Stress Response zugedacht wird. Das chlamydiale
groEL1 codiert fiir das Hitzeschockprotein 60 (HSP60), dnak fiir das Hitzeschockprotein
70 (HSP70), grpE codiert fiir einen Kofaktor des HSP70 und das groES codiert fiir den
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Hitzeschock-Faktor 10. Hinsichtlich der Expression lie3 sich fiir die Hitzeschockprotein-

codierenden Gene kein gemeinsamer Trend zwischen den Modellen untereinander

ausmachen. Innerhalb der einzelnen Modelle zeigten sich beziiglich der 4 untersuchten

Gene jedoch Ahnlichkeiten im Expressionsverhalten. Zusammenfassend kann gesagt

werden, dass alle Hitzeschockprotein-codierenden Gene in dieser Gruppe im IFN-y-Modell

mehr oder weniger stark herunterreguliert waren, wohingegen sich im DAM-Modell (mit

Ausnahme des dnaK) und im Penicillin-G-Modell keine Expressions-Unterschiede im

Vergleich zur akuten Infektion zeigten.
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3.2.1.3 Zellteilung (ftSW)

Abb. 12: Expression Stress-
Response-Protein-codierender

Gene 12h bis 48h p.i
Dargestellt sind die
Expressionsanderungen der

persistenten Infektionsmodelle im
Vergleich zur akuten Infektion. Die
gezeigten Werte sind Mittelwerte
und Standardabweichungen aus
zwei unabhangigen
Infektionsversuchen mit jeweils
Dreifachbestimmung in der RTQ-
PCR.

FtsW codiert fiir ein Zellteilungsprotein, dessen E.-coli- Homolog in die Septierung sowie

die Stabilisierung des Z-Ringes wihrend der Zellteilung involviert ist (Donachie, 1993).

x-fache Expressionsdnderung

fisW

N DAM vs. akut
[ PenG vs. akut
B (FN-y vs. akut

12h 24h 36h 48h

Zeit p.i.

Abb. 13: Expression von ftsW 12 h bis 48 h p.i.
Dargestellt sind die Expressionsdnderungen der
persistenten Infektionsmodelle im Vergleich zur

akuten

Infektion.

Die gezeigten Werte sind

Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei

unabhangigen

Infektionsversuchen mit jeweils

Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR.
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Das ftsW zeigte ab einem Zeitpunkt von 24 h p.. in allen drei Persistenzmodellen
verglichen mit der akuten Infektion eine Herunterregulation, die bis zum Ende des
Versuchszeitraumes, 48 h p.i., aufrechterhalten blieb (Abb. 13). Speziell im IFN-y-Modell
waren hierbei wiederum die stiarksten Expressionsédnderungen zu verzeichnen.

Zu Beginn der Untersuchungen (12 h p.i.) hingegen, fanden sich, wie generell flir eine

Mehrzahl der untersuchten Gene zu beobachten, keine Expressionsdnderungen.

3.2.1.4 Transkriptionsfaktoren (rpoD, rpsD, rpoN)

Die Genomsequenz von C. trachomatis weist drei Gene auf, welche fiir Sigma-Faktoren
codieren und Homologe in den anderen Chlamydienspezies haben: rpoD (sigmaA), rpsD
(sigma28) und rpoN (sigma54) (Stephens et al., 1998). Diese Gene werden zu
unterschiedlichen Zeiten im chlamydialen Entwicklungszyklus exprimiert, wobei rpoD im
frithen Stadium exprimiert wird und rpoN sowie rpsD zu spiteren Stadien exprimiert

werden (Mathews et al., 1999).

4 1poD (sigh) 6 rpoN (sig54) Abb. 14: Expression der
o g 41 Sigma-Faktor-codierenden
£ ] Gene 12h bis 48h p.i.
> . 2] Dargestellt sind die
'E -8 “1 Expressionsanderungen der
W 10 61 . ;
uc-, 12 Y persistenten Infektionsmodelle
R . . . -10 i i
o ™ o o 3o 7o T2h 24h  38h  48h im  Vergleich zur akuten
g Infektion. Die gezeigten Werte
D (sig28) : ;
@ 'ps sind Mittelwerte und
o o Il DAM vs. akut ]
Iﬁ 5 =1 PenG vs. akut Standardabweichungen aus
_ I [FN-y vs. akut . -
© s ! zwei unabhéngigen
E gg Infektionsversuchen mit jeweils
q'f.‘ gg Dreifachbestimmung in  der
L RTQ-PCR.
-45

12h  24h 36h 48h

Zeit p.i.

Wihrend rpoN im DAM-Modell zu Zeitpunkten ab 24 h p.i. herunterreguliert war, zeigte
sich im Penicillin-G- und IFN-y-Modell erst zum finalen 48 h p.i.-Zeitpunkt eine
Herunterregulation. RpoD war in allen drei Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 48 h p.i.
herunterreguliert. Das fiir den Sigmafaktor 28 codierende rpsD war nur im IFN-y-Modell
zu allen Zeitpunkten ab 24 h p.i. herunterreguliert. Fiir die Sigma-Faktor-codierenden Gene

lasst sich also kein gemeinsames Muster in der Expression erkennen, aufler einer
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Herrunterregulation im DAM- und IFN-y- Persistenzmodell zum Zeitpunkt 48 h p.i.
Ebenso wenig ist ein Ubergang in der Expression eines Sigma-Faktors zum nichsten zu

verzeichnen, wie es bei einer Sigma-Faktor-Kaskade der Fall wére.

3.2.1.5 Typ-11I-Sekretion (sctN, incA, pkn5)

Die hier untersuchten Gene SCtN und incA codieren fiir ein sekretiertes Effektorprotein
bzw. das Inclusion Membran Protein A, welche beide eine Rolle im chlamydialen Typ-III-
Sekretionssystem spielen. Das IncA ist an der AuBenseite der Inklusionsmembran in
Richtung Wirtszellzytosol lokalisiert, wohingegen das SctN in der Herunterregulierung des
Typ IlI-Sekretionssystems und des physikalischen Abschaltens des Injektisoms involviert
ist (Peters et al., 2007). Das durch das Gen pkn5 codierte Protein ldsst sich in zwei
funktionelle Klassen eingruppieren. Zum einen spielt die durch pkn5 codierte
Serin/Threonin-Kinase eine Rolle in der Signaltransduktion, zum anderen wird diese
Kinase durch das Injektisom sekretiert und erfiillt damit eine Funktion als Typ III-System-
Effektor-Protein. Zwischen der Expression von SCtN, incA und pkn5 lie sich im
Wesentlichen kein gemeinsames Muster in den Persistenzmodellen (verglichen mit der
akuten Infektion) erkennen. Auffallig war jedoch eine leichte Hochregulation von incA und

SCtN im IFN y-Modell 12 h p.i.

SCiN incA

Abb. 15: Expression von Typ-
lll-Sekretions-Genen 12 h bis
48 h p.i.. Dargestellt sind die
Expressionsanderungen der
persistenten Infektionsmodelle
im  Vergleich zur akuten
Infektion. Die gezeigten Werte
sind Mittelwerte und

Standardabweichungen aus
; g;':"s"fé‘a:;ﬁt zwei unabhangigen
B (FN-y vs. akut Infektionsversuchen mit jeweils
Dreifachbestimmung in der
RTQ-PCR.
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3.2.1.6 Signaltransduktion (pknD, pkn1, pkn5, PP2C, hflX, yphC, ychF, yhbZ, ctcB,
ctcC)

Die drei Gene pknD, pknl und pkn5 codieren fiir Serin-Threonin-Kinasen (die Daten von
pkn5 sind schon im Abschnitt 3.2.1.5 dargestellt). Das ,,PP2C* codiert fiir eine Serin-
/Threonin-Phosphatase der PP2C-Familie. HfIX, yphC, ychF und yhbZ codieren alle fiir
GTPasen mit bisher unbekannter Funktion. Die beiden Gene ctcB und ctcC codieren fiir
den Response-Regulator und die Histidin-Kinase eines Zwei-Komponenten-Systems. Es
wird vermutet, dass dieses Zwei-Komponenten-System {iber eine Erfassung des
Energielevels bzw. Redoxstatus die Umwandlung von RBs in EBs steuert (Koo and

Stephens, 2003).
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Abb. 16: Expression von Signaltransduktions-Genen 12 h bis 48 h p.i. Dargestellt sind die
Expressionsanderungen der persistenten Infektionsmodelle im Vergleich zu akuten Infektion. Die
gezeigten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen
Infektionsversuchen mit jeweils Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR (A) Zwei-
Komponentensystem, (B) GTPasen, (C) Kinasen/Phosphatasen

In allen drei Persistenzmodellen ab 24 h p.i. waren ctcC und ctcB herunterreguliert, wobei
die grofiten Expressionsdnderungen im [FN-y-Modell zu beobachten waren.

Von den hier untersuchten GTPase-codierenden Genen zeigte nur das yphC eine
Herunterregulation in allen drei Persistenzmodellen, speziell im IFN-y-Modell war eine
starke Herunterregulation um ca. den Faktor 70 zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h p.i.
festzustellen, wohingegen die Herunterregulierung im Penicillin-G-Modell eher leicht
ausfiel. Im Expressionsverhalten von hflX, yhbZ und ychF zeigte sich kein einheitliches
Muster zwischen den drei Persistenzmodellen.

In der Expression von pknl waren im Wesentlichen keine Anderungen wihrend des
Untersuchungszeitraumes zu verzeichnen. FEinzige Auffilligkeiten waren eine
Hochregulation im IFN-y-Modell 12 h p.i. und eine Herunterregulierung in allen drei
Persistenzmodellen 24 h p.i. Ahnlich verhielt es sich fiir das pknD. Auch hier traten im

Wesentlichen keine Expressionsdnderungen auf. Fiir das Phosphatase-codierende PP2C
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zeigte sich ebenfalls kein einheitliches Expressionsmuster. Wahrend im DAM-Modell ab
24 h p.i. eine Herunterregulierung festzustellen war, zeigten sich im Penicillin-G-Modell
keine Expressionsdnderungen. Im INF-y-Modell waren auBler der Herunterregulation 48 h

p.i. ebenfalls keine weiteren Expressionsdnderungen festzustellen.

3.2.1.7. Apoptose (cadd, cpaf)

Das erstmals im C.-trachomatis-Genom gefundene cadd (CT660) codiert fiir ein Protein,
welches in vitro und in vivo mit Todes-Doméinen der TNF-Rezeptor-Familie interagiert
und bei Transfektion in verschiedenen Séugerzelllinien Apoptose induziert (Stenner-
Liewen et al., 2002). Das cpaf codiert fiir eine chlamydiale Protease bzw. einen Protease-
like Activity Factor, welcher Wirtszelltranskriptionsfaktoren wie z. B. RFX5 degradieren
kann (Zhong et al., 2001). In einer neueren Studie wird zudem beschrieben, dass CPAF
ebenfalls BH3-only-Proteine spaltet und somit zur antiapoptotischen Aktivitit der
Chlamydie beitrdgt (Pirbhai et al., 2006). Diese beiden Proteine sind zum momentanen
Zeitpunkt die einzigen gefundenen chlamydialen Proteine, die eine Rolle in der
Apoptosemodulation der Wirtszelle zu spielen scheinen. Auffillig in der Expression des
cadd war eine konstante leichte Hochregulation im IFN-y-Modell 12-36 h p.i., wohingegen
in den anderen beiden Persistenzmodellen keine Expressionsinderungen festzustellen
waren. 48 h p.i. allerdings war das cadd dann in allen drei Persistenzmodellen leicht um
den Faktor 2,5 herunterreguliert.

Wihrend im DAM- und im Penicillin-G-Modell das cpaf wihrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes im Wesentlichen unverdndert exprimiert wurde, zeigte sich im

[FN-y-Modell ab 24 h p.i. eine leichte Herunterregulation.
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Abb. 17: Expression Apoptose-Protein-codierender Gene 12 h bis 48 h p.i. Dargestellt sind die
Expressionsanderungen der persistenten Infektionsmodelle im Vergleich zu akuten Infektion. Die
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gezeigten Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen
Infektionsversuchen mit jeweils Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR.

3.2.1.8 Diverses (euo, efp2, hctA, dcrA)

Diese Gruppe beinhaltet Gene, deren Proteinprodukte nicht eindeutig einer der anderen
funktionellen Gruppen zuzuordnen sind. Das euo codiert fiir ein Protein, welchem eine
Rolle als DNA-Bindeprotein (Zhang et al., 1998) oder aber einer Histon-spezifischen
Protease zugedacht wird (Kaul et al., 1997). Das durch das efp2-codierte Protein fungiert
als Elongationsfaktor, welcher in die Ausbildung von Peptidbriicken involviert zu sein
scheint. Das hctA codiert fiir ein Histone-like Protein, welches vermutlich eine Rolle bei
der Nukleosomenkondensation spielt. Fiir das dcrA, welches einen Eisen-abhéngigen

Repressor codiert, wird eine Rolle in der Transkriptionsregulation spezifischer Gene

angenommen
euo efp2
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Im Falle von euo zeigte sich ein Trend zur leichten Hochregulation, speziell im Penicillin-
G-Modell, 12-36 h p.i. Zum finalen Zeitpunkt 48 h p.i. war jedoch in allen drei
Persistenzmodellen eine Abnahme der Transkriptmenge zu verzeichnen. Ahnliches lieB
sich fir das efp2 feststellen. Zwischen 12 h und 36 h p.. zeigten sich keine

Expressionsidnderungen, jedoch war in allen drei Persistenzmodellen 48 h p.i. wieder eine
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Abnahme der Transkriptmenge um den Faktor 3-10 zu verzeichnen. Fiir das Histon-like
Protein-codierende hctA iiberwog im Zeitraum zwischen 24 h p.i. und 48 h p.i. eine
Abnahme der Transkriptmenge. Besonders im IFN-y-Modell zeigte sich 48 h p.i. eine
starke Herunterregulierung des hctA um den Faktor 100.

Fiir die Expression von dcrA war eine Herunterregulation im DAM- und IFN-y-Modell
zum Zeitpunkt 48 h p.i. auffillig, wohingegen zu fritheren Zeitpunkten, mit Ausnahme von

24 h p.i. im IFN-y-Modell, keine differentielle Regulation zu finden war.

3.2.2 Persistenz-charakteristische, herunterregulierte Gene der HEp2-

Infektionsmodelle sind auch in Fibroblasten herunterreguliert

Aus den differentiell regulierten Genen, die in allen drei Persistenzmodellen eine
Herunterregulation zeigten, wurden die sechs ausgewihlt, deren Herunterregulation
wiahrend der Etablierung und Aufrechterhaltung der Persistenz besonders charakteristisch
erschien, da sie ab 24 h p.i. konstant herunterreguliert waren: omcA, omcB, ftsW, ctcB,
ctcC. und yphC. Die Expression dieser Gene wurde unter Verwendung einer zweiten,
allerdings priméren Wirtszellinie (synoviale Fibroblasten) iiberpriift, um eine Aussage liber
die Wirtszell-spezifische Expression dieser Gene treffen zu konnen.

Wie schon bei den Persistenzmodellen unter Verwendung der HEp2-Zelllinie als
Wirtszelle festzustellen, waren die untersuchten Gene in allen drei Persistenzmodellen
herunterreguliert (Tabellen 13-16 im Anhhang). Auffillig dabei war, dass speziell im
DAM-Persistenzmodell die Herunterregulation v. a. fiir omcA, omcB, ctcB und ctcC
wesentlich drastischer ausfiel als unter Verwendung der HEp2-Zelllinie. Fiir das IFN-y-
Modell hingegen schienen die Expressionsunterschiede zwischen akuter und persistenter

Infektion hingegen weniger stark zu sein als in der HEp2-Wirtszelle.

3.3 Wechselwirkungen zwischen persistenten Chlamydien und ihren

Wirtszellen

3.3.1 Die IFN-y-Gabe fuhrt zu einer starken Zunahme der IDO-
Transkriptmenge

Da fiir das IFN-y-Persistenzmodell eine Wirkungsweise durch die Induktion des
Wirtszellenzyms IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase) schon gezeigt werden konnte (Pantoja
et al., 2000), in den anderen zwei Modellen jedoch die Wirkungswege des

Persistenzinduktors noch weitestgehend unbekannt sind, wurde die IDO-Expression in
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allen drei Persistenzmodellen iiberpriift, zumal fiir die durch IFN-y- induzierte Persistenz
eine Assoziation mit Eisenlimitierung gezeigt wurde (Igietseme et al., 1998) und somit ein
Zusammenhang zwischen Tryptophan- und Eisenlimitierung bestehen konnte.

Sowohl in der HEp2-Zelllinie als auch in Fibroblasten zeigten sich im DAM-und
Penicillin-G-Modell im Wesentlichen keine Expressionsinderungen im Vergleich zur
akuten Infektion, im IFN-y-Modell hingegen trat die erwartet starke Hochregulation der
IDO-Transkriptmenge auf (Abb. 19). Wihrend im IFN-y-Modell der HEp2-Zelllinie ein
zunehmender Abfall in der IDO-Expression zu verzeichnen war, erreicht die IDO-
Expression in den Fibroblasten jedoch erst 36 h p.i. (bzw. 48 h nach Gabe des IFN-y) ihren
Peak.

IDO Expression in HEp2 IDO Expression in Fibroblasten
210 2
E —e— DAMyvs. akut | 10000 E 6000+ : E::‘G\?s.a:;utt
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Abb. 19: IDO-Expressionsmuster der HEp2-Zelllinie und der Fibroblasten 12h-48h p.i. in den
drei verschiedenen Persistenzmodellen verglichen mit der akuten Infektion. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Infektionsexperimenten mit
jeweils Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR.

3.3.2 Sowohl die persistente als auch die akute Cp.-psittaci DC15-Infektion

induziert keine Wirtszellapoptose

Da durch eine Studie beziiglich chlamydialer Persistenz und Modulation der
Wirtszellapoptose die Vermutung nahe gelegt wurde, dass persistente Chlamydien keine
Apotose auslosen, aber die durch Staurosporin bzw. Etoposid induzierte Apoptose hemmen
konnen (Dean and Powers, 2001), wurde die Fidhigkeit der Apoptosemodulation
persistenter und akuter Cp. psittaci untersucht.

Die Ergebnisse von DNA-Fragmentierungs-Assays, Hoechst-Staining und TUNEL-Assay
zeigen dabei, dass sowohl in persistent als auch akut infizierten Wirtszellen keine

Apoptose induziert wird.
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3.3.2.1 Fragmentierungsmuster der Wirtszell-DNA

Ein Charakteristikum apoptotischer Zellen ist die Spaltung der genomischen DNA durch
die Endonuklease CAD (Caspase-Activated DNase) (Enari et al., 1998). Die CAD spaltet
genomische DNA an internukleosomalen Linkerregionen und produziert so 180-185 bp-
groBe DNA-Fragmente (bzw. Mehrfache davon), was sich auf Agarose-Gelen als ein
typisches Leiter-Muster darstellt.

Um zunichst zu {iberpriifen, ob die Persistenzinduktoren alleine einen Einfluss auf die
Wirtszellapoptose haben, was die Effekte der Chlamydieninfektion beinflussen konnte,
wurde der DNA-Laddering-Assay zunidchst nur mit behandelten, aber nicht-infizierten
Zellen durchgefiihrt. Fiir DAM und Penicillin G lie sich dabei kein Effekt hinsichtlich
einer Apoptosestimulation der Wirtszelle feststellen (Abb. 20). Nach 72-stiindiger
Einwirkzeit des IFN-y (also dem Einwirkungs-Zeitraum, dem der 48 h p.i. Zeitpunkt im
IFN-y-Infektionsmodell entspricht), zeigte sich jedoch ein leichtes DNA-Laddering und
somit eine Stimulation der Wirtszellapoptose durch das I[FN-y (Abb. 20)

Abb. 20: DNA-Fragmentationsassay nach Behandlung mit Persistenzinduktoren. Dargestellt
sind exemplarische Gelelektrophoresebilder der extrahierten DNA aus DAM (D)-, Penicillin G (P)-
und IFN-y (I)-behandelten HEp2-Zellen (A) und Fibroblasten (B). M = Marker (100 Bp-DNA-Leiter),
+ = Staurosporin-behandelte Kontrolle, - = unbehandelte Kontrolle

Nach diesen vorausgehenden Experimenten wurde der Einfluss der Chlamydien auf die
Wirtszelle untersucht. Sowohl in der HEp2-Zelllinie als auch in den Fibroblasten zeigte
sich weder fiir die akute Infektion noch fiir die persistenten Infektionen 48 h p.i., also
gegen Ende des produktiven Entwicklungszyklus, ein solches Leitermuster (Abb. 21), was
zeigt, dass die akute und persistente Cp.-psittaci-Infektion keine Wirtszellapoptose auslost.
Auch im IFN-y-Modell zeigte sich kein Leiter-Muster, obwohl fiir das IFN-y alleine eine

leichte Apoptosestimulation festgestellt wurde.
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Abb. 21: DNA-Fragmentationsassay Infektionen. Dargestellt sind exemplarische
Gelelektrophoresebilder der extrahierten DNA aus akut und persistent infizierten HEp2-Zellen (A)
und Fibroblasten (B). M = Marker (100 Bp-DNA-Leiter), + = Staurosporin-behandelte Kontrolle, - =
unbehandelte, uninfizierte Zellen, a = akut infizierte Zellen, D = DAM-Modell, P = Penicillin-G-
Modell, | = IFN-y-Modell

3.3.2.2 Die Kernmorphologie der Cp.-psittaci-infizierten Wirtszellen
Durch das Anfirben mit einem DNA-bindenden Farbstoff wie DAPI oder Hoechst 33258

bzw. 33342 und anschlieBender Fluoreszenzmikroskopie lasst sich direkt die Morphologie
von Zellkernen begutachten, so dass fragmentierte bzw. kondensierte Zellkerne von
intakten Zellkernen abgrenzt werden konnen. Die Zellkerne der Cp.-psittaci-infizierten und
Persistenz-induzierten Wirtszellen wurden 48 h p.i. mit Hoechst 33258 gefiarbt und die
Chlamydien mittels FITC-konjugiertem, anti-LPS-Antikorper gegengeférbt.
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Abb. 22: Prozentzahl apoptotischer Kerne in akut bzw. persistent infizierten Wirtszellen. Als
Negativkontrolle dienten unbehandelte, uninfizierte Zellen der jeweiligen Zelllinie, fir die
Positivkontrolle wurden die Zellen mit 1 yM Staurosporin fur 4 h behandelt. Es wurden jeweils nur
Zellkerne solcher Zellen ausgezahlt, die auch infiziert waren. uninf. = uninfiziert, STS =
Staurosporin
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Die Prozentzahl an apoptotischen Zellkernen bewegte sich je nach Infektionsmodell
zwischen 2-5 % in der HEp2-Zelllinie (Abb. 22, linke Abbildung) und zwischen 2-9 % in
den Fibroblasten (Abb. 22, rechte Abbildung), was ca. der Apoptoserate uninfizierter,
unbehandelter Kontrollzellen entsprach. Exemplarische Beispiele

fluoreszenmikroskopischer Aufnahmen der Hoechst-gefarbten Zellkerne sind in Abb. 23

gezeigt.

HEp2 Fibroblasten Abb. 23: Zellmorphologie
der akut und persistent
infizierten Wirtszellen.

unbehandelt Dargestellt sind
exemplarische Bilder Hoechst
33258 (blau)-gefarbter
Zellkerne sowie anti-LPS-
FITC (grin)-markierter
+STS Chlamydien. Als
Negativkontrolle dienten
uninfizierte, unbehandelte
» Zellen, als Positivkontrolle fiir
‘ 4 h mit 1 yM STS behandelte
+ Cp. psittaciDCt5 Zellen der jeweiligen Zelllinie.
400-fache Vergrofierung,
Skalierungsbalken =10 pm
+Cp. peittaci DC15
+DAM
+Cp. psittaci DC13
+PenG
+Cp. psittaci DC15
+IFN-y

3.3.2.3 Cp.-psittaci-infizierte Wirtszellen sind TUNEL-negativ

Durch die wihrend der Apoptose stattfindende Fragmentierung der DNA mittels der CAD
werden an den Bruchenden der DNA-Stringe Hydroxylgruppen frei. Die TUNEL-Methode
bedient sich des Enzyms Terminal-Deoxynucleotidyl-Transferase (TDT), welches die
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freien 3’-Hydroxylgruppen mit einem markierten Nukleotid wie z. B. FITC-dUTP
markieren kann. Auf diese Art und Weise konnen apoptotische Zellen dann mittels
Fluoreszenzmikroskopie = oder = Durchflusszytometrie =~ detektiert =~ werden.  Die
Durchflusszytometrie stellt dabei eine gute Methode dar, eine hohe Anzahl von Zellen in
geringer Zeit in Bezug auf verschiedene zelluldre Parameter zu charakterisieren.

Zunichst wurde wieder der Einfluss der Persistenzinduktoren auf die Wirtszellapoptose
tiberpriift. Wie in Abb. 24 gezeigt, haben sowohl die DAM- als auch die Penicillin-G-
Behandlung keinen Einfluss auf die Wirtszellapoptose in beiden untersuchten Zelllinien,
wohingegen das IFN-y in ca. 10 % der HEp2 und ca. 15 % der Fibroblasten Apoptose

auslost.
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Abb. 24: Prozentzahl TUNEL-positiver Zellen nach Behandlung mit Persistenzinduktoren.
Als Negativkontrolle dienten unbehandelte, uninfizierte Zellen der jeweiligen Zelllinie, fir die
Positivkontrolle wurden die Zellen mit 1 yM Staurosporin (STS) fur 4 h behandelt. Fir die
Fibroblasten konnte die Positivkontrolle nicht ausgewertet werden, da die Zellen bereits soweit
abgebaut waren, dass sie auf die TUNEL-Farbung nicht mehr ansprachen und im FACS sich nur
noch als Zelltrimmer darstellten. Dieser Effekt zeigte sich ebenfalls bei der Hoechst 33258-
Kernfarbung in Abb. 23, wo ebenfalls nur noch sehr wenige apoptotische Kerne zu finden waren.

Die Infektion der HEp2-Zelllinie mit Cp. psittaci DC15 fiihrte weder in den
Persistenzmodellen noch im akuten Infektionsmodell zu einer signifikanten Steigerung der
Wirtszellapoptose im  Vergleich zu  uninfizierten Zellen (Abb. 24). Die
Chlamydieninfektion war sogar in der Lage, den Effekt des IFN-y auf die
Wirtszellapoptose um ca. 9% zu mindern.

Fiir die Fibroblasten ergab sich ein dhnliches Bild (Abb. 24), jedoch war hier ein Effekt der
akuten Infektion auf die Wirtszellapoptose zu verzeichnen, da ca. 15 % der Zellen
TUNEL-positiv waren. Im IFN-y-Persistenzmodell war ebenfalls ein Anstieg der TUNEL-

postiven Zellen im Vergleich zu uninfizierten Zellen um ca. 20 % zu verzeichnen, was sich
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jedoch groBtenteils durch den Effekt des IFN-y selbst erkléart. Im Gegensatz zur HEp-2-
Zelllinie wurde der Effekt des IFN-y hier jedoch nicht durch die Infektion aufgehoben.

HEp2 HEp2 Fibro
£ 14 o o
= § uninfiziert - uninfiziert
N 12{ | == - Cp. psittaci DC15 2 EY
§ =1 + Cp. psittaci DC15 e 2
= 10 2 mc:\:
2 £ 52
Q 3 38 88
d T M2 < M2
Z 6 \ w
2 o , o
£ 4 10° 10! 102 103 10 10 10! 102 103 10?
g dUTP-FITC dUTP-FITC
s 2 i |-T-‘ g _uninfizierttSTS g+ Cp. psiltaci
o~
g o - 2 8
HEp2 DAM PenG IFN-gamma - -
28 28
ET -
38 33
Fibroblasten © M2 ° M2
E, 25 ? 1 =]
o L ) o
N I - Cp. psittaci DC15
% 20] | == +cp. psittacipcas 107 10! 03 10t 100 10! 102 10 10t
2 dUTP-FITC JUTP-EITC
é 15 8 + Cp. psittaci g+ Cp. psittaci+DAM
g -
E 101 » & oS
E g+ B¥
§ 38 3e
g 5 . M2 o M2
@ =T 1 -+
N
Fibro DAM  PenG IFN-gamma 100 10" 10?2 103 10t 10% 10" 102 10® 104
dUTP-FITC dUTP-FITC
g Cp. psittaci+DAM
g .
8
28
g9
38
e M2
o |
100 10! 10?10 1!
dUTP-FITC

Abb. 25: Prozentzahl TUNEL-positiver Zellen nach Behandlung mit Persistenzinduktoren
und Infektion mit Cp. psittaci DC15. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte, uninfizierte
Zellen der jeweiligen Zellinie. Die Ergebnisse der Behandlung mit den Persistenzinduktoren aus
Abb. 24 (schwarze Balken) sind zur besseren Vergleichbarkeit zusammen mit den Daten der
Chlamydieninfektionen (graue Balken) noch einmal dargestellt. Im rechten Teil der Abbildung sind
exemplarische FACS-Plots zur Analyse apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellpopulationen
dargestellt. Das DAM-Modell ist dabei representativ flir die drei Persistenzmodelle gezeigt. M1 =
nichtapoptotische, TUNEL-negative Population, M2 = apoptotische, TUNEL-positive Population.
Fir die STS-Kontrolle der Fibroblasten konnte keine entsprechende Populationsanalyse gemacht
werden, da ein Grofiteil der Zellen sowie ihre DNA bereits in fortgeschrittenem Male abgebaut

war.
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3.3.3. Persistent und akut infizierte Wirtszellen sind resistent gegeniiber

Staurosporin-induzierter Apoptose

Um zu testen, ob die persistente und auch akute Cp.-psittaci-Infektion in der Lage ist, die
induzierte Apoptose der Wirtszelle zu hemmen, wurden die infizierten HEp2-Zellen und
Fibroblasten fiir 4 h mit 1 pM des Proteinkinase-Inhibitors Staurosporin (STS) behandelt
und anschlieBend ein DNA-Fragmentations-Assay bzw. Hoechst 33258-Kernfarbung
durchgefiihrt. Wie aus Abb. 27 ersichtlich, zeigte sich fiir die Chlamydien-infizierten, STS-
behandelten Wirtszellen kein typisches DNA-Fragmentierungsmuster, jedoch war fiir die
HEp2-Zelllinie ein leichter Schmier speziell im Penicillin-G-Persistenzmodell

festzustellen.

Abb. 26: DNA-Fragmentationsassay nach Apoptoseinduktion. Dargestellt sind exemplarische
Gelelektrophoresebilder der extrahierten DNA aus akut- und persistent-infizierten, mit Staurosporin
behandelten HEp2-Zellen (A) und Fibroblasten (B). M = Marker (100 Bp-DNA-Leiter), + =
Staurosporin (STS)-behandelte Kontrolle, - = uninfizierte, unbehandelte Kontrolle, a = akutes
Infektionsmodell, D = DAM-Modell, P = Penicillin-G-Modell, | = IFN-y-Modell

Die Prozentzahl apoptotischer Kerne lag fiir die HEp2-Zelllinie mit 20-25% je nach
Infektionsmodell und fiir die Fibroblasten mit 15-18 % je nach Infektionsmodell zwar iiber
der Apoptoserate uninfizierter und nicht-Apoptosestimulierter Zellen, war jedoch

signifikant geringer als die Apoptoserate STS-behandelter Kontrollzellen (Abb. 27).
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HEp2 mit Apoptosestimulation durch STS Fibroblasten mit Apoptosestimulation durch STS
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Abb. 27: Prozentzahl apoptotischer Zellen in akut bzw. persistent infizierten, Staurosporin-
behandelten Wirtszellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei
unabhangigen Experimenten. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte, uninfizierte Zellen der
jeweiligen Zelllinie, fir die Positivkontrolle wurden die Zellen mit 1 uM Staurosporin flr 4 h
behandelt. Es wurden jeweils nur Zellkerne solcher Zellen ausgezahlt, die auch infiziert waren.
uninf. = uninfiziert, STS = Staurosporin

3.3.4 Die Cp.-psittaci-Infektion reduziert die Proliferationsfahigkeit der
Wirtszelle

Nachdem ausgeschlossen wurde, dass akute und persistente Cp.-psittaci-Infektionen die
Apoptose der Wirtszelle induzieren und somit zum Zelltod fiihren, sollte anschlieBend
iiberpriift werden, ob die Infektion die Proliferationsfahigkeit der Wirtszelle beeinflusst
bzw. ob durch die akuten und/oder persistenten Chlamydien nicht-apoptotischer Zelltod
ausgelost wird. Dazu wurde ein MTT-Test durchgefiihrt. Lebende Zellen nehmen das
gelbe Tetrazoliumsalz MTT auf und setzen es mit Hilfe mitochondrialer Reduktasen zu
einem stark blauen, wasserunldslichen Formazanfarbstoff um, dessen Absorption
photometrisch bei 570-590 nm gemessen werden kann. Die Intensitdt der Blaufirbung
korreliert mit der metabolischen Aktivitdt der Zellen und die Absorption soll dabei direkt
proportional zur Anzahl lebender Zellen sein (Mosman, 1983).
Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob die Gabe der Persistenzinduktoren alleine
schon einen Einfluss auf die Proliferationsfahigkeit der Zellen hat, wurde der MTT-Test
zundchst nur mit entsprechend behandelten, uninfizierten Zellen durchgefiihrt.
Wie in Abbildung 29 dargestellt, zeigte sich im Falle der DAM- und IFN-y-Behandlung
ein Riickgang der Anzahl proliferierender Zellen auf 82,4% bzw. 94,5% fiir die HEp2-
Zelllinie. Fiir die primdre Zelllinie, die synovialen Fibroblasten, war der Effekt von DAM
und IFN-y auf die Zellproliferation drastischer und die Anzahl proliferierender Zellen
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betrug nur noch 63% bzw. 56, 8% verglichen mit unbehandelten Zellen (Abb. 28 ). Im Fall
der Penicillin-G-Behandlung zeigte sich kein Riickgang in der Anzahl proliferierender

Zellen. Hier war sogar eine leichte Zunahme der Proliferationsrate bzw. Zellvitalitit

festzustellen.
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Abb. 28: Prozentzahl proliferierender Zellen nach Behandlung mit den Persistenzinduktoren.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Experimenten.
Die Proliferation unbehandelter Zellen wurde als 100 % angesetzt und die Werte der behandelten
Zellen darauf bezogen.

Die Chlamydieninfektion, sowohl akut als auch in den drei Persistenzmodellen, fiihrte
zusitzlich zu einem Riickgang in der Anzahl proliferierender Zellen (Abb. 29), was sich in
der HEp2-Zelllinie am stirksten im DAM-Persistenzmodell mit nur noch 43 %
proliferierender Zellen und in den Fibroblasten im IFN-y-Persistenzmodell mit 38 %

proliferierender Zellen bemerkbar macht.
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Abb. 29: Prozentzahl proliferierender Zellen nach Behandlung mit den Persistenzinduktoren
und Infektion mit Cp. psittaci DC15. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus zwei unabhangigen Experimenten Die Proliferation unbehandelter Zellen wurde als 100 %
angesetzt und die Werte der behandelten, infizierten Zellen darauf bezogen. Zum besseren
Vergleich sind die Werte der behandelten, uninfizierten Zellen noch einmal dargestellt (schwarzer
Balken).
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Die akute sowie persistente Cp.-psittaci-Infektion fiihrt somit also zu einem Riickgang der

Zellproliferation.

3.3.5 Cp.-psittaci DC15 stimuliert die Expression des Inhibitor of Apoptosis 2
(clAP2) in der Wirtszelle

Das humane Genom codiert fiir eine Reihe von Proteinen mit antiapoptotischer Funktion
wie z. B. den antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie (BCL-X, BCL-w, BCL-2
u. a.) oder aber den Mitgliedern der IAP (Inhibitor of Apoptosis)-Familie (XIAP, cIAP1,
clAP2, ILP2, MLIAP, NAIP, Survivin und BRUCE). Mitglieder der IAP-Familie konnen
Caspase-3, -7 und/oder -9 binden und somit Apoptose inhibieren. BCL-2 und BCL-Xg
binden den C-terminalen Part von Apaf-1 und verhindern somit die Interaktion mit
Caspase-9.

Aufgrund der Ergebnisse aus 3.3.2, dass in akut und persistent infizierten HEp2 und
Fibroblasten keine Apoptose induziert wird, wurde die Expression der Gene, die fiir einige
der oben genannten Proteine codieren, im Vergleich zu uninfizierten Zellen untersucht.
Gemeinsam fiir die chlamydiale Infektion, unabhéngig davon, ob produktiv oder persistent,
war eine Zunahme der Transkriptmenge von ciapl, ciap2 und bcl-2 in den beiden
verwendeten Wirtszelllinien. In den Fibroblasten war zudem noch eine erhéhte Expression

von mcl-1 und survivin zu verzeichnen.
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Abb. 30.: Expression verschiedener, fiir Apoptose-Inhibitoren-codierender Gene zum
Zeitpunkt 48 h p.i. Dargestellt sind die Expressionsédnderungen in akut bzw. persistent infizierten
Zellen im Vergleich zu uninfizierten Zellen. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte und
Standardabweichungenen aus zwei unabhdngigen Infektionsversuchen mit jeweils
Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR. Die dazugehdrigen Wertetabellen sind im Anhang zu finden
(Tabellen 17-20)
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Wihrend ciapl, bcl-2, mcl-1 und survivin nur eine leichte bis moderate Hochregulation
aufwiesen, war ciap2 hingegen in der HEp2-Wirtszelle je nach Infektionsmodell um das 7-
30-fache und in den Fibroblasten um das 8-25-fache hochreguliert. Die stirkste Zunahme
in der ciap2-Transkriptmenge war dabei fiir das DAM-Modell zu verzeichnen (Abb. 30).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Expression von ciap2 anschlieBend genauer iiber
eine Zeitspanne von 24 h bis 96 h p.i. untersucht (Abb. 31). Dabei zeigten sich in der
HEp2-Zelllinie und in den Fibroblasten gegensétzliche Trends. Wihrend in der HEp2-
Zelllinie das ciap2 unabhéngig vom Infektionsmodell zu den zwei fritheren Zeitpunkten 24
h p.i. und 48 h p.i. um den Faktor 10-25 im Vergleich zu uninfizierten Zellen hochreguliert
wurde und dann 72 h und 96 h p.i. bis auf das etwa 5-fache der uninfizierten Zellen
zuriickging, verhielt es sich in den Fibroblasten gegensitzlich. 24 h und 48 h nach
Infektion wurde ciap2 konstant um das 15-20 fache hochreguliert, zu den zwei spéteren
Zeitpunkten, die iiber das Ende des Infektionszyklus der akuten Infektion hinausgehen,
stieg die Expression von ciap2 um das 60-120-fache im Vergleich zu uninfizierten Zellen.
Auffillig dabei war, dass die stirkste Zunahme der ciap2-Expression im akuten

Infektionsmodell zu verzeichnen war.
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Abb. 31: Expression von ciap2 24 h-96 h p.i. Dargestellt sind die Expressionsanderungen in akut
bzw. persistent infizierten Zellen im Vergleich zu uninfizierten Zellen. Die gezeigten Werte sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Infektionsversuchen mit jeweils
Dreifachbestimmung in der RTQ-PCR. Die dazugehdrigen Wertetabellen sind im Anhang zu finden
(Tabellen 21-24).

Da eine erhohte Transkriptmenge aufgrund posttranskriptionaler und posttranslationaler
Modulationen nicht automatisch mit einer erhohten Proteinmenge einhergeht, wurde

mittels Western Blotting die Proteinmenge von cIAP2 in akuter und persistenter Infektion
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im Vergleich zu uninfizierten Zellen iiberpriift. Abb. 32 zeigt die cIAP2-Western Blots fiir
HEp2-Zellen und Fibroblasten 24 h und 48 h p.i. Sowohl in der HEp2-Zelllinie als auch in

den Fibroblasten war die Menge an clAP2-Protein im Vergleich zu uninfizierten Zellen

erhoht, was sich mit den Ergebnissen der Transkriptionsuntersuchungen deckt.

A 24h 48 h
a D P I a D P | unb
CIAP2 | iy o s 0 20 e gue 7 | €~ 70 kDa
GUSB | v e o | < 80 kDa
B 24h 48h
unb. a D P | a D P 1
clAP2 < 70 kDa

GUSB | s s sy s s o | - 80 kDa

Abb. 32: Western Blots  der
behandelten, infizierten Zellen gegen
clAP2. Dargestellt sind representative
Blots aus drei unabhangigen
Infektionsexperimenten zu den
Zeitpunkten 24 h und 48 h p.i.. (A) clAP-2-
Detektion in HEp2-Zellen (B) clAP-2-
Detektion in Fibroblasten. Als
Ladekontrolle sind jeweils die
entsprechenden Blots gegen das GUSB
gezeigt. unb. = unbehandelt, D = DAM, P
= Penicillin G, | = IFN-y

Um auszuschlieen, dass die in den Chlamydien-infizierten Zellen festgestellte, erhohte

Transkript- und Proteinmenge von clAP2 durch die Persistenzinduktoren anstelle der

Chlamydieninfektion hervorgerufen wurde, erfolgte die Bestimmung der Transkript- bzw.

Proteinmenge von cIAP2 in behandelten, uninfizierten Zellen im Vergleich zu

uninfizierten Kontrollzellen mittels RTQ-PCR und Western-Blotting.

E DAM vs. unbehandelt
[ PenG vs. unbehandelt
I |FN-y vs. unbehandelt

x-fache Expressionsanderung
[y

HEp2

Fibroblasten

Abb. 33: Expression von ciap2 nach
Zugabe von Persistenzinduktoren.
HEp2 und Fibroblasten wurden fiir 48 h
(bzw. fur 72 h im Fall des IFN-y) mit 150
uM DAM, 200 U/ml PenG bzw. 20 ng/ml
IFN y behandelt und die Expression von
ciap2 im Vergleich zu unbehandelten
Zellen Die dazugehdrigen
Wertetabellen sind im Anhang zu finden
(Tabellen 25-26).

bestimmt.

Die in Abb. 33 und 34 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass weder die clIAP2-

Transkriptmenge noch die Menge an Protein durch die Gabe an Persistenzinduktoren
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signifikant beeinflusst wird und somit die Persistenzinduktoren selbst keinen Einfluss auf

die ciap2/cIAP2-Expression haben.

A Abb. 34: Western Blots der

unbeh. DAM PenG IFN-y behandelten, uninfizierten Zellen
- gegen clAP2. Dargestellt sind
representative  Blots aus  drei
unabhangigen Experimenten zum
Zeitpunkt 48 h p.i. (A) CclAP-2-
Detektion in HEp2-Zellen (B) clAP-2-
Detektion in  Fibroblasten  Als
Ladekontrolle  sind  jeweils die
entsprechenden Blots gegen das
GUSB gezeigt
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der persistente Zustand von Cp. psittaci auf
molekularer Ebene hinsichtlich zweier Aspekte genauer charakterisiert. Zum einen sollten
chlamydiale Genexpressiondnderungen untersucht werden, welche zur Entstehung und
Aufrechterhaltung des Persistenzstadiums beitragen, wiahrend im zweiten Teil der Arbeit
die Auswirkung der persistenten Chlamydieninfektion auf das apoptotische Verhalten der
Wirtszelle thematisiert wurde. Da im zweiten Teil der Arbeit neben den drei
Persistenzmodellen auch die akut infizierte Wirtszellen im Vergleich zu uninfizierten
Zellen untersucht wurde, liel sich zudem zusétzlich das Apoptoseverhalten wéhrend der
akuten Infektion der Zelle genauer charakterisieren.

Die in dieser Arbeit fiir die Spezies Cp. psittaci erstmalig erhaltenen Daten erlauben einen
Vergleich mit den Persistenzcharakteristika der beiden intensiver untersuchten Spezies C.
trachomatis und Cp. pneumoniae und koénnen somit zur Herausarbeitung genereller

Persistenzmerkmale der Chlamydiaceae beitragen.

4.1 Die Cp.-psittaci-Persistenz

Beziiglich chlamydialer Persistenzcharakteristika und Genexpressionsdnderungen im
Persistenzzustand existieren bereits eine Reihe von Arbeiten, die im Wesentlichen aber nur
die zwei Spezies C. trachomatis und Cp. pneumoniae behandeln (Mathews et al., 2001;
Byrne et al., 2001; Hogan et al., 2003; Belland et al., 2003b; Polkinghorne et al., 2006).

Nach der Klassifizierung der Spezies Cp. pneumoniae im Jahr 1989 wurden vorwiegend
nur noch C. trachomatis und Cp. pneumoniae bearbeitet, obwohl Cp. psittaci ein
wesentlich breiteres Wirtsspektrum aufweist und ebenfalls ein humanpathogener Erreger
ist, dessen Erkrankungsfille aber vermutlich statistisch unterreprasentiert sind. Die in-
vitro-Arbeiten, die zur Etablierung des Terms ,Persistenz® fiihrten, wurden jedoch

urspriinglich mit Cp. psittaci durchgefiihrt (Moulder et al., 1980).

4.1.1. Etablierung der Persistenzmodelle und Kulturbedingungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Persistenzmodelle etabliert. DAM-
und IFN-y erzeugen Persistenz, indem sie den Néhrstoffpool der Wirtszelle und somit die
Verfiigbarkeit der Nahrstoffe fiir die Chlamydien verringern. Das Penicillin G hingegen
wirkt direkt auf die Chlamydien.
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Ein Grof3teil der bisher publizierten Arbeiten und Daten zur chlamydialen Persistenz
beschrdankt sich auf das IFN-y-Modell, was keine Aussage darliber zuldsst, ob die
beobachteten Effekte IFN-y-spezifisch sind oder charakteristisch fiir die chlamydiale
Persistenz im Allgemeinen. Aufgrund dessen wurden in der vorliegenden Arbeit drei
verschiedene Persistenzmodelle angewendet, um genauer herausstellen zu konnen, welche
Verianderungen spezifisch fiir die chlamydiale Persistenz im Allgemeinen sind und davon
die variablen, Persistenzinduktor- basierenden Verdnderungen abgrenzen zu kénnen.

Bei den drei verwendeten Persistenz-Modellen handelt es sich zwar nur um in-vitro-
Modelle, jedoch hat jeder der drei verwendeten Persistenzinduktoren einen in-vivo-Bezug.
Das DAM-Modell basiert auf dem Entzug von Eisen. Eisen ist ein essentieller Bestandteil
fiir das Wachstum und die Vermehrung fast aller Mikroorganismen. Als generelle
Verteidigungsstrategie gegen pathogene Erreger haben hohere Eukaryoten daher effektive
Wege gefunden, die frei zugingliche Eisenmenge in allen Geweben gering zu halten.
Zelluldre und extrazelluldre Eisen-Binde-Proteine wie z. B. Transferrine und Lactoferrine
fangen das fiir Pathogene verfiigbare Eisen weg, was somit zu einer Hemmung des
bakteriellen Wachstums fiihrt. So konnte bereits 1989 gezeigt werden, dass DAM die
Replikation von Legionella pneumophila in Monocyten inhibiert (Byrd und Horwitz,
1989). Die genaue Wirkungsweise von Eisen-Chelatoren wie dem DAM bei der
Entstehung der chlamydialen Persistenz ist noch nicht geklért, jedoch wird diskutiert, ob
sich die Wirkung der Eisenchelatoren auf Proteine richtet, welche Eisen als Cofaktoren
benodtigen. So wurden z. B. 2001 in einer Studie von Raulston 19 chlamydiale Proteine
gefunden, welche durch einen Entzug von Eisen mittels Desferal-Behandlung reprimiert
wurden. Diese Proteine wurden jedoch nicht ndher charakterisiert.

Fir Malaria-Infektionen wurde in in-vivo- und in-vitro-Modellen gezeigt, dass die
Infektion durch Eisenchelatoren wie z. B. DFX (Deferoxamin) inhibiert werden kann, und
dass dieser Effekt wahrscheinlich durch die Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase der
Plasmodien zustande kommt (Lytton et al., 1994). In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass der Entzug von Eisen mit einem proportionalen Verlust der Aktivitdt der
Herpes Simplex-Virus 2- oder E.-coli-Ribonukleotid-Reduktase einhergeht (Atta et al.,
1993). Ribonukleotid-Reduktasen katalysieren die Umwandlung von Ribonukleotid-
Diphosphaten in Desoxyribonukleotid-Triphosphate und liefern somit die Bausteine fiir die
Synthese der DNA.

Die Sequenzierung der ersten chlamydialen Genome ergab, dass Chlamydien iiber eine

Ribonukleotid-Reduktase der Klasse Ia verfiigen, welche aus zwei Homodimeren, zum
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einen aus dem R1-Protein (al) und zum anderen aus dem R2-Protein (B2) bestehend,
aufgebaut ist (Roshick et al., 2000). Das f2-Homodimer verfiigt dabei {iber ein dinukleares
Eisenzentrum (Jordan and Reichard, 1998). Ein Eisenmangel konnte somit auch die
Aktivitdt der chlamydialen Ribonukleotid-Reduktase verringern und dadurch den fiir die
Chlamydien verfiigbaren dNTP-Pool, was bei suboptimalen Konzentrationen des

Eisenchelators zur Persistenz der Chlamydien anstelle ihrer Eliminierung fiihren konnte.

Das Penicillin-G-Modell reflektiert die in vivo durch unzureichende Antibiotika-
Konzentrationen ausgeldste, chlamydiale Persistenz. Zwar stellt das Penicillin G kein
Mittel der Wahl dar, um Chlamydieninfektionen zu therapieren, jedoch konnte in einer
Studie gezeigt werden, dass suboptimale Konzentrationen jener Antibiotika, die zur
Chlamydientherapie eingesetzt werden wie z. B. Ciprofloxacin, Erythromycin, Doxycyclin
oder Rifampin, ebenso persistente Formen hervorrufen (Gieffers et al., 2004). Somit hat
die Antibiotika-induzierte Persistenz in Zellkulturmodellen eine in-vivo-Relevanz. Warum
das Penicillin jedoch einen Einfluss auf die Vermehrung der chlamydialen RBs besitzt ist
nicht bekannt, da in Chlamydien bisher kein Peptidoglykan nachgewiesen werden konnte,
dessen Synthese durch Penicillin gechemmt wird. Jedoch codiert das chlamydiale Genom
fiir Penicillin-Binde-Proteine, welche das eigentliche Angriffsziel des Penicillins
darstellen. Ob diese chlamydialen Penicillin-Binde-Proteine aber tatsdchlich die
Transpeptidierungsreaktion wiahrend der Peptidoglykan-Synthese oder vielleicht eine
andere Reaktion katalysieren (Moulder et al., 1993), ist weiterhin unbekannt. Die
morphologischen Anderungen, die eine Penicillin-Behandlung bei Chlamydien ausldst,
sind jedoch vergleichbar mit denen, die in Bakterien mit Peptidoglykan-Zellwand
gefunden werden. In Neisseria meningitidis z. B. fiihrt die Gabe vergleichbarer Penicillin-
G-Konzentrationen ebenfalls zur Ausbildung vergroBerter Zellen mit abnormer

Morphologie und inkompletter Septierung (Neirinck et al., 1981).

Im Vergleich zum Penicillin G ist die Wirkungsweise des IFN-y in der Erzeugung der
chlamydialen Persistenz relativ gut charakterisiert. In-vivo-Studien zum Einfluss des IFN-y
wéhrend der Chlamydieninfektion beziehen sich dabei vorwiegend auf Mausmodelle. In
IFN-y-Knock-Out-Mausen (bzw. IFN-y-Rezeptor-Knock-Out-Méusen) beispielsweise,
welche mit C. muridarum oder C. trachomatis D infiziert wurden, ist das Immunsystem
nicht in der Lage, die Chlamydieninfektion zu lokalisieren und zu beseitigen (Wang et al.,

1999, Ito und Lyons, 1999). In weiteren Studien wurde gezeigt, dass in C.-muridarum-
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infizierten Méusen, welche mit einem anti-IFN-y-Antikoper behandelt wurden, die
Beseitigung der Infektion ldnger dauerte als in den Kontrolltieren (Rank et al., 1992). Auch
durch die Gabe von rekombinantem, murinem IFN-y konnte die Anzahl der Chlamydien in
Lunge, Leber und Milz infizierter Méausen herabgesetzt werden (Zhong et al., 1988).
Innerhalb der Familie Chlamydiaceae bestehen jedoch Unterschiede in der
Empfindlichkeit gegeniiber der IFN-y-Behandlung (Morrison, 2000), die auf dem
Vorhandensein/Nichtvorhandensein von Tryptophan-Biosynthese-Genen beruht. Die
Tryptophan (trp)-Biosynthese-Gene sind in einer Region des Chlamydiengenoms codiert,
die ,,Plasticity Zone* (PZ) genannt wird (Read et al., 2000). Der Aufbau dieser ,,Plasticity
Zone*“ ist dabei zwischen den Spezies und z. T. auch Serovaren verschieden. C.
muridarum, Cp. pneumoniae und Cp. abortus verfiigen iiber keine trp-Synthese-Gene. Die
Sequenzierung des Cp.-psittaci-Genoms (G. Myers, TIGR, 2004-2006) zeigte ebenfalls,
dass Cp. psittaci iiber keine trp-Synthese-Gene verfiigt. C. trachomatis hingegen besitzt
drei trp-Synthese-Gene in der ,Plasticity Zone®, trpA, trpB und trpR, die fir die
Tryptophansynthase-Untereinheiten o und B sowie einen Repressor codieren. Zwischen
okularen und genitalen C. trachomatis-Serovaren existieren jedoch Unterschiede beziiglich
der Resistenz gegeniiber IFN-y, dessen Ursache Deletionsmutationen im trpA okularer
Stimme sind (Fehlner-Gardiner et al., 2002). Ein beinahe vollstdndiges Set an trp-
Synthese-Genen findet man dagegen bei Cp. caviae. Das Cp. caviae-Genom codiert fiir
alle Gene, die zur trp-Synthese bendtigt werden bis auf die Anthranilat-Synthase (trpE/G),
welche die erste Reaktion wihrend der trp-Synthese katalysiert. Dadurch ist Cp. caviae
weitestgehend resistent gegeniiber der IFN-y-Behandlung (Morrison 2000, Wood et al.,
2004)

Fiir die Etablierung des in dieser Arbeit verwendeten in-vitro-IFN-y Persistenzmodells im
Falle des Cp. psittaci Stamms DC15 war eine Vorinkubation der Wirtszellen mit der
entsprechenden IFN-y-Konzentration 24 h vor der Infektion notwendig, wie es auch schon
fiir den Cp.-psittaci-Referenz-Stamm 6BC beschrieben ist (Byrne et al., 1986). IFN-y
aktiviert die Expression der IDO in der Wirtszelle, welche den Abbau des Tryptophans
vermittelt und somit zum Tryptophanmangel, der Voraussetzung fiir die
Persistenzentstehung, beitragt. Da der Lebenszyklus von Cp. psittaci DC15 mit 48 h relativ
schnell ablduft, erwies es sich also als notwendig, dass bereits bei Infektion geringere
Tryptophanmengen in der Wirtszelle vorlagen. Fiir Spezies mit einem lidngeren
Lebenszyklus wie z. B. Cp. pneumoniae hingegen bzw. Spezies, welche sensitiver auf

IFN-y reagieren, ist eine solche Vorinkubation der Wirtszelle mit IFN-y nicht notwendig.
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Fir die Studien zur chlamydialen Persistenz wurden zwei verschiedene Zelllinien
ausgewdhlt, zum einen die HEp2-Zelllinie und zum anderen synoviale Fibroblasten. Ein
Grofiteil der existierenden Studien, welche die chlamydiale Genexpression im
Persistenzstadium betreffen, wurde in der HEp2-Zelllinie durchgefiihrt, die sehr gut mit
Chlamydien infizierbar ist. Die Verwendung der HEp2-Zelllinie ermdglicht somit die
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen anderer Arbeiten. Die HEp2-Zelllinie sollte
urspriinglich einem epidermoiden Larynx-Karzinom entstammen, doch anschlieBende
Tests, basierend auf Isoenzym-Analyse, Marker-Chromosom-Analyse und DNA-
Fingerprints zeigten, dass sich die jetzige HEp2-Zelllinie aus einer Kontamination mit
HeLa-Zellen etablierte und somit auch Papovavirus (Papillomavirus)-Sequenzen im
Genom integriert hat. Der karzinogene Ursprung dieser Zelllinie macht sie jedoch weniger
geeignet fir die Studien beziiglich des Einflusses der persistenten Cp.-psittaci-Infektion
auf die Wirtszellapoptose. Durch die im Genom integrierten Papillomavirus-Sequenzen
kann das apoptotische Verhalten der Wirtszelle verdndert sein, da Papillomaviren fiir
Proteine mit antiapoptotischer Funktion wie z. B. E6 oder E7 codieren (Thomas et al.,
1996; Kamradt et al., 2000, Yuan et al., 2005). Aufgrund dessen wurden v. a. flir den
zweiten Teil der Arbeit die Persistenzmodelle auch fiir eine primére Zelllinie, die
synovialen Fibroblasten, etabliert, deren Apoptoseverhalten die in-vivo-Situation eher
reprisentieren diirfte. Desweiteren ermoglicht die Verwendung einer zweiten Zelllinie eine
Aussage dariiber, ob die erhaltenen Ergebnisse wirtszellspezifischer oder

persistenzspezifischer Natur sind.

Der in dieser Arbeit untersuchte Zeitraum betrug im Wesentlichen bis 48 h p.i., fiir einige
Experimente auch bis 96 h p.i., obwohl die Persistenz als ,,Langzeitbeziechung® zwischen
Chlamydien und Wirtszellen definiert ist (Beatty et al., 1993b). Allerdings war 96 h p.i.
schon mikroskopisch ein zunehmender Zelltod (auch in uninfizierten Zellen) zu
verzeichnen. Um dies zu umgehen, hitten die infizierten Zellen gesplittet und in neue
KulturgefaBe umgesetzt werden miissen, dadurch hitte sich die persistente, nicht-
produktive Infektion aber zunehmend ausgediinnt und der Einfluss der persistenten
Chlamydien wire nicht mehr zum Tragen gekommen.

Wihend der Etablierung der Persistenzmodelle wurde der FKS-Gehalt des Mediums von
10 % auf 5 % reduziert, nachdem ausgeschlossen werden konnte, dass die geringere FKS-

Konzentration Auswirkungen auf das Zellwachstum hat. Durch die Zugabe einer
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geringeren Serummenge ist die Konzentration an Nihrstoffen und Eisen-beladenen
Proteinen im Medium niedriger und beglinstigt somit die Persistenzausbildung. Die
Chlamydieninfektionen  (mit Ausnahme der Infektionen zur Anzucht und
Stammkonservierung) erfolgten ohne Zusatz von Cycloheximid oder Serum-freiem
Medium zur Zellkultur. Eine Kaultivierung unter Zugabe von Cycloheximid oder
Verwendung von Serum-freiem Medium fiihrt zur Hemmung der Proteinsynthese der
Wirtszelle und aufgrund der hoheren Nahrstoffversorgung der Chlamydien somit zu ihrer
besseren Vermehrung und wird darum haufig angewendet. Speziell fiir die
Untersuchungen der Interaktion der Chlamydien mit der Wirtszelle war aber ein

unbeeinflusster Ablauf des zelluldren Stoffwechsels notwendig.

4.1.2. Die chlamydiale Genexpression wahrend Persistenzetablierung und-

aufrechterhaltung

Hinsichtlich ihres Expressionsverhaltens wéhrend des Untersuchungszeitraumes lassen
sich die untersuchten 31 chlamydialen Gene im Wesentlichen in drei Gruppen

untergliedern:

e Gene, welche ein persistenzspezifisches Expressionsmuster aufweisen
e Gene mit ibereinstimmendem Expressionsmuster in DAM- und IFN-y-Modell
sowie

e Gene, die ein Modell-spezifisches Expressionsverhalten zeigen.

Die Daten des 12 h-Untersuchungszeitpunktes wurden bei dieser Eingruppierung nicht
beriicksichtigt, da zu diesem Zeitpunkt nur wenige Gene bereits eine differentielle
Expression im Vergleich zur akuten Infektion aufwiesen bzw. eine weitgehende
Ubereinstimmung zwischen den Modellen bestand, die zu den spiteren Zeitpunkten z. T.
nicht aufrechterhalten blieb.

Auffillig war jedoch, dass zum 12 h p.i.-Untersuchungszeitpunkt fast alle Gene, welche zu
diesem Zeitpunkt ein differentielles Expressionsverhalten zeigten, hochreguliert waren,
jedoch nur um Faktoren zwischen 2 und 11. Dies ldsst sich moglicherweise damit erkléren,
dass die Persistenz-erzeugenden Effekte von DAM, Penicillin G und IFN-y zu diesem
Zeitpunkt noch nicht komplett zum Tragen gekommen waren bzw. dass diese
Hochregulation eine anfingliche Reaktion auf die Behandlung mit den jeweiligen

Persistenzinduktoren darstellt.
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4.1.2.1 Persistenz-spezifische Expressionsmuster

Sechs der 31 untersuchten Gene verhielten sich hinsichtlich ihres Expressionsmusters in
allen drei Persistenzmodellen identisch und zeigten ab 24 h p.i. eine Kkonstante
Herunterregulation. Dabei handelt es sich um die Gene omcA, omcB und pomp 91B,
welche fiir Membranproteine codieren, des weiteren ftsW, ctcB und ctcC, deren
Proteinprodukte eine Rolle in der Zellteilung und RB-EB-Umwandlung spielen sowie

yphC, welches fiir eine GTPase codiert.

Das chlamydiale ftsW codiert fiir ein Septum-Peptidoglykan-Biosynthese-Protein, welches
Homologe in beinahe allen Bakterien mit Peptidoglykan-Zellwand wie z. B. Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Legionella pneumophila oder Coxiella burnetii besitzt. Das E.-
coli-FtsW beispielsweise spielt eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung des FtsZ-Ringes
wihrend der Zellteilung und ist in die Rekrutierung des Penicillin-Binde-Proteins PBP3
involviert, welches das Peptidoglykan-Crosslinking katalysiert (Mercer und Weiss, 2002).
Die Inaktivierung des FtsW und der damit einhergehende Verlust seiner spezifischen
Funktion fithren zu einem Zellteilungsblock von E. coli und zur Ausbildung vergroBerter,
aberranter Strukturen (Boyle et al., 1997; Khattar et al., 1997) wie es auch im Falle der
chlamydialen Persistenz zu sehen ist (Abb. 6, 7 und 8). Die Zellteilung der meisten
Bakterien ist das Ergebnis des Zusammenspiels eines Komplexes von sieben bzw. mehr
konservierten Proteinen, wie z. B. FtsW, FtsK, FtsN, FtsL/DivIC, FtsQ/DivIB, ZipA und
FtsA (Errington et al., 2003). Chlamydien dagegen scheinen nicht iiber diese komplette
Proteinausstattung zu verfiigen. So findet sich z. B. kein ftsZ-Gen in ihren Genomen,
jedoch verfiigen sie iiber Orthologe von ftsK und ftsW (Stephens, 1994). Wie die
Zellteilung der chlamydialen RBs abléuft, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch nicht
bekannt.

Die Herunterregulierung des ftsW in allen drei Persistenzmodellen ab 24 h p.i. ldsst sich
mit der aberranten, vergroerten Morphologie der chlamydialen RBs bzw. ABs
assoziieren. In einer Studie von Byrne und Kollegen (2001) wurde gezeigt, dass Gene,
deren Proteinprodukte in die DNA-Replikation involviert sind, im IFN-y-Persistenzmodell
weiterhin unveriandert exprimiert werden, wohingegen ftsK und ftsW herunterreguliert sind.
In der chlamydialen Persistenz findet also weiterhin DNA-Replikation statt und es kommt
zur Vermehrung der Erbinformation, diesem steht aber keine Verteilung des bakeriellen
Genoms auf eine neue Zelle entgegen, was zu der vergroferten, ,aufgeblihten®

Morphologie der RBs fiihren konnte.
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Die beiden Gene ctcB und ctcC codieren fiir die Sensor-Histidin-Kinase und den
Response-Regulator des einzigen bisher gefundenen Zwei-Komponenten-Systems in
Chlamydien (Koo and Stephens, 2003). Zwei-Komponenten-Systeme stellen
Signaltransduktionssysteme dar, die es einem Organismus ermoglichen, auf verdnderte
Umweltbedingungen zu reagieren, sich anzupassen und somit sein Uberleben unter den
verdanderten Bedingungen zu sichern. Mittels Zwei-Komponenten-Systemen kann auf
Veridnderungen in der Verfiigbarkeit von Nihrstoffen oder Anderungen im
Energiemetabolismus reagiert werden. Sie spielen eine Rolle bei der Regulierung der
Virulenz oder auch bei komplexeren Entwicklungsprozessen wie z. B. Sporulation oder
Fruchtkorperbildung. Die Funktionsweise eines Zwei-Komponenten-Systems wurde
erstmalig fiir das NR-System von E. coli aufgeklért, einem System, welches die
Genexpression unter verdnderten Stickstoffkonzentrationen kontrolliert (Ninfa und
Magasanik, 1986). Weitere Beispiele fiir Zwei-Komponenten-Systeme sind das
EnvZ/OmpR, welches die Osmoregulation in E. coli kontrolliert, VirA/VirG, welches die
Virulenz von Agrobacterium tumefaciens steuert oder auch NtrB/NtrC, welches die
Aufnahme von Stickstoff in einer Vielzahl von Bakterien steuert. Die Sensor-Histidin-
Kinase autophosphoryliert auf ein spezifisches Signal hin und {bertragt diese
Phosphorylgruppe auf den Response-Regulator, der anschlieBend die Transkription von
Zielgenen initiieren oder hemmen kann (Parkinson und Kofoid, 1992).

Die Sequenz-Analyse des chlamydialen Zwei-Komponenten-Systems zeigte, dass CtcB
eine PAS-Doméne besitzt, {iber welches der Energielevel der Zelle gemessen wird, sowie
eine Phosphorylierungs-Seite fiir die Autophosphorylierung des CtcB (Koo and Stephens,
2003). Der Response-Regulator CtcC stellt ein o '-Aktivator-Homolog dar und verfiigt
iiber eine konservierte Receiver— und ATPase-Doméne sowie eine Phosphorylierungs-
Seite (Koo and Stephens, 2003).

Chlamydien wechseln in ihrem Lebenszyklus zwischen zwei verschiedenen
Entwicklungsformen (EB und RB), wovon jede genau an ihre spezifische Nische angepasst
ist. In fritheren Studien konnte schon gezeigt werden, dass Energie-Level und Redox-
Status zwei wichtige Determinanten fiir die chlamydiale Entwicklung darstellen (Kaul und
Wenman, 1986; Hackstadt et al., 1985; Bavoil et al., 1984). Die RB-EB-Differenzierung
konnte somit durch ein Zwei-Komponenten-System reguliert werden. CtcB und CtcC
konnten ein Set ,,spater Gene oder spezifische Transkriptionsfaktoren aktivieren, die fiir
die Umwandlung der RBs in EBs notwendig sind (Koo and Stephens, 2003). Da im
Stadium der Persistenz der Lebenszyklus aber auf der Stufe der RBs verharrt und keine
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infektiosen EBs gebildet werden, scheint die in allen drei Persistenzmodellen beobachtete
Herunterregulierung von ctcB und ctcC ein Merkmal fiir das Persistenzstadium von Cp.

psittaci DC15 zu sein, unabhingig davon, welches Persistenzmodell angewendet wurde.

Bei omcA und omcB handelt es sich um solche Gene, die besonders zu spiteren
Zeitpunkten des Entwicklungszyklus verstirkt exprimiert werden (Belland et al., 2003a)
und deren Proteinprodukte vorwiegend in den EBs gefunden werden. OmcA und omcB
codieren fiir Membranproteine, die am strukturellen Aufbau der duBeren Chlamydien-
Membran beteiligt sind. OmcA und OmcB interagieren mit MOMP {iber die Ausbildung
von Disulfidbriicken und bilden mit diesem den Outer Membrane Complex (OMC). Fiir
das OmcB wurde kiirzlich aulerdem beschrieben, dass es als Glykosaminoglykan-
abhingiges Adhisin bei der Bindung an die Wirtszelle fungiert und somit eine Rolle bei
der Anheftung der EBs spielt (Fadel und Eley, 2007). Beide Gene sind ab 24 h p.i. in allen
drei Persistenzmodellen herunterreguliert, teilweise bis um den Faktor 100 im IFN-y-
Modell zum 48 h p.i.-Zeitpunkt (Abb. 11). Unter Verwendung der Fibroblasten als
Wirtszelle zeigt sich sogar eine Herunterregulation des omcA im DAM-Modell um den
Faktor 1000 (Tabellen 15 und 16, Anhang). Die Herunterregulation von chlamydialen
Genen, welche wie omcA und omcB spét im Entwicklungszyklus exprimiert werden und
vermutlich eine vorherrschende Rolle im EB spielen, ist ein hdufiges Merkmal der
Persistenz bei verschiedenen Chlamydienspezies und wird als ,late gene shut-down-
hypothesis* bezeichnet. Diese Herunterregulation ,,spater” Gene wihrend der Persistenz ist
vermutlich eine Konsequenz des vorliegenden RB-EB-Differenzierungsblocks. Wie im
vorherigen Abschnitt schon erwédhnt, konnte dieser ,late gene shut-down® mit der
Herunterregulierung von ctcB und ctcC zusammenhéngen, wenn das von diesen beiden
Genen codierte Zwei-Komponenten-System die Expression der ,,spaten” Gene tatsidchlich
reguliert.

Zwei weitere Beispiele fiir klassische ,,spéte* Gene sind das hctA und das hctB, welche fiir
die DNA-Binde-Proteine Hc-1 und Hc-2 codieren. HCtA und hctB weisen spét im
Entwicklungszyklus, einhergehend mit der RB-EB-Differenzierung und der
Chromosomenkondensation, ihren Expressionspeak auf (Belland et al., 2003a). Hc-1 und
Hc-2 sind in der Chromosomenkondensation involviert (Brickman et al., 19993; Hackstadt
et al., 1991; Perara et al., 1992) und zeigen Aminosiure-Ahnlichkeit mit dem
eukaryotischen Histon H1. Wahrend das Hc-1 innerhalb der Chlamydiaceae konserviert

ist, hat das Hc-2 je nach Spezies ein variables Molekulargewicht. Die Uberexpression von

82



DISKUSSION

hctA in E. coli fiihrt zu einer Chromatinstruktur, die vergleichbar derer in EBs ist sowie zu
einer Herunterregulation transkriptioneller und translationeller Prozesse und der E. coli-
Replikation (Barry et al., 1992; Barry et al., 1993). Die metabolisch inakiven EBs der
Chlamydien verfiigen iiber einen charakteristischen , Kern*“ kondensierten Chromatins.
Nach der Aufnahme in die Wirtszelle lockert sich die Chromatinstruktur, Transkription
und Translation werden initiiert und die Umwandlung in RBs erfolgt. HCtA zeigt zwar zum
Untersuchungszeitpunkt 36 h p.i. keine differentielle Regulation im Penicillin-G- und IFN-
v-Modell und geniigt somit nicht den Kriterien dieser Gruppe, jedoch findet sich 24 h und
48 h p.i. eine Herunterregulation in allen drei Modellen, die speziell im IFN-y-Modell 48 h
p.i. mit einer Abnahme der Transkriptmenge um den Faktor 100 relativ deutlich ausfillt
(Tabelle 6). Da aufgrund des RB-EB-Differenzierungsblocks in der Persistenz die
Kondensation des Chromatins im Rahmen der EB-Entstehung nicht notwendig ist, scheint
eine Herunterregulierung in der Transkriptmenge des hctA plausibel, unabhéngig davon,
welcher Persistenzinduktor verwendet wird. Daher wurden die Daten an dieser Stelle

diskutiert.

Das chlamydiale yphC codiert fiir eine GTPase der Era/TrmE-GTP-Binde-Protein-Familie
und wird in die EngA-Subfamilie eingruppiert. Die physiologische Rolle, welche YphC in
den Chlamydien spielt, ist bisher noch nicht geklirt. Mitglieder dieser GTPase-
Superfamilie  sind  wichtige  Bestandteile  vieler  Signalwege, bei  denen
Konformationsidnderungen, die mit GTP-Bindung und -Hydrolyse assoziiert sind, eine
wichtige Rolle spielen, wie z. B. in Zellteilung, Zellzyklus, Signaliibertragung, Translation
oder hormonellen Signalwegen (Bourne et al., 1991).

Genomstudien haben gezeigt, dass Bakterien iiber 11 konservierte GTPasen verfiigen.

Die Mitglieder der EngA-Familie findet man nur innerhalb des Reiches Bacteria sowie
einer Anzahl von Parasiten wie z. B. Plasmodium oder Eimeria, nicht aber in Hefe,
anderen Pilzen oder aber dem Menschen. Studien in E. coli, Neisseria gonorrhoeae und
Bacillus subtilis lassen vermuten, dass GTP-Binde-Proteine der Era/Obg-Familie wichtig
fiir das bakterielle Wachstum im Zusammenhang mit Chromosomenreplikation,
Zellteilung und —differenzierung sind (Mehr et al., 2000; Dassain et al., 1999; Kobayashi et
al., 2001; Hwang, J. & Inouye, M., 2001). So codiert das B.-subtilis-yphC fiir ein EngA-
Homolog, welches essentiell fiir das Uberleben ist, wie in Knock-out-Studien gezeigt
wurde (Hwang and Inoye, 2001). Interessanterweise zeigen B.-subtilis-yphC-Knock-Out-

Mutanten eine Zunahme in der Zellldinge sowie eine abnorme Zellform (Hwang and Inoye,
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2001), welche auch bei den persistenten Chlamydien zu finden ist. Die Herunterregulation
von yphC scheint also ein persistenzspezifisches Merkmal fiir Cp. psittaci darzustellen
auch wenn dies noch nicht mit einer konkreten Auswirkung auf die Chlamydien asozziert

werden kann.

Die Vermutung, dass die Herunterregulation der hier diskutierten Gene ein spezifisches
Charakteristikum fiir die Cp.-psittaci-DC15-Persistenz per se ist, verstirkt sich aufgrund
der Ergebnisse, die unter Verwendung der zweiten Wirtszelllinie gewonnen wurden. Alle
sechs diskutierten Gene zeigen in den Fibroblasten-Persistenzmodellen dasselbe
Expressionsmuster wie unter Verwendung der HEp2-Zelllinie, sind also herunterreguliert
(Tabellen 13-16, Anhang). Der Grad der Herunterregulation der einzelnen Gene differiert
dabei allerdings zwischen den beiden Wirtszelllinien. So fillt die Herunterregulation von
omcA, omcB, ctcB und ctcC im Fibroblasten-DAM-Modell vergleichsweise starker aus als
im HEp2-DAM-Modell und die IFN-y-Behandlung fiihrt hier nicht zu den signifikantesten
Expressionsdnderungen wie unter Verwendung der HEp2-Wirtszelllinie beobachtet, jedoch
ist die konstante Herunterregulation von omcA, omcB, ctcC, ctcB, ftsW und yphC auch
unter Verwendung der synovialen Fibroblasten zu verzeichnen. Die Beobachtung, dass die
[FN-y-abhéngigen Expressionsdnderungen weniger stark ausfallen wie unter Verwendung
der HEp2-Zelllinie konnte damit zusammenhidngen, dass die IDO-Expression und die
damit verbundene Tryptophanlimitierung erst 36 h p.i. in den Fibroblasten ihren Peak
findet. Somit kdnnten gravierende IFN-y-assoziierte, chlamydiale
Genexpressionsidnderungen erst etwas zeitlich verzogert auftreten.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass eine Herunterregulierung spezifischer
Gene, welche fiir Membranproteine, ein Zellteilungsprotein, die Proteine eines Zwei-
Komponenten-Systems sowie fiir eine GTPase codieren, charakteristisch fiir das

Persistenzstadium von Cp. psittaci DC15 sind.

Die Expression der Gene der drei chlamydialen Sigma-Faktoren, welche in dieser Studie
ebenfalls untersucht wurde, ldsst keine eindeutige Aussage dariiber zu, ob die
Transkription der oben diskutierten sechs ,,persistenzspezifischen Gene durch einen
spezifischen Sigma-Faktor reguliert wird. Im Wesentlichen zeigen die drei Sigma-Faktor-
codierenden Gene keine signifikant verdnderte Expression in den Persistenzmodellen,
jedoch ist auffdllig, dass das rpsD, welches fiir den Sigma-Faktor 28 codiert, zu 24 h und
48 h p.i. in allen drei Modellen herunterreguliert ist, speziell jedoch im IFN-y-Modell
(Abb. 14).
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Das rpsD konnte somit moglicherweise doch fiir den Sigma-Faktor codieren, welcher in
die Transkription von omcA, omcB, ftsW, ctcB, ctcC und yphC involviert ist, v. a. weil

diese sechs Gene ihre stirkste Herunterregulation ebenfalls im IFN-y-Modell zeigen.

4.1.2.2 DAM-und IFN-y-spezifische Expressionsmuster

Eine weitere Beobachtung, die sich aus den Expressionsstudien beziiglich ausgewéhlter
chlamydialer Gene wéihrend der Persistenzetablierung ergab, bezieht sich auf die
Ahnlichkeiten im Genexpressionsmuster des DAM- und IFN-y-Persistenzmodells. Es
zeigte sich eine groBere Ubereinstimmung zwischen den Expressions-Daten des DAM-
und IFN-y-Persistenz-Modells als zwischen dem Penicillin-G-Modell und den beiden
anderen Modellen. So wiesen fiir das DAM- und IFN-y-Modell ca. 20 % der untersuchten
Gene (mit Einberechnung der ,,persistenzspezifischen* Gene ca. 40 %) eine vergleichbare
Expression wihrend des Untersuchungszeitraumes auf.

Diese groBere Ahnlichkeit zwischen DAM— und IFN-y-Modell konnte ihre Ursache in der
unterschiedlichen Wirkungsweise der drei verschiedenen Persistenzinduktoren haben. Die
Gabe von DAM und IFN-y erzeugt einen Néhrstoffmangel (Mangel an Eisen bzw. Mangel
an Tryptophan) in der Wirtszelle, was somit auch die Néhrstoffversorgung der Chlamydien
betrifft, wie genauer in 4.1.1 diskutiert. Eisen und Tryptophan werden jedoch als Cofaktor
vieler Enzyme bzw. als Baustein fiir die Proteinbiosynthese benotigt. Zudem ist eine Rolle
des IFN-y in der Limitierung der Eisenkonzentration wéhrend der Chlamydieninfektion
beschrieben (Igietseme et al., 1998). Das Penicillin G hingegen wirkt direkt auf die
Chlamydien und konnte dabei vermutlich inhibitorisch in die Kompartimentierung im
Rahmen der Zellteilung eingreifen, obwohl Peptidoglykan bei Chlamydien bisher nicht
nachgewiesen werden konnte. Diese unterschiedlichen Wirkungsweisen von DAM und
IFN-y auf der einen Seite und Penicillin G auf der anderen Seite konnten sich somit in dem
hier beobachteten Expressionsprofil niederschlagen.

Die groBere Ahnlichkeit des chlamydialen Expressionsmusters zwischen DAM- und IFN-
v-Modell deckt sich schlieBlich auch mit den morphologischen Beobachtungen der
persistenten Formen. Auch hier dhneln sich die morphologischen Strukturen DAM- und
IFN-y-behandelter Chlamydien weitestgehend im Vergleich zu Penicillin-G-behandelten
Chlamydien (Abb. 6, 7 und 8). Die im DAM- und IFN-y-Modell auftretenden aberranten
RBs sind ca. 2-3-mal kleiner als die des Penicillin-G-Persistenzmodells und von weniger

»aufgebldhter* Struktur.
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Dass diese drei verschiedenen Persistenzinduktoren auch unterschiedliche Effekte auf die
Expression von Wirtszellgenen haben bzw. groBere Ahnlichkeiten hinsichtlich der
Expressionsmuster zwischen zwei Modellen bestehen, wurde in einer Studie von Peters
und Kollegen gezeigt (2003). In ,Langzeit-Persistenzkulturen®, die bis zu 7 Tage p.i.
aufrechterhalten wurden, zeigten sich ab Tag 4 zwei verschiedene Typen der
Wirtszellantwort. Einer vorwiegenden Herunterregulierung der untersuchten Gene wie
z. B. CTGF, Egrl, ETV-4 oder IL-8 im Penicillin-G- und IFN-y-Modell stand eine
Aktivierung im DAM-Modell gegeniiber (Peters et al., 2003).

4.1.2.3 Modell-spezifische Expressionsmuster

Neben den festgestellten Gemeinsamkeiten im Expressionsmuster, die entweder zwischen
allen drei Modellen oder aber auch zwischen DAM- und IFN-y-Modell bestanden, zeigten
ca. 60 % der untersuchten Gene ein unterschiedliches Expressionsverhalten sowohl in den
verschiedenen Modellen als auch zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb eines Modells.

Die Anderungen der mRNA-Expression dieser Gene ist vermutlich eine spezifische
Reaktion auf den jeweiligen Persistenzstimulus und stellt eine Antwort auf die dadurch
hervorgerufenen Umgebungsverdnderungen der Chlamydien dar. Es ist also davon
auszugehen, dass das Expressionsverhalten dieser Gene nicht charakteristisch fiir die Cp.-

psittaci- Persistenz im Allgemeinen ist.

4.1.2.4 Vergleich des Expressionsverhaltens ausgewihlter Cp.-psittaci-Gene mit der
Expression von C.-trachomatis- und Cp.-pneumoniae-Homologen wihrend der

Persistenz

Neben dem verwendeten Persistenzinduktor, der Zelllinie und dem Untersuchungszeitraum
stellt die Chlamydienspezies selbst und z. T. auch deren Serovariante eine Variable in der
Untersuchung der chlamydialen Persistenz dar. Die zunehmende Verfiigbarkeit
chlamydialer Genom-Sequenzen erlaubt die Untersuchung der molekularen Mechanismen
wie z. B. Gen- oder Protein-Expressionsinderungen, die mit der Persistenzentwicklung
einhergehen und ermoglicht es dadurch, die Reaktion der verschiedenen
Chlamydienspezies auf die experimentelle Induktion von Persistenz zu vergleichen. Somit
lassen sich die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse mit Daten zur Persistenz von Cp.
pneumoniae und C. trachomatis vergleichen und erlauben eine noch prézisere Aussage

tiber persistenzspezifische Genexpressionsmuster.
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Zwei der am héufigsten untersuchten Gene bzw. Proteine innerhalb von Persistenzstudien
sind das groEL (HSP60) sowie das ompA (MOMP). Im Falle des ompA zeigen sich je nach
verwendeter Spezies Unterschiede im Expressionsverhalten. Wahrend fiir C. trachomatis
in einem Glucose-Mangel-, Monozyten- sowie IFN-y-Persistenzmodell eine
Herunterregulierung beschrieben wird (Iliffe-Lee and McClarty, 2000; Gérard et al., 2001;
Belland et al., 2003), zeigt sich bei Cp. pneumoniae hingegen ein Trend zur
Hochregulation des ompA (Hogan et al., 2003; Slepenkin et al., 2001). Die Expression des
Cp.-psittaci-DC15- ompA idhnelt hierbei eher den C. trachomatis-Daten. Zwar sind fiir
DAM- und Penicillin-G-Modell im Wesentlichen keine Expressionsinderungen zu
verzeichnen, im IFN-y-Modell jedoch zeigte sich eine leichte Herunterregulierung von
ompA zu den Zeitpunkten 36 h und 48 h p.i. (Abb. 11). Die unterschiedliche Expression
des ompA in den verschiedenen Spezies konnte mit einer unterschiedlichen funktionellen
Rolle des MOMP in den einzelnen Spezies assoziiert sein. In Cp. pneumoniae scheint das
MOMP im Gegensatz zu C. trachomatis weniger von struktureller Bedeutung zu sein,
sondern vielmehr eine groBere Rolle als Porin zu spielen (Hogan et al., 2004). Desweiteren
stellt das Cp.-pneumoniae-MOMP im Gegensatz zu den C.-trachomatis und Cp.-psittaci-
Homologen nicht das immundominante Antigen dar, welches wéhrend der Infektion
erkannt wird (Campbell et al., 1990). Diese unterschiedlichen Rollen des MOMP in den
verschiedenen Spezies konnten sich also im Expressionsverhalten wihrend des
Persistenzstadiums widerspiegeln. Die Herunterregulierung des immundominanten
ompA/MOMP im Falle der meisten C- trachomatis-Studien und auch im IFN-y-Modell der
Cp.-psittaci-DC15-Persistenz kénnte moglicherweise die Entwicklung einer protektiven
Immunitdt im Zuge der Persistenz verhindern (Beatty et al., 1993). Im Zusammenhang mit
dieser ompA/MOMP-Herunterregulierung wird ein gleichbleibender bzw. erhohter Level
des groEL-1/HSP60 wihrend der Persistenz diskutiert, was die Schadigungen des Wirts-
Gewebes durch eine anhaltende Immunreaktion bzw. durch Kreuzreaktionen mit dem
humanen HSP60 oder dem HSP60 anderer Pathogene fordern wiirde. Tatsdchlich ist in den
meisten C.-trachomatis- und Cp.-pneumoniae-Persistenzstudien das groEL-1 vorwiegend
unverdndert bzw. hochreguliert (Nicholson and Stephens, 2002; Mathews et al., 2001;
Hogan et al., 2003; Slepenkin et al., 2003). Fiir das Cp.-psittaci-groEL-1 zeigen sich mit
Ausnahme des IFN-y-Modells ebenfalls keine Verdanderungen im Expressionsverhalten
bzw. im Penicillin-G-Modell ist eine leichte Hochregulation festzustellen (Abb. 12), was

sich also z. T. mit den Daten der C.-trachomatis- und Cp- pneumoniae-Studien deckt.
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Die Herunterregulierung sogenannter ,,spater Gene, z. B. omcA, omcB oder hctA, wie in
den drei Cp.-psittaci-Persistenzmodellen gezeigt, ist ein hdufiges Merkmal der Persistenz
in Chlamydienspezies und reflektiert vermutlich die geblockte RB-EB-Umwandlung. So
ist das omcB in C. trachomatis-Stammen, welche mit B-Lactam-Antibiotika (Cevenini et
al., 1988; Slepenkin et al., 2003), IFN-y (Beatty et al., 1993; Beatty et al., 1995) oder
Hitzeschock (Kahane und Friedman, 1992) behandelt wurden entweder merklich
herunterreguliert oder seine Expression ist sogar nicht mehr nachweisbar. Jedoch existieren
auch Studien fiir Cp. pneumoniae, in denen eine solche Herunterregulierung des omcB
nicht feststellt werden konnte (Hogan et al., 2003; Mathews et al., 2001; Slepenkin et al.,
2003). Dies konnte eventuell wieder mit unterschiedlichen Rollen zusammenhéngen, die
das omcB/CRP in den verschiedenen Spezies spielt wie es auch fiir das ompA/MOMP
diskutiert wird. Fiir zwei weitere spate Gene, das hctA und hctB, die fiir Histon-dhnliche
DNA-Bindeproteine codieren, scheint eine Herunterregulierung charakteristischer in den
bisher untersuchten Spezies zu sein (Nicholson and Stephens, 2002; Jones et al., 2003;
Belland et al., 2003b). Fiir die Cp.-psittaci-Persistenzmodelle zeigt sich ein ebensolcher
Trend zur Herunterregulierung des hctA ab 24 h p.., der zwar nicht konstant
aufrechterhalten bleibt, aber speziell 48 h p.i wieder festzustellen ist. Besonders im IFN-y-
Modell zeigt sich hierbei eine Herunterregulierung um mehr als den Faktor 100 und deckt
sich somit mit den Ergebnissen anderer Studien.

Die morphologischen Beobachtungen, dass aberrante chlamydiale RBs nicht mehr zur
Zellteilung in der Lage sind, decken sich mit den Ergebnissen aus Expressionsstudien
beziiglich zweier Zellteilungsprotein-codierender Gene, dem ftsW und dem ftsK. C.-
trachomatis- und Cp.-pneumoniae-Studien unter Verwendung von IFN-y als
Persistenzinduktor zeigen eine Herunterregulierung des ftsW und ftsK (Gérard et al., 2001;
Byme et al., 2001) bzw. des ftsW alleine (Belland et al., 2003b). Auch in Proben des
Synovialgewebes von Patienten mit C.-trachomatis-assoziierter RA konnte keine ftsW- und
ftsK-Expression mehr detektiert werden. Die Daten dieser Studien zeigen wieder eine
Ubereinstimmung mit den Daten aus den drei Cp.-psittaci-Persistenzmodellen dieser
Arbeit, in denen das ftsW ab 24 h p.i. herunterreguliert ist (Abb. 13). Diese
tibereinstimmenden Ergebnisse aus verschiedenen in-vitro-Persistenzmodellen, einem in-
vivo-Modell und unter Verwendung verschiedener Spezies lassen vermuten, dass die
Herunterregulierung von ftsW und/oder ftsK charakteristisch fiir die chlamydiale Persistenz

im Allgemeinen ist.
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Zwei Gene, deren Expression bisher erst in sehr wenigen Persistenzstudien untersucht
wurde, deren vermutete Rolle bei der RB-EB-Differenzierung aber von grofer Bedeutung
fiir den chlamydialen Entwicklungszyklus und ebenso die Persistenzentstehung sein
konnte, sind das ctcB und das ctcC, die fiir das chlamydiale Zwei-Komponenten-System
codieren. In einer Studie zur Regulation von Signaltransduktions-assoziierten Genen
wihrend der Cp.-pneumoniae-Persistenz wird die Herunterregulierung von ctcB und ctcC
nach IFN-y-Behandlung beschrieben (Polkinghorne et al., 2006), was mit den Ergebnissen
dieser Arbeit iibereinstimmt. Jedoch zeigte sich in der Microarray-Studie von Belland und
Kollegen (2003b) keine differentielle Regulierung von ctcB und ctcC im C.-trachomatis-
IFN-y-Modell. Zwar sind noch nicht geniligend Daten beziiglich der Expression von ctcB
und ctcC wihrend der Persistenz vorhanden, jedoch deuten die obigen drei Studien
eventuell auf ein Spezies-spezifisches Expressionsverhalten hin. Einen weiteren Punkt
konnte die Sensitivitéit der verschiedenen Detektionsmethoden darstellen. Im Vergleich zur
Real-time-PCR ist die Microarray-Technik weniger sensitiv. und weniger starke

Expressionsdnderungen konnten somit nicht erfasst werden.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass beziiglich der Untersuchung der
Genexpressionsdnderungen wihrend der chlamydialen Persistenz eine Reihe von Variablen
bestehen, die einen FEinfluss auf die jeweiligen Ergebnisse haben wie z. B.
Persistenzmodell, Wirtszelllinie, Untersuchungszeitraum, Chlamydienspezies oder auch
verwendete MOI. Jede dieser Variablen kann ein spezifisches Expressionsmuster
hervorrufen, was dann die Vergleichbarkeit mit anderen Modellen erschwert. Wie der
Vergleich des Expressionsverhaltens ausgewdhlter Gene zwischen den drei Spezies C.
trachomatis, Cp. pneumoniae und Cp. psittaci in diesem Abschnitt zeigt, existieren
Spezies-spezifische Charakteristika. Daher ist es schwierig, ein Expressionsmuster
auszumachen, welches eine chlamydiale Persistenz im Allgemeinen charakterisiert und es
ist vermutlich sinnvoller, von Spezies-spezifischen Persistenzmerkmalen zu sprechen. Die
Expression einiger weniger Gene, wie z. B. ftSW bzw. ftsK , hctA und hctB, kdnnten jedoch
charakteristisch fiir die Persistenz der Chlamydiaceae allgemein sein, dazu miissten

allerdings noch weitere Chlamydien-Spezies untersucht werden.
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4.2 Der Einfluss der persistenten Cp.-psittaci-Infektion auf die

Wirtszellapoptose

Unter Apoptose versteht man ein konserviertes, strikt reguliertes, genetisches und
biochemisches Programm des Zelltodes, welches eine entscheidende Rolle wihrend der
Entwicklung und Gewebehomdostase multizelluldrer Organismen spielt. Im Gegensatz
zum nekrotischen Zelltod erfolgt wihrend der Apoptose die Entfernung geschidigter oder
nicht mehr bendtigter Zellen ohne dabei eine Entziindungsreaktion auszuldsen, indem
apoptotische Zellen bzw. apoptotische Korperchen durch Phagozyten aufgenommen
werden.

Neben ihrer Funktion in der Ontogenese zur Ausbildung von Gewebs- und
Organstrukturen oder spéter in der Kontrolle der Zellzahl und Eliminierung maligner oder
nichtfunktioneller Zellen, spielt die Apoptose auch eine wichtige Rolle in der Eliminierung
von Infektionserregern. Eine Reihe von Erregern ist allerdings in der Lage, die Apoptose
der Wirtszelle zu modulieren und somit ihre Vermehrung und ihr Uberleben im
Organismus zu sichern. Bakterielle Pathogene 16sen dabei vorwiegend eine
proapoptotische Zellantwort aus. Helicobacter pylori (Cho et al., 2003), Staphyloccocus
aureus (Hofer et al., 1996) oder Listeria monocytogenes (Carrero et al., 2004) produzieren
beispielsweise Toxine, welche die Wirtszellmembranen angreifen und Apoptose
stimulieren. Shigella (Cherla et al., 2003) und Salmonella (Hersh et al., 1999) sekretieren
Effektorproteine iiber ein Typ III-Sekretionssystem direkt ins Wirtszellzytoplasma, wo
diese Caspase-1 binden und aktivieren. Eine Inhibition der Wirtszellapoptose durch
bakterielle Pathogene ist dagegen eher selten. Das obligat intrazellulire Bakterium
Rickettsia rickettsii ist beispielsweise in der Lage, Apoptose liber NF-kB-vermittelte
Prozesse zu inhibieren (Clifton et al., 2005).

Fiir Chlamydien hingegen ist sowohl die Fahigkeit beschrieben, Apoptose zu stimulieren
(Ojcius et al., 1998; Perfettini et al., 2002a; Ying et al., 2006) als auch zu inhibieren (Fan
et al., 1998; Fischer et al., 2001). Die Umstidnde, unter denen Chlamydien Apoptose
induzieren oder inhibieren, scheinen dabei einen entwicklungsspezifischen Hintergrund zu
haben und davon abzuhingen, in welchem Stadium des Entwicklungszyklus sich die
Chlamydien befinden bzw. ob sie einen produktiven Infektionszyklus oder ein

Persistenzstadium durchlaufen.
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4.21 Die akute und persistente Cp.-psittaci-Infektion stimuliert keine

Wirtszellapoptose und ist in der Lage, die induzierte Apoptose zu hemmen

Die Untersuchungen beziiglich des Einflusses von Cp. psittaci auf die Wirtszellapoptose
im Rahmen dieser Arbeit ergaben zundchst, dass die akute Cp.-psittaci-Infektion keine
Wirtszellapoptose induziert, weder in der HEp-2-Zelllinie noch in den synovialen
Fibroblasten, was durch drei verschiedene Apoptose-Detektionsmethoden gezeigt wurde
(Abb. 21-23 und 25). Dieses Ergebnis war z. T. erstaunlich, da frithere Studien beziiglich
des Cp.-psittaci-Einflusses auf die Wirtszellapoptose im Wesentlichen {iber
proapoptotische Eigenschaften berichten (Gibellini et al., 1998; Ojcius et al., 1998;
Perfettini et al., 2002). Eine Ursache fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse konnte die
Verwendung des damaligen ,,guinea pig inclusion conjunctivitis (GPIC)* Serovars in den
Arbeiten von Ojcius und Kollegen sowie Perfettini und Kollegen sein, der heute die eigene
Spezies Cp. caviae darstellt. Desweiteren bestehen generell kontroverse Ergebnisse
beziiglich des Einflusses der Chlamydieninfektion auf die Wirtszellapoptose. Allein fiir
Cp. caviae existieren drei Studien mit unterschiedlichen Ergebnissen, die von 10-15 %
Zelltod (Greene et al., 2004) iiber 50-60 % Zelltod (Ojcius et al., 1998) bis hin zu 80 %
Zelltod (Perfettini et al., 2002) der infizierten Zellen reichen. Unterschiedliche Apoptose-
Detektions-Methoden konnen dabei die Ergebnisse beeinflusst haben.. Die direkte
morphologische Beurteilung der Wirtszellen durch Hoechst- oder TUNEL-Féarbung wird
dabei z. B. als eine der Methoden betrachtet, die eine klare Aussage zum
Apoptoseverhalten ermdglicht und auch die Unterscheidung zwischen infizierten und nicht
infizierten Zellen in Kombination mit einer Chlamydien-spezifischen Férbung erlaubt.
Daher ist es wichtig, die Apoptosebestimmung mit mehreren Tests durchzufiihren, um eine
akkurate Beurteilung des Apoptoseverhaltens der Wirtszelle zu gewéhrleisten und
Apoptose von Nekrose zu unterscheiden.

Eine Studie von Greene und Mitarbeitern (2004) jedoch bestétigt die in dieser Arbeit fiir
die akute Cp.-psittaci-Infektion erhaltenen Ergebnisse und zeigt ebenfalls keine signifikant
gesteigerte Apoptoserate in Wirtszellen, die mit dem Referenzstamm Cp. psittaci 6BC
infiziert waren.

Die Untersuchungen zum Einfluss persistenter Chlamydien auf die Wirtszellapoptose
ergaben ebenfalls keine proapoptotischen Eigenschaften der Chlamydien in allen drei
Persistenzmodellen (Abb. 21-23 und 25). Dies stellt hingegen ein erwartetes Ergebnis dar,
da fiir das Uberdauern der persistenten Chlamydien in den Wirtszellen eine

Apoptosestimulation kontraproduktiv wire.
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Um zu verhindern, dass die Ergebnisse aus der akuten und persistenten Infektion durch
einen moglichen Einfluss der Persistenzinduktoren auf die Wirtszellapoptose verfdlscht
werden, wurde der Effekt der Persistenzinduktoren alleine untersucht. DAM- und IFN-y-
Modell erzeugen einen Nahrstoffmangel, der auch die Nahrstoffversorgung der Wirtszelle
betrifft, und somit konnte nicht ausgeschlossen werden, dass allein die Behandlung mit den
Persistenzinduktoren eine Apoptose der Wirtszellen auslost, zumal fiir IFN-y eine
proapoptische Wirkung beschrieben ist (Selleri et al., 1995; Trubiani et al., 1994). Im
DNA-Fragmentations-Assay sowie im TUNEL-Assay zeigte sich kein Einfluss der DAM-
und Penicillin-G-Behandlung auf die Wirtszelle (Abb. 24). Fiir die IFN-y-Behandlung
hingegen war mit beiden Detektionsmethoden eine leichte Induktion der Wirtszellapoptose
festzustellen, die, wie sich im TUNEL-Assay zeigte, jedoch durch die
Chlamydieninfektion teilweise wieder aufgehoben werden konnte (Abb. 25). So konnte im
IFN-y-Persistenzmodell ein Riickgang der Apoptoserate um ca. 9 % im Vergleich zu IFN-
y-behandelten uninfizierten Zellen festgestellt werden, allerdings nur in der HEp-2-Zellinie
und nicht in der priméren Zelllinie. Fiir die Fibroblasten hingegen zeigte sich (wie auch fiir
die HEp-2-Zelllinie) im DNA-Fragmentations-Assay, dass die Chlamydieninfektion im
IFN-y-Persistenzmodell die apoptotischen Effekte des IFN-y authebt (Abb. 21). Im
Allgemeinen lédsst sich sagen, dass sich die primdre Zelllinie sensitiver gegeniiber
Apoptosestimuli verhielt. Die Prozentzahlen apoptotischer Zellen sind im TUNEL-Assay
der akuten Infektion und der Persistenzmodelle im Vergleich zur immortalen HEp2-
Zelllinie erhoht, jedoch nicht signifikant im Vergleich zu uninfizierten, unbehandelten
Fibroblasten.

Um zu testen, ob Chlamydien-infizierte Zellen auch resistent gegeniiber induzierter
Apoptose sind, wurden die akut und persistent infizierten Wirtszellen fiir 4 h mit 1 pM des
Proteinkinase-Inhibitors Staurosporin behandelt. Sowohl in akut als auch in persistent
infizierten Zellen wurde trotz Apoptosestimulus keine signifikante Wirtszellapoptose
induziert (Abb. 26 und 27). Dieses Ergebnis deckt sich mit Daten fiir produktive C.-
trachomatis- und Cp.-pneumoniae-Infektionen (Xiao et al., 2004; Rajalingam et al., 2001;
Fischer et al., 2001) und auch fiir Cp. psittaci, Cp. caviae und C. muridarum konnte bereits
die Féhigkeit zur Inhibition der Staurosporin-induzierten Apoptose gezeigt werden (Zhong
et al., 2006). Fiir persistente Infektionen wurde ebenso fiir das IFN-y-Modell einer C.-
trachomatis-Infektion die Fahigkeit zur Inhibierung induzierter Apoptose festgestellt
(Dean and Powers, 2001). Zusétzlich konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass

C.-trachomatis-infizierte ~Makrophagen, welche ein natiirliches Persistenzmodell
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darstellen, die Apoptose uninfizierter T-Zellen stimulieren (Jendro et al., 2000). Dies legt
die Vermutung nahe, dass Chlamydien auch durch eine Reduktion der T-Zell-
Uberwachung und somit der Hemmung der dadurch ausgeldsten Wirtszell-Apoptose
persistieren konnen. Die Féhigkeit, induzierte Apoptose zu hemmen, kdnnte somit also ein
generelles Charakeristikum persistenter Chlamydien darstellen, um ihr dauerhaftes

Uberleben in der Wirtszelle zu sichern.

4.2.2 Die Chlamydieninfektion fuhrt zu einer verminderten Proliferation der
Wirtszelle

Da fiir die akute und persistente Cp.-psittaci-Infektion keine Tendenz zur
Apoptosestimulierung gefunden wurde, dies einen Apoptose-unabhidngigen Zelltod wie
z. B. Nekrose als Reaktion auf die Infektion jedoch nicht ausschlieit, wurde die
Proliferationsfahigkeit der Wirtszellen als Maf} ihrer Vitalitidt untersucht. Der dabei
angewendete MTT-Assay weist iiber die Umwandlung eines Tetrazoliumsalzes in einen
Formazanfarbstoff die Aktivitidt mitochondrialer Reduktasen nach, was direkt die Anzahl
lebender Zellen reflektieren soll (Mosman, 1983).

Wie auch bei den Apoptose-Assays wurde zunichst der Einfluss der Persistenzinduktoren
auf die Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich fiir beide Zelllinien ein Riickgang der
Zellproliferationsrate fiir die Behandlung mit DAM und IFN-y, die im Falle der
Fibroblasten wesentlich deutlicher ausfiel als fiir die HEp2-Zelllinie und nur noch ca. 60 %
der Proliferationsfahigkeit unbehandelter Zellen betrug (Abb. 28). Eisenchelatoren wie das
DAM konnen die Zellproliferationsrate durch eine reversible Hemmung der
Ribonukleotid-Reduktase, eines Enzym, welches in die DNA-Synthese involviert ist,
inhibieren. So konnte bereits gezeigt werden, dass die Gabe von Deferoxamin die S-Phase
lymphoider und leukdmischer Zellen durch die Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase
reversibel inhibiert (Oblender und Carpentieri, 1991). Auch fiir das IFN-y konnten schon
antiproliferative Effekte gezeigt werden, welche auf einer Modulation der Cdk2/Cyclin E-
Akivierung sowie Hemmung von E2F-1 beruhten, was einen Ubergang von der G1-Phase
in die S-Phase des Zellzyklus inhibiert (Amrani et al., 2003). Fiir das Penicillin-G-Modell
zeigte sich iiberraschenderweise sogar eine Steigerung der Proliferationsrate in der HEp2-
Zelllinie, die Proliferationsrate der Fibroblasten ist hingegen gegeniiber unbehandelten
Zellen unverdndert. Da der menschliche Organismus weder D-Aminosduren noch

Acetylmuraminsdure aufweist, deren Vernetzung mittels PBPs den Angriffspunkt des
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Penicillin G darstellt und somit keine Toxizitdt fiir die Zelllinien durch Penicillin-G-Gabe
besteht, war zu erwarten, dass die Proliferationsrate der Zellen nicht sinkt.

Nach Infektion mit Cp. psittaci zeigte sich sowohl in der akuten als auch in der
persistenten Infektion ein signifikanter Einfluss der Chlamydien auf die Proliferationsrate
der Wirtszellen (Abb. 29). In der akut infizierten HEp2-Zelllinie war ein Riickgang der
Proliferationsrate um 14 % im Vergleich zu uninfizierten Zellen zu verzeichnen. In den
Persistenzmodellen, nach Ausschluss des Persistenzinduktor-Effektes, zeigte sich ein
Riickgang der Proliferationsrate zwischen 33 und 43 %, der den Chlamydien zuzuordnen
war. Fiir die Fibroblasten hingegen war der Einfluss der akuten Infektion auf die
Zellproliferation am stérksten und betrug 32 %, wohingegen es in den Persistenzmodellen
zu einem Riickgang zwischen 15 und 22 % kam. Sowohl die produktiven als auch die
persistenten Chlamydien fithren also zu verringerten Zell-Proliferationsraten, was als Maf}
fiir einen Zelltod angesehen wird (Mosman, 1983). Da mittels des MTT-Tests jedoch die
Aktivitdt der mitochondrialen Reduktasen gemessen wird, deren verringerte Aktivitit nicht
zwangsldufig zum Zelltod fithren muss sondern beispielsweise auch nur zum
Proliferationsstopp, kann somit nicht eindeutig gesagt werden, dass Cp. psittaci
nekrotischen Zelltod auslost, jedoch fiihrt die Infektion zweifellos zu einem Riickgang der
Aktivitdit mitochondrialer Reduktasen. Im Rahmen der Atmungskette werden die
energiereichen Zwischenprodukte aus dem Zitronensiurezyklus, NADH und FADH; durch
O, reoxidiert, d. h. Elektronen werden von NADH oder FADH, auf den Sauerstoff
tibertragen, der dadurch und durch die Aufnahme von 2 Protonen zu H,O reduziert wird.
Die dabei frei werdende Energie treibt die Bildung energiereichen ATPs aus ADP und P;
an. Durch eine teilweise Hemmung der Enzymaktivitdt der mitochondrialen Reduktasen
wiirde die Zelle also mit weniger ATP aus der Atmungskette versorgt, was zu dem
beobachteten Proliferationsstopp flihren konnte. Chlamydien sind z. T. auf eine ATP-
Versorgung durch ihre Wirtszelle angewiesen und verfligen iiber ADP/ATP Translokasen,
somit konnten geringere ATP-Level der Wirtszelle ebenso einen Einfluss auf ihr
Wachstum haben. Das Wirtszell-ATP stellt eine Energiequelle fiir den chlamydialen
Metabolismus dar, in dessen Verlauf dann wéhrend der Glykolyse ebenfalls ATP gebildet
werden kann. In der ersten Phase der akuten Infektion sind die Chlamydien also auf eine
ATP-Versorgung durch die Wirtszelle angewiesen, konnen aber spdter auf
selbstsynthetisiertes ATP zurlickgreifen (Gérard et al., 2002). Da der MTT-Test gegen
Ende des akuten Entwicklungszyklus durchgefiihrt wurde, sollten die produktiven
Chlamydien von der verringerten ATP-Produktion der Wirtszelle nicht unbedingt betroffen
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sein. Fiir persistente Chlamydien konnte gezeigt werden, dass ihre metabolische Aktivitdt
geringer ist als in produktiven, sich teilenden Chlamydien (Gérard et al., 2002). Sie
beziehen ihr ATP somit hauptsdchlich von der Wirtszelle, jedoch sollten die persistenten
Chlamydien aufgrund ihrer geringeren metabolischen Aktivitit auch nicht gravierend von
geringeren ATP-Leveln der Wirtszelle betroffen sein. Ein Riickgang der
Proliferationsfihigkeit der Zelle muss also nicht zwangsldufig von letaler Konsequenz fiir
die Zelle und die intrazelluldren Chlamydien sein. Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass der
festgestellte Riickgang der Zell-Proliferationsrate einen nekrotischen Zelltod infolge der

Chlamydieninfektion als Ursache hat.

4.2.3 Cp.-psittaci-infizierte Zellen zeigen eine Hochregulation des Inhibitor of
Apoptosis 2 (clAP2)

Pathogene, welche die Apoptose ihrer Wirtszellen inhibieren konnen, um somit ihr
Uberleben und ihre Vermehrung zu sichern, codieren entweder fiir Proteine mit
antiapoptotischer Funktion oder aber sind in der Lage, sich der antiapototischen
Maschinerie der Wirtszelle zu bedienen.

Bekannte Beispiele fiir virale antiapoptotische Proteine sind z. B. das CrmA des Cowpox-
Virus, welches Caspase-1 und Caspase-8 inhibiert (Zhou et al., 1997), die E6- und E7-
Proteine von Papillomaviren (Yuan et al., 2005) oder aber das Myxomavirus-codierte
SERP2 (Petit et al., 1996) bzw. p35 und IAPs aus Baculovirus (Zhou et al., 1998; Hawkins
et al., 1996), welche ebenfalls als Caspase-Inhibitoren fungieren.

Das humane Genom selbst codiert ebenfalls fiir eine Reihe von Proteinen mit
antiapoptotischer Funktion wie z. B. den antiapoptotischen Mitgliedern der BCL-2-Familie
(BCL-X;, BCL-w, BCL-2 u. a.) oder aber den Mitgliedern der IAP (Inhibitor of
Apoptosis)-Familie (XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, MLIAP, NAIP, Survivin und BRUCE),
welche Homologe der Baculovirus-IAPs darstellen. Mitglieder der humanen IAP-Familie
konnen Caspase-3, -7 und/oder -9 binden und somit Apoptose inhibieren. BCL-2 und
BCL-Xp binden den C-terminalen Part von Apaf-1 und verhindern somit dessen
Interaktion mit Caspase-9.

Das chlamydiale Genom codiert fiir zwei Proteine, welche einen Einfluss auf die
Wirtszellapoptose haben konnen. Fiir das CADD (Chlamydia protein associating with
death domains) konnte gezeigt werden, dass es nach Transfektion in Sdugerzelllinien mit
den Todesdoménen von Rezeptoren der TNF-Familie, wie TNFR1, Fas, DR4 und DRS5

interagiert und dadurch Apoptose induziert (Stenner-Liewen et al., 2002). In infizierten
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Epithelzellen kolokalisiert das CADD mit Fas in der Ndhe des Einschlusskorpers, jedoch
konnten in diesem System keine Anzeichen fiir Apoptose gefunden werden. Somit steht
nicht eindeutig fest, welche Rolle CADD in der Apoptosemodulation in vivo spielt. Beim
chlamydialen CPAF (chlamydial protease/proteasome-like activity factor) handelt es sich
um ein sekretiertes Protein mit proteolytischer Aktivitdt, welches die humanen
Traskriptionsfaktoren RFX5 und USF-1 degradiert und somit die Expression von MHC-
Molekiilen herabsetzt (Zhong et al., 2001). AuBerdem ist eine Funktion des CPAF bei der
Degradierung proapoptotischer BH3-only-Proteine wie z. B. Puma beschrieben, was eine
Inhibition der Wirtszell-Apoptose zur Folge hat (Pirbhai et al., 2006).

Fiir die Transkriptmenge von CADD und CPAF wéhrend der Persistenz sind keine
auffilligen Anderungen in dieser Arbeit festgestellt worden. Speziell zwischen der
Beobachtung, dass die persistente Infektion keine Wirtszellapoptose hervorruft und den
Expressionsdaten des antiapoptotischen cpaf liasst sich kein Zusammenhang herstellen.
Dieses Ergebnis korreliert mit den Daten einer anderen Arbeit, in der die cpaf-Expression
wihrend der Persistenz untersucht wurde und ebenfalls keine Expressionsdnderungen
festgestellt werden konnten (Heuer et al., 2003). Deshalb wurde die Expression zehn
ausgewahlter humaner Gene, das bcl-2 und mcl-1 sowie die Mitglieder der IAP-Familie,
welche fiir antiapoptotische Proteine codieren untersucht, um eine mogliche Erklarung fiir
das Apoptoseverhalten der Wirtszelle wihrend der persistenten und auch akuten Infektion
zu finden. Die Expression von bcl-2 und mcl-1, welches fiir ein BCL-2-dhnliches Protein
codiert, ist in der akuten Infektion sowie in den drei Persistenzmodellen leicht
hochreguliert. Speziell in den Fibroblasten zeigt sich eine Zunahme der mcl-1-
Transkriptmenge um das 5-10-fache je nach Infektionsmodell. Fiir die acht Gene der
Inhibitor-of-Apoptosis-Familie zeigen sich verschiedene Expressionsmuster fiir die
unterschiedlichen Infektionsmodelle und auch Zelllinien. So ist z. B. das livin im DAM-
Modell sowohl in Fibroblasten als auch in der HEp2-Zelllinie merklich hochreguliert, in
den anderen Modellen jedoch kaum bzw. nicht differentiell reguliert (Abb. 30).
Ubereinstimmende Ergebnisse beziiglich der Expression zeigten sich jedoch fiir die zwei
Gene ciapl und ciap2, welche fiir das Inhibitor-of-Apoptosis-Protein 1 bzw. 2 codieren.
Diese beiden Gene sind unabhédngig von Infektionsmodell und Zelllinie im Vergleich zu
uninfizierten Kontroll-Zellen hochreguliert , wobei die Transkriptzunahme fiir das ciap2
deutlich stirker ausfdllt (Abb. 30). Aufgrund dieser Tendenz wurde die Expression des
ciap2 in der Wirtszelle genauer wihrend unterschiedlicher Zeitpunkte von 24 h bis

96 h p.i. untersucht. Dabei zeigten sich fiir die HEp2-Zellinie und die Fibroblasten trotz
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konstanter Hochregulierung wihrend des Untersuchungszeitraumes zwei gegensitzliche
Tendenzen. Wihrend in der HEp2-Zelllinie nach einer anfinglich stirkeren Expression ab
72 h p.i. die Transkriptmenge wieder auf das 2,5- bis 5-fache der uninfizierten Zellen sank
(Abb. 31), war in den Fibroblasten das Gegenteil der Fall. Zu den anfinglichen
Untersuchungszeitpunkten 24 h und 48 h p.i. betrug die Expression zunichst das ca. 15-20-
fache der uninfizierten Zellen, nahm aber anschlieBend ab 72 h p.i. merklich auf das 40-
bis 120-fache zu (Abb. 30). Dies betraf in HEp2 und Fibroblasten sowohl die akute als
auch persistente Infektion. Wéhrend also das ciap2 in der HEp2-Zelllinie nach einer Phase
der verstarkten Expression zu spiteren Zeitpunkten der Persistenz auf einem basalen Level
hochreguliert blieb, war in der spiteren Phase der Persistenz in den Fibroblasten eine
Verstirkung der ciap-2-Expression zu verzeichnen. Die Ergebnisse der priméren Zelllinie
sollten die in-vivo-Situation besser widerspiegeln als die der Krebszelllinie. Nach
Ausbildung der Persistenz in vivo und einer anfinglichen Phase der -ciap-2-
Hochregulierung konnte somit im spéteren Verlauf der Persistenz eine mogliche
Wirtszellapoptose als Reaktion auf den Erreger durch eine deutlich gesteigerte ciap2-
Transkriptmenge verhindert werden. Erstaunlich sind die Ergebnisse der akuten Infektion.
Wiéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes von 24 h bis 96 h p.i. zeigten sich
identische ciap-2-Expressionsmuster wie in den Persistenzmodellen und z. T. war sogar
eine starkere Hochregulierung des ciap2 zu verzeichnen. Dies zeigt, dass die akute Cp.-
psittaci-DC15- Infektion auch in den weiteren Runden des Entwicklungszyklus ihre
Fahigkeit zur ciap-2-Hochregulierung und einer damit eventuell verbundenen
antiapoptotischen Fahigkeit beibehilt. Die verstirkte ciap-2-Expression infolge der akuten
und persistenten Chlamydieninfektion lieB sich auf auf translationaler Ebene bestétigen. Im
Vergleich zu uninfizierten Zellen war die Menge an gebildetem cIAP-2-Protein in
infizierten Zellen erhoht. (Abb. 32).

Fiir die akute Cp.-pneumoniae-Infektion konnte bereits gezeigt werden, dass in den ersten
7h der Infektion die ciap2/cIAP2-Expression der Wirtszelle zunimmt und diese
Expression NF-kB-vermittelt ist (Wahl et al., 2003). Eine verstarkte Expression von
ciap2/cIAP2 in einem Cp.-pneumoniae-DAM-Persistenzmodell, welche NF-kB-vermittelt
war, bestdtigte sich auch in einer aktuellen Studie von Paland und Kollegen (2006). Eine
differentielle Expression von XIAP wurde wie auch in dieser Arbeit hingegen nicht
festgestellt. Die Hochregulation von ciap2/clIAP2 ohne einhergehende signifikante
Hochregulierung von cIAP1 und XIAP konnte auch in einem akuten C.-trachomatis-

Infektionsmodell gezeigt werden (Rajalingam et al., 2006). Interessanterweise waren

97



DISKUSSION

cIAP1 und XIAP aber notwendig fiir die Apoptoseinhibition in infizierten Zellen, da sie
zusammen mit c[AP2 in einem Komplex agierten, in welchem jeder der Partner die
Stabilitdt der anderen IAPs sicherte (Rajalingam et al., 2006).

Das cIAP2 zeigt in vivo die hochste Expression in Leber und Thymus und inhibiert speziell
die Caspasen-3 und -7 (Liston et al., 2003). Die Funktion der IAPs geht aber iiber die reine
Caspase-Inhibierung hinaus. So spielen IAPs eine Rolle in Signaltransduktionswegen und
fiir cIAP1 und cIAP2 konnte eine Beteiligung an der Ausbildung von TNFRI- und
TNFR2-Komplexen gezeigt werden, welche in der Inhibierung von Caspasen und der
Aktivierung von NF-xB involviert sind (Lee und Collins, 2001). Diese NF-kB-Aktivierung
kann ihrerseits wieder verschiedene antiapoptotische Gene, u. a. auch das ciapl, ciap2 und
xiap aktivieren, was einer positiven Riickkopplung entspricht (Lee und Collins, 2001). Die
antiapoptotische Aktivitét, welche durch die persistenten und auch produktiven Cp. psittaci
hervorgerufen wird, konnte somit unabhingig vom Persistenzstimulus auf denselben
komplexen Mechanismen basieren, welche auf einer Hochregulation von cIAP2 und der
eventuellen Interaktion mit andern Mitgliedern der IAP-Familie beruhen. Diese Fahigkeit,
die Wirtszellapoptose zu modulieren, kann die Entstehung einer persistenten Infektion
bzw. die Etablierung einer Langzeitbeziechung mit der Wirtszelle begilinstigen und
moglicherweise eine Voraussetzung fiir die Ausbildung einer chronischen Erkrankung

darstellen.
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5. Ausblick

In dieser Arbeit konnte ecine gesteigerte Expression von ciap2/cIAP2 in Cp.-psittaci-
infizierten Wirtszellen, welche keine Anzeichen von Apopotose zeigen, festgestellt
werden. Der Aktivierungsmechanismus von cIAP2 in diesen akut und persistent infizierten
Wirtszellen ebenso wie die Auswirkung, die diese cIAP2-Hochregulation auf die zelluldren
Prozesse hat, sind jedoch noch wunklar. Als Aktivator fiir cIAP2 gilt der
Transkriptionsfaktor NF-kB. In weiterfiihrenden Experimenten konnte beispielsweise
mittels Electromobility Shift Assay (EMSA) oder Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)
tiberpriift werden, ob NF-«kB in akut und persistent infizierten Zellen tatséchlich an den
Promotor von cIAP2 bindet und dessen Expression auslost.

Weiterhin  sollte untersucht werden, ob in Cp.-psittaci-infizierten Zellen eine
Komplexbildung zwischen verschiedenen IAPs stattfindet, wie es flir die C.-trachomatis-
Infektion bereits beschrieben wurde und ob die Uberexpression von cIAP2 bzw. der IAP-
Komplex, sofern gebildet, zu einer Inhibition der IAP-Target-Caspasen fiihrt.

Ein Silencing der ciap2-Expression mittels siRNA-Technologie und anschlieBender
Infektion bzw. Persistenzbehandlung konnte schlieBlich zeigen, ob eine gesteigerte cIAP2-

Expression wirklich dazu fiihrt, dass infolge der Infektion keine Apoptose ausgelost wird.

Beziiglich der chlamydialen Expressionsdanderungen im Persistenzstadium von Cp. psittaci
wiirde eine ,,Langzeitstudie” {iber den Untersuchungszeitraum dieser Arbeit hinaus, einen
Vergleich mit dem hier gezeigten persistenzspezifischen-Expressionsmuster erlauben und
dies somit bestdtigen oder modifizieren. Auch wire ein in-vivo-angelehntes Modell, wie
z. B. die Infektion von Monozyten, was ein natiirliches Persistenzsystem darstellt, hilfreich

bei der weiteren Charakterisierung persistenzspezifischer Expressionsmuster.
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ANHANG

Anhang

Tabellen 7-8. Primersequenzen der chlamydialen und humanen Primer

Tabelle 7. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primer fiir chlamydiale Gene

Primer Sequenz (5°-3°) Produkt-
lange (bp
16S fwd CTTGTACACACCGCCCGTC 201
rRNA rev GCCCAACCTAGTCAAACCGTC
gyrA Gyrase A fwd GCGAAGCATCGTAAATGTGC 151
rev AGCCGAAGTTTCCTTGACCAT
groEL Heat shock factor 60 fwd CAACAGGTAGCAGAATCCGGA 201
rev CTCTTCGCTGATAAGTTGGCAA
grpE Cofactor Hsp 70 fwd CAACAGTTCCTACCCCCGATAA 251
rev CCTCATCTGACATCTGTGAGGC
dnaK Heat shock protein 70 fwd CACTCACACGTGCCCACTTT 251
rev GAGCACACCCCCTTGAATTG
groES Heat shock factor 10 fwd GTCAGATCAAGCAACGACCCTT 251
rev CGATGGTAAGTTCTTGTCCCG
ompA Major outer membrane | fwd GCTACTTGGTGTGACGCCATT 201
protein (MOMP) rev GAACCACTCAGCGTCTTGCA
omcB Outer membrane fwd GGATCTGCTATTGCCCG 217
protein B rev. CAGAACATTTGTGTCCACCG
omcA Outer membrane fwd TGCCGTATTGTAGATTGCTGCT 152
protein A rev TGAACTCCTGGATTGCACTCAG
pomp91A Polymorphic outer fwd AGTCGATGACAATGGCAATGCC 250
membrane protein 91A | rev CGTTCTGGGTTAGGGGAGTAACC
pomp91B Polymorphic outer fwd TACACAATCTAGTCACCCCGGAGC 250
membrane protein 91B | rev TCTAGCTTTAACTCAGCAGTAGA
euo DNA binding protein fwd AAGGCTTCTAAAACAACCCGG 241
rev GGCTAATAACCCAAGCAGCG
cpaf Chlamydial protease- fwd CGCACCCTGAGCATCGTTA 151
like activity factor rev AAGACAAAACCCCCAGCTCCT
efp2 Elongation factor P fwd GATGTGCGAGAACAACAGATGC 251
rev CCCGAAGCTGTATCTCCACG
hctA Histone-like protein 1 fwd ACGTGACTTAGACAAGGCCGA 201
rev ATTTTTGGCTTAGGTGCTGCTT
cadd Death domain receptor | fwd GCAATCCACAGCCGTTGTG 151
protein rev TTGAGCTGCTGCACTAGGGAC
ftswW Cell division membrane | fwd TTGTTCCCTGCGTCGCTATC 151
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protein

rev AAAAGCTATTACGGCTGCGGA

ctcC

Two-component-
system

Histidine kinase

fwd GCTGCGAAGAAGTCCTT

rev TGTGGCTCCTGTAAAAGCGC

151

ctcB Two-component- fwd TCATTTGCAATTCACAAGCTCG 328
system
Response regulator rev GCTAGAGTCGCGGTCATTTTC
rpoD Sigma factor (sig A) fwd TGCGTTGTTTCCATTGTCGT 251
rev. GCTCTTGTCCATCCAACGCT
rpsD Sigma factor (sig 28) fwd ATGCCTTCCCATGTAAAGACCG 166
rev GAACCCAATCCTGCTTCCTTAAA
rpoN Sigma factor (sig 54) fwd TTTCCATCCTCTGGGCATTG 151
rev GGGAGCAGTGACATTTCTTTGC
sctN Type Ill secretion fwd AATCCACTTCACGATCGGACC 151
protein rev GCATCTATCAGCCGATTGCTG
incA Inclusion membrane fwd CATGTGGAGGAAAGTCGCG 251
protein A rev CCCTGATCTGCCGTTTCTGT
pknD Ser-/Thr- protein kinase | fwd TATGGAGGATCCCTCGAGAGTG 131
rev CAAGAGCGTTTGGCAATGC
pknl Ser-/Thr-Protein-Kinase | fwd ATAGCCAGAAGCCCCGTACC 151
rev ATGCTCAGGAAGCGAACAGG
pp2C PP2C-Phosphatase fwd CTTCAGCGCCTCGCGATA 151
rev GAGAGCTGTGGCTATTGCCG
pkn5 Ser-/Thr- Protein- fwd AAAAACAAGGAAAGGTTCCCCA 151
Kinase rev GATGACATGGAATCGTCTGCCT
yhbZ GTP binding Protein fwd CGGTAAAGACCTCGTCTTAATCG 151
(Predicted GTPase) rev CTAAACGCTCTCCACTTTTAGCAA
yphC GTP binding Protein fwd AAGTTGACCCGCTGCTGTTT 151
(Predicted GTPase) rev TGCATTTCTTCTTCCCCTCGT
ychF GTP binding Protein fwd CCCTTTTGCACAATTGACCC 151
(Predicted GTPase) Rev CGTCTGCAGCTCCCTTCAC
hflX GTP binding Protein fwd ACCGCTTCACAGCAGAGGAAT 151

(Predicted GTPase)

rev GAGGGAGCAGGTAGCGTGC

XV
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Tabelle 8. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primer fiir humane Gene

Gen Protein Primer Sequenz (5°-3°) Produkt-
lange (bp)
R-Act Beta-Actin fwd GAAATCGTGCGTGAC 151
rev GGAACCGCTCATTGCCAAT
gusB Glucuronidase B fwd AAACGATTGCAGGGTTTCACC 151
rev GCGTTTTTGATCCAGACCCA

ciapl Inhibitor of Apoptosis fwd GCAGACACATGCAGCTCGAA 151
Protein 1 rev CCAACACCTCAAGCCACCAT

ciap2 Inhibitor of Apoptosis fwd CACATGCAGCCCGCTTTAA 151
Protein 2 rev GATTCCCAACACCTGAGTCCAC

xiap X-linked Inhibitor of fwd TCCCCAAATTGCAGATTTATCA 151
Apoptosis Protein rev CATGTGTCTCAGATGGCCTGTC

bruce baculoviral IAP-repeat fwd CGGCTGAACCTCCACCTATC 152
containing Protein 6 rev CAATCGAAGAAGGCACTGGG

naip Neuronal Apoptosis fwd CAGCAGAAAGCCTCTGACGAG 151
Inhibitory Protein rev TGTAGCCTTTCTGCATTTTTGC

survivin Baculoviral IAP repeat- fwd GCACCTGAAAGCTTCCTCGA 151
containing Protein 5 rev GCCTCATTCACAACCCTTCC

bcl-2 B-cell lymphoma Protein | fwd GAGGAGCTCTTCAGGGACGG 151
2 rev GGTGCCGGTTCAGGTACTCA

mcl-1 myeloid cell leukemia fwd AACCAAGAAAGCTGCATCGAAC 151
protein 1 (BCL2-related) rev GCACATTCCTGATGCCACCT

IDO Indolamin-2,3- fwd TGCCACCAGCTCACAGGAA 201
Dioxygenase rev CGATTTGCAGATGGTAGCTCC

lIp-2 Baculoviral |AP repeat- | fwd TCTATGACTGGCCGCTGACTG 107
containing Protein 8 rev CCCATAGCAGAAGAAGCACCTC

livin Baculoviral IAP repeat- | fwd CACTGTGGAGGAGGGCTAGC 151

containing Protein 7

rev GAGCTCCCTCAAGTGAACGG

XVI
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Tabellen 9-12. Expressionsanderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-
psittaci-Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen (normalisiert gegen
gyrA), Wirtszelle HEp2

Tabelle 9. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 12 h p.i. (nhormalisiert
gegen gyrA), Wirtszelle: HEp2

Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-vs. akut
groEL1 -1,3210,04 1,68+0,30 -1,12+0,29
grpE 1,4410,25 1,58+0,28 1,14+0,51
dnak (hsp70) 1,54+0,17 1,13+0,20 -2,17+0,11
groES -1,06+0,20 2,77+0,42 1,26+0,18
ompA 1,29+0,41 1,53+0,17 -1,5910,08
omcA 1,55+0,36 3,60+0,53 6,88+0,81
omcB 1,10+0,19 2,565+0,35 2,51+0,10
pomp91A 2,04+0,07 2,07+0,40 -1,3040,25
pomp91B -1,54+0,15 3,11+0,57 2,91+0,31
euo 1,30+0,32 2,61+0,32 1,77+0,92
cpaf 1,22+0,20 2,84+0,25 1,08+0,19
efp2 -1,0210,24 1,57+0,13 -1,49+0,24
hctA 1,3840,32 1,08+0,41 10,11+£2,27
cadd (CT610) -1,4510,24 1,70£0,13 2,11+0,87
ftsw 1,30+0,19 1,02+0,23 -1,61+0,07
ctcC 1,01£0,27 1,27+0,16 1,22+0,43
ctcB -1,15+0,10 1,51+0,32 2,86+0,15
rpoD (sigA) 1,54+0,17 1,310,14 1,03+0,37
rpsD (sig28) -1,3310,09 1,09+0,26 -2,27+0,06
rpoN (sig 54) 1,71+0,12 1,84+0,10 4,0040,90
dcrA -1,35+0,06 1,22+0,12 1,120,224
sctN 1,11+0,22 1,26+0,15 1,53+0,16
incA 3,04+0,38 1,4940,12 3,43+0,81
PP2C (CT259) 1,15+0,22 -1,02+0,35 -1,14+0,23
pknD -1,20+0,07 1,330,10 -1,6910,06
pknl 1,17+0,29 1,010,32 6,30+0,93
pkn5 -1,45+0,13 -1,0910,05 -1,5810,10
hflX -1,12+0,22 1,53+0,34 1,130,11
yhbZ 1,16£0,74 1,19+0,27 1,02+0,20
yphC 1,21+0,10 -1,230,13 -1,7940,09
ychF 1,0+£0,33 1,3810,24 1,42+0,33
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* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

Tabelle 10. Expressionsanderungen im mRNA-Level verschiedener Cp, psittaci-
Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 24 h p.i.
(normalisiert gegen gyrA), Wirtszelle: HEp2

Expressionsdnderung (x-fach * SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
groEL1 1,04+0,25 2,95+0,36 -2,38+0,22
grpE 1,09+0,27 2,51+0,36 -1,0510,26
dnak (hsp70) 4,76+0,92 -1,5240,20 6,67+1,67
groES 1,1940,24 -1,7540,28 -1.9240,10
ompA -1,0410,27 1,1040,31 1,26+0,17
omcA 10,044,12 6,67+2,5 25,048,33
omcB 202,46 20,0£0,39 12,5+1,39
pomp91A 3,45£0,75 3,23+0,59 6,25+0,99
pomp91B 3,70+0,85 2,70£0,43 2,63+0,19
euo 1,74+£0,20 -1,22+0,07 1,60+0,32
cpaf -1,79+0,18 -1,43+0,10 -2,04+0,23
efp2 1,15+0,08 -1,0910,36 1,6310,42
hctA 25,0+4,59 4,76+1,54 7,14£2,79
cadd (CT610) -1,15+0,10 1,22+0,30 2,55+0,21
ftsw 2,78+0,65 4,17+1,67 2,63+0,36
ctcC 5,56+1,98 50,0£12,9 5,56+0,56
ctcB 3,33+0,70 5,26+1,41 4,76+1,31
rpoD (sigA) -1,04+0,19 -1,7510,13 1,27+0,17
rpsD (sig28) 9,09+3,54 4,17+1,22 4,0+1,14
rpoN (sig 54) 3,22+0,52 -1,09+0,11 1,7710,14
dcrA 1,01+0,28 -1,45+0,20 2,5+0,46
sctN -1,56+0,18 -1,2840,04 2,78+0,40
incA 3,34+0,68 1,65+0,49 1,17+0,55
PP2C (CT259) 4,54+1,10 -1,05+0,17 -1,25+0,11
pknD -1,20£0,24 -1,26+0,09 -1,11+0,23
pknl 3,03+0,25 2,94+0,38 2,44+0,31
pkn5 -2,38+0,17 -2,1710,24 -1,8940,13
hflX -2,22+0,10 -1,1£0,39 -7,3342,34
yhbZz 1,89+0,44 1,60£0,33 1,2840,37
yphC -17,3910,33 -4,20%0,22 -53,87+4,29
ychF -1,33+0,09 1,4610,22 -4,77+0,28
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* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

Tabelle 11. Expressionsianderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-
Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 36 h p.i.
(normalisiert gegen gyrA), Wirtszelle: HEp2

Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
groEL1 2,94+0,71 -1,32+0,15 7,69%1,81
grpE -1,4510,12 1,85+0,08 4,17+0,83
dnak (hsp70) 3,13+0,69 3,03+0,95 7,69+2,93
groES 0,71+0,34 1,54+0,36 2,94+0,38
ompA 2,86+0,48 0,75+0,21 4,35%1,01
omcA 6,67+1,90 14,29+4,29 9,09+2,42
omcB 10,0+4,44 9,09+1,40 14,29+4,29
pomp91A 5,26+1,56 3,57+0,87 10,0£3,75
pomp91B 4,35+0,5 3,57+1,44 4,17+1,31
euo 1,4410,20 2,95+0,71 -1,09+0,87
cpaf 3,03+0,86 1,79+0,08 1,23+0,06
efp2 1,52+0,41 1,86+0,32 -1,02+0,23
hctA 3,45+0,82 1,94+0,13 -1,12+0,10
cadd (CT610) -1,32+0,17 1,4340,32 1,4610,22
ftsw 6,67+1,4 2,78+0,34 2,63+0,55
ctcC 10,0+3,75 7,69+1,81 33,34+8,33
ctcB 5,26+0,91 4,0+0,67 5,55+0,79
rpoD (sigA) -2,32+0,11 1,1040,31 1,23+0,31
rpsD (sig28) 4,76+1,06 -1,2510,24 9,09+1,40
rpoN (sig 54) 2,5+0,28 -1,14+0,30 1,12+0,31
dcrA -1,27+0,04 1,830, 11 1,20+0,06
sctN 3,13+1,0 -1,44+0,24 -1,25+0,12
incA 1,46+0,22 2,94+0,67 -1,56+0,21
PP2C (CT259) -2,17£0,12 2,76+0,34 -1,05+0,37
pknD 1,09+0,21 1,91+0,07 1,02+0,43
pknl -1,28+0,07 2,62+0,07 -1,0310,26
pkn5 -1,75+0,09 -1,1610,23 -2,170,18
hflX 1,32+0,33 1,06+0,09 1,1710,14
yhbZ 3,36+0,25 1,730,13 4,7+0,25
yphC -12,5+2,33 -4,0%1,33 -10,0+1,78
ychF 2,75+0,36 1,4940,22 2,35+0,56
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* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

Tabelle 12. Expressionsianderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-
Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 48 h p.i.
(normalisiert gegen gyrA), Wirtszelle: HEp2

Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
groEL1 -1,43+0,12 1,70£0,27 -1,88+0,29
grpE -3,2310,66 1,72+0,22 -3,03£0,76
dnak (hsp70) -4,76%2,06 -3,13+0,625 -4,76+1,19
groES -1,11£0,09 1,96+0,25 -2,94+0,44
ompA -1,69+0,14 2,47+0,17 -2,56+0,20
omcA -50,0+16,67 -7,69+2,93 -33,3318,33
omcB -14,29+4,29 -7,14+1,88 -12,513,41
pomp91A -5,56+1,20 -2,70£0,53 -5,26+1,41
pomp91B -9,09+2,84 -4,17+0,83 -10,0+2,86
euo -3,8510,98 -5,55+1,01 -3,8510,99
cpaf -5,26+2,32 -1,23+0,11 -2,30+0,14
efp2 -3,22+0,79 -5,56+0,56 -1,16£0,05
hctA -33,3318,33 -2,22+0,18 -50,0+16,67
cadd (CT610) -3,45%1,23 -2,63+0,25 -2,94+0,71
ftsw -3,70+1,48 -2,56+0,39 -3,85+1,07
ctcC -12,515,36 -8,33+3,79 -14,29+4,29
ctcB -3,57+0,79 -4,55+1,69 -5,56+1,39
rpoD (sigA) -4,17+1,84 -2,13+0,10 -4,17+0,46
rpsD (sig28) -7,69+2,43 -2,00+0,20 -6,67+2,5
rpoN (sig 54) -5,88+2,04 -2,33+0,15 -4,17+0,59
dcrA -5,88+1,12 -5,26+2,23 -3,33+0,48
sctN -8,33%3,07 -1,35+0,06 -4,55+0,55
incA -7,14+1,59 -1,61+0,21 -1,85+0,12
PP2C (CT259) -8,333,07 -1,19+0,13 -12,5+4,80
pknD -1,49+0,07 -1,47+0,22 -5,56+1,98
pknl -1,25+0,11 -1,42+0,03 -1,04+0,18
pkn5 -2,70%0,78 -2,08+0,12 -2,22+0,09
hflX -3,33+0,29 1,05+0,33 -7,3810,29
yhbZz -3,09+0,34 -1,0410,22 -3,2810,25
yphC -10,32+0,18 -2,77+0,32 -49,35+4,77
ychF -1,11+0,29 1,78+0,09 -3,3910,44
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* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsédnderung +

Standardabweichung (SD) dargestellt
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)
Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

Tabellen 13-16. Expressionsanderungen im mRNA-Level ausgewahlter Cp.-
psittaci-Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen, Wirtszelle

Fibroblasten

Tabelle 13. Expressionsanderungen im mRNA-Level ausgewadhlter Cp.-psittaci-
Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 12 h p.i.
(normalisiert gegen 16S rRNA), Wirtszelle: Fibroblasten

Expressionsinderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
omcA 1,130,23 -1,7210,07 0,55+0,07
omcB -1,0410,077 -3,42+0,65 -166,7+15,3
ftsw -2,51+0,69 -3,59+0,31 -1,92+0,08
ctcC -1,08+0,09 2,04+0,55 1,030,1
ctcB -1,3040,09 -1,5910,12 1,38+0,22
yphC -1,730,12 -1,02+0,09 -1,11£0,07

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)

Tabelle 14. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-

Gene

(normalisiert gegen 16S rRNA), Wirtszelle: Fibroblasten
Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 24 h p.i.

DAM vs. akut PenG vs. akut IFN-y vs. akut
omcA -19,23+1,99 -5,2+1,07 1,26+0,77
omcB -3,33+0,98 -4,1+0,88 -1,92+0,55
ftswW -1,18+0,07 -1,06+0,06 -1,27+0,03
ctcC -6,37+0,94 -1,85+0,04 4,23+0,99
ctcB -5,22+0,74 -2,98+0,33 -2,97+0,38
yphC -6,25+0,88 -1,75+0,99 -1,65+0,11

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsdnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)
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Tabelle 15. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener
verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt

Gene in drei

(normalisiert gegen 16S rRNA), Wirtszelle: Fibroblasten
Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. akut

PenG vs. akut

Cp.-psittaci-
36 h p. i

IFN-y vs. akut

omcA -1052,6+166,9 -714,29+17,43 -3,75+0,99
omcB -83,3+5,9 -13,89+4,55 -3,88+0,73
ftsw -7,14+1,2 -9,35+1,05 -3,7+0,56
ctcC -52,63+4,33 -5,38+1,2 -2,4+0,33
ctcB -22,76+3,98 -6,44+0,73 -2,98+0,37
yphC -83,3+5,77 -16,67+1,74 -3,06+0,45

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsdnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)

Tabelle 16. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener Cp.-psittaci-

Gene in drei

(normalisiert gegen 16S rRNA), Wirtszelle: Fibroblasten
Expressionsanderung (x-fach * SD)*

DAM vs. akut

PenG vs. akut

verschiedenen Persistenzmodellen zum Zeitpunkt 48 h p.i.

IFN-y vs. akut

omcA -1063,8+196 -1041,67+113,5 -7,14+0,88
omcB -250,0£16,5 -78,13+0,96 -3,47+0,54
ftsw -4,83+0,75 -7,81+0,59 -7,25+0,95
ctcC -106,0+5,88 -11,23+0,73 -2,96+0,33
ctcB -59,06+4,71 -9,38+0,77 -4,90£0,31
yphC -76,9+4,38 -6,25+0,35 -2,78+0,25

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsédnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulierung (< Faktor 2)

XXII




ANHANG

Tabellen 17-20. Expressionsdanderungen im mRNA-Level verschiedener
humaner Gene in drei verschiedenen Persistenzmodellen sowie akuter
Infektion im Vergleich zu uninfizierten Zellen

Tabelle 17. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener humaner Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen sowie akuter Infektion zum Zeitpunkt 48
h p.i. (normalisiert gegen 3-Actin), Wirtszelle: HEp2

Expressionsdnderung (x-fach + SD)?

akut vs. uninf. DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
mcl-1 1,85+0,48 2,04+0,78 -1,32+0,333 1,47+0,62
ciapl 4,0+0,58 6,10+0,3 3,68+0,6 3,32+0,70
ciap2 14,32+2,39 28,64+2,13 14,42+1,51 6,91+1,28
bcl-2 4,81+1,88 2,35+0,6 2,69+0,55 5,15+1,03
xiap 1,1310,27 3,39+0,3 1,30+0,12 2,2+0,21
surviin 1,57+0,45 2,64+0,41 1,78+0,21 -1,7240,38
naip 1,55+0,51 2,25+0,66 1,43+0,38 1,6510,2
bruce 1,4940,11 3,53+0,46 2,64+0,54 2,25+0,40
ilp-2 -2,4+0,33 3,610,42 -1,67+0,08 -1,67+0,04
livin 5,31£0,77 53,82+3,6 4,35+0,65 2,240,52

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

uninf. = uninfiziert

Tabelle 18. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener humaner Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen sowie akuter Infektion zum Zeitpunkt 48
h p.i. (normalisiert gegen gusb), Wirtszelle: HEp2

Expressionsdnderung (x-fach £ SD)?

akut vs. uninf. DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
mcl-1 1,85+0,12 2,58+0,18 1,58+0,33 4,58+0,96
ciapl 7,36+2,33 5,24+1,76 4,24+0,74 8,46+2,55
ciap2 26,36+4,09 24,59+5,39 20,54+3,08 17,63+4,38
bcl-2 11,43+3,77 2,98+0,22 5,56+1,76 16,06+2,99
xiap -1,56+0,03 -1,10+0,17 2,08+0,37 1,92+0,54
surviin -1,11+0,32 -1,41+0,21 -1,52+0,13 2,0+0,36
naip 1,39+0,14 3,84+0,92 2,01+0,43 1,18+0,29
bruce 1,34+0,33 5,46+0,71 3,71+0,66 1,61+0,33
ilp-2 -1,92+0,17 2,41+0,02 -1,47+0,24 1,01+0,56
livin 6,69+0,92 36,0+5,07 4,63+0,87 3,73+0,77

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsédnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

uninf. = uninfiziert
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Tabelle 19. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener humaner Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen sowie akuter Infektion zum Zeitpunkt 48
h p.i. (normalisiert gegen 3-Actin), Wirtszelle: Fibroblasten

Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

akut vs. uninf. DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
mcl-1 10,27+0,53 9,15+0,3 4,59+0,21 10,37+0,9
ciapl 2,57+0,34 3,25+0,08 2,45+0,1 2,48+0,29
ciap2 14,93+0,71 25,11+0,72 8,63%0,65 14,52+2,88
bcl-2 2,68+0,35 2,66+0,04 3,72+0,24 2,58+0,72
xiap 2,1£0,14 4,53+0,058 1,87+0,21 1,58+0,54
surviin 4,17+0,28 2,28+0,09 4,96+0,9 7,01£0,88
naip -1,75+0,05 -2,5+0,02 -2,56+0,02 1,39+0,43
bruce 1,08+£0,10 1,09+0,02 -1,39+0,08 2,51+0,25
ilp-2 1,57+0,55 2,55+0,45 1,3910,19 5,7+0,43
livin -1,6910,22 18,64+0,98 2,83+0,45 5,66+0,70

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsdnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

uninf. = uninfiziert

Tabelle 20. Expressionsdnderungen im mRNA-Level verschiedener humaner Gene
in drei verschiedenen Persistenzmodellen sowie akuter Infektion zum Zeitpunkt 48
h p.i. (normalisiert gegen gusB), Wirtszelle: Fibroblasten

Expressionsinderung (x-fach + SD)?

akut vs. uninf. DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
mcl-1 5,81+1,33 2,05+0,22 1,64+0,22 3,85+0,55
ciapl 1,30+0,34 -1,19+0,45 1,04+0,45 1,16+0,25
ciap2 7,06+2,09 6,5+0,99 3,66+0,78 6,77+0,98
bcl-2 1,52+0,38 -1,66+0,28 1,33+0,36 -1,04+0,37
xiap 1,28+0,34 1,46%0,34 1,1£0,26 1,01£0,29
surviin 2,55+0,29 -1,35+0,08 2,93+0,55 4,5+0,77
naip 1,22+0,33 -1,02+0,12 -1,4910,25 1,7+0,26
bruce 1,45+0,75 1,03+0,39 -1,54+0,16 -1,08+0,33
ilp-2 -1,16+0,23 -1,06+0,55 -1,35+0,27 3,18+0,79
livin -3,03+0,55 6,87+0,98 1,34+0,33 3,16+0,66

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt

Rotfarbung indiziert signifikante Hochregulation (> Faktor 2)

Griinfarbung indiziert signifikante Herunterregulation (< Faktor 2)

uninf. = uninfiziert
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Tabellen 21-24. Expressionsanderungen im clAP-2-mRNA-Level in drei
verschiedenen Persistenzmodellen sowie akuter Infektion im Vergleich zu

uninfizierten Zellen

Tabelle 21. Expressionsdnderungen im cIAP-2-mRNA-Level in drei verschiedenen
Persistenzmodellen sowie akuter Infektion (normalisiert gegen 3-Actin), Wirtszelle:
HEp2

Expressionsdnderung (x-fach + SD)?

akut vs. uninf. DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
24 h 11,31+3,77 14,83+2,99 9,06+1,28 6,63+1,73
48 h 14,32+2,93 28,64+2,13 14,42+1,51 6,92+1,28
72 h 3,76+2,9 3,56+1,03 3,74+1,33 3,4+1,04
96 h 8,57+1,33 5,24+23 5,12+0,70 5,34+1,09

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
uninf. = uninfiziert

Tabelle 22. Expressionsdanderungen im cIAP-2-mRNA-Level in drei verschiedenen
Persistenzmodellen sowie akuter Infektion (normalisiert gegen gusB), Wirtszelle:
HEp2

Expressionsinderung (x-fach + SD)?

akut vs. uninf. = DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
24 h 13,93+2,11 6,96+0,99 8,51+1,35 15,56+5,92
48 h 26,36+3,78 24,59+2,76 20,54+3,99 17,63+3,88
72 h 2,49+0,44 3,23+0,15 5,17+2,17 2,94+0,25
96 h 13,27+1,88 2,69+0,21 5,13+2,4 2,77+0,09

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsédnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
uninf. = uninfiziert

Tabelle 23. Expressionsanderungen im clAP-2-mRNA-Level in drei verschiedenen
Persistenzmodellen sowie akuter Infektion (normalisiert gegen 3-Actin), Wirtszelle:
Fibroblasten

Expressionsanderung (x-fach * SD)?

akut vs. uninf.  DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
24 h 15,84+0,23 12,05+0,12 11,61+0,86 24,36+1,31
48 h 14,92+0,71 25,11+0,72 8,6310,65 14,52+0,63
72 h 127,23+16,78 58,80+8,61 61,41+1,80 37,56+2,21
96 h 103,95+18,22 13,00+2,59 61,86+17,90 76,39+17,93

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsdnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
uninf. = uninfiziert
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Tabelle 24. Expressionsdnderungen im cIAP-2-mRNA-Level in drei verschiedenen
Persistenzmodellen sowie akuter Infektion (normalisiert gegen gusB), Wirtszelle:
Fibroblasten

Expressionsidnderung (x-fach + SD)?

akut vs. uninf.  DAM vs. uninf. PenG vs. uninf. IFN-y vs. uninf.
24 h 26,90+4,72 11,23+0,72 15,03+2,71 31,78+2,06
48 h 7,06+0,33 6,50+0,33 3,65+0,77 6,77+0,98
72 h 91,845,66 34,01+5,33 48,7845,99 47,56+0,92
96 h 32,0546,72 6,69+0,97 16,36+2,03 33,47+6,08

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsinderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
uninf. = uninfiziert

Tabellen 25-26. Expressionsanderungen im cIAP-2-mRNA-Level nach
Behandlung mit DAM, PenG und IFN-y im Vergleich zu unbehandelten
Zellen

Tabelle 25. Expressionsdnderungen im clAP-2-mRNA-Level nach Behandlung mit
DAM, PenG und IFN-y im Vergleich zu unbehandelten Zellen (normalisiert gegen 13-
Actin)

Expressionsdnderung (x-fach + SD)?

DAM vs. unbeh. PenG vs. unbeh.
1,89+0,66 2,85+0,91

IFN-y vs. unbeh.

HEp2 1,36£0,49

Fibroblasten

-1,03+0,07 -1,64+0,12 -1,14+0,22

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsdnderung +
Standardabweichung (SD) dargestellt
unbeh. = unbehandelt

Tabelle 26. Expressionsanderungen im clAP-2-mRNA-Level nach Behandlung mit
DAM, PenG und IFN-y im Vergleich zu unbehandelten Zellen (normalisiert gegen

gusB)
Zelllinie Expressionsinderung (x-fach * SD)?
DAM vs. unbeh. PenG vs. unbeh. IFN-y vs. unbeh.
HEp2 -1,1410,25 1,92+0,04 1,2110,27
Fibroblasten 1,02+0,13 -1,09+0,11 1,38+0,39

* Unterschiede in den relativen mRNA-Expressionsleveln sind als x-fache Expressionsédnderung +

Standardabweichung (SD) dargestellt, unbeh. = unbehandelt
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