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1 Einleitung

1.1 Eigenschaften von Chlamydia pneumoniae

Chlamydien sind obligat intrazellular wachsende gramnegative Bakterien. Zu den
beiden bereits bekannten humanpathogenen Arten Chlamydia psittaci und
Chlamydia trachomatis trat 1989 als dritte Art Chlamydia pneumoniae. 1999 wurde
der Versuch unternommen, die Ordo Chlamydiales grundlegend neu zu definieren;
dabei sollten die eng verwandten Organismen C. pneumoniae und C. psittaci dem
neu definierten Genus Chlamydophila zugerechnet werden.! Diese Neueinteilung traf
auf Widerstand bei einer gro3en Gruppe von Chlamydienforschern, die in einem Brief
die neue Taxonomie als verfriiht und unbegriindet ablehnten.? In dieser Arbeit
werden die klassischen Bezeichnungen Chlamydia pneumoniae und Chlamydia

psittaci verwendet.

Die erste Isolation dieses Bakteriums gelang 1965 aus dem Augenbindehautabstrich
eines Kindes.> Der mit "TW-183" bezeichnete Erreger konnte damals keiner
bekannten Art zugeordnet werden, und die damals noch unzureichenden

Anzuchtmethoden verhinderten zunachst die weitere Untersuchung dieses Isolates.

Als dann 1971 der Erreger in HelLa-Zellen angezichtet wurde, erkannte man, dal}
die von dem neuen Erreger gebildeten intrazellularen Einschlisse denen von C.
psittaci  besonders ahnlich waren. Obwohl TW-183 aus einem
Augenbindehautabstrich isoliert worden war, konnten serologische Untersuchungen
keinen Zusammenhang zwischen dem neuen Isolat und Augenerkrankungen
nachweisen.* Der erste Hinweis auf die klinische Bedeutung des Bakteriums ergab
sich, als 1983 ein gleichartiger Erreger, AR-39, aus dem Rachenabstrich eines an
akuter Pharyngitis erkrankten Studenten isoliert wurde.® Eine serologische Studie

konnte zudem eine Verbindung zwischen TW-183 und Pneumonie nachweisen.®

Als klar wurde, dafl TW-183 und AR-39 derselben Art zuzuordnen waren, bildete
man aus den beiden Stammbezeichnungen den vorlaufigen Namen "TWAR", der

dann 1989 durch den Namen Chlamydia pneumoniae ersetzt wurde.” Mittlerweile
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gibt es eine ganze Reihe Isolate von C. pneumoniae, die aus dem Respirationstrakt
und aus BlutgefalRen gewonnen wurden. Diese gleichen sich untereinander aber so

sehr, dal® man bisher keine Serotypen innerhalb der Art unterscheiden kann.

Chlamydien besitzen nicht die Enzymausstattung, um lebensnotwendige
energiereiche Verbindungen wie ATP selbst herzustellen. Sie sind daher auf eine
eukaryonte Wirtszelle angewiesen, der sie alle ndétigen Stoffe, wie ATP,

Aminosauren, Kofaktoren und Vitamine entziehen.®

1.2 Vermehrungszyklus

C. pneumoniae durchlauft einen komplizierten Vermehrungszyklus, der in Zellkultur
etwa drei Tage dauert. Wahrend dieses Vermehrungszyklus' nehmen die Bakterien
zwei verschiedene Formen an, die "Elementarkdrperchen" (EK) und
"Retikularkérperchen" (RK) genannt werden. Das EK stellt die extrazellulare,
infektiose Form des Bakteriums dar: die etwa 0,3 ym groflen EK sind nur wenig
stoffwechselaktiv, besitzen eine relativ starre Zellwand und sind gegenuber
Umwelteinflissen resistent. Das RK ist die intrazellulare, stoffwechselaktive und sich
teilende Form des Bakteriums: die etwa 1 pm groRen RK besitzen eine zarte
Zellwand, die den Zutritt von lebenswichtigen Stoffen aus dem umgebenden

Zytoplasma erlaubt, sie reagieren sehr empfindlich auf Umwelteinflisse.

Die Infektion der Wirtszelle beginnt mit der Adhasion eines EK an die Wirtszelle, die
durch verschiedene Oberflachenproteine der EK vermittelt wird.® Nach der Anheftung
findet eine Phagozytose des EK statt, sodal’ sich das Bakterium schlieRlich in einem

t.'9 Auf noch unbekannte Weise

membranumhdulliten Phagosom intrazellular befinde
wird die Verschmelzung dieses Phagosoms mit einem Lysosom verhindert. Das EK
wandelt sich innerhalb des Phagosoms im Laufe von acht bis zwoIf Stunden in die
intrazelluldre Form, das RK, um;'! diese Umwandlung beinhaltet unter anderem ein

Wachstum auf die dreifache Grofde (etwa 1 pm).

Das RK stellt die nichtinfektiose Vermehrungsform des Erregers dar. In dieser Form
teilt sich das Bakterium fortwahrend und der intrazellulare Einschlu® nimmt an GréRe
zu. Zum Ende der Vermehrungsphase nehmen die neugebildeten Chlamydien

wieder ihre EK-Form an. Das Signal, das die Umwandlung von RK zum EK ausl|dst,
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ist nicht bekannt. Wenn die Zelle schlielRlich unter dem Druck der fortdauernden

Vermehrung zerbirst, setzt sie dabei die infektidsen neugebildeten EK frei (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Vermehrungszyklus von C. pneumoniae. (1) Elementarkérperchen (EK) adhéarieren an die Wirtszelle und
werden phagozytiert. (2) Die EK wandeln sich zu Retikularkérperchen (RK) um, vermehren sich und bilden einen Einschluf3.
(3) Die Chlamydien redifferenzieren sich zu EK und werden beim Zerbersten der infizierten Zelle frei.

1.3 Persistenz in infizierten Zellen

Neben dem oben geschilderten Vermehrungszyklus gibt es noch eine andere
wichtige Verlaufsform der Infektion mit C. pneumoniae. Wenn die Wirtszelle kurz
nach der Infektion einem "Immunstre" in Form von Cytokinen wie Interferon Gamma
ausgesetzt ist, kommt es nach der Bildung des Einschlusses nicht zu einer
Redifferenzierung der RK in EK und auch nicht zur Freisetzung von neugebildeten
Chlamydien.

Die Einschlisse nehmen vielmehr eine aberrante Form an und die Wirtszelle geht in
diesen Fallen auch nicht zugrunde, man nennt diesen Infektionsverlauf Persistenz
der Chlamydien (Abb1.2)."

' N
1
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Abbildung 1.2: Persistente Infektion. Nach Adhasion, Phagozytose und Umwandlung zum Retikularkérperchen (1 und 2)
kommt es durch Einwirkung von "ImmunstreR" zur Ausbildung eines aberranten Einschlusses mit nicht teilungsfahigen
Organismen (3).

Die persistenten Chlamydien lassen sich nicht mehr anziichten, sind aber noch vital
und produzieren bakterientypische Stoffe wie das Chlamydien-Hitzeschockprotein 60
(cHSP 60) und Chlamydien-Lipopolysaccharid (cLPS).
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Gerade diese von persistenten Chlamydien produzierten Stoffe kdnnten eine

wichtige Rolle bei der Progression arteriosklerotischer Lasionen spielen.

1.4 Durch Chlamydia pneumoniae verursachte Erkrankungen

C. pneumoniae verursacht eine Reihe verschiedener Erkrankungen des oberen und
unteren Respirationstraktes, am haufigsten Bronchitiden und interstitielle
Pneumonien. Begleitend oder seltener auch als eigenstandige Erkrankungen
kommen Infektionen des Rachens, des Kehlkopfes, der Nasennebenhdhlen sowie
des Mittelohres vor.”>"” Junge Patienten sind vor allem von primaren Infektionen
betroffen, die im allgemeinen mild verlaufen. Die Erkrankungen alterer Patienten sind
dagegen haufig Reinfektionen, die -insbesondere bei chronisch Lungenkranken-
auch schwer verlaufen kdnnen und dann eine stationare Behandlung bis hin zur

Beatmung notwendig machen.®"

Der interstitiellen Pneumonie gehen haufig Krankheitserscheinungen am oberen
Respirationstrakt wie Halsschmerzen und Heiserkeit voraus. Im weiteren
Krankheitsverlauf treten dann Fieber, ein hartnackiger, nichtproduktiver Husten,
sowie allgemeine Abgeschlagenheit und ein meist mildes Krankheitsgeflil auf. Die
allgemeine korperliche Untersuchung, vor allen die Auskultation der Lungen, ist oft
unauffallig, auf der Thorax-Rontgenaufnahme finden sich eventuell kleine

segmentale Infiltrate.?°

Infektionen mit C. pneumoniae kénnen nicht anhand von pathognomonischen
klinischen Symptomen diagnostiziert werden; ein langsamer Beginn und prolongierter

Verlauf der Infektionen gilt aber als typisch.?'

1.5 Epidemiologie

Obwohl in der Literatur Falle von Infektionen mit Chlamydia pneumoniae beim

Pferd,”? dem Koalabaren? und sogar zweier Froscharten®*?® bekannt sind, gibt es

fur diesen Erreger kein bedeutendes tierisches Reservoir. Vielmehr ist die Inhalation

erregerhaltiger Aerosole und also die Ubertragung von Mensch zu Mensch der
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Hauptinfektionsweg. Infektionen mit C. pneumoniae kommen auf der ganzen Welt
vor.

Der Vergleich von Untersuchungen aus verschiedenen Landern®2

zeigte, dal} die
Durchseuchung der erwachsenen Bevolkerung uberall mehr als 40% betragt, dabei
liegt sie aber in tropischen Landern (z.B. Taiwan: 75%) deutlich hoéher als in

klimatisch gemaRigten Zonen (z.B. Skandinavien: 45%).

Untersuchungen zur Inzidenz zeigen, dall die Infektion vor allem im Kindesalter
erworben wird, und zwar in den USA und Skandinavien vor allem in der Gruppe der
5-14 Jahrigen, in tropischen Landern in der Gruppe der unter 5 Jahrigen, im spateren

Leben kommt es auch haufig zu Reinfektionen.>*

Die Ausbreitung des Erregers erfolgt sowohl endemisch als auch epidemisch; so
beschreibt eine Studie aus Seattle®® etwa drei Jahre dauernde Zeitraume mit
niedriger Inzidenz, die sich mit mehrmonatigen Perioden von epidemischem

Inzidenzanstieg abwechseln.

1.6 Diagnostik

Da sich Infektionen mit C. pneumoniae weder klinisch noch radiologisch gut von
ahnlichen, etwa durch Viren oder Mykoplasmen verursachten Infektionen abgrenzen
lassen, muly zur Diagnosesicherung der Nachweis entweder des Erregers selbst
oder spezifischer Antikdrper gegen ihn erbracht werden. Die Erregeranzucht ist durch
die obligat intrazellulare Lebensweise und die grole Empfindlichkeit von C.
pneumoniae gegenuber Umwelteinflissen nicht einfach und erfordert geeignete

Zellkulturverfahren sowie besondere Vorkehrungen fir Isolation und Transport.

Aus Rachenabstrichsmaterial lassen sich nur wenige Erreger gewinnen, zudem
kobnnen Sputumverunreinigungen die Erregeranzucht unmoglich machen. Besser
geeignet ist Material aus der bronchoalveolaren Lavage. Das gewonnene
Ausgangsmaterial sollte in einem speziellen Transportmedium auf 4°C gekuhlt und
innerhalb von 24 Stunden nach Gewinnung bearbeitet werden.*® Im Gegensatz zu

den anderen humanpathogenen Chlamydienarten benétigt C. pneumoniae HEp-2
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oder HL-Zellen fiir ein ausreichendes Wachstum.®” Die Anzucht der Erreger benétigt
drei Tage. Die dann in den Kulturzellen gebildeten Einschlisse werden mit FITC-
markiertem genusspezifischen monoklonalen Antikérpern nachgewiesen. Insgesamt

ist die Sensitivitat dieses Anzuchtverfahrens gering.

Der serologische Erregernachweis gelingt durch den speziesspezifischen
Mikroimmunfluoreszenztest (MIF) oder durch die nur genusspezifische

Komplementbindungsreaktion (KBR).

Der MIF beruht auf der Reaktion von Antikérpern im Patientenserum gegen
speziesspezifische Antigenpraparationen auf Objekttragern. Fur den Nachweis dieser
Antigen-Antikorperreaktion wird ein FITC-markierter Zweitantikdrper benutzt. Dieses
Verfahren erlaubt zudem die Differenzierung zwischen den Antikérpersubklassen IgM
und IgG, also zwischen frischer oder langer zurlickliegender Infektion. Dabei ist zu
beachten, da® die Antikdrper erst verzogert nachweisbar werden: IgM-Antikorper
findet man drei, IlgG-Antikorper erst sechs bis acht Wochen nach Auftreten der ersten
Symptome. Beim MIF gelten ein vierfacher Titeranstieg im Verlauf, ein IgM-Titer von
1:16 oder hoher oder ein IgG-Titer von 1:512 oder hoéher als Merkmale einer
aktuellen Infektion. Als Merkmal fur frUher durchgemachte Infektionen wertet man

niedrig positive IlgG-Titer zwischen 1:8 und 1:256.

Die KBR beruht auf dem Nachweis von Antikérpern gegen Chlamydien-
Lipopolysaccharid und erlaubt keine Differenzierung nach Chlamydienspezies. Sie
zeigt einen schnellen Titeranstieg nach Infektion. Ein vierfacher Titeranstieg im
Verlauf oder Antikorpertiter von 1:64 oder hdher gelten bei der KBR als Merkmale
einer akuten Infektion. Wegen der mangelnden Speziesspezifitat sollte die KBR

immer durch andere diagnostische Verfahren erganzt werden.

Bei Reinfektionen sind weder die KBR noch der MIF-IgM-Nachweis sicher positiv,
sodal} der Erregernachweis allein auf dem ein bis zwei Wochen spater mdglichen
MIF-lgG-Nachweis beruht.

Als neues diagnostisches Verfahren ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

hinzugekommen. Sie weist mit hoher Sensitivitat speziesspezifische DNA-



Sequenzen nach. Die PCR ist schneller und sensitiver als die zellkulturellen
Verfahren und erfordert erheblich weniger Aufwand hinsichtlich des
Probentransportes.®**° Der Nachteil dieser Methode ist die fehlende Aussage Uber

die Lebendigkeit der nachgewiesenen Chlamydien.

1.7 Therapie

Fir die antibiotische Therapie der Infektionen durch C. pneumoniae sind Makrolide,
Tetrazyklin, neuere Chinolone und Rifampicin geeignet. Die Erkenntnis Uber die
Wirksamkeit dieser Medikamente stammt aus in vitro Bestimmungen der minimalen

442 und klinischen Studien.*** Fir die Therapie der

Hemmkonzentration
respiratorischen Erkrankungen empfiehlt sich die Verwendung der neueren Makrolide
Clarithromycin oder Azithromycin, als notwendige Behandlungsdauer gelten zwei bis
drei Wochen. Trotz guter Wirksamkeit gegen C. pneumoniae ist Rifampicin wegen
seiner Nebenwirkungen fur die Standardtherapie nicht geeignet. C. pneumoniae
Isolate, die aus arteriosklerotischen Lasionen isoliert wurden, unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegenuber Antibiotika nicht von den respiratorischen

Isolaten.*®

Aufgrund der moglichen Assoziation von C. pneumoniae Infektion und
Arteriosklerose sind eine Reihe klinischer Studien durchgefuhrt worden, die den
Effekt von antibiotischer Therapie bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
untersuchten. Gupta und Mitarbeiter*” untersuchten 1997 den Effekt einer kurzen
Azithromycintherapie bei Patienten mit frischem Herzinfarkt und hohen
Antikorpertitern gegen das Bakterium. Sie fanden fur den beobachteten Zeitraum von
18 Monaten ein deutlich verringertes Risiko flir das Neuauftreten kardiovaskularer

Ereignisse in der behandelten Gruppe gegeniber der Placebogruppe.

In spateren Studien wurden diese Ergebnisse allerdings nicht bestatigt: Muhlestein
und Mitarbeiter messen bei vergleichbarem Studienaufbau einen deutlich geringeren
Effekt der Antibiotikatherapie und raten zu weiteren, groReren Studien.*® Gurfinkel
und Mitarbeiter stellen in einer weiteren ahnlichen Studie fest, dal® sich der positive
Effekt der Antibiotikatherapie, den sie nach einem Monat beobachten, bis zum

sechsten Monat verliert.*°



Die bisher durchgeflihrten Studien reichen noch nicht aus, den Effekt von Antibiose

5052 \veshalb diese

bei koronarer Herzkrankheit abschlieBend zu beurteilen,
Therapieoption bisher nicht empfohlen wird,>® mehrere prospektive klinische Studien
zum Thema laufen derzeit. Eine bereits abgeschlossene prospektive klinische Studie,
die WIZARD-Studie, untersuchte den moglichen Wert einer dreimonatigen Gabe von
Azithromycin an Patienten nach einem Myokardinfarkt und mit einem Antikorpertiter
gegen C. pneumoniae von 1:16 oder hoher. In dieser Studie zeigte sich kein
Unterschied zwischen Verum- und Placebogruppe flir die untersuchten Endpunkte
Tod, erneuter Herzinfarkt, koronare Revaskularisierung oder Krankenhausaufnahme

wegen Angina pectoris.>*

1.8 Assoziation von Chlamydia pneumoniae und Arteriosklerose

Seit Ende der Achtziger Jahre mehren sich die Hinweise darauf, dal} die klinische
Bedeutung von C. pneumoniae nicht auf respiratorische Infektionen begrenzt ist,
sondern dal} dieses Bakterium eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Arteriosklerose, einer chronischen Entzindung der GefalRwand, spielen konnte.

Diese Verbindung wurde zunachst durch seroepidemiologische Studien hergestelit.

Eine seroepidemiologische Studie aus Finnland aus dem Jahr 1988 stellte erstmals
den Zusammenhang zwischen C. pneumoniae Infektion und Arteriosklerose her.
Saikku und Mitarbeiter stellten damals fest, da® die Antikorpertiter von Patienten mit
koronarer Herzkrankheit signifikant gegenidber denen gesunder Probanden erhoht
waren.”® Weitere serologische Untersuchungen aus anderen Gruppen konnten
diesen Befund bestitigen.®®" Neuere, sorgfaltig durchgefilhrte und kontrollierte
epidemiologische Studien stellen die frilheren Untersuchungen in Frage.*®®°
Allgemein ist anzumerken, dal® seroepidemiologische Studien zu diesem Thema
schon allein deshalb schwierig sind, weil die Pravalenz der Chlamydieninfektionen in

der allgemeinen Bevélkerung sehr hoch ist.®’

Neben den seroepidemiologischen Hinweisen gelang es vielen Untersuchern, den

Erreger bzw. seine Erbinformation mit den Techniken Immunhistochemie,®%%

65;66

Elektronenmikroskopie® sowie Polymerasekettenreaktion®>® in arteriosklerotischen

Plaques, nicht aber in gesunden Gefalien, nachzuweisen. Die Zusammenfassung
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dieser Untersuchungen ergab, dal sich etwa in der Halfte aller arteriosklerotischen

Lasionen C. pneumoniae Organismen oder -DNA befand.

Der wichtigste Hinweis auf die Rolle des Bakteriums bei der Arteriosklerose war dann
aber die Anzuchtung von C. pneumoniae aus menschlichen Atheromen, die einigen
verschiedenen Untersuchern gelang.®”®® C. pneumoniae ist bis heute der einzige

Krankheitserreger, bei dem dies gelang.

Die genannten Untersuchungen zeigen, dal® lebendige C. pneumoniae-Organismen
in menschlichen Atheromen, nicht aber in gesunden Gefallen, vorkommen. Dieser
Befund kann auf verschiedene Weisen erklart werden. So kénnten die Bakterien
bereits lange Zeit bestehende Lasionen sekundar besiedeln und vollkommen
unschuldig am Fortschreiten der Gefalierkrankung sein. Andererseits kdnnten sie in
einem frihen Stadium der Erkrankung in noch kleine Lasionen einwandern und
durch das Ingangbringen einer chronischen Entzindung die Erkrankung unterhalten
und beférdern. SchlieBlich kdnnten sie auch am Beginn der Gefal3erkrankung stehen

und durch die Infektion der gesunden Gefallwand die Arteriosklerose verursachen.

Da C. pneumoniae sich nicht ausserhalb von Wirtszellen vermehren kann, mul sie
auf ihnrem Weg in die GefaRwand eine Vektorzelle benutzen. Vieles spricht dafur, da®
zirkulierende Monozyten als Vektorzelle fur C. pneumoniae dienen. In mehreren
tierexperimentellen Arbeiten®®’° konnten die Erreger nach intranasaler Inokulation in
zirkulierenden Blutmonozyten nachgewiesen werden. Menschliche Blutmonozyten
sind mit C. pneumoniae infizierbar’' und C. pneumoniae DNA kann leicht mittels
PCR in zirkulierenden Blutmonozyten nachgewiesen werden;’*” zudem gelang es,
C. pneumoniae mittels Immunhistochemie auch im Inneren von Makrophagen aus

arteriosklerotischen Plaques nachzuweisen.”

Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dal®3 die Bakterien in der Lunge in
Monozyten aufgenommen werden, im Inneren dieser Zellen systemisch

disseminieren und schlieBlich in die GefalRwand gelangen.

C. pneumoniae konnte auch in anderen Zellen der Gefallwand, namlich

GefaRendothelzellen und glatten Muskelzellen nachgewiesen werden.” Das legt die
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Vermutung nahe, dal® nach der Einwanderung von C. pneumoniae in die Gefallwand

sekundar eine Infektion dieser Zellen stattfindet.

1.9 Fragestellung

Der oben beschriebene vermutete Weg, auf dem C. pneumoniae in die GefalRwand
gelangt, ist experimentell schwer nachzuvollziehen. So ist bisher noch nicht bekannt,
ob infizierte Monozyten transendothelial in die Gefallwand einwandern kdnnen.
Ebenso ungeklart ist die Frage, ob sie nach ihrer Einwanderung in die GefalRwand

ihre Infektion an die dort vorhandenen Zellen Ubertragen kdnnen.

In dieser Arbeit wird ein in vitro Modell vorgestellt, in dem diese entscheidenden
Schritte, namlich die transendotheliale Migration infizierter Monozyten und die
Weitergabe der Infektion an glatte Gefallmuskelzellen, einfach untersucht werden

konnen.

Auch dartber, was innerhalb des infizierten Monozyten, der Vektorzelle fur das
Bakterium, geschieht, ist wenig bekannt. In dieser Arbeit wurde der Frage
nachgegangen, ob das Bakterium wichtige Veranderungen an seiner Vektorzelle
bewirkt, die sein Uberleben erleichtern. Hierfir wurde mittels FACS-Technik der
Einfluld der Chlamydieninfektion auf die Expression immunologisch wichtiger

Oberflachenmolekiile untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Abkiirzungen

ATCC
BSA
cHSP-60
cLPS
CD

EK
EMEM
FACS
FITC
FKS
HCAEC
HUVEC
IFNy
IFT
IFU

MCP-1
MHC
NF-xB
PBS

RK
RT-PCR

American Type Culture Collection
Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
Chlamydien-Hitzeschockprotein 60
Chlamydien-Lipopolysaccharid
Cluster Of Differentiation
Elementarkdrperchen

Eagle's Minimal Essential Medium
Fluorescence Activated Cell Sorter
Fluorescein Isothiocyanat

Fotales Kalberserum

Human Coronary Artery Endothelial Cell
Human Umbilical Vein Endothelial Cell
Interferon Gamma
Immunfluoreszenztest

Inclusion Forming Unit

Interleukin

Monocyte Chemoattractant Protein 1
Major Histocompatibility Complex
Nuclear Factor Kappa B

Phosphate Buffered Saline
Retikularkorperchen

Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
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2.2 Anzucht von Chlamydia pneumoniae

Die Anzucht von C. pneumoniae erfolgte nach dem von Maal} und Harig beschrieben
Verfahren.®” Als Wirtszelle wurde die aus einem humanen Larynxkarzinom
stammende Zellinie HEp-2 (ATCC Nr. CCL 23) verwendet. Die HEp-2 Zellen wurden
in Zellkulturflaschen angezichtet und mittels Trypsinbehandlung (35°C, 10 min.) vom
Boden der Kulturflasche abgeldst. Die abgeldosten Zellen wurden in Anzuchtmedium
suspendiert (2-5x10° Zellen/ml); je 2 ml der Zellsuspension wurden in jede Vertiefung
von 6-Well-Zellkulturplatten pipettiert und zur Ausbildung eines Zellrasens fur 24
Stunden bei 35°C und 5 % CO, inkubiert. Als Anzuchtmedium diente EMEM, dem
einfach konzentrierte nichtessentielle Aminosauren, 2 mM Glutamin (alle drei:

Gibco/BRL, Eggenstein), sowie 10 % FKS (Biochrom, Berlin) zugesetzt waren.

Fir die Infektion der HEp-2-Zellen mit C. pneumoniae wurde eine
elementarkorperhaltige Suspension auf die entstandenen Zellrasen gegeben. Fur die
Gewinnung dieser Suspension wurden vorher infizierte und also chlamydienhaltige

HEp-2 Zellen mit Glasschrot zerschlagen.

Die so behandelten 6-Well-Kulturplatten wurden zentrifugiert (45 min., 35°C,
2000xg), und in die Wells wurde je 2 ml Infektionsmedium gegeben (EMEM
(Gibco/BRL, Eggenstein), 1 ug/ml Cycloheximid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)). Nach
48 Stunden wurde das Infektionsmedium sorgfaltig von den Zellrasen abgesaugt und
durch Monozytenmedium (RPMI 1640 (Gibco/BRL, Eggenstein), 2 mM Glutamin,
10% FKS, 1 mM Natriumpyruvat, 1 mM Oxalessigsaure (alle vier: Biochrom, Berlin)

10 pg/ml Rinderinsulin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)) ersetzt.

Nach weiteren 48 Stunden wurden die infizierten Zellen mit einem Gummizellschaber
abgeschabt, mit dem Monozytenmedium, in dem sie sich befanden, aliquotiert und
bei -70°C eingefroren. Die so gewonnene Losung wurde als Stammldsung flr die

Experimente verwendet.
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2.3 Infektiositatsbestimmung

Die Infektiositat der geernteten chlamydienhaltigen Stammlésung wurde
folgendermallen bestimmt: in 24 Wells einer 48-Well-Platte wurden Glasplattchen
eingelegt. Die mit Glasplattchen versehenen Wells wurden mit HEp-2-Zellen besat
und bis zur Ausbildung eines konfluenten Zellrasens auf den Glasplattchen bei 37°C
und 5 % CO; inkubiert. Drei Aliqgouts der Stammlésung wurden aufgetaut und
achtmal jeweils zehnfach in Infektionsmedium verdinnt, bis flr jedes aufgetaute
Aligout eine Verdiinnungsreihe von 107" bis 10® vorlag. Die Zellrasen der Zahlplatte
wurden dann entsprechend dem in Abschnitt 2.2 vorgestellten Verfahren mit den drei

vorbereiteten Verdlinnungsreihen infiziert.

72 Stunden nach Infektion wurde das Medium von den infizierten HEp-2-Monolayern
abgesaugt und die Monolayer mit Methanol fixiert. Die Chlamydieneinschlisse in den
HEp-2-Zellen wurden dann im Immunfluoreszenzverfahren angefarbt und gezahlt.
Die Infektiositat der drei Aliqouts in IFU/ml ergab sich jeweils aus der Hochrechnung
der Zahlergebnisse fur die verschiedenen Verduinnungsstufen. Als Wert fur die
Infektiositat der Stammldésung wurde der Mittelwert der Infektiositaten der drei

Aliquots verwendet.

2.4 Fur das Transmigrationsmodell verwendete Zellarten und Medien

FUr das in vitro GefalBwandmodell wurden humane Endothelzellen und humane
glatte GefalBmuskelzellen verwendet. Als Endothelzellen dienten humane
Koronararterien-Endothelzellen (HCAEC) und humane Umbilikalvenen-
Endothelzellen (HUVEC). Die HCAEC stammten von der Firma Clonetics, die
HUVEC wurden aus humanen Nabelschnuren mittels Kollagenaseverdau isoliert. Die
Endothelzellen wurden in geeigneten Medien (HCAEC: Endothelial Cell Growth
Medium (EGM®) mit Zusitzen EGM®-MV-Bulletkit, Clonetics, St. Katharinen;
HUVEC: Endothelial Cell Medium, Cell-Lining, Berlin) in Zellkulturflaschen propagiert

und entsprechend den Empfehlungen der Lieferanten behandelt und umgesetzt.

Die glatten GefaBmuskelzellen stammten ebenfalls von der Firma Clonetics. Auch sie
wurden in geeigentem Medium (Smooth Muscle Cell Growth Medium (SmGM-2%) mit
Zusatzen SmGM-2® Bulletkit, Clonetics, St. Katharinen) in Zellkulturflaschen
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propagiert und entsprechend den Empfehlungen des Lieferanten behandelt und

umgesetzt.

2.5 Isolation und Infektion von humanen Monozyten

Die in den Experimenten verwendeten monozytaren Zellen wurden aus Buffy-coats
von gesunden erwachsenen Blutspendern isoliert, die keine Medikamente
einnahmen und nicht Allergiker waren (Angaben von der Blutspendezentrale der
Universitat Lubeck). Die Buffy-coats wurden mit PBS verdunnt, auf eine Ficollschicht
(Histopaque® 1077, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) pipettiert und bei 500xg
zentrifugiert. Die Zellschicht, die sich auf dem Ficoll gebildet hatte, wurde abpipettiert

und mehrfach in PBS gewaschen.

Die gewaschene Zellsuspension wurde dann auf einen Percoll-Gradienten (Percoll®,
Amersham, Freiburg) pipettiert und bei 500xg zentrifugiert. Die durch diese
Behandlung gewonnenen Zellen wurden in Monozytenmedium suspendiert und in
Zellkulturflaschen flir 120 min. bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die in der
Zellsuspension enthaltenen Monozyten adharierten wahrend dieser Zeit am Boden
der Zellkulturflasche. Nach 120min. wurden die nichtadharenten Zellen in den
Kulturflaschen durch mehrfaches Waschen mit PBS entfernt. Die adharenten Zellen
wurden mit einem Plastik-Zellschaber vom Boden der Zellkulturflasche abgeschabt

und in Monozytenmedium suspendiert.

Fir die Infektion der Monozyten wurde zu dieser Zellsuspension eine so grofde
Menge der vorbereiteten elementarkdrperhaltigen Stammldésung gegeben, dald sich
eine Infektionslast von 0,5 IFU Chlamydien pro Zelle ergab. Diese Suspension
infizierter Zellen wurde bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die Experimente wurden mit

Zellen durchgeflihrt, deren Infektion zwischen 72 und 96 Stunden zuricklag.

Die Reinheit der isolierten Zellen wurde sowohl mikroskopisch als auch durch FACS-
Analyse bestimmt. FlUr die mikroskopische Analyse wurden die Zellen in einem
Cytospingerat auf einen Objekttrager zentrifugiert und dann mit einem FITC-
markierten monoklonalen  Antikorper  (IMAGEN®, DAKO, Hamburg) fir

Chlamydienantigene gefarbt. Unter einem Fluoreszenzmikroskop wurde bei 600x
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VergroRerung die Morphologie der Zellen beurteilt und das Verhaltnis von infizierten

zu nicht infizierten Zellen festgestellt (Abb. 3.1).

Fur die FACS-Analyse wurde eine FACS-Farbetechnik etabliert,’® die die
gleichzeitige Anfarbung von zellmembranstandigen Antigenen und intrazellularen
Chlamydienantigenen ermdglicht. Eine sehr ahnliche Methode wurde spater auch

von einer anderen Arbeitsgruppe verwendet und verdffentlicht.”’

Die FACS-Farbung verlief in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde CD14 als
monozytenspezifisches zellmembranstandiges Antigen mit einem monoklonalen
phycoerythrinmarkierten Antikérper (Clone-Nr. TUK4, DAKO, Hamburg) nach
Standardtechnik angefarbt. Danach wurden die Zellen mit einem kommerziell
erhaltichen Kit (Cytofix/Cytoperm™, Pharmingen, San Diego) fixiert und
permeabilisiert. Die intrazellularen Chlamydienantigene wurden dann mit einem
FITC-markierten Antikdrper (IMAGEN, DAKO, Hamburg) angefarbt. Diese Technik
erlaubte es, in der FACS-Analyse sowohl zwischen infizierten und nicht infizierten

Zellen als auch zwischen Monozyten und nicht-Monozyten zu unterscheiden.

2.6 FACS-Experimente

In weiteren Experimenten wurde die in 2.5 beschriebene Doppelfarbetechnik
verwendet, um Uber mehrere Tage hinweg die Expression von bestimmten
Oberflachenmolekilen bei infizierten und mock-infizierten Zellen zu vergleichen.

Da die Infektion der Monozyten nicht mit einer reinen Chlamydiensuspension,
sondern mit einem Gemisch aus Chlamydien-EK und Hep-2-Zelltrammern erfolgt,
war es notwendig, fur die Kontrollen eine Losung herzustellen, die bis auf die
Chlamydien-EK alle Bestandteile der Infektionsldsung enthielt. Nur auf diese Weise
kann man zwischen Effekten, die durch die Chlamydien verursacht sind, und
Artefakten, die durch andere Bestandteile der Infektionslosung zustande kommen,
unterscheiden. Zu diesem Zweck wurde bei der Herstellung der Infektionslosungen
jedesmal unter exakt den gleichen Bedingungen und mit denselben Zellen wie in 2.2
beschrieben eine chlamydienfreie  mock-Infektionslésung hergestellt. Die

Kontrollzellen in den FACS-Experimenten wurden mit dieser Losung mock-infiziert.
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Fir die FACS-Experimente wurden Monozyten wie in 2.5 beschrieben isoliert und mit
0,5 IFU pro Zelle Infektionslosung infiziert, beziehungsweise mit einem gleichgrofRen

Volumen mock-Infektionsldsung mock-infiziert.

Die Zellen wurden wie in 2.5 beschrieben fir intrazellulare Chlamydien mit
monoklonalen FITC-markierten Antikdrpern (IMAGEN, DAKO, Hamburg) sowie flr
die Oberflacheneigenschaften CD 14, CD 16, HLA-A,B,C und HLA-DR mit
monoklonalen phycoerythrinmarkierten Antikorpern (alle vier: DAKO, Hamburg)
angefarbt. Die Farbungen fanden vor der Infektion an nicht infizierten Zellen und
dann an den folgenden vier Tagen jeweils an infizierten und mock-infizierten Zellen
statt.

2.7 Transmigrationsmodell

Das flr die Transmigrationsexperimente bendtigte in vitro GefalRwandmodell sollte
sowohl die Intima als auch die Muscularis einer Koronararterie nachbilden. Zu
diesem Zweck wurde ein System aus Transwelleinsatz (oberes Kompartiment) und

Zellkulturplatte (unteres Kompartiment) verwendet (Abb. 2.1).

Als Entsprechung der Gefallintima wurden Endothelzellen auf der
Polycarbonatmembran von Transwelleinsitzen (Transwell®, Costar, Bodenheim) bis
zur Ausbildung eines Zellrasens angezlchtet. Als Muscularisentsprechung wurden
CASMC-Zellen auf Glasplattchen auf dem Boden von Zellkulturplatten ebenfalls bis
zur Ausbildung eines Zellrasens angezuchtet. Damit sich die Zellen besser
anhefteten wurden sowohl die Transwellmembranen als auch die Glasplattchen auf

dem Boden der Zellkulturplatten mit 0,5 prozentiger Gelatinelésung beschichtet.

18



e

Abbildung 2.1: Aufbau des Transmigrationsmodells: ein Transwelleinsatz (a) wird in eine Vertiefung einer Zellkulturplatte
(b) eingehangt. Auf der Polycarbonat-Bodenmembran des Transwelleinsatzes ist eine Ein-Zell-Schicht aus Endothelzellen
gewachsen (d), eine Ein-Zell-Schicht aus glatten Muskelzellen (e) hat ein Glasplattchen auf dem Grund der Vertiefung
Uberwachsen. Beide Zellrasen befinden sich in geeignetem Medium (c).

Die Endothelzellen wurden mittels Trypsinverdau (Reagent Pack™, Clonetics, St.
Katharinen) aus den Zellkulturflaschen abgelést und in Endothelzellmedium
suspendiert. In jeden gelatine-behandelten Transwelleinsatz wurden 5x10*
Endothelzellen gegeben. Am Tag nach der Zellaussaat und danach alle zwei Tage
wurde das Medium gewechselt. Nach sieben Tagen wurde die Ausbildung eines
dichten Zellrasens durch FITC-BSA-Test’®"® tiberpriift.

Fir diesen Test wird eine FITC-BSA-haltige Stammldsung in den Transwelleinsatz
pipettiert und dieser fur eine Stunde in eine PBS gefillte Vertiefung einer
Zellkulturplatte eingehangt. Nach Ablauf einer Stunde wird die Menge des durch den
Zellrasen diffundierten FITC-BSA bestimmt und im Verhaltnis zur Stammlésung als
Prozentzahl ausgedruckt. Diese Zahl reprasentiert die Durchmischung zwischen
Transwellinhalt (‘oberes Kompartiment') und der Vertiefung in der Kulturplatte
('unteres Kompartiment'). Die Transmigrationsexperimente wurden nur bei einem

Ergebnis dieses Tests von unter 5 % durchgefihrt.

In  den Transmigrationsexperimenten wurde als Medium ausschlieRlich
Endothelzellmedium eingesetzt. Als chemotaktischer Stimulus enthielt das Medium
im unteren Kompartiment MCP-1 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), in einer

Konzentration von 5 ng/ml.
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Zu Beginn der Transmigrationsexperimente wurden die in 2.5 beschriebenen
infizierten Leukozyten mit einem Plastikzellschaber von Boden der Zellkulturflaschen
abgeldst, in 50 ml Monozytenmedium suspendiert und fir 5 min. bei 500xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet dann in 20 ml
Endothelzellmedium resuspendiert und wieder flr 5 min. bei 500xg zentrifugiert. Der
Uberstand aus diesem letzten Zentrifugationsschritt diente als Kontrolle in den

Experimenten zur Infektionsubertragung durch transmigrierte Zellen.

Das Zellpellet wurde dann in Endothelzellmedium resuspendiert. Die Konzentration
der Zellen wurde auf 10° Zellen pro Milliliter ingestellt. 100 pl dieser Zellsuspension
(entsprechend 10° Zellen) wurden in das obere Kompartiment der Transwelleinsatze
pipettiert. Die Transwelleinsatze wurden dann in die Vertiefungen der

Zellkulturplatten eingehangt.

2.8 Quantifizierung der transmigrierten Zellen

Zu definierten Zeitpunkten (14, 24, 38 und 48 Stunden) sollte die Anzahl der
transmigrierten Zellen sowie das Verhaltnis von infizierten zu nicht infizierten
transmigrierten Zellen bestimmt werden. Fir die Quantifizierung der transmigrierten
Zellen wurden die Transwelleinsatze in Zellkulturplatten ohne glatte Muskelzellen
eingehangt. Fir jeden Zeitpunkt wurden drei Ansatze vorbereitet. Bei der
Quantifizierung der Transmigration in diesem Modell mu® man aus methodischen
Grinden zwischen zwei verschiedenen Fraktionen von transmigrierten Zellen
unterscheiden. Die transmigrierten Zellen fanden sich namlich einerseits auf dem
Boden des unteren Kompartiments, andererseits adharent an der Unterseite der

Transwellmembran.

Nach der vorgesehenen Zeit wurden die Transwelleinsatze aus den Zellkulturplatten
genommen. Die Unterseiten der Transwellmembranen wurden mit Methanol fixiert,
getrocknet, mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit einem FITC-markierten
monoklonalen Antikorper (IMAGEN®, DAKO, Hamburg) fir Chlamydienantigene
gefarbt. Die infizierten und nicht infizierten adharenten Zellen wurden dann unter
einem Fluoreszenzmikroskop bei 1000x% Vergréferung in zehn Vergrélierungsfeldern

gezahlt, das Verhaltnis von infizierten zu nicht infizierten Zellen konnte dabei
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gleichzeitig ermittelt werden (Abb. 3.4). Die erhaltenen Zahlen wurden dann auf die

Flache der gesamten Transwellmembran hochgerechnet.

FUr die Quantifizierung der Zellen am Boden des unteren Kompartiments wurde der
Inhalt des unteren Kompartiments vorsichtig durch Pipettieren durchmischt. Die
Zellkulturplatten wurden dann fir 3 Minuten bei 500xg zentrifugiert, sodal® nach
Zentrifugation alle im Medium treibenden Zellen auf dem Wellboden zu liegen
kamen. Die Zellen wurden dann sofort unter einem invertierten Mikroskop (Axiovert
25, Zeiss, Jena) bei 400x VergroRerung in zehn Vergroferungsfeldern gezahlt. Die
erhaltenen Zahlen wurden dann auf die Flache des gesamten Wellbodens

hochgerechnet.

Um auch fiur die Zellen im unteren Kompartiment das Verhaltnis von infizierten zu
nicht infizierten Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen anschlieRend in einem
Cytospingerat auf einen Objekttrager zentrifugiert, mit Methanol fixiert, getrocknet
und mit einem einem FITC-markierten monoklonalen Antikorper (IMAGEN®, DAKO,
Hamburg) flir Chlamydienantigene gefarbt. Das Verhaltnis von infizierten zu nicht
infizierten transmigrierten Zellen wurde bestimmt und auf die Anzahl der Zellen vom

Boden des unteren Kompartiments Ubertragen.

2.9 Infektionsubertragung durch transmigrierte Zellen

Fur die Prafung der Frage, ob transmigrierte infizierte Monozyten ihre Infektion an
glatte Muskelzellen Ubertragen konnen, wurden die Transwelleinsatze in
Zellkulturplatten eingehangt, in deren Vertiefungen sich auf Glasplattchen ein
Zellrasen von CASMC-Zellen ausgebildet hatte.

In diesen Experimenten sollten Zellen im unteren Kompartiment ausschlief3lich durch
intrazellulare Chlamydien in den transmigrierten Leukozyten infiziert werden. Eine
mogliche Infektion durch Chlamydien im Medium sollte deshalb ausgeschlossen
werden. Zu diesem Zweck wurde fur jeden Ansatz mit infizierten Leukozyten ein
Kontrollansatz mit dem in 2.7 beschriebenen Zentrifugationstiberstand hergestelit.
Die Zellkulturplatten wurden dann mit den Transwelleinsatzen fir 48 Stunden bei
37°C und 5 % CO; inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Transwelleinsatze

entfernt und die Zellkulturplatten flr weitere 48 Stunden inkubiert.
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Die Infektion der glatten Muskelzellen wurde dann (Tag 4) und an den folgenden vier
Tagen durch Immunfluoreszenzfarbung kontrolliert. Dabei kamen zwei verschiedene

Farbetechniken zum Einsatz.

Fur die Dokumentation der Ausbildung chlamydientypischer Einschlisse in den
glatten Muskelzellen wurden jeden Tag je ein Positivansatz und ein Kontrollansatz
mit einem FITC-markierten monoklonalen Antikérper (IMAGEN®, DAKO, Hamburg)
fur Chlamydienantigene gefarbt. Um die intrazellulare Lage dieser Einschlisse
zweifelsfrei zu dokumentieren, wurde jeden Tag ein weiterer Positivansatz mit einer

neu etablierten Doppelfarbetechnik angefarbt.

Bei dieser Farbetechnik wurde zusatzlich zu den Chlamydienantigenen das
Aktinskelett der Zellen mit Phalloidin-Rhodamin (TEBU, Frankfurt am Main)
dargestellt. Die Anfarbung der Chlamydienantigene erfolgte in Sandwich Technik mit
einem fUr cLPS spezifischen Erstantikérper (freundlicherweise zur Verfugung gestellt
durch Prof. Helmut Brade vom Forschungszentrum Borstel) und einem FITC-
markierten Zweitantikérper. Ein intrazellularer Chlamydieneinschlul} sollte dabei
durch die Unterbrechung oder Verschiebung des Aktinskeletts der infizierten Zelle

auffallen.

Trotz intensiver Bemuihungen ist es bei den durchgeflihrten Experimenten nicht
gelungen, auch den endothelialen Monolayer im oberen Kompartiment des Modells
auf ahnliche Weise zu untersuchen: diese Arbeit gibt daher keine Antwort auf die

Frage nach der Infektionstibertragung auf Endothelzellen.
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3 Ergebnisse

3.1 Reinheit der in den Experimenten verwendeten Leukozyten

Die mikroskopische Beurteilung von Cytospins der in den Experimenten verwendeten
Zellen ergab fur alle Experimente jeweils mehr als 80 % infizierte Monozyten, der

Rest der Zellen waren nicht infizierte Lymphozyten (Abb. 3.1).

Abbildung 3.1: Mikroskopischer Aspekt der in den Experimenten verwendeten Zellen (Cytospins). (A) und (B) Ubersicht,
(C) Detail: die ChlamydieneinschluRkorper sind mit FITC markierten monoklonalen Antikérpern grin fluoreszierend
angefarbt, in (C) sieht man einen mehrere Einschlisse enthaltenden Monozyten (oben) sowie einen nicht infizierten
Lymphozyten (unten)

Zur Bestatigung dieser mikroskopischen Beurteilung wurden die Zellen zusatzlich wie
in 2.5 beschrieben mit FACS-Technik untersucht. Bei der FACS-Analyse wurden die
Zellen zunachst nach ihrer GroRe (forward scatter, FSC) und Granulierung (sideward
scatter, SSC) dargestellt. In dieser Darstellung kdnnen Monozyten und Lymphozyten
als charakteristische Populationen dargestellt und voneinander abgegrenzt werden.
Die so erhaltenen Gruppen von Zellen wurden dann hinsichtlich ihrer Positivitat fur
die Marker Chlamydien bzw. CD14 beurteilt. Dabei zeigte sich, dall die
Monozytengruppe insgesamt deutlich positiv sowohl fur Chlamydien als auch CD14
waren. Die Lymphozytengruppe dagegen war fir beide Marker negativ. Auch in der
FACS-Analyse machte die Monozytengruppe bei allen Experimenten mehr als 80 %
der Zellen aus: so konnte das Ergebnis der mikroskopischen Beurteilung durch
FACS-Technik bestatigt werden (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: FACS-Analyse der verwendeten Zellen (A) Dotplot "forward scatter" und "sideward scatter":
Monozyten- (rot) und Lymphozytengrupen (griin), (B) Histogramm fir Chlamydienpositivitat der beiden
Gruppen, (C) Dotplot der Positivitat fir Chlamydien und CD 14, (D) Histogramm fiir CD 14-Positivitat: (C) und
(D) zeigen die Monozytengruppe (rot) deutlich positiv fir beide Marker, die Lymphozytengruppe (grin) ist
dagegen fir beide Marker negativ.

3.2 FACS-Experimente

Bei der FACS-Analyse der infizierten und mock-infizierten Zellen zeigte sich bis zum
vierten Tag nach Infektion allein ein deutlicher Unterschied in der
Oberflachenexprimierung der MHC-Klasse-| Eigenschaften (HLA-A,B,C). Die mock-
infizierten Zellen zeigten den normalen spontanen Anstieg der MHC-Klasse-I
Expression, wie er in Monozytenkulturen Ublicherweise auftritt (Abb 3.3). Die mit C.

pneumoniae infizierten Monozyten dagegen zeigen keine Veranderung in der
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Expression von MHC-Klasse-I Molekilen. Der in der Literatur beschriebene Anstieg
von CD14%° war unter diesen Bedingungen nicht zu beobachten, vielmehr zeigten
infizierte und mock-infizierte Monozyten keine deutlichen Unterschiede hinsichtlich
ihrer CD14 Expression. Die Untersuchung der Marker MHC-Klasse-Il (HLA-DR) und
CD16 zeigte ebenfalls keine Unterschiede zwischen infizierten und mock-infizieren

Zellen.
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Abbildung 3.3: FACS-Analyse der Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I Molekilen (HLA-A,B,C, links) sowie

CD14 (rechts): Histogramm ohne Antikérpermarkierung (grau), infizierte Zellen (schwarz), mock-infizierte Zellen (weif3).
Im Verlauf der ersten vier Tage nach Infektion nimmt die Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I Molekiilen bei den
wahrend sie bei den infizierten Zellen auf dem Ausgangsniveau bleibt. Die

mock-infizierten Zellen zu,
Oberflachenexpression von CD14 zeigt keinen deutlichen Unterschied zwischen infizierten und mock-infizierten Zellen.
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3.3 Transmigrationsmodell

3.3.1 Quantifizierung der transmigrierten Zellen

In den durchgefiihrten Experimenten nahm die Gesamtanzahl der transmigrierten
Zellen Uber den beobachteten Zeitraum von 48 Stunden annahernd linear zu.
Erwartungsgemal® stieg dabei die Anzahl der Zellen auf dem Grund der
Zellkulturplatte ungehindert an, wohingegen die Anzahl der Zellen, die an der
Unterseite der Transwellmembran adharierten vor allem in den ersten 24 Stunden
annahernd linear zunahm, um danach auf annahernd gleichem Niveau zu bleiben
(Abb 3.4, 3.5).

14h 24h

38h

Abbildung 3.4: Immunfluoreszenzfarbung der Unterseite der Transwellmembran. Die Anzahl der transmigrierten Zellen nimmt
bis zum Zeitpunkt 38 Stunden zu. Es finden sich vor allem infizierte Monozyten adharent an der Membran.

Dies kam vermutlich dadurch zustande, dall sich an der Unterseite der
Transwellmembran ein  Gleichgewicht zwischen abwandernden und neu

hinzukommenden Zellen ausbildete.
Die Gesamtanzahl der transmigrierten Zellen unterschied sich in den durchgefihrten

Experimenten recht deutlich: nach 48 Stunden waren zwischen 13% und 37% der

eingesetzten Leukozyten transmigriert (Standardabweichung 8,7%).
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Abbildung 3.5: Verlauf der Transmigrationsexperimente. Sowohl bei Vorexperimenten mit HUVEC als Endothel (links) als bei
den Experimenten mit HCAEC als Endothel (rechts) stieg die Gesamtzahl der transmigrierten Zellen ungefahr linear an.
(Fehlerbalken entspricht Standardabweichung)

3.3.2 Infektionsstatus der transmigrierten Zellen

Bei der Betrachtung des Verhaltnisses von infizierten und nicht infizierten
transmigrierten Zellen fiel zunachst auf, dal} zu Beginn vor allem die nicht infizierten
Lymphozyten transmigrierten. Dieses Verhaltnis verschob sich aber im Verlauf des
Experimentes deutlich zugunsten der infizierten Monozyten (Abb. 3.6). Nach 48
Stunden betrug ihr Anteil 84% (Standardabweichung 8%).

HCAEC

100%

80%

60%

40%

Transmigration (relativ)

Zeit [h] n=3

minfizierte transmigrierte Zellen [ nicht infizierte transmigrierte Zellen

Abbildung 3.6: Transmigrationsexperiment mit HCAEC als Endothel: im Verlauf des Experiments nimmt der Anteil der
infizierten Zellen stetig zu. (Fehlerbalken entspricht Standardabweichung)
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3.3.3 InfektionsUbertragung durch transmigrierte Zellen

Bei der Immunfluoreszenzfarbung der CASMC-Zellrasen vom Boden des unteren
Kompartiments zeigten sich ab dem flnften Tag des Experimentes

chlamydientypische Einschlisse (Abb. 3.7).

Tag 4

(+)

C

Abbildung 3.7: Immunfluoreszenzfarbungen der glattem GefaBmuskelzellschicht von Tag 4 und Tag 5, (+) mit infizierten
transmigrierten Leukozyten, (-) Negativkontrolle. (A) An Tag 4 erkennt man infizierte Monozyten auf den CASMC-Zellen, (B) an
Tag 5 fanden sich erste Einschlisse in den CASMC-Zellen, (C und D) in den Negativkontrollen fanden sich keine
Immunfluoreszenz-positiven Strukturen.

Die Kontrollen an den beiden darauffolgenden Tagen zeigten eine Zunahme der
Einschlisse an Zahl und Grdélke (Abb. 3.8). Diese Einschlisse hatten oft eine
untypische Form. Statt typisch kreisrund waren die in diesen Experimenten

beobachteten Einschlisse oft oval bis langlich-oval.
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Abbildng 3.8: Immunfluoreszenzfarbungen der glatten GefaBmuskelzellschicht von Tag 6 und Tag 7, (+) mit infizierten
transmigrierten Leukozyten, (-) Negativkontrolle. (A) Tag 6: die Einschlisse haben im Vergleich zum Vortag an Grofie
zugenommen, (B) Tag 7: eine glatte Muskelzelle mit mehreren Einschliissen, (C und D) in den Negativkontrollen fanden sich
keine Immunfluoreszenz-positiven Strukturen.

In der Doppelfarbung zeigte sich, daf} die Einschlisse das Aktinskellett der CASMC-
Zellen verdrangten und unterbrachen. Die beobachteten Einschlisse lagen also
intrazellular (Abb. 3.9 und 3.10). In den Negativkontrollen konnte im Verlauf der

Experimente kein Einschlul gefunden werden.
Die Effektivitat dieser Infektionslibertragung war gering: nur etwa auf jede tausendste

infizierte und transmigrierte Zelle auf dem Wellboden kam eine Einschlu3bildung in

einer glatten Muskelzelle.
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Abbildung 3.9: Doppelfarbung der infizieten CASMC-Zellen von Tag 7. (A) Farbung des Aktinskeletts: die Zelle in der
Bildmitte ist aufgetrieben, die am Rande der Auftreibung verlaufenden Aktinfilamente scheinen zur Seite gedréangt. (B) An der
Stelle der Auftreibung findet sich ein chlamydienpositiver Einschlu. (C) Uberlagerung der Aufnahmen A und B

Abbildung 3.10: Doppelfarbung der infizierten CASMC-Zellen von Tag 7. (A) Farbung des Aktinskeletts: in der Zelle in der
Bildmitte sieht man eine runde, aktinpositive Struktur. (B) An derselben Stelle findet sich ein die runde Struktur ausfillender
chlamydienpositiver Einschluf3. (C) Uberlagerung der Aufnahmen A und B




4 Diskussion

4.1 Ubersicht

Mit den im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Experimenten wird der
Versuch unternommen, die Infektion der arteriellen GefalBwand durch infizierte

Blutmonozyten als Vektorzellen nachzustellen.

Zu diesem Zweck wurden zunachst die infizierten Blutmonozyten selbst naher
betrachtet: mittels FACS-Technik wurde der Einflud der Chlamydieninfektion auf die
Oberflachenexpression immunologisch wichtiger Oberflachenmolekile untersucht
(Kapitel 4.2). Der folgende Teil der Untersuchung behandelte die Frage der
transendothelialen Migration dieser infizierten Monozyten: fir die Untersuchung
dieser Frage wurde ein in vitro Modell der GefalRwand entwickelt (Kapitel 4.3). Im
letzten Teil der Experimente schlieRlich wurde im selben in vitro Modell die
Weitergabe der Infektion von transmigrierten, infizierten Blutmonozyten an glatte

Muskelzellen der GefalRwand untersucht (Kapitel 4.4).

4.2 Expression von MHC-Klasse-l Molekiilen in infizierten Monozyten

Im Laufe ihrer Evolution haben intrazellulare Krankheitserreger vielfaltige Wege
gefunden, der Immunantwort ihres Wirtes zu entgehen und so ihr Uberleben zu
sichern. Eine mdgliche Strategie ist es, die Expression der MHC-Klasse-I Molekile
zu beeinflussen, um so der Kontrolle durch CD8-positive T-Lymphozyten zu

entgehen.

Die Prasentation von Antigenen von phagozytierten Bakterien erfolgt nach der
klassischen Vorstellung mit MHC-Klasse-Il Molekilen: nach der Fusion des
Phagosoms mit dem Lysosom werden MHC-Klasse-II Molekile mit Antigenen der
lysierten Bakterien beladen, gelangen an die Zelloberflache und prasentieren dort die
bakteriellen Antigene an CD4-positive T-Lymphozyten.®’ Die Funktion der MHC-
Klasse-l Molekule ist nach klassischer Vorstellung die Prasentation cytosolischer,

durch das Proteasom abgebauter Antigene an CD8-positive T-Lymphozyten.
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Mehrere neuere Untersuchungen weisen den MHC-Klasse-l Molekilen eine
erweiterte Funktion zu.82®* Uber einen "alternate pathway" kénnen auch Antigene
von phagozytierten Bakterien prozessiert und uber MHC-Klasse-| prasentiert werden.
Eine Arbeit aus dem Jahr 1999 zeigt, dal3 dieser neuentdeckte Mechanismus eine

Rolle bei der Immunantwort gegen Mycobacterium tuberculosis spielt.®°

Wie schon in der Einleitung erwahnt, verhindert C. pneumoniae auf bisher noch
unbekanntem Weg die Fusion des Phagosoms mit dem Lysosom,® die Présentation
von Chlamydienantigenen Uber MHC-Klasse-Il Molekile ist damit wahrscheinlich
nicht hinreichend fur die Immunantwort des Wirtes. Da C. pneumoniae nicht in das
Cytosol der Wirtszelle eindringt und also auch nicht Gber den klassischen MHC-
Klasse-l Weg verarbeitet wird, kénnte der neuentdeckte "alternate pathway"
entscheidend fur die Immunantwort gegen C. pneumoniae sein. Die EinfluBnahme
auf die MHC-Klasse-l Expression der Wirtszellen wirde dann eine wichtige

Uberlebensstrategie fur C. pneumoniae darstellen.

Eine derartige Uberlebensstrategie ist fir das verwandte Bakterium Chlamydia
trachomatis bereits ausflhrlich untersucht und bis auf molekulare Ebene
beschrieben. Hierbei wird ein fur die Expression von MHC-Klasse-l Molekulen
notwendiger Transkriptionsfaktor (RFX5) unter Vermittlung bakterieller Proteine
abgebaut, sodal? die MHC-Klasse-l Expression und damit die Prasentation
bakterieller Epitope vermindert wird.®” Dariiberhinaus nimmt Chlamydia trachomatis

auch EinfluR auf die Expression von MHC-Klasse-Il Molekilen.®

Die fur diese Arbeit durchgeflihrten FACS-Experimente zeigen nun auch eine
EinfluBnahme auf die MHC-Klasse-l Expression von Makrophagen durch C.
pneumoniae. Wenn Blutmonozyten in Zellkultur gehalten werden, so differenzieren
sie sich im Laufe einiger Tage zu Makrophagen. Dieser Prozel3 wird in der
experimentellen Forschung zur Erzeugung von Makrophagen genutzt.?%%?
Makrophagen unterscheiden sich von Monozyten auch durch eine vermehrte
Oberflachenexpression des MHC-Klasse-l Proteins, die Expression dieses Proteins
nimmt im Laufe der Differenzierung zu Makrophagen zu. In den fur diese Arbeit
durchgefuhrten Experimenten war der Anstieg der Oberflachenexpression des MHC-

Klasse-| Proteins bei den mock-infizierten Zellen deutlich nachzuweisen. Bei den mit
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C. pneumoniae infizierten Zellen dagegen blieb sie ungefahr auf dem
Ausgangsniveau. Offenbar verhindert die Anwesenheit von C. pneumoniae diesen
Anstieg (Abb. 4.1).

/~ 7~ 7~
1 mock-infiziert 2 3

-
1 infiziert

Abbildung 4.1: In den durchgefiihrten Experimenten zeigten die mock-infizierten Zellen (obere Reihe 1-3) den erwarteten
Anstieg von MHC-Klasse-| (tlrkise Zylinder). Bei den infizierten Zellen (untere Reihe 1-3) bleibt dieser Anstieg aus.

In der Literatur gibt es bisher wenig beschriebene FACS-Experimente, die infizierte
und nicht infizierte Zellen vergleichen. Eine Arbeit aus dem Jahr 2000% beschreibt
die Herunterregulation von MHC-Klasse-I Molekulen in infizierten Zellen und fuhrt
diesen Effekt auf die vermehrte Produktion von Interleukin-10 zurtick. Bei dieser
Untersuchung zeigten sich keine bedeutenden Unterschiede in der Expression von
MHC-Klasse-Il Molekulen. Eine Untersuchung von Heinemann und Mitarbeitern aus
dem Jahr 1996%° beschreibt die Hochregulation von CD14 Molekiilen in infizierten

Zellen, ohne jedoch die molekularen Mechanismen dahinter zu untersuchen.

In den beiden genannten Arbeiten wurden Monozytenzellinien eingesetzt, als

Negativkontrolle wurden nichtinfizierte Zellen verwendet. In den fur diese Arbeit

durchgeflhrten Experimenten wurden dagegen primdre humane Monozyten

verwendet, die Negativkontrolle bestand aus mock-infizierten Zellen. Die Wahl der

mock-Infektion fur die Kontrollzellen ist vor allem bei Experimenten mit intrazellularen

Krankheitserregern wichtig, da nur so unspezifische Effekte, die durch eine Reaktion
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der Zellen auf das Anzuchtmedium, auf Zelltrimmer der Wirtszellen etc. zustande
kommen, kontrolliert werden konnen. Beide immuncytometrischen Arbeiten beachten
diese mdgliche Fehlerquelle nicht. Die von Heinemann und Mitarbeitern postulierte
Hochregulation von CD14 Molekiilen durch C. pneumoniae® konnte auf
unspezifischen Effekten beruhen, die durch die gewahlte Negativkontrolle nicht

ausreichend kontrolliert waren.

In den fur diese Arbeit durchgeflihrten Experimenten zeigte die Expression der
Oberflachenmarker CD14, CD16 und MHC-Klasse-Il keine deutlichen Unterschiede

zwischen infizierten und mock-infizierten Zellen.

Die Zusammenschau eigener und fremder Ergebnisse zeigt, dall C. pneumoniae
einen spezifischen Einflul auf die Expression von MHC-Klasse-I Molekilen, nicht
aber auf die Expression anderer Oberflachenmarker, austbt. Im Hinblick auf die in
den letzten Jahren aufgekommene Vorstellung vom "alternate pathway" der
Antigenprasentation Uber MHC-Klasse-l Molekule, koénnte diese EinfluBlnahme

entscheidend zum intrazellularen Uberleben von C. pneumoniae beitragen.

4.3 Transmigration im in vitro GefaBwandmodell

Das in dieser Arbeit vorgestellte in vitro Modell erlaubt es, unter kontrollierten
Bedingungen einige Mechanismen zu betrachten, die bei einer Infektion der
GefalRwand durch C. pneumoniae wahrscheinlich bedeutend sind. Den ersten Schritt
zur Infektion der arteriellen GefalRwand stellt dabei die transendotheliale Migration

der infizierten Monozyten, also die Uberwindung der Endothelzellschicht, dar.

Bei der Untersuchung der Infektion der Gefallwand auf dem postulierten Weg mulfte
zunachst bewiesen werden, dal} die infizierten Makrophagen Uberhaupt zur
Transmigration fahig sind. Gleichzeitig sollten die Experimente eine Vorstellung

davon vermitteln, wie viele der eingesetzten Zellen Uber die Zeit transmigrieren.

Das dazu notwendige in vitro Modell sollte die Bedingungen in vivo so gut wie
mdglich nachstellen, darum wurden als Endothel die anspruchsvollen HCAEC-Zellen

verwandt, die aus menschlichen Koronararterien isoliert wurden. Als
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Gefalmuskelzellen im unteren Kompartiment des Transwellsystems dienten in allen
Experimenten CASMC-Zellen, die ebenfalls aus menschlichen Koronararterien
stammen. Durch die Verwendung dieser primaren Zellen sollte das Modell den
Bedingungen in vivo moglichst nahekommen. Als PorengrofRe der Transwelleinsatze
wurden 3 um gewahlt, so sollte sicher gestellt werden, dal® die Zellen bei ihrer
Transmigration eine schwierige Barriere Uberwinden mussen, die dem
subendothelialen Bindegewebe in vivo vergleichbar ist. Die meisten anderen
Arbeiten zur Leukozytentransmigration verwenden ausschlielBlich das vendse
HUVEC-Endothel® sowie oft Transwell-Einsatze mit Porengréfen zwischen 5 und 8

um .78;95;96

Das Chemokin MCP-1 wurde in diesem Modell als Chemoattractant eingesetzt, weil
es fir die Entstehung der Arteriosklerose von entscheidender Bedeutung ist,®” was in
mehreren tierexperimentellen Arbeiten gezeigt werden konnte. Die lokale
Uberexpression dieses Chemokins initiiert die Bildung von Atheromen in einem

Kaninchenmodell,%

in Apo-E defizienten Mausen beschleunigt die Expression von
MCP-1 die Bildung von Atheromen,” wahrend das Fehlen des MCP-1 Rezeptors
CCR-2 in dieser Mauseart eine deutlich verminderte Bildung von Atheromen zur
Folge hat.'® Eine andere Mausziichtung, namlich Tiere, die das menschliche
Apolipoprotein B Uberexprimieren, werden durch das Fehlen des Gens fir MCP-1 vor
Arteriosklerose geschiitzt.’®! Alle diese tierexperimentellen Befunde weisen auf die
Bedeutung dieses Chemokins in der Entstehung der Arteriosklerose. Beim Menschen
finden sich bereits im “fatty-streak"-Stadium der Arteriosklerose MCP-1

d,102

produzierende Zellen in der Gefaltwan wahrscheinlich ist auch beim Menschen

dieses Chemokin der entscheidende Faktor, der Leukozyten in die Gefallwand leitet.

Die bisher einzige Verodffentlichung, in der die Leukozytentransmigration im
Zusammenhang mit C. pneumoniae untersucht wurde, verwendet Transwelleinsatze
mit einer Porengrof3e von 6,5 um und HUVEC als Endothelzellen. In der Studie wird
allein die Transmigration nicht infizierter Monozyten und neutrophiler Granulozyten
durch bereits infiziertes GefalRendothel untersucht, eine Nachstellung des

postulierten Infektionsweges in die GefaRwand findet also nicht statt.’®
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Die Ergebnisse, die mit dem vorgestellten in vitro-Modell gewonnen wurden, zeigen,
dald ein erheblicher Teil der infizierten Monozyten nach 48 Stunden transmigriert ist,
die von Chlamydia pneumoniae infizierten Monozyten sind also dazu fahig, die
endotheliale Barriere zu Uberwinden. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, daf}
auch in vivo ein Eindringen zirkulierender infizierter Zellen in die Gefallwand mdglich

ist.

4.4 Infektionsubertragung durch transmigrierte Zellen

In der Frage nach der Rolle von C. pneumoniae bei der Arteriosklerose wird in letzter
Zeit der persistenten Infektion mit diesem Erreger immer mehr Aufmerksamkeit
gewidmet. Die beiden humanpathogenen Chlamydienarten C. trachomatis und C.
pneumoniae kénnen langwierige und oft wiederkehrende Krankheiten verursachen:
so verursacht C. frachomatis eine chronische sexuell Ubertragbare genitourinare
Infektion, die schleichend verlauft und bei Frauen eine haufige Ursache der
Unfruchtbarkeit ist,'® sowie eine Form der chronischen Arthritis.’® Die durch C.
pneumoniae verursachte Pneumonie kann sehr lange Verldufe haben und ist
manchmal auch unter normalerweise ausreichender antibiotischer Therapie nicht zur
Ausheilung zu bringen.'"%” Obwohl es im Einzelfall schwierig sein kann, zwischen
Reinfektion und chronisch persistierender Infektion zu unterscheiden, geht man
heute davon aus, dall es in einem grol3en Teil solcher Falle zu einer persistenten

Infektion mit dem Bakterium gekommen ist.

Als Persistenz der Chlamydien bezeichnet man das intrazellulare Vorkommen
lebendiger Chlamydien in Wirtszellen, wobei sich die Bakterien nicht oder nur in sehr
geringem MaR’" aus diesen Zellen anziichten lassen. Bei der persistierenden
Infektion bilden die Chlamydien atypische Einschlisse, sie sind weniger
stoffwechselaktiv (und daher resistenter gegen Antibiotika) und zeigen eine

veranderte Genexpression.

Unter Laborbedingungen kann man die Entwicklung der Persistenz durch Entzug von
Nahrstoffen oder durch Zugabe des Cytokins IFNy erzeugen, beides bewirkt einen
Mangel an Tryptophan in den Chlamydien: der Nahrstoffentzug direkt, IFNy Uber die

Induktion des tryptophanverbrauchenden Enzyms Indolamin-2,3-Dioxigenase.'%%1%°
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Die veranderte Einschlumorphologie wurde mit der Lichtmikroskopie vor allem an
IFNy-behandelten infizierten Epithelzellen untersucht, als atypisch werden hierbei in
einer Studie kleinere, nicht gleichmaRig angefarbte Einschliisse bezeichnet,"'® der
bessere Nachweis von atypischen Einschlissen gelingt mittels
Elektronenmikroskopie, hierbei gelten vergrélierte, unregelmalig geformte und
weniger dichte Retikularkdrper als atypisch.'? Bei genetischen Untersuchungen an
IFNy-behandelten infizierten Epithelzellen konnte mit der RT-PCR gezeigt werden,
dal} in den persistierenden Chlamydien -anders als in Chlamydien, die dem normalen
Vermehrungszyklus folgen- flr die DNA-Replikation wichtige Gene hochreguliert, fir
die bakterielle Teilung zustiandige Gene dagegen herunterreguliert werden.'"
Weitere Studien ergaben, dall C. pneumoniae auch menschliche Monozyten
infizieren und in ihnen persistieren kann.”""'? Nach stattgehabter Monozyteninfektion

ist sie ausserdem gegeniiber Antibiotika resistent.'"

Durch Kol und Mitarbeiter wurde das Hitzeschockprotein-60 von C. pneumoniae
(cHsp60) innerhalb von  Makrophagen aus menschlichen  Atheromen
nachgewiesen.'"* Dieses Protein bewirkt die LDL-Oxidierung von Makrophagen, das
Chlamydien-Lipopolysaccharid (cLPS) bewirkt die Umwandlung von Makrophagen zu
Schaumzellen durch LDL-Aufnahme, diese beiden Mechanismen gelten als wichtige
Schritte der Atheromentstehung.'’® Zusammenfassend scheint es C. pneumoniae
moglich zu sein, durch ihren veranderten Zustand als persistenter Krankheitserreger
nicht nur innerhalb einer mobilen Vektorzelle zu uberleben, sondern durch ihre
Pathogenitatsfaktoren cHSP-60 und cLPS auch indirekt EinfluR auf die

Atheromenstehung zu nehmen.

Mit der Immunfluoreszenzmikroskopie von menschlichen arteriosklerotischen
Lasionen wurden EinschluRkérper von C. pneumoniae nicht nur in Makrophagen,
sondern auch in glatten GefaRmuskelzellen nachgewiesen.”® Es ist jedoch unklar,
wie diese Infektion der GefalBmuskelzellen zustande kommt. Mit dem vorgestellten
Modell sollte auch der Frage nachgegangen werden, ob die transmigrierten
Monozyten ihre Chlamydieninfektion an glatte Gefalmuskelzellen weitergeben
kénnen. Aus der Literatur war bisher lediglich bekannt, dal3 sich C. pneumoniae in

diesen Zellen vermehren kann.”"
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In den vorgestellten Experimenten kam es zu einer Weitergabe der Infektion an die
glatten GefaBmuskelzellen im unteren Kompartiment des Transwellsystems. Eine
Parallele zu den vermuteten Vorgangen in vivo ist dabei, da} die Infektion der
Gefalmuskelzellen durch transmigrierte Monozyten zustande kam. Dabei beweisen
die mitgefihrten Kontrollen, dal® die infektiosen Chlamydien aus den transmigrierten
Monozyten und nicht etwa aus dem Medium stammten. Zudem ist wichtig, daf} fur
diese Infektion keine der sonst Ublichen Hilfsmittel wie Zentrifugation oder die
Zugabe von Cycloheximid zum Versuchsmedium notwendig waren. Mit der eigens fur
diese Arbeit etablierten Immunfluoreszenzdoppelfarbung konnte die intrazellulare
Lage der Chlamydieneinschlisse bewiesen werden. Die Effektivitat dieser
Ubertragung durch transmigrierte Zellen war dabei mit einer Ubertragungsrate um
1:1000 deutlich geringer als die Ubertragungsraten um 1:10, wie sie bei Cokultur von

infizierten Monozyten und glatten GefaBmuskelzellen beobachtet werden. '

Die Morphologie der in den Experimenten auftretenden Einschlisse in den glatten
Gefalmuskelzellen scheint atypisch zu sein: die gefundenen Einschlisse sind selten
kreisrund und sie farben sich auch nicht so intensiv an wie typische Einschllsse in
Epithelzellen. Damit ahnelt die hier beobachtete EinschluBmorphologie derjenigen,
die Pantoja und Mitarbeiter in ihrer Arbeit GUber persistente Infektion in Epithelzellen
beschrieben haben.'® Diese Befunde legen die Vermutung nahe, bei der hier
beobachteten Infektion kdnnte es sich um eine persistente Infektion handeln. Um
diese Vermutung zu beweisen waren allerdings weitere, beispielsweise auch

elektronenmikroskopische Experimente notig.

4.5 Ausblick

Die durch diese in vitro Untersuchung gewonnenen Ergebnisse tragen zum
Verstandnis der Vorgange in vivo bei. Das neu etablierte Transmigrationsmodell
steht fur anschlieRende Untersuchungen zur Verfugung. Dabei ist sein Einsatz nicht
auf die Untersuchung der Transmigration selbst -wie zum Beispiel bei der der
Untersuchung der Frage, welchen Einflull bestimmte Bedingungen auf die Effizient
von Transmigration und Infektionsiibertragung haben- beschrankt.

Durch die Trennung in Kompartimente konnen die unterschiedlichen Zellarten

getrennt voneinander untersucht werden. So konnte etwa die Genexpression in
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Endothel- und GefaBmuskelschicht im Verlauf der Transmigration mittels RT-PCR

getrennt voneinander betrachtet werden.
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5 Zusammenfassung (Abstract)

Das obligat intrazellulare Bakterium Chlamydia pneumoniae ist als Erreger von
Infektionen des Respirationstraktes bekannt. Dartberhinaus besteht ein
Zusammenhang zwischen C. pneumoniae Infektion und der Arteriosklerose, einer

chronisch entziindlichen Erkrankung der GefalRwand.

Der Vorstellung folgend, dald C. pneumoniae in infizierten Monozyten persistiert und
im Inneren dieser Zellen in die GefaBwand einwandert, wurde in einem neu
etablierten in vitro GefaBwandmodell die transendotheliale Migration infizierter
Monozyten untersucht. Daneben wurde mittels FACS-Technik der EinfluR der
Infektion auf die Expression der wichtigen Oberflachenmarker MHC-I, MHC-II, CD14

und CD16 auf infizierten und mock-infizierten humanen Monozyten untersucht.

Die FACS-Untersuchungen ergaben, dal® die Expression von MHC-Klasse-l
Molekilen bei infizierten Zellen deutlich geringer anstieg als bei mock-infizierten
Zellen. Diese Beobachtung weist auf eine EinfluBnahme von C. pneumoniae auf die
Antigenprasentation der befallenen Zellen, die wahrscheinlich wesentlich zum

intrazellularen Uberleben des Bakteriums beitragt.

In den Transmigrationsexperimenten konnte gezeigt werden, dal} zwischen 13% und
37% der eingesetzten Monozyten transmigrierten. Nach ihrer Transmigration

Ubertrugen die infizierten Monozyten ihre Infektion an glatte GefalBmuskelzellen.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse unterstlitzen die Vorstellungen zur
Infektion der Gefallwand durch transendothelial migrierende infizierte Zellen. Das
relativ einfache in vitro GefaRwandmodell steht fir anschlieRende molekular- und

zellbiologische Untersuchungen zur Verfligung.
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