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1 Zusammenfassung

Chlamydia pneumoniae (Cpn) ist ein bedeutendes humanpathogenes Bakterium, das
sich durch seine obligat intrazelluldre Lebensweise und den biphasischen Entwick-
lungszyklus auszeichnet. Da Chlamydien einen unvollstdndigen Energiestoffwechsel
haben und ATP iiber einen ADP/ATP Austauscher von ihrer Wirtszelle beziehen,
gehoren sie zu den Energieparasiten. Zudem sichern Chlamydien durch Induktion
der Proliferation und Inhibition apoptotischer Signalwege in der infizierten Zelle ihr

eigenes Uberleben.

AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor der Wirtszelle, der eine wesentliche Rolle bei
der Regulation der Zellproliferation, der Apoptose und des Energiehaushalts hat und
somit genau die Prozesse steuert, in die Cpn eingreift. Die Zusammensetzung des
dimeren Proteins AP-1 kann sich d&ndern, wodurch mafigeblich die unterschiedlichen
Funktionen von AP-1 bedingt sind. Das Ziel dieser Arbeit war die Klarung, ob AP-1
durch Cpn reguliert wird und welche Funktionen dieser Transkriptionsfaktor in infi-

zierten Wirtszellen hat.

Im Zuge der Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es in der frithen Phase
der Infektion (4 hpi) sowohl durch lebende als auch inaktivierte Cpn zu einer erhéhten
Expression von AP-1 in epithelialen HEp-2 Zellen kommt. Aufserdem wurde nachge-
wiesen, dass die AP-1 Bindungsaktivitat durch die Cpn-Infektion verstarkt ist, womit
bestétigt wurde, dass AP-1 in der frithen Phase der Infektion im Kern aktiv ist und

an die Promotorsequenz bindet.

In der spéten Phase der Infektion (48 und 72hpi) wurden erhéhte Mengen der
Proteine c-Jun und c-Fos detektiert, die zusammen einen sehr starken heterodimeren
Transaktivator bilden konnen. Zudem wurde durch den Nachweis von phosphorylier-
tem c-Jun gezeigt, dass in infizierten Zellen die aktivierte Form vorliegt. Im Gegensatz
dazu waren die AP-1 Proteine JunB, JunD, FosB und ATF-2 im Vergleich zu den
Kontrollzellen herunterreguliert. In der spéiten Phase der Infektion wurde aufierdem
eine erhohte mRNA-Menge des Glucosetransporters Glutl nachgewiesen, das zu den
AP-1 kontrollierten Proteinen zéhlt. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden,

dass die Zelle geniigend Glucose aufnehmen kann und fiir die Entwicklung der Chla-
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mydien geniigend ATP zur Verfiigung steht.

Um zu kléren welche Bedeutung die Hochregulation von AP-1 wéhrend einer Cpn-
Infektion hat, wurde mit Hilfe des Inhibitors Tanshinone ITA die Bindung von AP-1
an die Konsensussequenz innerhalb der Promotoregion blockiert. Das Resultat der
AP-1 Inhibition war, dass Cpn nur sehr kleine Einschlusskérperchen ausbilden konn-
te, die Menge an Glutl nicht mehr erhéht und der ATP-Gehalt wesentlich verringert
war. In dieser Arbeit wurde zudem erstmals gezeigt, dass die Inhibition von AP-1 zur
Persistenz der Infektion fiihrte, da alle Merkmale der Persistenz nachweisbar waren.
Dazu zahlt zum einen die verdnderte Morphologie, d.h. es waren kleine Einschliisse, in
denen keine Redifferenzierung der Retikularkérperchen zu infektiosen Elementarkor-
perchen stattfand, nachweisbar. Zum anderen wurde gezeigt das eine Wiederanzucht
aus Zellen, bei denen AP-1 inhibiert wurde, nicht moglich ist. Ein weiteres Persistenz-
merkmal, welches bei der AP-1 Inhibition gezeigt werden konnte, ist die Reversibilitét,
d.h. dass das Entfernen des Induktors die Persistenz authebt.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls entdeckt, dass AP-1 ein Zielprotein von CPAF
ist. Wie genau dieses chlamydiale Effektorprotein den Transkriptionsfaktor degradiert
ist noch nicht hinreichend aufgekléart.

Des Weiteren wurden infizierten Monozyten auf eine AP-1 Regulation untersucht.
Es hat sich herausgestellt, dass in Monozyten, in denen der Erreger im Gegensatz zu
den Epithelzellen persistiert, alle nachgewiesenen AP-1 Proteine verstéirkt detektier-
bar waren.

Somit lasst sich schlussfolgern, dass AP-1 bei einer Cpn-Infektion eine wesentliche
Rolle einnimmt, da zum einen eine starke Regulation nachgewiesen werden konnte
und zum anderen durch Inhibition von AP-1 die Persistenz von Cpn induziert wurde.
Auch bei der natiirlichen Persistenz von Cpn in Monozyten ist dieser Transkriptions-
faktor hochreguliert, wobei die spezifische funktionelle Relevanz in diesem Zelltyp
noch unklar ist.

Die Erkenntnisse iiber die Einfliisse von AP-1 auf eine Cpn-Infektion kénnen in
Zukunft bei der Erforschung von therapeutischen Mafnahmen von Bedeutung sein.
Hierzu sind jedoch noch weitere Untersuchungen der vom Zelltyp abhingigen Funk-

tion von AP-1, insbesondere die Rolle bei der Apoptose, notig.



2 Einleitung

2.1 Chlamydien

Chlamydien sind gramnegative, obligat intrazelluldre Bakterien, die sich durch einen
speziellen Entwicklungszyklus auszeichnen. Ein erster Nachweis von Chlamydien wur-
de im Jahr 1907 von Stanislaus von Prowazek und Ludwig Halberstaedter erbracht.
Sie konnten in den Zellen der Konjunktivalabstriche von Patienten mit Trachom cha-
kakteristische, mit Giemsa-Losung anfarbbare Einschlusskorperchen nachweisen. Sir
Samuel Phillips Bedson beschrieb bereits 1934 die morphologischen Veranderungen
von Chlamydien wiahrend des Entwicklungszykluses bei einer typischen Chlamydien-
assoziierten Erkrankung, der Psittakose (Papageienkrankheit). Jedoch nahm er an,
dass es sich dabei um einen Virus, den sog. ,psittacosis virus®, handelt [21]. Aufgrund
ihrer geringen Grofse und ihrer rein intrazelluldren Vermehrung wurden Chlamydien
bis in die 1960er Jahre hinein den Viren zugerechnet. Diese Hypothese wurde widerlegt
als gezeigt wurde, dass sowohl bakterielle RNA als auch DNA und Zellwandstruktu-
ren vorhanden sind. Zudem wurde entdeckt, dass Chlamydien in der Lage sind sich
binér zu teilen, Ribosomen besitzen und gegeniiber Antibiotika empfindlich sind. 1966
wurden sie schlieklich als eigene Ordnung Chlamydiales den Bakterien zugerechnet
(|114],[154]). Sie sind weltweit verbreitet und konnen eine Reihe unterschiedlichster
Krankheiten hervorrufen. Chlamydien verursachen Infektionen des Auges, der Lunge
und des Genitaltraktes. Sie werden aber auch mit chronischen Erkrankungen wie z.B.
koronaren Herzerkrankungen, Arteriosklerose oder Asthma in Verbindung gebracht.
Die Aufklérung ihrer pathogenen Eigenschaften ist daher von groffem Interesse. Chla-
mydia pneumoniae wurden 1965 erstmals aus dem Konjunktivalabstrich eines Kindes
aus Taiwan isoliert und spéter als TW-183 bezeichnet [99]. 1983 wurde das erste re-
spiratorische Isolat (AR-39) von einem Universitétsstudenten aus Seattle mit einer
akuten respiratorischen Infektion isoliert. Die Bezeichnung ,,TWAR'" leitet sich aus
diesen beiden Isolaten ab und wurde bis 1989 verwendet, dann aber ersetzt durch
Chlamydia pneumoniae [67]. Zu den wichtigsten tierpathogenen Erregern gehoren
Chlamydia abortus, Chlamydia psittaci und Chlamydia pecorum. Sie sind fiir Pneu-

monien, Fehlgeburten und Unfruchtbarkeit bei Rindern und Schafen verantwortlich
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(|89],[134]) und verursachen somit jedes Jahr einen erheblichen wirtschaftlichen Scha-

den.

2.1.1 Taxonomie

Chlamydien gehoren zur Ordnung der Chlamydiales, die die Familien Chlamydiaceae,
Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simkaniaceae umfaft. Im Gegensatz zu den
Chlamydiaceae leben die Vertreter der Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simka-
niaceae als Symbionten in Amében (]7],[59],[78]). Die Abbildung 1 zeigt die Taxono-
mie der Ordnung Chlamydiales, wobei fiir die einzelnen Spezies der Familie Chlamy-
diaceae auch typische Wirtsorganismen angegeben sind.

Durch phylogenetische Analysen der 16S und 23S rRNA wurden die verwandt-
schaftlichen Beziehungen aufgeklart und fithrten zu einer iiberarbeiteten Taxonomie
[48]. Die bekannten human- und tierpathogenen Arten gehoren zur Familie der Chia-
mydiaceae, die in die Gattungen Chlamydophila und Chlamydia unterteilt werden. Die
neue Taxonomie konnte sich bisher noch nicht durchsetzten, weshalb in der Literatur
weiterhin fiir die Spezies Chlamydophila pneumoniae und Chlamydophila psittact par-
allel auch die Namen Chlamydia pneumoniae bzw. Chlamydia psittaci existieren. In

dieser Arbeit wurde durchgehend die Bezeichnung Chlamydia pneumoniae verwendet.



2 EINLEITUNG

Ordnung Familie Gattung Art typische Wirte
_: C. abortus Wiederkauer
C. psittaci Vogel
C. felis Katzen
Chlamydophila C. caviae Meerschweinchen
C. pecorum Schafe
C. pneumoniae Menschen
Chlamydiaceae
C. trachomatis Menschen
Chlamydia _
_ C. suis Schweine
Chlamydiales
C. muridarum Mause, Hamster

Parachlamydiaceae

P. acanthamoebae

Waddliaceae

W. chondrophila

Simkaniaceae

S. negevensis

Abb. 1: Taxonomie der Chlamydiales (nach Bush und Evert [31]). Schematische
Darstellung der Verwandtschaftsverhéltnisse unter den einzelnen Spezies sowie der typi-
schen Wirtsorganismen. Die Lange der Linien entspricht nicht der phylogenetischen Distanz
zueinander.

2.1.2 Chlamydien-assoziierte Krankheiten

Chlamydien sind weltweit verbreitet und kommen sowohl als humanpathogene wie
auch als tierpathogene Erreger vor. Die derzeit wichtigsten humanpathogenen Arten
sind Chlamydia pneumoniae und Chlamydia trachomatis. Auch Chlamydia psittaci
ist als humanpathogener Erreger beschrieben, wobei diese Art vorrangig Vogel und

andere Sdugetiere infiziert [22].

2.1.2.1 Chlamydia pneumoniae C.pneumoniae ist ein wichtiges humanpatho-

genes Bakterium, das akute und chronische Infektionen des respiratorischen Trakts
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verursacht. Da sowohl obere als auch untere Atemwege betroffen sein kénnen, du-
fsert sich die Infektion in verschiedenen Krankheitsbildern wie Pharyngitis, Sinusi-
tis, Bronchitis und Pneumonie ([66] [35]). Dies erklart sich aus der Fahigkeit des
Erregers, Epithelien des Respirationstraktes zu infizieren [83|. Die Mehrheit der In-
fektionen verlauft iiberwiegend asymptomatisch, wobei die Erstinfektion im Jugend-
alter erfolgt. Bis zu einem Alter von 20 Jahren sind fast 70% aller Erwachsenen
seropositiv fiir C. pneumoniae [97]. Infektionen mit todlichem Ausgang werden nur
selten beobachtet. Sie treten vorwiegend bei Immunsupprimierten und &lteren Pati-
enten auf. Des Weiteren wird C. pneumoniae in Verbindung mit Asthma bronchiale
und der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) — den beiden héufigs-
ten chronischen Atemwegserkrankungen des Menschen — gebracht. In sehr seltenen
Féllen wurde eine Endokarditis, Myokarditis, Meningoradikulitis, Erythema nodo-
sum oder reaktive Arthritis durch C. pneumoniae verursacht. Ob C. pneumoniae bei
Arteriosklerose und koronarer Herzkrankheit eine Rolle spielt, wird immer noch kon-
trovers diskutiert. Einige Autoren sind der Meinung, dass die chronische Infektion
mit C. pneumoniae zum Fortschreiten der Arteriosklerose und der koronaren Herz-

krankheit beitrdgt ([34],[140]).

2.1.2.2 Chlamydia trachomatis Bei C. trachomatis werden verschiedene Sero-
vare unterschieden, die unterschiedliche Erkrankungen auslosen. Die Serovare A-C
verursachen das Trachom ([29],[30]). Dies ist eine Entziindung der Bindehaut und
der Hornhaut des Auges, die vor allem in Entwicklungsldndern die haufigste infektiose
Erblindungsursache darstellt [61]. Infektionen mit den Serovaren D-K sind weltweit
die héufigste Ursache fiir sexuell iibertragbare Krankheiten [164]. Viele dieser Infek-
tionen verlaufen zunéchst asymptomatisch und bleiben daher unbehandelt. Dies kann
zu chronischen Verlaufsformen fithren mit gravierenden Folgen wie Tubenverschliissen
und stellt den haufigsten Grund ungewollter Kinderlosigkeit aufgrund einer Infektion
bedingten Infertilitdt der Frauen dar (|53],[166],[158]). Die Serovare L1-L3 infiziert
das lymphatische Gewebe der Anogenitalregion und kann so das Lymphogranuloma
venereum (LGV) verursachen [168]. LGV kommt weltweit vor und ist {iberwiegend

in Ost- und Westafrika, Siidostasien, Stidamerika und der Karibik endemisch. Die
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Krankheit wird zu den klassischen Geschlechtskrankheiten gezihlt, da die Ubertra-
gung sexuell erfolgt. Bei LGV handelt es sich um eine chronisch verlaufende Infektion

bei der es zu schmerzhaften Schwellungen der Lymphknoten kommt.

2.1.3 Entwicklungszyklus

Allen Spezies der Familie der Chlamydiaceae ist der einzigartige biphasische Entwick-

lungszyklus gemein, der schematisch in Abbildung 2 skizziert ist.

Freisetzung der EK
( L] ®
[ J [ ]

::. o:o e o ¢ Infektion der Zelle mit einem EK
[ ] [ ] [ ]
PY [ X J
o...' ¢ \
®
Nukleus
Persistenz

>

Redifferenzierung
der RK zu EK

@

Differenzierung
des EK zu einem
RK

o2,

Vermehrung des RK im
Einschlusskérperchen

Abb. 2: Biphasischer Entwicklungszyklus von Chlamydien Die Zyklusdauer betragt
bei C. pneumoniae 72-96 Stunden. Der mit blauen Pfeilen dargestellte Zyklus beschreibt den
Ablauf einer akuten Infektion. Die Infektion kann aber auch in einen persistenten Zustand
iibergehen (rote Pfeile) und von der Persistenz in den akuten Infektionszyklus wieder ein-
treten. Die Elementarkorperchen (EK) sind in Schwarz und die Retikularkérperchen (RK)
in Rot dargestellt.
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Der Zyklus beginnt mit der Infektion der Wirtszelle mit einem sog. Elementar-
korperchen (EK), das eine Grofe von ca. 0,3 um hat und metabolisch inaktiv ist
(]2],[115]). Die EK sind fiir die Verbreitung der Infektion verantwortlich. Nur sie kon-
nen auferhalb der Zelle iiberleben und werden durch Phagozytose und/oder Rezeptor-
vermittelter Endozytose aufgenommen. Die Aufnahme erfolgt iiber Clathrin- oder
Caveolin- vermittelte Wege oder auch tiber sog. lipid rafts (|155],[174]). Nach der
Adhésion an die Wirtszelle werden tiber ein chlamydiales Typ-III-Sekretionssystem
verschiedene Effektorproteine zur Modulation der Wirtszelle eingeschleust. Eines die-
ser Proteine ist , Tarp“ [38] was ,translocated actin-recruiting phosphoprotein be-
deutet. Dieses Protein wird nach der Translokation an seinen Tyrosinresten phos-
phoryliert, wodurch es zur Rekrutierung von Aktin kommt. Darauf folgt eine Aktin-
Reorganisation in der Wirtszelle und es kommt zur bakteriellen Aufnahme ([36],[84]).
Ein weiteres wichtiges chlamydiales Effektorprotein ist CPAF, das im néchsten Ab-
schnitt naher beschrieben wird.

Anfangs besitzen die EK noch ihre charakteristische Grofse und eine kondensierte
DNA. Bereits wenige Stunden nach der Infektion dekondensiert die DNA und es
findet eine Grofenzunahme statt [175]. Dabei modifizieren die Bakterien die Mem-
bran des sie umgebenden vesikuldren Kompartiments, der Inklusion. Sie verhindern
so die Fusion mit Lysosomen [144]. Gleichzeitig stellen sie die Zufuhr von notwen-
digen Bausteinen wie Sphingolipide durch Interaktion mit dem Golgi-Apparat sicher
(169],[75]). Andere Metabolite werden zur Komplettierung des unvollstiandigen Krebs-
Zyklus tiber Transporter aufgenommen (|70],[162]). Die EK differenzieren sich in der
Inklusion zu Retikularkorperchen (RK), die eine Grofe von 0,8 - 1,5 um haben. Diese
sind nicht infektios aber metabolisch aktiv und stellen die sich replizierende Form dar,
die sich am Ende des Zyklus wieder zu EK redifferenzieren. Je nach Chlamydienspe-
zies beginnt 20 bis 48 h nach der Infektion die Redifferenzierung zu den infektiosen
EK. Nach der Lyse der Wirtszellen werden die EK freigesetzt und kénnen neue Zellen
infizieren [81]. Neben der Zelllyse beschrieben Hybiske und Stephens einen weiteren
Mechanismus zur Freisetzung der EK [81]. Sie konnten beobachten, dass die gesamte
Inklusion aus der Wirtszelle in den extrazellularen Raum abgesondert werden kann.

Dieser Mechanismus wurde von ihnen als ,,Extrusion” bezeichnet. Die Wirtszelle bleibt
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nach dem Abschniiren der Inklusion intakt.

2.1.4 Chlamydia Protease-like Activity Factor (CPAF)

Zum Schutz vor der zellularen Immunantwort der Wirtszelle sekretieren Chlamy-
dien eine Protease, die u.a. die Transkriptionsfaktoren USF-1 und RFX5 abbaut
(]182],[74]). Durch die Degradation von USF-1 verhindern sie die Expression von
CIITA. Dieses Protein ist wiederum essentiell fiir die Expression von MHC-Klasse-
II-Proteinen [183], d.h. die Antigenprésentation der infizierten Wirtszelle ist beein-
trachtigt. Die Protease @hnliche Aktivitdt ist auf das chlamydiale Protein CPAF
(Chlamydia Protease-like Activity Factor) zuriickzufithren. Durch die Degradation
des Transkriptionsfaktors RFX5 wird die Expression von MHC-Klasse-I-Proteinen
inhibiert (|184], [182]). Neben diesen beiden Transkriptionsfaktoren sind noch wei-
tere zelluldre Proteine als Target von CPAF beschrieben. Zhong et al. konnten die
Proteaseaktivitdt von CPAF im Zytosol der Wirtszelle nachweisen. In C. trachomatis
ist die fiir CPAF kodierende Sequenz identifiziert. Sie kodiert ein Protein, das in der
Inklusion synthetisiert und kurz darauf in zwei Untereinheiten prozessiert wird. Des-
halb werden beim Nachweis von CPAF im Westernblot hauptséchlich zwei Fragmente,
CPAFn (29 kDa) und CPAFc (35 kDa), detektiert. Dong et al. konnten zeigen, dass fiir

die Proteaseaktivitat beide CPAF-Fragmente miteinander interagieren miissen [42].

2.1.5 Morphologie und Eigenschaften

Chlamydien weisen eine den gramnegativen Bakterien &hnliche Zellwand auf. Sie be-
sitzen eine innere und eine dufsere Membran, welche unter anderem LPS und verschie-
dene Oberflachenproteine (outer membrane proteins, OMPs) enthélt ([161],[49]). Das
chlamydiale LPS unterscheidet sich vom LPS der Enterobakterien durch seine relativ
schwache endotoxische Aktivitét ([28],[71]). Erstaunlicherweise konnte bei Chlamydi-
en bisher noch kein Peptidoglykan nachgewiesen werden ([62],[73]), obwohl die geno-
mischen Anlagen dafiir vorhanden sind. In der dufseren Zellmembran macht das Major
Outer Membrane Protein (MOMP), ein 40 kDa Protein, mit einem Anteil von 61%
den Hauptbestandteil der chlamydialen Auffenmembrankomplexe (Chlamydial outer

membrane complex - COMC) aus [33]. Neben MOMP sind die Proteine OmcA und
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OmcB ebenfalls Bestandteil des COMCs [50]. Beide Proteine sind wie MOMP auch
cysteinreich und {iber Disulfidbriicken miteinander vernetzt. Durch die so entstehende
Vernetzung wird eine sehr stabile Struktur gebildet, die den EK ihre Rigiditdt und
osmotische Stabilitét verleiht [49]. Extrachromosomale DNA (Plasmide) findet man
bei allen Chlamydien-Arten [163]. Die Genomgrofe betrégt fiir C. pneumoniae ca.
1,2 Mio. Basenpaare und ist unter den Bakterien eines der kleinsten Genome [133].
Die geringe Grofe ist vor allem durch das intrazelluldre bzw. parasitire Wachstum
zu erkléaren. Charakteristisch fiir Chlamydien ist aufserdem ihr defekter Energiestoff-
wechsel. Sie sind aufgrund der fehlenden Eigensynthese von Nukleotiden, z.B. ATP,
obligat auf den Metabolismus von eukaryontischen Zellen als Nukleotidquelle angewie-
sen und werden aus diesem Grund als Energieparasiten bezeichnet [176]. Im Genom
ist das Gen fiir das ubiquitdre Enzym Phosphoribosylpyrophosphat-Synthase, wel-
ches eine zentrale Rolle im Nukleotidstoffwechsel von Pro- und Eukaryoten besitzt,
nicht vorhanden. Chlamydien kénnen demnach ihre eigene RNA- bzw. DNA-Synthese
nur durch die Aufnahme von Nukleotiden aus dem Cytosol der Wirtszelle bewerk-
stelligen. Durch den Besitz eines ADP/ATP-Transporters sind Chlamydien in der
Lage, ATP im direkten Gegentausch mit endogenem ADP zu importieren und da-
mit den cytosolischen ATP-Pool der eukaryotischen Wirtszelle auszubeuten [82]. Es
wird angenommen, dass ihre eigene ATP-Synthese nicht zum Uberleben ausreicht.
Genomanalysen haben gezeigt, dass auch Gene, die fiir Enzyme der Glykolyse und
des Elektronentransportsystems kodieren, im chlamydialen Genom vorhanden sind.
Eine weitere Besonderheit von Chlamydien ist, dass sie die Apoptose, den pro-
grammierten Zelltod, der Wirtszelle verzégern konnen(|130],[68]). Fan et al. zeigten,
dass es in Chlamydien infizierten Zellen, die mit verschieden Apoptose induzierenden
Reagenzien (z.B. Staurosporin und TNF-«) behandelt wurden, zu einer verzogerten
Apoptose der Wirtszelle kommt [52]. Andere Studien zeigen, dass die proapoptoti-
schen ,BH3-only* Proteine wihrend einer C. pneumoniae Infektion abgebaut werden
(]55],[56]). Es gibt jedoch auch Studien, die zeigen, dass in einigen Féllen durch ei-
ne Chlamydien Infektion Apoptose induziert werden kann ([63],[118]). Ob Apoptose
induziert oder inhibiert wird, hdngt ganz entscheidend davon ab, zu welchem Zeit-

punkt des chlamydialen Entwicklungszyklus die Zellen ein Apoptose induzierendes

10
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Signal erhalten und wie hoch die Infektionsdosis mit Chlamydien ist. Wenn die Zellen
in der frithen Phase der Infektion ein Apoptose auslosendes Agens erhalten, so sind die
Chlamydien in der Lage die Apoptose zu verzogern. Erhalten sie dieses Signal erst
in der spaten Phase des chlamydialen Entwicklungszyklus fiihrt dies allerdings zur
Apoptose der Wirtszelle. Des Weiteren hiangt die Fahigkeit die Apotose der Wirtszel-
len zu verzogern davon ab, welche Chlamydienspezies die Infektion verursacht bzw.

welcher Zelltyp betroffen ist [111].

2.1.6 Persistenz

Alternativ zu dem beschriebenen Zyklus kann die Infektion auch in einem Persistenz-
stadium verharren, was zu chronischen Infektionen fiithren kann, wobei angenommen
wird, dass die Erreger monate- oder jahrelang in der Wirtszelle verweilen. Persis-
tenz kann durch verschiedene Bedingungen induziert werden und fithrt zu chlamydia-
len Lebensformen mit stark verdnderter Morphologie. In vitro Studien zeigten, dass
zum Beispiel durch Behandlung der Zellen mit IFN-~ (|20],[120]), durch Eisenentzug
(]132],[126]) aber auch durch bestimmte Antibiotika ([45],[64]) Persistenz induziert
werden kann. Bei der Behandlung der Zellen mit IFN-y wird die Aktivitdt des Enzyms
Indol-Amino 2,3-Dioxygenase (IDO) erhéht. Dadurch kommt es zu einem schnellen
Abbau von L-Tryptophan, was zu einem Mangel an dieser Aminoséure fiihrt [108].
Da Chlamydien L-Tryptophan nicht selbst synthetisieren konnen, fithrt der Mangel
dieser Aminoséure zur Persistenz. In allen Féllen der Persistenz bilden sich atypische
Formen der Einschliisse, d.h. die Inklusionen sind wesentlich kleiner. Da nur einige
wenige Replikationszyklen durchlaufen werden, sind nur wenige Retikularkérperchen
(RK) nachweisbar. Die RK werden grofer als im replikativen Zyklus, jedoch das
gesamte Einschlusskorperchen ist sehr viel kleiner in der Persistenz. Eine Redifferen-
zierung zu Elementarkdrperchen findet nicht statt, so dass eine direkte Anzucht von
persistierenden Chlamydien nicht moglich ist. Chlamydien kénnen auf unbestimmte
Zeit in der persistenten Lebensform verbleiben. Nach Wegfall der Persistenz-Stimuli
(z.B. durch das Entfernen von IFN-v oder die Zufuhr von L-Tryptophan) konnen sie
den Persistenzzustand verlassen und wieder in den replikativen Entwicklungszyklus

eintreten [77|. Im Zustand der Persistenz sind Chlamydien unempfindlich gegeniiber

11
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Antibiotika und ihr Metabolismus ist auf das Notigste beschrankt. Interessanterweise
wird die Wirtszellfunktion wahrend der Infektion kaum gestort, was das stumme und
chronische Krankheitsbild erklart. Unklar ist ob die persistierende Form der Infektion
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese bestimmter chronischer Krankheiten beim

Menschen, wie beispielsweise Atherosklerose, Asthma und Arthritis spielt.

2.1.7 Chlamydieninfektion von Monozyten

Vermutlich sind Monozyten fiir die Verbreitung von Chlamydien im menschlichen Or-
ganismus verantwortlich. Der Erreger kann in Monozyten persistieren weshalb diese
Wirtszellen als Vektoren von Chlamydien angesehen werden. Airenne et al. zeigten
durch Elektronenmikroskopie, dass C. pneumoniae in Monozyten nur sehr kleine ab-
errante Einschliisse aufweist und nur wenige abnormale RK beinhaltet [5]. Es konnte
auch gezeigt werden, dass C.pneumoniae in den infizierten Monozyten metabolisch
aktiv ist. Im Lungenepithel tritt C. pneumoniae mit Alveolarmakrophagen und in den
Kapillaren mit zirkulierende Monozyten bzw. PBMC in Kontakt [138]. Die Zellen neh-
men die Erreger auf und verteilen sie so mit dem Blutstrom systemisch im gesamten
Koérper. Granulozyten gelten ebenfalls als Reservoir fiir C. pneumoniae und sind an
der Disseminierung beteiligt [65]. Die persistente Infektion dieser Zellen und die sys-
temische Verbreitung gelten als wesentlicher Faktoren fiir die Auslésung chronischer
Krankheitsverlaufe. Die Monozyten haften sich z.B. an Gefafswanden fest und diffe-
renzieren sich zu Gewebsmakrophagen. Die Ansiedlung kann jedoch auch in Gelenken,
glatten Muskelzellen und andern Geweben stattfinden [24]. Die Gewebsmakrophagen
konnen hier {iber léngere Zeit iiberleben, wodurch Reaktive Arthritis, Endokarditis
und koronare Herzkrankheit bedingt sein konnen. Diskutiert wird die Beteiligung der
Chlamydien tragenden Monozyten bzw. Makrophagen am atherosklerotischen Ent-
ziindungsprozess, da durch sie C. pneumoniae in die entstehenden atherosklerotischen

Plaques gelangt ([34],[98],[100],[104]).

2.1.8 Chlamydien regulieren Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle

Chlamydien sichern ihr eigenes Uberleben, indem sie in zellulire Regulationsmecha-

nismen ihrer Wirtszelle eingreifen. Die von den Chlamydien ins Zytoplasma sezer-

12
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nierte Protease CPAF degradiert die Transkriptionsfaktoren RFX5 und USF-1 und
reguliert so die MHC-I und -II vermittelte Antigenprasentation herab ([182], [51],[74]).
Des Weiteren wurde in vitro gezeigt, dass die Infektion von Endothelzellen oder glat-
ten Muskelzellen durch C. pneumoniae zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB fiihrt. Dies wiederum bewirkt die Freisetzung von inflammatorischen und pro-
koagulatorischen Mediatoren. NF-xB ist in der Lage proinflammatorische Zytokine,
wie IL-6, IL-8 und das Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) zu aktivieren.

Es wurden Hinweise dafiir erbracht, dass Chlamydien iiber die Triggerung von
Transkriptionsfaktoren die Zellen des Bronchialgewebes zu aktivieren vermdgen, und
diese dann ihrerseits durch Zytokinfreisetzung und Hochregulation von Adhésions-
molekiilen einen zelluldren Influx in die Luftwege beférdern. Chlamydien induzieren
auch die Transkriptionsfaktoren Egr-1 und Ets-1, wodurch es zur Proliferation der
infizierten Wirtszelle kommt, da eine gesteigerte Transkription von VEGF und Endo-
thelin ausgelost wird ([19],[137]). Der Transkriptionsfaktor AP-1 reguliert ebenfalls
die Proliferation und Differenzierung der Zelle aber auch die Apoptose und das Zell-
iiberleben. In diese Prozesse greift C. pneumoniae ein um den Entwicklungszyklus zu
durchlaufen. In Bezug auf eine Infektion mit C. pneumoniae wurde AP-1 bisher in

keiner vergleichbaren Arbeit charakterisiert.

2.2 Der Transkriptionsfaktor AP-1

AP-1 (Aktivator Protein-1) ist ein Oberbegriff fiir dimerische Transkriptionsfakto-
ren, die sich aus Jun-, Fos- oder ATF (activating transcription factor)-Proteinen
zusammensetzen. Das aus diesen Untereinheiten bestehende AP-1 Protein bindet
an eine spezifische DNA-Sequenz, die AP-1-Bindungsstelle. Der Transkriptionsfak-
tor AP-1 wurde urspriinglich in Kernextrakten von HeLa-Zellen identifiziert, wo er
an eine spezifische DNA-Erkennungssequenz in der Promotorregion des humanen
Metallothioneins ITA bindet [102|. Weiterhin ist beschrieben, dass auch verschiede-
ne andere virale und zelluldre Gene (z.B. humane Kollagenase, SV40, Stromelysin
und Interleukin-2) diese Erkennungssequenz haben. Die aufgefiihrten Gene werden
durch Phorbolester wie TPA-(12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat) aktiviert weswe-

gen die spezifische Erkennungssequenz in ihrer Promotorregion auch als TRE (TPA
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response element) bezeichnet wird [12|. Weitere Aktivatoren des AP-1 Transkrip-
tionsfaktors sind neben TPA u.a. Wachstumsfaktoren, Zytokine, Neurotransmitter,
UV-Bestrahlung und andere Stresssignale sowie Karzinogene und bakterielle und vi-
rale Infektionen [146]. Der Vergleich verschiedener AP-1 Bindungsstellen fiithrt zur
Ableitung einer palindromischen Konsensussequenz, die durch AP-1 erkannt wird:
5-TGA G/CTCA-3’ [11]. Die meisten Gene, die fiir AP-1 Komponenten kodieren,
verhalten sich wie jimmediate early genes* [153], d.h. Gene, deren Transkription nach
Stimulation schnell aktiviert wird und die unabhéngig von der de-novo Proteinsyn-

these ist [86].

2.2.1 Aufbau von AP-1

Der Einfluss von AP-1 auf das Schicksal der Zelle héingt von der Zusammensetzung
aus den einzelnen AP-1 Proteinen ab aber auch von der Zelllinie und von der Art
des Zellstimulus. AP-1 ist ein Dimer, das hauptséachlich aus Proteinen aus der Jun-,
Fos- und ATF-Proteinfamilie besteht. Die Familie der Jun-Proteine besteht aus c-Jun,
JunB und JunD, die der Fos-Familie aus c-Fos, FosB, Fra-1 und Fra-2 und die der
ATF-Familie aus ATF-2, ATF-3/LRF1 und BH-ATF. Es gibt Homodimere aus Pro-
teinen der Jun- oder ATF-Familie und Heterodimere aus Proteinen der Jun-Familie
assoziiert mit Proteinen der ATF- und/oder der Fos-Familie. Die Mitglieder der Fos-
Familie bilden keine Homodimere [87]|. Die Dimerisierung ist Voraussetzung fiir die
Bindung an die DNA. Abbildung 3 zeigt das Heterodimer aus c-Jun und c-Fos wie es
an die Konsensussequenz bindet. Der wichtigste Vertreter der Jun-Proteine ist c-Jun,

welches das zellulire Homolog des im Avian Sarcoma Virus 17 gefundenen v-Jun

darstellt (|26],[76]).

14
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Abb. 3: Beispiel fiir ein heterodimeres AP-1 Protein und seine Bindungssequenz.
Schematische Darstellung eines heterodimeren AP-1 Proteins aus c-Jun und c-Fos, das an
die spezifische palindromische Konsensussequenz bindet [72].

Es konnte gezeigt werden, dass Heterodimere aufgrund ihrer hoheren Thermosta-
bilitdt eine grofere AP-1 Aktivitdt haben als Homodimere [150]. Gleichzeitig ist die
AP-1 Aktivitat, d.h. die Fahigkeit die Transkription zu aktivieren, bei der Vielfalt
der moglichen Kombinationen an Heterodimeren, z.T. sehr unterschiedlich [139]. Die
Dimerisierung zwischen den verschiedenen AP-1 Proteinen erfolgt hauptséichlich in
der sogenannten Leucin-Zipper-Region ([92],[173]). Der Leucin-Zipper ist ein struk-
turelles Motiv, das eine a-Helix bildet, in der jede siebte Aminosédure die hydrophobe
Aminosédure Leucin ist. Diese Anordnung bewirkt die Dimerbildung in Form von
,coiled-coiled“-Motiven [13], da die Leucine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
in Verbindung treten. Daneben kénnen auch Salzbriicken zusétzlich das dimere Pro-
tein stabilisieren. Neben der Leucin-Zipper-Region haben alle Fos- und Jun-Proteine
eine weitere hochkonservierte Region: die basische Region. Sie ist entscheidend fiir
die Bindung an die AP-1 Konsensussequenz [39]. Die beiden beschriebenen Regionen
bzw. Doménen fiihrten zu der Bezeichnung bZIP Proteine was fiir ,basische Leucin-
Zipper-Proteine” steht. Fiir die Transaktivierungsaktivitdt von AP-1 ist die Transak-
tivierungsdoméne als dritte hochkonservierte Region zusténdig [113]. Diese Doméne
liegt im N-terminalen Bereich und besteht aus drei kurzen Regionen, die aus Gruppen
von negativ geladenen Aminosiduren zusammengesetzt sind [14]. Das Dimer aus c-Jun

und c-Fos besitzt unter den AP-1 Proteinen das stérkste Transaktivierungspotenti-
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al. Die Abbildung 4 zeigt schematisch den Aufbau eines AP-1 Proteins aus diesen
drei Domanen. Die Mitglieder der Fos-Familie lassen sich nach ihrer Fahigkeit Mau-
sefibroblasten zu transformieren in zwei Gruppen unterteilen: die transformierenden
(c-Fos, Fos-B) und die nicht-transformierenden (Fra-1, Fra-2, Fos-B2) Fos-Proteine
[167]. Das AP-1 Protein c-Fos stellt das zellulare Homolog von v-Fos dar, einem re-

troviralen Onkogen.

DNA-Bindungs
Domane
(basische Region)

NH, COOH

Abb. 4: Schematischer Aufbau von AP-1 Proteinen. AP-1 Proteine besitzen eine
N-terminale Transaktivierungsdoméne, eine C-terminale Dimersierungsdoméne und eine ba-
sische DNA-Bindungsdoméne.

2.2.2 Regulation der AP-1 Aktivitat

Die AP-1 Aktivitat wird durch mehrere unterschiedliche Mechanismen reguliert. Zum
einen werden die verschiedenen AP-1 Gene unterschiedlich transkribiert. Dies héangt
z.B. von der Art des Zellstimulus ab, der dann im weiteren Verlauf der Signaltrans-
duktion die einzelnen Mitglieder der Jun-, Fos- und ATF-Familien mehr oder minder
stark exprimiert. Somit unterscheiden sich die verfiigharen AP-1 Proteine in ihrer
Anzahl, was Auswirkungen auf die Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors hat
[172]. Zum anderen ist die Regulation der AP-1 Aktivitdt auch abhéngig von der Art
des Zellstimulus und von der Zelllinie. So wirkt z.B. c-Jun in Fibroblasten und neuro-
nalen Zellen proapoptotisch [27], [177] aber in Hepatozyten antiapoptotisch [23], [46].
Die verschiedenen Kombinationsmoglichkeiten der einzelnen AP-1 Unterproteine ha-
ben unterschiedliche Fahigkeiten, AP-1-abhéngige Gene zu transaktivieren. JunB und
JunD-Homodimere z.B. sind schwache Transaktivatoren. Die Bildung von Heterodi-
meren hingegen aus c-Fos mit einem beliebigen Jun-Protein fiithrt zu einem starken
Transaktivator. Da in der Promotorregion von c-Jun ebenfalls AP-1-Bindungsstellen

identifiziert werden konnten, wird angenommen, dass c-Jun einer Autoregulation un-
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terliegt [13]. JunB hat nicht nur ein deutlich schwécheres Potential zur Zelltransfor-
mation, es wirkt sogar als negativer Regulator der c-Jun vermittelten Transkriptions-
aktivierung entgegen [41]. Die Induktion von c-Fos wird durch das eigene Genprodukt
hingegen inhibiert [135] und ist durch weitere spezifische DNA-Erkennungssequenzen
von anderen Transkriptionsfaktoren wie z.B. SRF (serum response factor) und CREB
(cAMP response element binding protein) abhéngig [165|. Ein weiterer Mechanismus
der Regulation der AP-1 Aktivitét ist die posttranslationale Modifikation bestehender
AP-1-Komplexe. Eine sehr verbreitete Form um Proteinaktivitdat zu modulieren, ist
die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung. Sowohl bei c-Jun als auch bei c-Fos
sind Phosphorylierungsstellen in der N-terminalen Transaktivierungsdoméne gefun-
den worden [129], wodurch die Transaktivierungsaktivitiat erhoht wird [151]. Durch
Phosphorylierung kann ebenfalls die Stabilitdt eines Proteins und damit seine tatséch-
lich vorhandene Menge beeinflusst werden. Die Phosphorylierung von c-Jun durch
JNK (Jun-N-terminale Kinase) an den Serinen 63 und 73 hat einen stabilisierenden
Effekt, da die Ubiquitinierung reduziert wird [116].

Fiir die Regulation von AP-1 sind die MAPK (Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase)
Signaltransduktionswege von entscheidender Bedeutung [86]. Durch die unterschied-
lichsten Stimuli kommt es zur Aktivierung von MAPK-Kaskaden und dadurch zur
Aktivierung von ERK (Extracellular-signal Regulated Kinase), p38 und JNK. Einen
sehr vereinfachten Uberblick dazu gibt die Abbildung 5.

Neben der Phosphorylierung bieten Wechselwirkungen mit anderen Proteinen eine
weitere Moglichkeit der posttranslationalen Regulation von AP-1. Generell haben
Protein-Protein-Wechselwirkungen grofe Bedeutung fiir die Kontrolle der Aktivitit
von Transkriptionsfaktoren. AP-1 Proteine kénnen mit einer Reihe von anderen bZIP
und nicht-bZIP Proteinen interagieren (Abbildung 6).

Der nukledre Glucocorticoid-Rezeptor (GR) ist in der Lage an AP-1 Proteine
zu binden, so dass entweder die AP-1 Bindung an die DNA verhindert oder mittels
Transrepression die Transaktivierungsaktivitat des gebundenen Transkriptionsfaktors
inhibiert wird ([3],[6],[15]). Auf diese Weise wird z.B. die Aktivierung des Kollagenase-
Gens inhibiert [94] und die Expression anderer inflammatorischer Gene unterdriickt

[152]. AP-1 kann auch mit NFAT ([105],[131]), MyoD [25] und NF-xB ([106],[149])
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Abb. 5: MAP-Kinase Kaskaden fiihren zur Aktivierung von AP-1 Proteinen.
Verschiedene extrazelluldre Stimuli fithren zur Aktivierung der Kinasen ERK1/2, p38 und
JNK, die wiederum durch Phosphorylierung verschiedene AP-1 Proteine aktivieren [47].

komplexieren, die ebenfalls Transkriptionsfaktoren sind. Die Transaktivierungsak-
tivitdt von AP-1 kann auch durch das Interferon-induzierbare Protein p202 inhi-
biert werden [110], [37]. Eine weitere Arbeit beschreibt, dass der Komplex aus c-Fos
und STAT-1 an der transkriptionellen Aktivierung des Gens der Stickstoffmonoxid-
Synthase 2 (NOS2) beteiligt ist [178]. Dies sind nur einige Beispiele fiir Protein-
Protein Interaktionen des Transkriptionsfaktors AP-1. In der Literatur sind noch

weitere Interaktionen beschrieben.

2.2.3 Biologische Bedeutung von AP-1

Der Transkriptionsfaktor AP-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zell-

proliferation, Transformation, Differenzierung, Entziindung, Zellmetabolismus, Zell-
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Abb. 6: Protein-Protein Interaktionen zwischen AP-1 und anderen Transkripti-
onsfaktoren. AP-1 Proteine kénnen auch mit anderen bZIP Transkriptionsfaktoren aus der
CREB/ATF und der Maf-Familie iiber die Leucin-Zipper Doméne dimerisieren. Aufserdem
kénnen einige AP-1 Proteine auch mit nicht-bZIP Proteinen wie z.B. GR, NF-xB, NFAT,
MyoD und USF interagieren [57].

tiberleben und Apoptose [13] (Abbildung 7). Die unterschiedlichen biologischen Wir-
kungen von AP-1 wurden in Untersuchungen von verschiedenen Zelllinien beschrie-
ben. Eine Erkldrung fiir die unterschiedlichen ja sogar kontroversen Wirkungsweisen
ist uw.a. die Aktivierung von unterschiedlichen Gruppen an Zielgenen durch AP-1
[87]. Dass AP-1 Proteine Einfluss nehmen auf die Proliferation und die Apoptose
wurde hauptséchlich fiir die Proteine aus der Jun-Familie gezeigt. Es wurde nachge-
wiesen, dass sie die Fahigkeit besitzen die Expression von Zellzyklusregulatoren wie
Cyclin D1, p53, p21¢Pt/wefl 51948 und pl6 zu regulieren [145]. Vor allem der Ein-
fluss auf Cyclin D1 wurde mehrfach beschrieben ([16],[147],[148]). Die Bedeutung von
AP-1 in der Differenzierung wurde ebenfalls in vielen Zellsystemen nachgewiesen. Es

konnte u.a. gezeigt werden, dass die Behandlung von nicht differenzierten F9-Zellen
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mit Retinsdure, die nachweislich AP-1-Aktivitdt induziert, zur Differenzierung dieser
Zellen fithrt. Diese Differenzierung wird charakterisiert durch die Expression zahlrei-
cher Markergene [90], die ihrerseits in ihrem Promotor AP-1 Bindungsstellen tragen
[119]. Auch die Differenzierung von Muskelzellen ist von AP-1 abhéngig [10].

AP-1 Proteine sind auch bei der Regulation von Genen, die den Metabolismus der
Zelle regulieren, involviert. So wurde z.B. entdeckt, dass das Gen fiir den Glucose-
transporter 1 (Glut-1) eine AP-1 Bindestelle in seinem Promotor besitzt (|93],[141]).
Hinsichtlich der Bedeutung von AP-1 bei der Apoptose haben Shaulian und Karin
einen Ubersichtsartikel verfasst, der einen guten Uberblick verschafft iiber die Betei-
ligung von AP-1 sowohl am Uberleben als auch am Tod einer Zelle [146]. Ameyar et
al. haben die Rolle von AP-1 in der Apoptose ebenfalls kontrovers diskutiert [8]. Eine
weitere sehr gute Zusammenfassung iiber die verschiedenen biologischen Wirkungs-

weisen von AP-1 gibt Hess et al. [72].

Proliferation

Differenzierung

Transformation

Uberleben /

§ Inflammation

Metabolismus

Apoptose

Abb. 7: Biologische Wirkungsweisen von AP-1. Der Transkriptionsfaktor AP-1 nimmt
Einfluss auf eine Vielzahl wichtiger zelluldrer Prozesse.
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2.3 Zielsetzung

Chlamydien nehmen starken Einfluss auf ihre Wirtszelle um den eigenen Entwick-
lungszyklus und somit ihre Vermehrung zu sichern. Durch Infektionen mit Cpn werden
Signalkaskaden aktiviert ([95],[96],[136],[142]), so dass es zur Aktivierung verschiede-
ner Zielproteine kommt.

Der Transkriptionsfaktor AP-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Differenzierung, der Proliferation, des Zelliiberlebens und der Apoptose. Da Cpn wah-
rend des Entwicklungszyklus auf diese zellularen Prozesse Einfluss nimmt, war es das
Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob durch eine Infektion mit Cpn der Transkriptions-
faktor AP-1 der Wirtszelle reguliert wird. Die Familie der AP-1 Transkriptions-
faktoren ist mafsgeblich an der Regulation einer Vielzahl von Genen beteiligt, die eine
entscheidende physiologische und pathophysiologische Funktion ausiiben. Die Bedeu-
tung der einzelnen AP-1 Proteine fiir das Schicksal von Zellen wurde in zahlreichen
Forschungsarbeiten verdeutlicht, im Bezug auf eine Infektion mit Cpn wurde AP-1
jedoch nicht charakterisiert. Aus diesen Griinden ist dieser Transkriptionsfaktor von

grofsem Interesse. Dieser Arbeit lagen folgende Zielsetzungen zu Grunde:

1. Es sollte der Einfluss einer Cpn-Infektion auf verschiedene AP-1 Proteine zu

unterschiedlichen Zeitpunkten des Entwicklungszyklus untersucht werden.

2. Da die Regulation von AP-1 zelltypspezifisch ist, sollte die Untersuchung bei
zwei verschiedenen Zelllinien erfolgen. Zum einen sollten epithelialen HEp-2
Zellen untersucht werden, in denen die akute Infektion ablduft und zum anderen

Monozyten, in denen Cpn persistiert.

3. Auflerdem war es Ziel dieser Arbeit die Auswirkung einer AP-1 Modulation der
Wirtszelle auf die Chlamydieninfektion zu untersuchen. Dafiir sollte einerseits
AP-1 mittels spezifischer Inhibitoren blockiert werden und andererseits durch

Transfektion das AP-1 Protein c-Jun tiberexprimiert werden.

4. Durch die Modulation sollte die funktionelle Relevanz von AP-1 bei einer In-

fektion mit Cpn ndher untersucht werden.
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2 EINLEITUNG

5. Ein weiterer Zielansatz dieser Arbeit war es zu priifen, ob eine Interaktion zwi-
schen AP-1 und CPAF auftritt und diese gegebenenfalls zu charakterisieren.
CPAF ist eine chlamydiale Protease, die viele Wirtsproteine, darunter auch

Transkriptionsfaktoren, als Target hat.
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3 Materialien

3.1 Zelllinien

HEp-2: Humane Epithelzellen vom Typ 2 sind immortalisierte Plattenepithelzellen
eines Larynxkarzinoms (ATCC CCL-23) [1].

HEK?293 T-REx: Human Embryonic Kidney-Zellen sind menschliche embryona-
le Nierenzellen, die stabil das Tetrazyklin Repressor Protein exprimieren. In der
Arbeitsgruppe von Prof. Georg Hécker wurde aus diesen Zellen eine neue Zelllinie
hergestellt, die das Flag-3x Gyrase CPAF-Konstrukt stabil ins Genom integriert
hat (Klon 6). Diese Zelllinie wurde fiir die vorliegende Arbeit freundlicher Weise zur

Verfiigung gestellt.

Monozyten: Die Monozyten wurden aus Buffy Coats, die wir dankenswerter Weise
von der Blutspendezentrale der Universitit zu Liibeck erhalten haben, isoliert. Bei
der Verarbeitung einer Vollblutspende zu Erythrozytenkonzentraten und gefrorenen
Frischplasmaprodukten entstehen die Buffy-Coats als Nebenprodukt und bestehen

iiberwiegend aus Leukozyten und Thrombozyten.

3.2 Laborgerite

Analysenwaage K 800 August Sauter, Ebingen
Blotapparatur Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Brutschranke:
Typ: BB 6220 Heraeus Instruments GmbH, Hanau
IG 150 Jouan GmbH, Unterhaching
Electrophoresis Power Supply Amersham-Pharmacia Biotech, Frei-
EPS 3500 XL burg
Elektrophoresekammer: Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Mini-Protean 3 Cell

Elektrophpresekammer von Keutz-Labortechnik, Reiskirchen
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3 MATERIALIEN

Eraser -~

Geltrockner Model583
Infinite M200

Kamera: AxioCam HRc
LightCycler

Liquid Scintillation Counter:
WALLAC 1409

Magnetriihrer, Typ RMO

Mikroskope:
Axioskop 2, 25, 40 (Fluoreszenz)
Axiovert 25 (Fluoreszenz)
Standard 20 (Durchlicht)

pH-Meter MP220

Phosphoimager Fuji BAS-1000

Pipettierhilfe accu-jet pro

PowerPac Basic Power Supply

PTC-100™
Programmable Thermal Controller

Sicherheitswerkbinke:

Antares

SterilGard Hood Class II A/B3
SmartSpec™ Plus Spectrophotometer
Taumelschiittler: Polymax 1040
Thermostat 3401
Vakuumpumpe
Vortex REAX 2000

VXR basic IKA-Vibrax®
(Vibrationsmischer)

X-RAY Cassette IEC 60406 (30x 40 cm)

Zentrifugen:
Centrifuge 5417R
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Raytest Isotopenmefigerite GmbH,
Straubenhardt

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Tecan, Crailsheim

Carl Zeiss Mikrolmaging, Gottingen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Wallac, Turku, Finnland

Gerhardt GmbH, Konigswinter

Carl Zeiss Mikrolmaging, Gottingen
Carl Zeiss Mikrolmaging, Gottingen
Carl Zeiss Mikrolmaging, Gottingen
Mettler Toledo, Giefsen

Fuji, Tokio, Japan

Brand, Wertheim

Bio-Rad, Miinchen

MJ Research, Inc., Waltham, MA,
USA

Biohit, Rosbach

Baker Company, Sanford, ME, USA
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Heidolph Instruments, Kehlheim
Eppendorf Gerdatebau, Hamburg
Vacuubrand GmbH, Wertheim
Heidolph Instruments, Kehlheim
IKA® Werke GmbH, Staufen

rego X-Ray GmbH, Augsburg

Eppendorf AG, Hamburg
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Megafuge 2-OR
Biofuge fresco
Multifuge 3 S-R
Universal 30F
Rotina 38R

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

3.3 Labor- und Verbrauchsmaterialien

Amersham Hyperfilm ECL
Blotpapier

Deckglaser, 10 mm Durchmesser
Fotofilm-Kassette: BAS cassette 2040
Gelkémme: Mini Protean 3 (1,0 mm)
Glasplatten: Mini Protean 3 (1,0 mm)
Glasschrot

Glaswolle reinst, silanisiert

Kryorohrchen: Nalgene® Cryoware™

LightCycler® Capillaries (2041)
Multiwell-Platten
6-, 12-, 24-Well-Platten
96-Well-Platten
Neubauer-Zahlkammer
Nitrocellulosemembran: Protran

Nunc Thermanox Plastic Coverslips

Objekttrager, 76 x 26 mm
Pipetten
Eppendorf Reference 10, 100, 1000 ul
Eppendorf Research 10, 100, 1000 ul
Pipettenspitzen: Fill Tip 10, 100, 1000 ul
Prot/Elec Tips, Gel loader tips
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GE Healthcare, St. Gilles, UK
Schleicher, Schuell, Dassel
Menzel-Gléaser, Braunschweig
Fujifilm, Diisseldorf

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Karl Hecht Assistent, Sondheim
Serva Electrophoresis, Heidelberg

Nunc™ Brand Products, Rochester,
NY, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc™, Roskilde, Danemark
Hassa, Liibeck

Whatman GmbH, Dassel

Nunc™ Brand Products, Rochester,
NY, USA

Menzel-Gléaser, Braunschweig

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
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Réhrchen (10, 15, 50 ml)
Sterilfilter, 0,2 um

Thermanox® Plastic Coverslips

Transferpipetten

trUView Cuvettes
Zellkulturflaschen (550 ml) Cellstar
Zellschaber

3.4 Chemikalien

Acrylamid-Bis (40%) Solution, 19:1
Amphotericin B
Ammoniumpersulfat (APS)
Anhydrotetracycline
f--Mercaptoethanol

Blasticidin S HCI

Bromphenolblau

complete, Mini,
Proteasen-Inhibitor-Cocktail

Coumermycin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Di-Natriumhydrogenphophat (NagHPO,)

DMSO
DTT (1,4-Dithiothreitol)

Fixans nach Monte-Grazia-Dei (Monti)

Essigsaure
Ethanol absolute

Ethidium homodimer-2
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Sarstedt, Niimbrecht
Whatman GmbH, Dassel

Nunc™ Brand Products, Rochester,
NY, USA

Sarstedt, Niimbrecht
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

BD Biosciences Pharmingen™, Heidel-
berg

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

zur Verfiigung gestellt von PD Dr.
med. Matthias Klinger

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Molecular Probes, Eugene, Oregon,
USA
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gamma-[*?P]ATP Hartmann Analytic GmbH, Braun-
(spez. Akt. 3000 Ci/mmol) schweig

Gentamicin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Glycerol Merck, Darmstadt

Glycin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
HEPES Buffer Solution (1 M) PAA Laboratories GmbH, Célbe
Imagen Chlamydia Kit OXOID, Cambridgeshire, UK
Immobilon Western HRP Substrate Millipore, Billerica, MA, USA
Isopropanol Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Kalibrierpuffer: pH 6,865 WTW, Weilheim

Kodak X-Ray developer LX 24 Kodak, Stuttgart-Wangen
Kodak X-Ray fixer AL 4 Kodak, Stuttgart-Wangen
Lactacystin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
LB Broth Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Célbe
Methanol Merck, Darmstadt

MTT (Thiazolyl blue) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt
(NaHQPO4 . HQO)

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt

Nordihydroguaiaretic acid (NDGA) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

PBS, pH7,2 Néhrmedienlabor, Inst. fiir Med. Mi-
krobiologie und Hygiene

PMSF Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Prestained Protein Marker, Broad Range = New England BioLabs, Frankfurt a.M.
Protein A beads from Staphylococcus au- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

reus heim
Rotiphorese® Gel 40 (19:1) Carl ROTH GmbH, Karlsruhe
Rotiszint®eco plus Carl ROTH GmbH, Karlsruhe
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Saccharose Merck, Darmstadt

Salmon Sperm DNA (10 mg/ml) Gibco-BRL, Eggenstein
Salzsdure (25%) Merck, Darmstadt

SDS (Sodiumdodecylsulfate) Merck, Darmstadt

Sephadex G-25 DNA grade Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Pierce, Rockford, IL, USA
Substrate

SYTO 16 Molecular Probes, Eugene, Oregon,
USA

T4 Polynukleotide Kinase, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

3’-phosphatase free

Tanshinone ITA Marligen Biosciences, Rockville, MD,
USA

TEMED Sigma, Steinheim

(N,N,N¢N‘-Tetramethylethylendiamin)

Titriplex IIT (EDTA) Merck, Darmstadt

Tris (hydroxymethyl)-aminomethane Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Triton X-100 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Trockenmilchpulver Fluka BioChemika, Steinheim

Trypan blue solution (0,4%) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Trypsin-EDTA PAA Laboratories GmbH, Célbe

TurboFect™ in vitro Transfection Reagent Fermentas, St. Leon-Rot

Tween®20 Serva Electrophoresis, Heidelberg

Zeocin™ Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.5 Medien und Medienzusatze

Cycloheximide Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
DMEM high Glucose PAA Laboratories GmbH, Célbe
Fotales Kélberserum (FKS) PAA Laboratories GmbH, Célbe
L-Glutamin (10 mg/ml) PAA Laboratories GmbH, Célbe

LSM 1077 (Lymphozytenseparationsmedi- PAA Laboratories GmbH, Célbe

um)

28



3 MATERIALIEN

MEM(E) ohne L-Gln

Nichtessentielle Aminosduren (NEAA)
RPMI-1640 ohne L-Gln

Tetrazyklin freies FKS

3.6 Kits

IMAGEN™ Chlamydia

LightCycler® FastStart DNA Master SY-
BR Green1

NucleoSpin® RNA II
peqGOLD Fastfilter Plasmid Midi Kit

Phospho Works™  Luminometric =~ ATP
Assay Kit

TNT®T7 Quick Coupled
Transcription/Translation System

Transcriptor First Strand
c¢DNA Synthesis Kit

3.7 Antikorper
3.7.1 Antikorper fiir Western Blot

PAA Laboratories GmbH, Célbe
PAA Laboratories GmbH, Célbe
PAA Laboratories GmbH, Célbe
PAA Laboratories GmbH, Célbe

Oxoid, Cambridge, UK
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Macherey Nagel, Diiren
Peqlab, Erlangen
ABD Bioquest, Sunnyvale, CA, USA

Promega, Madison, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Alle angegebenen Primér-Antikérper wurden fiir den Western Blot 1:1000 verdiinnt
bis auf g-Aktin und CPAF, die 1:2000 verdiinnt wurden. Die Sekundér-Antikérper

wurden jeweils 1:4000 verdiinnt.

Primdr-Antikérper:

ATF-2 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
[-Aktin Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
c-Fos Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
c-Jun Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
CPAF aus dem Institut fiir Biochemie, Universitat Lii-
beck
FosB Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
JunB Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
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JunD Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Phospho-ATF-2 (Thr71) Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
Phospho-c-Jun (Ser73) Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Sekunddr-Antikérper:
Anti-Mouse IgG, HRP-linked Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
Anti-Rabbit IgG, HRP-linked  Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

3.7.2 Antikorper fiir Immunfluoreszenzfirbungen

Mouse Anti-Chlamydien-LPS, Priméranti- Prof. H. Brade, FZ Borstel
kérper
Rabbit Anti-Mouse IgG, FITC-gekoppelt ~ DakoCytomation GmbH, Hamburg

Goat  Anti-Rabbit IgG, Alexa 568- Molecular Probes, Eugene, Oregon,
gekoppelt USA

3.8 Primer

Alle Primer wurden iiber die Firma TIB-MOLBIOL in Berlin bezogen und den
Angaben des Herstellers entsprechend mit Aqua dest. auf eine Konzentration von

100 pmol/ul verdiinnt.

Primer Sequenz 5’ > 3’ Primerlange
(bp)

fiir Real Time RT-PCR:

Glut-1 for ggttgtgecatactcatgace 21
Glut-1 rev cagataggacatccagggtage 22
18S for tcaagaacgaaagtcggagg 20
18S rev ggacatctaagggceatcaca 20

fiir Herstellung der AP-1 Sonde:
AP-1 for gtgtgatgactcaggtttg 19

AP-1 rev caaacctgagtcatcacac 19
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3.9 Zellkulturmedien

Anzuchtmedium fiir HEp-2 Zellen - Dauerkultur: 500 ml DMEM high Gluco-
se komplettiert mit 50 ml (10%) FKS, 1 ml Gentamicin und 16,6 ml
HEPES-Puffer

Anzuchtmedium fiir HEp-2 Zellen - Versuchsansatz: 500 ml RPMI 1640 kom-
plettiert mit 50ml (10%) FKS, 5ml L-Glutamin, 5ml NEAA, 1ml
Gentamicin (Endkonz.: 20 pg/ml) und 4 ml Amphotericin B (End-
konz.: 2 ug/ml)

Infektionsmedium fiir HEp-2 Zellen mit Chlamydia pneumoniae CWL029:
500 ml MEM-E komplettiert mit 5 ml L-Glutamin, 5ml NEAA, 1ml
Gentamicin (Endkonz.: 20 ug/ml)), 4 ml Amphotericin B (Endkonz.:
2 pg/ml) und 500 pul Cycloheximide (Endkonz.: 1 ug/ml)

Anzuchtmedium fiir HEK293 T-REx Zellen: 500 ml DMEM high Glucose kom-
plettiert mit 50 ml (10%) Tetrazyklin freiem FKS, 0,5 ml Blasticidin
(Endkonz.: 5 ug/ml) und 1,75 ml Zeocin (Endkonz.: 350 pg/ml)

Anzuchtmedium fiir Monozyten: 500 ml RPMI 1640 komplettiert mit 50 ml (10%)
FKS; 5ml HEPES-Puffer (1M), 5ml L-Glutamin und 3 ml serilfil-
triertes -Mercaptoethanol (25 mM)

3.10 Puffer und Losungen

PBS: 80g NaCl; 2¢g KCI; 11,5 g NagHPO4 12 HyO; ad 11 mit Aqua dest.; pH 7,2

SPG-Puffer: 75g Saccharose; 2,47g NayHPOy; 0,36 g NaH,PO, - 12 HyO; 0,72¢g
L-Glutamin; ad 11 mit Aqua dest.; pH7,3

Lysis-Puffer I: 3,94 ¢ Tris; 40 ml Glycerol (100%); 8¢ SDS; 20ml DTT (1 M); we-
nige Kriimel Bromphenolblau; ad 200ml Aqua dest.; pH7,8 (Der
Lysispuffer I wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. Er wurde
verwendet fiir die Herstellung von Ganzzellextrakten fiir die Un-
tersuchungen im Western Blot und wurde als SDS-Ladepuffer den
Zytoplasma- und Kernextrakten zugefiigt, wenn diese im Western
Blot analysiert werden sollten.)

Lysis-Puffer II: 20 mM HEPES-Puffer; 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 10% Gly-
cerol; ad 100ml Aqua dest.; pH7,5 (Auch der Lysispuffer IT wird
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Er wurde verwendet fiir die Her-
stellung von Zellextrakten fiir den Degradations Assay.)
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Pufler fiir die Kernextraktion:

Puffer A: 10mM HEPES-Puffer (pH7,9); 10mM KCI; 0,1 mM EDTA und 0,1 mM
EGTA,; kurz vor Durchfiihrung des Versuches 1 mM DTT und 0,5 mM
PMSF zufiigen

Puffer C: 20 mM HEPES-Puffer (pH7,9); 0,4 M NaCl; 1 mM EDTA und 1 mM EG-
TA; kurz vor Durchfithrung des Versuches 0,5 mM PMSF zufiigen

Puffer fir EMSA:

TBE-Puffer (10-fach konzentriert): 109 g Tris; 55,6 g Borsiure; 4,65 g Titriplex
IIT (EDTA); ad 11 mit Aqua dest.

DNA-Ladepuffer: 2,5ml TBE-Puffer (10-fach konzentriert); 22,5 ml Bromphenol-
blau in 50% Glycerol (2,5mg/ml)

PAA-Gel 5% native: 6,25 ml PAA(40%); 1,5 ml TBE-Puffer (10-fach konzentriert);
1,43ml 87% Glycerol; 40,6 ml Aqua dest.; 500 ul 10% APS; 100 pul
TEMED

Binding Buffer fiir EMSA-Ansatz: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 50 mM NaCl; 0,5 mM
DTT; 0,5mM Tiriplex III (EDTA); 1 mM MgCly; 4% Glycerol

Competitor: 5 ul Oligonukleotid a; 5 ul Oligonukleotid b; 5pul MgCly (1M); 5 pul
Phosphorylation buffer (10-fach konzentriert); 10 ul Aqua dest. (Den
Ansatz auf 95°C fiir 3min erhitzen, dann langsam abkiihlen lassen
und in Aliquots bei -20°C einfrieren.)

Puffer fiir die SDS-PAGE:

Elektrophoresepuffer (5-fach konzentriert): 15g Tris; 72 ¢ Glycin; 5g SDS; ad
11 Aqua dest.; pH 8,3 (vor Gebrauch 1:5 mit Aqua dest. verdiinnen)

Sammelgelpuffer: 30g Tris; ad 500 ml Aqua dest.; pH 6,8

Sammelgel (5%): 3,08 ml Aqua dest.; 1,25 ml Sammelgelpuffer; 625 ul Acrylamid-
Bis (40%) Solution; 50 ul von 10%igem SDS; 25 ul von 10%igem APS
und 5 41 TEMED

Trenngelpuffer: 90,5¢ Tris; ad 500 ml Aqua dest.; pH 8,8

Trenngel (12%): 4,08 ml Aqua dest.; 2,5 ml Trenngelpuffer; 3 ml Acrylamid-Bis (40%)
Solution; 100 pl von 10%igem SDS; 50 pl von 10%igem APS und 5 pl
TEMED
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Puffer fiir die Westernblot-Analyse:

Blotpuffer: 3 g Tris; 14,4 g Glycin; 200 ml Methanol; ad 11 Aqua dest.

TBS-Puffer (10-fach konzentriert): 24,2g Tris; 80g NaCl; ad 11 Aqua dest.;
pH 7,6 (vor Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen)

T-TBS-Puffer: 100 ml TBS-Puffer (10-fach konzentriert); 1 ml Tween-20; ad 11 Aqua
dest.

Blocking-Losung (5%): 5g Trockenmilchpulver; 100 ml T-TBS (vor Gebrauch mind.
eine Stunde auf dem Magnetriihrer gut durchmischen)

Entwicklerlésung: 100 ml Kodak X-Ray developer LX 24 gemischt mit 200 ml Lei-

tungswasser
Fixiererlosung: 200 ml Kodak X-Ray fixer AL 4 gemischt mit 700 ml Leitungswasser
Stripping-Puffer: 5g Glycin; 100 ml Aqua dest.; pH 2,5

Puffer fiir den MTT-Assay:

MTT-Losung: 50mg MTT; 10 ml PBS (Losung steril filtrieren)

Fixierlosung: 19,88 ml DMSO; 120 ul Essigsaure; 2g SDS

3.11 Software

Adobe® Photoshop® 6.0 Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA

Axio Vision Rel. 4.5 Carl Zeiss Mikrolmaging, Gottingen

BAS Reader Raytest Isotopenmefigerdate GmbH, Strau-
benhardt

JabRef 2.4.2 http://jabref.sourceforge.net

LightCycler Data Analysis Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Microsoft® Office, Version 2007 Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

TeXnicCenter 1.0 RC1 http://www.texniccenter.org
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4.1 Zellkultur
4.1.1 Anzucht von HEp-2 Zellen

Die humane epitheliale Zelllinie HEp-2 wurde in DMEM-Medium (PAA, Deutsch-
land) mit 10% FKS bei 37°C und 5% COy in Zellkulturflaschen (175 cm? Flaschen)
kultiviert. Die Zelllinie wurde regelméfig auf Mycoplasmenkontamination untersucht.
Vor Beginn wurden alle benétigten Medien und Medienzuséatze auf Raumtemperatur
gebracht. Fiir das Umsetzen der Zellen wurde das Zellkulturmedium entfernt und die
Zellen mit sterilem PBS gewaschen um abgestorbene Zellen, Zelltrimmer und Reste
verbrauchten Mediums zu entfernen. Durch Inkubation von 4 ml Trypsin/EDTA fiir
5min bei 37°C wurden die Zellen vom Flaschenboden gelost. Die enzymatische Wir-
kung des Trypsins wurde durch Zugabe von 4ml Kulturmedium gestoppt. Trypsin
ist eine Serinprotease, die Arginin und Lysin spaltet. EDTA komplexiert zweiwerti-
ge Kationen wie Ca?t und Mg?*, die Membranproteine stabilisieren. Durch Zugabe
von Medium, das 10% FKS enthéalt, wurde das Trypsin sofort durch Bindung des
cytotoxischen EDTAs inaktiviert. Die Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren vereinzelt und in neue Kulturflaschen ausgesit bzw. fiir die Zellzahl-
bestimmung in der Neubauer-Ziéhlkammer verwendet. Fiir das Ansetzen der HEp-2
Zellen fur Versuche wurden die Zellen in RPMI-Medium fiir Versuchsansétze (Ab-
schnitt 3.9 auf Seite 31) aufgenommen und entsprechend des geplanten Versuchs auf

6-, 12-, oder 24-Well Platten verteilt.

Ansatz Zellzahl/Well Volumen/Well Multiwell-Platte
Anzucht HEp-2 Zellen 1,2 x 106 2ml 6-Well
Anzucht HEK293 Zellen 5 x 10° 2ml 6-Well
Anzucht Monozyten 2 x 106 1,5ml 12-Well
Infektion HEp-2 Zellen 1,2 x 106 3ml 6-Well
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Ansatz Zellzahl/Well Volumen/Well Multiwell-Platte
IFT 1,2 x 10° 3ml 6-Well
Wiederanzucht 3% 10° 1ml 24-Well
EM 3 x 10° 1ml 24-Well

4.1.2 Anzucht von HEK?293 T-REx Zellen und Induktion der CPAF-
Expression

In dieser Zelllinie (siche 3.1) kann die CPAF-Expression durch die Zugabe von An-
hydrotetrazyklin induziert werden, da das CPAF-Gen einer tetrazyklinabhéngigen
Genregulation unterliegt (Tet-on-System). Die HEK293 T-REx Zellen (Flag-3x Gy-
rase CPAF Klon6) wurden in 6-Well Platten so eingesét, dass sie eine Konfluenz von
60-70% hatten. Am néchsten Tag wurde durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin die
CPAF-Genexpression eingeleitet. Die verwendete Endkonzentration von Anhydrote-
trazyklin war 5ng/ml. Zuséitzlich wurde Coumermycin in der Endkonzentration von
1 uM zugesetzt, was die Dimerisierung zweier CPAF-Proteine zu einer funktionsféhi-
gen Protease bewirkte. Sowohl die Kultivierungsbedingungen als auch das Umsetzen
der Zellen entsprach den Angaben fiir die HEp-2 Zellen (siche 4.1.1). Nach 12 Stunden
wurden die Zellen vom Boden der Wells abgeschabt, in ein 10 ml Rohrchen tiberfiihrt,
zentrifugiert (2000 rpm, 5min, RT) und das Pellet in 300 pl Lysispuffer I aufgenom-
men. Welche Auswirkung die CPAF-Induktion auf die AP-1 Proteine dieser Zelllinie

hatte, wurde im Western Blot untersucht.

4.1.3 Isolierung von Monozyten aus Buffy Coat

PBMC-Zellen (peripheral blood mononuclear cells) wurden aus einem Buffy Coat iso-
liert. Die Zellen wurden anhand ihrer spezifischen Dichte von den anderen Bestand-
teilen getrennt. Der Inhalt des Buffy Coats wurde mit PBS 1:6 verdiinnt. Die Tren-
nung erfolgte iiber das Lymphozyten Separationsmedium LSM 1077. Davon wurden

je 15ml in mehreren 50 ml Réhrchen vorgelegt und dann 30 ml des PBS verdiinnten
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Bluts vorsichtig tiberschichtet. Durch Zentrifugation (2200 rpm, 30 min, RT) wurden
die Bestandteile der Dichte nach aufgetrennt und es bildete sich eine weifsliche Inter-
phase zwischen dem Separationsmedium und dem Serum. Beim Zentrifugieren musste
darauf geachtet werden, dass ohne Bremse zentrifugiert wurde, damit es nicht zu Ver-
wirbelungen der gebildeten Phasen kam. Die Erythrozyten und Granulozyten setzten
sich als Pellet am Boden des Rohrchens ab. Die Interphase enthielt die PBMCs und
wurde mit einer sterilen Transferpipette abpipettiert und in ein neues 50 ml Roéhr-
chen tiberfiihrt. Die Zellen wurden mit PBS mehrmals durch Zentrifugationsschritte
(1500 rpm, 10 min, RT) gewaschen. Um die Monozyten von den Lymphozyten zu tren-
nen, wurden die PBMCs in grofe Zellkulturflaschen (175cm?) iiberfithrt und 50 ml
Medium zugefiigt. Wahrend einer zweistiindigen Inkubation bei 37°C setzten sich
die Monozyten am Flaschenboden ab und die Lymphozyten verblieben im Mediu-
miiberstand. Durch vorsichtiges Abkippen des Mediums wurden die Monozyten von
den restlichen Zellen getrennt. Die adhérierten Monozyten wurden vorsichtig mit ei-
nem Zellschaber vom Boden gelost, in frischem Medium aufgenommen und in einer
Neubauer-Zahlkammer gezihlt (siehe 4.2) und entsprechend des geplanten Versuchs

auf 12-Well Platten verteilt.

4.1.4 Einfrieren einer Zellkultur

Das Kulturmedium der einzufrierenden Zelllinie wurde mit 10% DMSO versetzt und
steril filtriert. Das Zellpellet von einer grofsen, konfluent bewachsenen Zellkulturfla-
sche (175 cm?) wurde mit diesem Medium resuspendiert und auf zwei Kryorohrchen
verteilt. Die Rohrchen wurden sofort auf Eis gestellt und schrittweise weiter abge-
kiihlt bis auf -80°C . Anschlieffend wurden die Zellen im fliissigen Stickstoff gelagert.
Monozyten konnten nicht auf diese Weise eingefroren werden, sondern wurden fiir

jeden Versuch frisch aus einem Buffy Coat isoliert.

4.2 Zellzahlbestimmung

Zum Auszédhlen der Zellen wurden diese mit PBS 1:5 vorverdiinnt. Mit dem Farb-
stoff Trypanblau wurde die Zellsuspension in einer 1:2 Mischung nochmals verdiinnt.

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der nur bei toten Zellen durch die Zellmembran
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in das Zytosol diffundieren kann und sie so blau farbt. Bei der Zellzahlbestimmung
wiesen die intakten Zellen hingegen keine Farbung auf und wurden im Lichtmikro-
skop bei zehnfacher Vergrofserung gezéahlt. Das Auszéhlen erfolgte in einer Neubauer-
Zahlkammer mit einer Tiefe von 0,1 mm, wobei alle vier Grofsquadrate ausgezahlt
wurden. Da Trypanblau zytotoxisch wirkte, musste die Zellzahlbestimmung sofort
nach dem Ansetzen der Verdiinnung erfolgen. Aus der Anzahl lebender Zellen und
dem Verdiinnungsverhéltnis wurde dann die Zellzahl pro ml Suspension wie folgt

ermittelt:

Zellzahl (ml) = gezihlte Zellzahl - Verdimnungs faktor - Volumen - 10*
B Anzahl gezahlter Grofiquadrate (4)

4.3 Infektionsbiologische Methoden

Zur Infektion von HEp-2 Zellen und Monozyten wurde ausschlieflich der Chlamydia
pneumoniae (Cpn) Stamm CWL029 (ATCC VR1310) verwendet.

4.3.1 Herstellung eines Infektionsstocks von Cpn

Fiir die Herstellung des Cpn-Infektionstocks wurden HEp-2 Zellen in mehreren 6-Well
Platten ausgesit (1 x 10° Zellen pro Well) und iiber Nacht kultiviert. Am néchsten
Tag wurden Chlamydien aus der laufenden Kultur auf den konfluenten Zellrasen zen-
trifugiert (45 min, 3200 rpm, 30°C). Die infizierten Zellen wurden nach 72h Kultur
vom Boden der Zellkulturplatten mit einem Zellschaber abgelost und in einem 50 ml
Rohrchen mit Glaskiigelchen auf einem Vortexer fiir 5 min zerschlagen. Darauf folgte
eine Zentrifugation bei 1000 rpm um Zelltriimmer zu sedimentieren. Die Chlamydien
verblieben bei dieser geringen Zentrifugalkraft im Uberstand. Dieser chlamydienhalti-
ge Uberstand wurde in neue Rohrchen {iberfithrt und gegeneinander exakt austariert.
In einer Ultrazentrifuge (20 000 rpm, 1 h, 4°C) wurden die chlamydialen Elementarkor-
perchen pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einem Sucrose-
Phosphat-Glutamat-Puffer (SPG-Puffer, pH 7,3) resuspendiert, aliquotiert und bei
-80°C gelagert. Der Chlamydiengehalt des Stocks wurde quantifiziert durch Infekti-

on von HEp-2 Zellen, die auf Deckgldschen gewachsen sind. Bei der Infektion wurde
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eine 1:2 Verdiinnungsreihe in 24-Well Platten angelegt. Durch Farbung der Chlamy-
dien Einschliisse mit einem Chlamydien spezifischen Antikérper (DAKO) konnte die

Menge der inclusion forming units (IFUs) bestimmt werden (siche 4.3.4).

4.3.2 Infektion von HEp-2 Zellen mit Cpn

Zur Infektion von HEp-2 Zellen mit dem Cpn Stamm CWL029 wurde das Anzuchtme-
dium abpipettiert und durch Infektionsmedium, das 1 pg/ml Cycloheximid enthielt,
ersetzt. Das Volumen an Infektionsmedium betrug 3 ml pro Well einer 6-Well-Platte.
Durch das Cycloheximid wird die Proteinbiosynthese in Eukaryonten gehemmt, wo-
durch den Chlamydien die Infektion erleichtert wird. Fiir die Gewéhrleistung einer
gleichméfigen Infektionsrate bei verschiedenen Experimenten, erfolgte die Infektion
aus dem selbst angefertigten Stock. Die Infektion fiir Experimente erfolgte mit einer
hohen Dosis (ca. 15-30 IFUs pro Zelle) und mit einer geringen Dosis (ca. 5-10 IFUs
pro Zelle). Durch die hohe Dosis waren 90 - 100% der Zellen infiziert durch die ge-
ringe Dosis nur 40 - 50%. Der Stock enthielt eine bestimmte ausgezihlte IFU-Anzahl
und wurde dem Infektionsmedium direkt zugesetzt, das dann auf die Wells mit den
HEp-2 Zellen verteilt wurde, so dass die gewiinschte Infektionsdosis erreicht wurde.
Die Platten wurden anschliefsend zentrifugiert (45 min, 3200 rpm, 30°C) und danach
zur weiteren Kultur bei 37°C inkubiert. Bei jedem Experiment wurde eine extra 6-
Well Platte mit Deckglischen angesetzt, auf dem die Zellen adhérierten und die fiir
einen direkten IFT (Immunfluoreszenztest) zur Kontrolle der Infektion dienten. Fiir
die Infektion mit Hitze inaktivierten Cpn wurde eine definierte Menge des ausgezahl-
ten Cpn-Stocks mit 2 ml Infektionsmedium verdiinnt und die Suspension in ein 15 ml
Rohrchen gegeben. Die Cpn-Suspension wurde fiir 30 min in siedendem Wasser abge-
kocht. Anschlieffend wurden die Losung auf Eis abgekiihlt und der so erhaltene Stock
von Hitze inaktivierten Cpn aliquotiert und bei -20°C gelagert. Dieser Stock wurde

auf die gleiche Weise fiir die Versuchsansétze eingesetzt wie der Stock lebender Cpn.

4.3.3 Infektion von Monozyten mit Cpn

Die frisch isolierten Monozyten wurden entsprechend des geplanten Versuchs auf

12-Well Platten verteilt (ca. 2 x 10° Zellen/Well in einem Gesamtvolumen von 1,5 ml/
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Well). Am Tag der Isolation fand auch die Infektion statt. Dafiir wurde ebenfalls der
Stock lebender bzw. Hitze inaktivierter Cpn verwendet um eine gleichméfige Infek-
tionsrate unter den verschiedenen Experimenten zu gewéhrleisten. Der Cpn-Stock
wurde direkt ins Well zu den Monozyten pipettiert. Die Infektion erfolgte ebenfalls
mit einer hohen Dosis (ca. 10 IFUs pro Zelle) und mit einer geringen Dosis (ca. 4 [FUs
pro Zelle). Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden die Chlamydien mit den
noch in Suspension befindlichen Monozyten vermischt und so in Kontakt gebracht.
Eine Zentrifugation der Platten wurde nicht vorgenommen um eine Aktivierung der
Monozyten zu vermeiden. Um sicher zu stellen, dass die Infektion erfolgreich war,

wurden Cytospins angefertigt und die infizierten Monozyten im direkten IFT ange-

farbt.

4.3.4 Berechnung des Chlamydien-Gehalts

Zur Berechnung des Chlamydien-Gehalts wurden die Einschliisse von Chlamydia
pneumoniae (auch als Inclusion bezeichnet) pro Gesichtsfeld ausgezahlt. Dafiir wur-
den ein oder mehrere Wells der Verdiinnungsreihe ausgesucht, in denen dies pro-
blemlos moglich war. Fiir das Auszéhlen von den IFUs wurde das 40er Objektiv des
Mikroskops Axiovert 25 genutzt. Um eine Berechnung zu erméoglichen, wurde zu-
néichst die Grofe eines Gesichtsfeldes im Mikroskop bestimmt. Sie betragt fiir das
40er Objektiv 0,139 mm?. Aus der angesetzten 1:2 Verdiinnungsreihe war das Volu-
men des eingesetzten Chlamydienstocks pro Well bekannt. Durch Beriicksichtigung
des Verdiinnungsfaktors konnte man den Gehalt der IFUs pro Gesichtsfeld in einem
Mikroliter berechnen. Um den IFU-Gehalt pro Milliliter zu bestimmen, musste noch

die Fliche eines 24-Wells von 200 mm? beriicksichtigt werden.

4.3.5 Wiederanzucht

Die Versuche der Wiederanzucht von Chlamydia pneumoniae wurden in 24-Well Plat-
ten durchgefiihrt, in denen am Vortag HEp-2 Zellen ausgesit wurden (3 x 10° Zellen
pro Well). Fiir die Infektion wurde am néchsten Tag das Anzuchtmedium von dem
HEp-2 Monolayer abpipettiert und gegen Infektionsmedium mit 1 pug/ml Cyclohe-

ximid getauscht, wobei 1 ml in jedes Well pipettiert wird. Die infizierten Zellen, von

39



4 METHODEN

denen getestet werden sollte, ob eine Wiederanzucht moglich ist, wurden im Medium
vom Boden der 6-Well-Platte abgeschabt und in ein 10 ml Rohrchen mit Glasperlen
iiberfithrt. Die Zellen wurden durch 5-miniitges Vortexen auf dem Vibrationsmischer
zertriimmert und die Chlamydien freigesetzt. Von dieser Suspension wurden 250 pl
entnommen, in das erste Well der vorbereiteten 24-Well Platte einpipettiert und gut
durchmischt. Aus diesem Well wurden wiederum 250 pl entnommen und in das zwei-
te Well iibertragen. Auf diese Weise wird eine Verdiinnungsreihe angelegt iiber 6
oder 12 Wells, wobei die Verdiinnungsschritte 1:5 betrugen. Im Anschluss wurden die
Chlamydien nach den iiblichen Bedingungen auf die Zellen aufzentrifugiert. Nach 48 h
Entwicklungsdauer der Chlamydien, wurden die Zellen mit Methanol fixiert und nach
dem indirektem Immunfluoreszenztest geférbt (4.5). Durch Auszéhlung der IFUs und

Berechnung des Chlamydien-Gehaltes wurde die Wiederanzuchtrate bestimmt.

4.4 Direkter Immunfluoreszenztest

Das Medium in den Wells der infizierten Zellen wurde abpipettiert und die Deckglés-
chen wurden 48 hpi (hours past infection) mit Methanol fiir 10 min bei -20°C fixiert.
Das Methanol wurde wieder abpipettiert und die fixierten Zellen an der Luft getrock-
net. Die Deckglaser wurden fiir die Farbung mit der Zellseite nach oben in eine neue
Zellkulturplatte iiberfiihrt. Die Zellschicht wurde mit ca. 10 gl IMAGENT* Chlamy-
dia Reagenz (FITC-konjugierter monoklonaler Antikorper gegen Chlamydien-LPS,
Oxoid), das vor Gebrauch 1:2 mit Evansblue verdiinnt wurde, bedeckt. Der Anti-
koper wurde bei 37°C abgedunkelt in einer feuchten Kammer fiir 20 min inkubiert.
Anschliefsend wurden die Deckgliaser mit PBS gewaschen und auf einen Objekttriger
mit der Zellseite nach unten in einen Tropfen Mounting Fluid (IMAGEN™ Chlamydia
Kit von Oxoid) gelegt. Das Deckglidschen wurde mit Nagellack auf dem Objekttrager
fixiert. Am Fluoreszenzmikroskop (Axioskop) erfolgte die Bestimmung der Infekti-
onsrate. Die gefarbten Préparate konnten bei 4°C im Dunkeln fiir mehrere Wochen

gelagert werden.
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4.5 Indirekter Immunfluoreszenztest

Der indirekte IFT wurde in 24-Well Platten durchgefiihrt. Die Fixierung der Zellen
entsprach der beim direkten IFT. Unter Verwendung von Combitips wurden pro Well
300 gl des 1:50 mit PBS verdiinnten Primérantikorpers pipettiert (der Priméranti-
korper wurde freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt von Professor H. Brade, FZ
Borstel). Dieser Antikorper ist ein anti-Chlamydien-LPS-AK aus der Maus. Er wurde
fiir 45-60 min im 37°C Brutschrank inkubiert. Der Primérantikorper wurde darauf-
hin abpipettiert und fiir eine nochmalige Nutzung bei 4°C im Dunkeln gelagert.
NaNj3Zugabe sorgte fiir lingere Haltbarkeit. Die Zellen wurden anschliefend zwei-
mal mit PBS-Puffer gewaschen. Die noch feuchten Zellen wurden mit 300 pl pro Well
des 1:250 mit PBS verdiinnten Sekundéarantikorpers unter den gleichen Bedingungen
im Dunkeln inkubiert. Der Sekundérantikorper (FITC-konjugierter anti-mouse-AK,
DAKO) wurde nach der Inkubation verworfen und die Zellen nochmals zweimal mit
PBS gewaschen. Am Fluoreszenzmikroskop (Axioskop) erfolgte die Bestimmung der

Infektionsrate.

4.6 Bestimung der Zellvitalitat

Die zu farbenden HEp-2 Zellen (auf DG) wurden mit PBS gewaschen. Fiir die Mar-
kierung der lebenden Zellen wurde SYTO 16 green fluorescent nucleic acid stain
(ImM gelost in DMSO, Molecular Probes) verwendet. Der Farbstoff fiir das Anfér-
ben der toten Zellen war Ethidium homodimer-2 (1mM gelost in DMSO). Dieser
Fluoreszenzfarbstoff wurde von Zellen mit intakter Zytoplasmamembran nicht aufge-
nommen, drang jedoch in tote Zellen schnell ein. Somit wiesen lebende Zellen eine
Griinfluoreszenz und tote Zellen eine Rotfluoreszenz auf. Von den beiden Farbstof-
fen wurde je 1pul auf 200 4l PBS gegeben. Die DG mussten gut bedeckt sein und
die Farbstoffe fiir 1h bei 37°C inkubieren. Nach der Farbung wurden die DG mit
PBS gewaschen und mit 1%iger Paraformaldehyd-Losung fiir 15min bei RT fixiert.
Die quantitative Bestimmung lebender und toter Zellen erfolgte durch Auszéhlung
von jeweils zehn zufillig ausgewéahlten Bildausschnitten des entsprechenden DG, aus

denen der Mittelwert berechnet wurde.
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4.7 MTT-Assay

Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitéts-Test, bei dem die Zellen in vitro mit dem namens-
gebenden Farbstoff, einem gelben Tetrazoliumsalz, behandelt werden. Er diente dazu
die Lebensfiahigkeit beziehungsweise den Anteil lebender Zellen im Vergleich zu einer
Kontrollprobe zu messen. Der Nachweis der Zellvitalitdat mittels MTT-Test beruht auf
der Reduktion des gelben, wasserloslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes, wasserunlosliches Formazan,
was fotometrisch detektiert wird. Der Test wurde in transparenten 96-Well Platten
durchgefiihrt. Es wurden 25 x 103 HEp-2 Zellen pro Well eingesit in einem Gesamt-
volumen von 100 ul. Am néchsten Tag wurde dem Medium die zu testende Substanz
(TanshinoneITA) in einer Verdiinnungsreihe zugefiigt, wobei jede Verdiinnungsstufe
in einer 4-fach Bestimmung angesetzt wird. Eine Negativkontrolle mit unbehandelten
Zellen wird immer mitgefiihrt. Der AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA wurde fiir 24 Stun-
den inkubiert. Danach wurde jedem Well 10 ul der MTT-Losung zugefiigt und fiir 4 h
bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit wurden in metabolisch aktiven Zellen der wasserlos-
liche Farbstoff reduziert zum blau-violetten, wasserunloslichen Formazan. Nach der
Inkubationszeit wurden die Platten kurz zentrifugiert (1500 UpM, 2min, RT) und
der Uberstand abpipettiert. Die wasserunloslichen Salze wurden mit einem Reagenz
bestehend aus DMSO, Essigsidure und SDS aufgelést (5min schiittelnd inkubieren)

um dann die Absorption der Losung bei 595 nm zu quantifizieren.

4.8 Vorbereitungen fiir EM-Aufnahmen

Die Ansitze fiir die EM-Aufnahmen wurden als Dreifachbestimmung angesetzt. Dafiir
wurde in einer 24-Well Platte je ein Thermanox Plastic Coverslip pro Well gegeben.
Nach Auszihlung der HEp-2 Zellsuspension wurden ca. 3 x 10° Zellen in jedes Well
zugefiigt, die iiber Nacht an der Thermanox-Plattchen adhérieren. Am néchsten Tag
erfolgte die Infektion mit C. pneumoniae. Das Medium der infizierten Zellen wurde
48 hpi verworfen und die Zellen mit 1 ml pro Well des speziellen Fixans Monti fixiert,
das 5% Glutaraldehyd enthélt. Die Platte wurde mit Alufolie umwickelt, so dass

die Zellen abgedunkelt bei 4°C einige Wochen gelagert werden konnten. Die weiteren
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Arbeitsschritte sowie die Aufnahmen der EM-Bilder wurden dankenswerter Weise von
Mitarbeitern des Instituts fiir Anatomie der Universitéit Liibeck unter der Leitung von

PD Dr. med. Matthias Klinger durchgefiihrt [170].

4.9 Proteinbiochemische Methoden

4.9.1 Probenaufarbeitung

Die Probengewinnung erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion. Un-
tersucht wurden Proben aus der frithen Phase des Entwicklungszyklus von Cpn (4 hpi),
der mittleren Phase (24 hpi) und der spaten Phase (48 und 72 hpi). Das Medium der
zu erntenden HEp-2 Zellen wurde abpipettiert. Die Zellen wurden daraufhin sofort
unter Zugabe von 300 pul Lysispuffer I pro Well lysiert und das Lysat in Eppendorf-
gefafe pipettiert und schnell auf Eis gestellt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei
-25°C. Bei der Ernte der infizierten Monozyten wurden die teils adhédrenten Zellen
vorsichtig mit einem Gummispatel vom Boden der Wells gelost. Die Zellsuspension
wurde in ein 2 ml Eppendorfgefif pipettiert und zentrifugiert (2000 rpm, 5 min, 4°C).
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 zl Lysispuffer I aufgenommen
und bis zur Analyse im Western Blot bei -25°C gelagert. Vor dem Auftragen auf das
Gel wurden alle Proben 5min bei 95°C denaturiert.

Fiir die Herstellung von Proteinextrakten fiir den Degradations Assay wurde der
Lysispuffer IT verwendet, bei dem die Funktionalitét der Proteine erhalten blieb. Das
Medium der zu erntenden HEp-2 Zellen wurde abpipettiert und der Zellrasen mit
kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden in PBS vorsichtig abgeschabt und in ein
Eppendorfgefif iiberfiihrt und zentrifugiert (2000 rpm, 5min, 4°C). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 300 ul Lysispuffer II resuspendiert. Die Extrakte

wurden bei 4°C fiir maximal eine Woche gelagert.

4.9.2 Degradations Assay

Fiir den Degradations Assay wurden Proteinextrakte aus c-Jun transfizierten, Cpn
infizierten und nicht infizierten HEp-2 Zellen verwendet. Des Weiteren wurde das
radioaktiv markierte c-Jun aus der IVTT (siche Abschnitt 4.13.5) fiir diesen Assay

genutzt. Die Proteinextrakte der c-Jun transfizierten Zellen wurden mit Extrakten
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aus Cpn infizierten Zellen (hergestellt 48 hpi) zusammen fiir 1h im 37°C Wasserbad
inkubiert. Als Kontrollansatz wurden Extrakte aus nicht infizierten Zellen mit dem
c-Jun Extrakt ebenfalls fiir 1h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde den Ansét-
zen SDS-Probenpuffer (= Lysispuffer I) zugefiigt und die Proteinproben fiir 5 min bei
95°C denaturiert. Bei Verwendung des radioaktiv markierten c-Jun aus der IVTT
wurde ebenso vorgegangen. Bei einigen Ansédtzen wurde dem Proteinextrakt aus Cpn
infizierten Zellen zuvor ein Antikérper gegen CPAF zugefiigt und fiir 2h bei RT
schwenkend inkubiert. Anschliefend wurden dem Ansatz Protein A beads zugefiigt,
an die sich die in der Suspension befindlichen Antikérper mit ihren gebundenen Anti-
genen iiber ihre Fc-Regionen binden. Die Protein A beads inkubierten iiber Nacht und
wurden anschlieRend kurz abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und fiir
den Degradations Assay weiter verwendet. Der gleiche Ansatz wurde auch mit einem
Antikorper gegen Chlamydien-LPS (von Prof. Brade - FZ Borstel) durchgefiihrt. Alle
Ansitze aus dem Degradation Assay wurden durch eine SDS-PAGE elektrophoretisch
getrennt. Im weiteren Verlauf wurden die Ansétze, bei denen radioaktives c-Jun ver-
wendet wurde, im Phosphoimager ausgewertet und die anderen Ansédtze im Western

Blot analysiert.

4.9.3 SDS-PAGE

Die verschiedenen Proteine eines zu untersuchenden Lysates mussten als erstes elek-
trophoretisch getrennt werden. Die Trennung erfolgte durch eine SDS-PAGE (Sodium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) nach der Molekularmasse der Prote-
ine. Durch das SDS wurde die Eigenladung der Proteine so verédndert, dass sie eine
gleichméfige negative Ladung erhielten. Das Erhitzen der Proben auf 95°C und das
im Probenpuffer enthaltene DTT loste die Tertidr- und Sekundérstrukturen der Pro-
teine auf, so dass nur noch gestreckte Monomere vorlagen. Durch die gleichméafig
negative Ladung wanderten die Proteine zur Anode und trennen sich im Gel der
Grofse nach auf. Die selbst gegossenen SDS-Polyacrylamid-Minigele unterteilten sich
in Sammelgel (5% Acrylamid) und Trenngel (12 % Acrylamid). Das Trenngel besaf
eine Stéirke von 1,0 mm. Die radikalische Polymerisation wurde durch den Zusatz von

TEMED und APS eingeleitet. Unmittelbar nach dem Giefsen wurde das Trenngel mit
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Aqua dest. iiberschichtet, um unter Luftabschluss eine gleichméfige Polymerisation
und eine exakte Grenzschicht zu erhalten. Die Polymerisation war nach etwa 30 min
abgeschlossen. Nach Entfernen des Wassers mit einem Filterpapier wurde das 5%ige
Sammelgel gegossen. Sofort nach dem Gieflen wurde ein 15er Kamm in das Sammel-
gel eingesetzt und die Kanten des Gels mit Agarose abgedichtet. Nach ca. 30 min war
das Gel auspolymerisiert und der Kamm konnte entfernt werden. Die Gele wurden in
die Vertikalelektrophorese-Kammer eingespannt und mit 500 ml Elektrophoresepuffer
iiberschichtet. Nach 5-miniitiger Denaturierung im Heizblock bei 95°C und ansch-
liesendem kurzen Vortexen wurden 30 ul jeder Proben mit speziellen Gelloader Tips
(Prot/Elect Tips, Bio-Rad) auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard
wurden 7 pul des Markers (Prestained Protein Marker, Broad Range von New England
Biolabs; Molekulargewichtsbereich: 7-175kDa) eingesetzt. Die Proteine durchliefen
zundchst das Sammelgel fiir 15 min bei 70 V. Mit dem Erreichen des Trenngels wurde

auf 200V erhoht und die Proteine fiir 55 min der Grofse nach getrennt.

4.9.4 Western Blot

Der Western Blot ist eine immunologische Methode, da der Nachweis von einem spezi-
fischen Protein mit Hilfe von Antikérpern durchgefiihrt wird. Der eigentliche Blot ist
nur der Teil, bei dem die Proteine aus einem Gel auf eine spezielle Membran (PVDF
oder Nitrocellulose) transferiert werden. Die sich anschliefsenden Arbeitsschritte (Im-
mundetektion, Visualisierung und Stripping) werden ebenfalls in diesem Abschnitt

beschrieben.

4.9.4.1 Blotten Die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine sind im Gel im-
munologischen Analysen schwer zugénglich. Daher wurden die Proteine nach der SDS-
PAGE unter Beibehaltung des vorhandenen Bandenmusters aus dem Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran elektrophoretischen transferiert. In dieser Arbeit wurde da-
fiir der Wet-Blot verwendet. Nach der Elektrophorese wurde das Trenngel vom Sam-
melgel abgetrennt. Die Blotkassetten werden ausgehend von der schwarzen Seite (ne-
gative Elektrode - Kathode) in folgender Reihenfolge beladen: Schaumstoffschwamm,

Blotpapier, Trenngel, Membran, Blotpapier, Schaumstoffschwamm. Es wurde darauf
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geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Membran und Gel befinden. Die Blot-
apparatur wurde in die Blotkammer eingesetzt und mit 4°C kaltem Blotpuffer gefiillt.
Der Transfer erfolgte durch Anlegen einer elektrischen Spannung von 75V fiir 90 min,
wobei die Apparatur durch Eisblocks stdndig gekiihlt wurde. Nach dem Blotten wur-
den die unspezifischen Proteinbindestellen fiir eine Stunde abgeblockt. Dafiir wurde
eine 5%ige Losung aus Trockenmilchpulver verwendet (angesetzt mit T-TBS Puffer)
und die Blots damit auf einem Taumelschiittler inkubiert. Anschliefsend wurden die

Membranen zweimal fiir je 15 min mit T-TBS Puffer gewaschen.

4.9.4.2 Immundetektion Der Primarantikorper wurde mit der 5%igen Blocklo-
sung verdiinnt und bei 4°C schiittelnd {iber Nacht inkubiert wobei er an das nachzu-
weisende Protein auf der Nitrocellulose Membran bindet. Am néchsten Tag wurden
die Membranen zweimal fiir je 15 min mit T-TBS Puffer gewaschen. Darauf folgte
eine einstiindige Inkubation des Sekundérantikorpers, der zuvor im Verhaltnis 1:4000
genauso verdiinnt wurde wie der Primérantikorper. Die Inkubation erfolgte bei Raum-
temperatur auf einem Taumelschiittler. Es musste darauf geachtet werden, dass der
Sekundéar-AK gegen Immunglobuline der Spezies gerichtet ist, aus der der Primér-AK
stammt (ein anti-rabbit Sekundérantikorper bindet nur an einen rabbit-AK). Die in
dieser Arbeit verwendeten Sekundérantikorper sind gekoppelt mit dem Enzym HRP
(horseradish peroxidase), das bei der spéteren Visualisierung von Bedeutung ist. Nach

der Inkubation des Sekundér-AKs wurden die Blots nochmals gewaschen.

4.9.4.3 Visualisierung Mit Hilfe eines ECL-Kits wurden die spezifisch markier-
ten Proteinbanden visualisiert. Das Peroxidasesubstrat Luminol und das Cosubstrat
Wasserstoffperoxid wurden durch Mischung gleicher Volumina zusammengebracht,
die Membran damit bedeckt und fiir 5 min inkubiert. Die Substratlosung wurde an-
schlieffend durch ein Filterpapier entfernt. In Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
katalysiert die Peroxidase HRP die Oxidation von Luminol. Ein aktives Intermedi-
at wurde gebildet, welches unter Lichtemission zerfiel. Die Chemolumineszenz trat
nur im Bereich der gebundenen Immunkomplexe auf und wurde durch Exposition

auf ECL-Filmen in einer Autoradiographiekassette detektiert (wenige Sekunden bis
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Minuten). Nach der Belichtung wurden die Proteinbanden in einer Entwicklerlosung
sichtbar gemacht und in einer Fixierlosung nach Erreichen der gewiinschten Intensitét

fixiert.

4.9.4.4 Stripping Fiir den Nachweis, dass von allen Proben gleiche Proteinmen-
gen aufgetragen wurden, wurden die gebundenen Primér- und Sekundér-Antikorper
von der Blotmembran gelost. Nach zweimaligem Waschen mit T-TBS Puffer wur-
den die Membranen dafiir mit sauren Glycin-Puffer (pH2,5), der auf 4°C gekiihlt
war, schiittelnd inkubiert. Mit diesem Strippingpuffer wurden die Membranen drei-
mal fiir je 5min gewaschen, wobei die gebundenen Antikorper geldst wurden. Nach
dem Abldsen wurde die Membranen nochmals zweimal fiir je 15 min mit T-TBS Puf-
fer gewaschen und anschliefend mit 5%iger Blocklosung inkubiert. Darauf folgten die
Arbeitsschritte, die unter den Abschnitten 4.9.4.2 und 4.9.4.3 beschrieben wurden,
wobei als Primérantikorper ein rabbit-anti-(3-Aktin Antikorper verwendet wurde. Der
Nachweis von (-Aktin sollte zeigen, dass jeweils gleiche Proteinmengen aufgetragen

wurden.

4.10 Herstellung von Kernextrakten

Da AP-1 als Transkriptionsfaktor hauptsédchlich im Kern lokalisiert ist, wurden die
Proteine aus dem Zellkern extrahiert. Um die Kernfraktion von der Zytoplasmafrakti-
on zu trennen, wurden die Zellen, nachdem sie mehrmals mit kaltem PBS gewaschen
wurden, in einem milden Lysispuffer (Puffer A) aufgenommen, der die Zellmembran
zerstort. Durch Zentrifugation (5 min, 2100 rpm, 4°C) wurden die Zellorganellen pelle-
tiert und von der zytoplasmatischen Fraktion im Uberstand getrennt. Das Pellet, das
die Zellkerne enthélt wurde in einem hypertonen Puffer aufgenommen (Puffer C),
durch Zugabe eines Magnetkiigelchens fiir 1 h bei 4°C mechanisch aufgeschlossen und
die Kernproteine in den Uberstand freigesetzt. Durch Zentrifugation (15 min, 11.000
g, 4°C) wurden die Membranreste von den Kernproteinen getrennt, der Uberstand in
ein neues Eppendorfgefafs iiberfiihrt und fiir weitere Untersuchungen bei -80°C gela-
gert. Fiir die Untersuchung der Proteine aus Zytoplasma- und Kernextrakten wurden

die jeweiligen Uberstande mit SDS-Probenpuffer versetzt (= Lysispuffer I).
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4.11 EMSA - electrophoretic mobility shift assay

Um die Bindungsaktivitdt von AP-1 Proteinen zu bestimmen, wurden die Kernex-
trakte im ,electrophoretic mobility shift assay* (EMSA) analysiert. Im Gegensatz
zu den stark denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen im Western Blot-Verfahren,
die nur eine Aussage iiber den totalen Gehalt des untersuchten Proteins erlauben,
wurden bei EMSA-Experimenten Gele unter nativen Pufferbedingungen verwendet.
Die vor dem Gellauf durchgefiihrten Bindungsreaktionen von Proteinextrakten mit
spezifischen, doppelstrangigen DNA-Oligonukleotiden erlauben die Bindung der na-
tiv in ihrer Struktur enthaltenen Proteine an spezifische DNA-Abschnitte. Im Gel
werden anschliefsend die durch die Bindung entstandenen Protein-DNA-Komplexe
in Abhéngigkeit von Masse und Grofe aufgetrennt, was zu einem charakteristischen
Bandenmuster fiihrt. Die 19 bp langen Sequenzen der DN A-Oligonukleotide enthalten

die Konsensussequenz von AP-1-Bindungsstellen.

4.11.1 Herstellung einer AP-1 Sonde

Die Oligonukleotide, die die Konsensussequenz der AP-1 Bindungsstelle enthalten,
wurden mit einer T4 Polynukleotid-Kinase in Gegenwart von v-[*P|ATP (Hartmann
Analytic GmbH) radioaktiv markiert. Die T4 Polynukleotid-Kinase katalysierte den
Transfer des ATP-Phosphats an das 5’-Hydroxylende der DNA. Der Reaktionsansatz

wurde in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefiihrt und wie folgt pipettiert:

14 pl Aqua dest.

2 pil Phosphorylation buffer (10-fach konzentriert)
1 pl Oligonukleotid a (20 pmol)

1 ul T4 Polynukleotid-Kinase (10 U)

2 ul v-[**P|ATP (0,74 MBq)

Als Reaktionspuffer diente der mit der T4-Polynukleotidkinase gelieferte Puffer.
Der Reaktionsansatz wurde fiir 60 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert, worauf ei-
ne 5 miniitige Inkubation bei 95°C folgte. Darauthin wurden dem Ansatz 1 ul MgCl,
(2mM) und 2 pl des Oligonukleotids b zugefiigt. Wéhrend der Ansatz langsam abkiihl-
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te hybridisierten die Oligonukleotide a und b und bildeten so die radioaktiv markierte
Sonde. Am néchsten Tag wurde die Sonde iiber eine Sephadex-Saule gereinigt um die
radioaktiv markierten Oligonukleotide von ungebundenem ~-[**P]ATP abzutrennen.
Dafiir wurde eine Spritze mit silanisierter Glaswolle abgedichtet und in ein 10 ml
Rohrchen gestellt. Die Spritze wurde mit einem 25%igem Sephadexgel luftblasen-
frei befiillt und fiir 3 min bei 1200 UpM zentrifugiert. Zu dem 20 ul Reaktionsansatz
wurden 80 ul Aqua dest. pipettiert und auf die Sephadexséule gegeben. Daraufhin
wurde ein Eppendorfgefals unter die Spritze gestellt und die fertige Sonde fiir 3 min
bei 1200 UpM in dieses abzentrifugiert. Von der fertigen Sonde wurde 1 gl mit 2ml
Szintilationslosung (Rotiszint®eco plus) gemischt und die Aktivitit im Liquid Scin-

tillation Counter gemessen.

4.11.2 Radioaktive Markierung der Kernproteine

In einem weiteren Reaktionsansatz wurden die aus infizierten HEp-2 Zellen oder Mo-
nozyten isolierten Kernproteine mit der radioaktiv markierten Sonde, die die AP-1
Bindungsstelle enthielt, zusammengebracht. Dieser EMSA-Ansatz wurde ebenfalls in

einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefiihrt:

6 1 Aqua dest.

5 pul Kernextrakt (ca. 5 ug)

5 pul Binding-Buffer

3 pl Salmon Sperm DNA (300 ng)

1 pl radioaktiv markierte Sonde (ca. 35000 CPM)

Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Salmon Sperm DNA wurde
zugesetzt, um unspezifische Bindungen anderer Kernproteine an die AP-1 Sonde zu
verhindern. Der EMSA-Ansatz wurde z.T. durch die Zugabe eines Competitors er-
génzt. Der Competitor ist ebenfalls eine AP-1 Sonde, die allerdings nicht radioaktiv
markiert wurde. Er wurde in dreifach hoherer Konzentration eingesetzt und vor Zu-
gabe der radioaktiv markierten Sonde 1h bei RT inkubiert. In dieser Zeit banden

alle AP-1 Proteine an den Competitor und die spéter zugefiigte radioaktive Sonde
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fand keine Bindungspartner mehr und lief ungebunden durch das Gel (markiert als
freie Sonde). Da Ansétze ohne und mit Competitor auf einem Gel gemeinsam lie-
fen, liefs sich auf diese Weise die spezifische AP-1 Bande von unspezifischen Banden

unterscheiden.

4.11.3 Gelelektrophorese von DN A-Protein-Komplexen in nativen PA A-
Gelen

Die DNA-Protein-Komplexe (u.a. Komplexe aus radioaktiver Sonde und AP-1 Prote-
inen) wurden in einem nativen 5%igen PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Zuvor
wurde dem 20 ul EMSA-Ansatz 2 ul Ladepuffer zugefiigt und der gesamte Ansatz
wurde in die Taschen des auspolymerisierten Gels pipettiert. Die eletrophoretische
Trennung erfolgte bei 200V fiir ca. 2,5h. Danach wurde das Gel auf 3 Lagen Filter-
papier gelegt und mit Folie bedeckt um anschlieftend in einem Geltrockner fiir 1,5h
bei 80°C zu trocknen. Fiir 24 Stunden wurde eine [*?P|sensitive Imager-Platte dem
getrockneten Gel exponiert. Die Imager-Platte wurde wiederum in dem Phospho-
imager Fuji BAS-1000 eingelesen und mit der Software BAS Reader die Intensitét
der Radioaktivitit angezeigt. Je stiarker das Signal (Intensitdt der Schwérzung) desto
mehr DNA-Protein-Komplexe sind in der jeweiligen Probe vorhanden. Die Intensitét

des Signals entsprach der AP-1 Bindungsaktivitéat.

4.12 Messung des ATP-Gehalts

Fiir die Messung des ATP-Gehalts von Cpn infizierten Zellen wurde das Kit Phospho-
Works™ Luminometric ATP Assay (ABD Bioquest) verwendet. Der Assay wurde in
weifsen 96-Well Platten durchgefiihrt. Er ist extrem sensitiv, weshalb nur 5000 Zellen
pro Well eingesidt wurden und iiber Nacht inkubiert wurden. Das Gesamtvolumen
pro Well betrug 100 pul. Am néchsten Tag erfolgte die Infektion mit Cpn und die an-
schlieflende Zugabe des AP-1 Inhibitors Tanshinone ITA. Direkt im Anschluss, sechs
und zwolf Stunden nach der Infektion bzw. Tanshinone IIA Gabe, wurde die Messung
gestartet. Dafiir wurden aus jedem Well 50 ul Medium entnommen und mit 50 pl der
ATP-Losung ersetzt. Die ATP-Losung wurde den Angaben des Herstellers entspre-

chend angesetzt und in gebrauchsfertige Portionen aliquotiert um so mehrmaliges
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Auftauen zu vermeiden. Beim Arbeiten wurde darauf geachtet, alle Bestandteile des
Kits lichtgeschiitzt aufzubewahren und die Arbeitsschritte abgedunkelt zu erledigen.
Nach dem Zufiigen der ATP-Losung wurde die Platte deshalb mit Alufolie umwickelt
und fiir 15 min auf einem Schiittler inkubiert. Der Nachweis von ATP mit Hilfe der
Biolumineszenz ist eine bewahrte Methode. Bei der Biolumineszenz wurde durch das
Enzym Luciferase eine ATP verbrauchende Oxidation von Luciferin katalysiert wobei
Licht emittiert wurde. Die Lichterzeugung war stochiometrisch mit dem ATP-Umsatz
verkniipft, d.h. je mehr Licht detektiert wurde, umso mehr ATP war vorhanden. Die-
ses Licht wurde in einem Detektor (Luminometer) mit sehr grofer Empfindlichkeit
gemessen. Damit gelang es, ATP auch in sehr niedrigen Konzentrationen quantita-
tiv nachzuweisen. In dem verwendeten ATP Assay Kit kam die Luciferase aus dem

amerikanischen Leuchtkéfer Photinus pyralis (firefly) zum Einsatz.

4.13 Molekularbiologische Methoden
4.13.1 RNA-Isolation

Mittels des Kits NucleoSpin® RNA II von Macherey Nagel erfolgte die RNA-Iso-
lierung aus HEp-2 Zellen. Dazu wurden die Zellen aus einem 6-Well zunéchst in
350 ul Lysispuffer lysiert. Vor Gebrauch musste (3-Mercaptoethanol im Verhéltnis
1:100 dem Lysispuffer RA1, der Bestandteil des Kits ist, zugefiigt werden. Die RNA
war bis zu einem Jahr haltbar, da sie bei -70°C gelagert wurde. Die Isolation der
RNA aus dem Lysat beruhte auf der Bindung der RNA an einer Silikatsdule. Die
Bindung ist reversibel und héngt vom pH-Wert und der umgebenen Salzkonzentration
ab. Uber verschiedene Waschschritte und einem DNase-Verdau wurde die RNA nach
Herstellerangaben isoliert. Am Ende der Extraktion wurde sie mit 60 ul RNase freiem
Wasser durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 1 min von der Saule eluiert. Direkt

nach der Isolation wurde die Reverse Transkription angeschlossen.

4.13.2 Reverse Transkriptase-PCR

Da die RNA nicht direkt als Template in die PCR eingesetzt werden konnte, musste
zundchst die RNA in die komplementire DNA (¢cDNA) umgeschrieben werden. Dies
erfolgte durch RNA-abhéngige DNA-Polymerasen, sogenannte reverse Transkripta-
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sen. Der Reaktionsansatz, der ein Gesamtvolumen von 20 ul hatte, wurde in 0,5ml

Eppendorfgefifie pipettiert:

Reagenzien Volumen/Ansatz Endkonzentration
bxReaktionspuffer 4,0 pl 1x

dNTP Mix 2,0l 1mM

Random Primer 2,0 ul 0,04 U/pul

RNase Inhibitor 0,5 ul 50U

Reverse Transkriptase 0,5 ul 20U

RNase freies, steriles Wasser 6,0 ul -

RNA Probe 5,0 pl ~ 1ug
Gesamtvolumen 20 pl

Die reverse Transkription wurde im Thermocycler mit folgendem Programm durch-

gefiihrt:
Vorgang Temperatur |°C] Zeit |min]
Hybridisierung 25 10
Transkription in cDNA 50 60
Inaktivierung des Enzyms 85 )
Kiihlung 4 00

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung

bei -20°C gelagert.
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4.13.3 Real-time PCR

Bei dieser Methode handelt es sich um eine quantitative PCR, bei der aus der Menge
an amplifiziertem Produkt auf die Menge der eingesetzten RNA-Matrize geschlossen
werden kann. So konnte eine Aussage iiber die Transkriptionshaufigkeit bestimmter
Gene getroffen werden. Die Real-time PCR wurde in einem Thermocycler fiir Light-
Cycler Kapillaren durchgefiihrt. Dort wurden die PCR-Produkte direkt wiahrend ihrer
Entstehung erfasst. Wahrend der PCR wird der DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoff
SYBR-Green in die DNA eingebaut. In dieser Arbeit wurde das Gen glut-1 zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach der Infektion Cpn untersucht, wobei das Gen fiir die
18S rRNA als unreguliertes Referenzgen (housekeeping gene) diente. Da durch Hy-
poxie (2% Sauerstoff) Glutl induziert wird, wurde ein Kontrollansatz, in dem HEp-2
Zellen unter hypoxischen Bedingungen kultiviert wurden, fiir dieses Experiment mit-
gefiihrt. Fiir die Real-time PCR wurden 2 ul der cDNA aus der RT-PCR als Template

eingesetzt. Der Ansatz setzte sich im Ganzen wie folgt zusammen:

LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green 2,0l
MgCl, 0,8 pl
Forward-Primer (20 pmol/pl) 1,5 ul
Reverse-Primer (20 pmol/ul) 1,5 pl
c¢-DNA Probe 2,0 pl
Aqua dest. 12,2 pl

Dem LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green wurde dem Protokoll
entsprechend vor der Verwendung 10 ul LightCycler® FastStart Enzyme zugesetzt,
welche die Taq DNA Polymerase beinhaltet. Als Negativkontrolle wurde dem Ansatz
anstatt der c-DNA Probe lediglich Wasser zufiigt. Die Durchfiihrung und Auswertung
der Real-time PCR erfolgte mit dem Programm LightCycler Data Analysis.

4.13.4 Transiente Transfektion

Die Zellen wurden in 24-Well oder 6-Well Platten bis zu einer Konfluenz von 60-70%

am Tag der Transfektion kultiviert und unter Einsatz von TurboFect™ (Fermentas)

93



4 METHODEN

nach den Angaben des Herstellers mit dem Plasmid pcDNA3-c-Jun transfiziert. Dafiir
wurde pro Well einer 6-Well Platte folgender Ansatz zupipettiert:

Medium (RPMI, ohne FKS, ohne AB) 500 gl
TurboFect™ in vitro Transfection Reagent ol
c-Jun Plasmid 2 ug

Um eine gleichméfige Verteilung zu erreichen, wurde nach Zugabe des Transfek-
tionsansatzes die Platte leicht geschwenkt. Anschliefsend wurden die Zellen im 37°C -
Inkubator kultiviert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit Cpn infiziert.
Ebenfalls 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir die Herstellung eines c-Jun

haltigen Proteinextrakts fiir den Degradations Assay geerntet.

4.13.5 In vitro Transkription/Translation (IVTT)

Fiir die In vitro Transkription/Translation (IVTT) wurde das TNT®T7 Quick Cou-
pled Transcription/Translation System (Promega) auf Basis von Retikulozytenlysat
verwendet. Das mit diesem Kit in vitro transkribierte und translatierte c-Jun wur-
de withrend der Proteinsynthese mit 3S-Methionin (Amersham) radioaktiv markiert.

Der 25 pl-Ansatz fiir die IVTT wurde wie folgt pipettiert:

c-Jun Plasmid 2,5l (ca. 1 pug)
Retikulozyten-Lysat 12,5 pl

Aqua dest. 9,0 ul
(*>S)-Methionin 1,0 pl

Der Ansatz wurde fiir 90 min bei 30°C inkubiert. In dieser Zeit lduft die IVTT ab
und das radioaktiv markierte Protein c-Jun entsteht. Um zu {iberpriifen, ob die IVTT
erfolgreich war, wurde ein 12%iges SDS-Gel gegossen und 1 pl vom IVTT-Ansatz mit
Wasser und Ladepuffer versetzt und im Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der
SDS-PAGE wurde das Gel getrocknet und anschlieffend {iber Nacht auf einer Imager-
Platte inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Platte in einem Imager eingelesen und

auf das Vorhandensein einer distinkten radioaktiven Proteinbande untersucht. Sofern
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diese vorhanden war, galt die IVTT als erfolgreich und der Ansatz wurde fiir den

Degradations Assay weiter verwendet.

4.13.6 Transformation von F.coli Zellen

Die chemisch-kompetenten E. coli Zellen wurden freundlicher Weise von Beate Jonas
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Knobloch zur Verfiigung gestellt. Die Transforma-
tion kompetenter E. coli Zellen diente der Amplifikation des c-Jun- und des Kon-
trollplasmids. Beide Plasmide wurden freundlicher Weise von Prof. Dubiel aus Berlin
zur Verfiigung gestellt. Bei dem fiir die Transformation genutzten Stamm handelte
es sich um FE. coli TOP10. Die kompetenten Zellen dieses Stamms wurden schnell
aufgetaut und sofort auf Eis gestellt. 100 ul der kompetente Zellen wurden mit 1 ul
Plasmid-DNA (0,1 bis 1 ug DNA) gemischt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschlieftend wurden die Zellen fiir 50 Sekunden auf 43°C erhitzt und nach Zugabe
von 250 pul SOC-Medium fiir weitere 60 Minuten bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
SOC-Medium (pH7,0):

20,0 g/1 Trypton
5,0 g/1 Hefeextrakt
0,6 g/1 NaCl

0,5 g/l KC1

20 mM Glukose
20mM MgCl,

Der Ansatz wurde danach auf selektiven LB-Agarplatten, die 100,ug/ml Am-
picillin zur Selektion enthielten, ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C {iber
Nacht inkubiert. Fine Bakterienkolonie wurde steril entnommen und in 5ml LB-
Fliissigmedium in ein Reagenzglas iiberfiihrt und schiittelnd bei 37°C inkubiert. Von
dieser Vorkultur wurde nach ca. 8 Stunden Inkubation eine Hauptkultur angelegt.
Dafiir wurden von der Vorkultur 1ml steril entnommen und zu 100ml fliissigem
LB-Medium in einem Rundkolben gegeben, der ebenfalls das Selektionsantibiotikum

Ampicillin enthielt. Die Hauptkultur wurde iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln
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inkubiert.

4.13.7 Isolation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA wurden die Reagenzien des peq-
GOLD Fastfilter Plasmid Midi Kits (Peqlab) entsprechend den Angaben des Herstel-
lers verwendet. Dieses Kit erlaubte den Einsatz von bis zu 100 ml Fliissigmedium und
dient somit der Isolierung groferer Plasmidmengen. Von der Ubernachtkultur wur-
den 75ml in Reaktionsgeféfe tiberfithrt und fiir 1 Minute bei 5000 x g abzentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde sorgfiltig resuspendiert und lysiert wodurch es zur Frei-
setzung der Plasmid-DNA kam. Anschliefsend wurde das Lysat gefiltert und so von
gefillten Proteinen und chromosomaler DNA befreit. Das geklarte Lysat wurde auf
eine dquilibrierte Sdule pipettiert. Bei diesem Schritt band die Plasmid-DNA an die
Saule und wurde in weiteren Schritten mehrmals gewaschen. Anschliefsend wurde die
DNA mit sterilem Wasser von der Saule eluiert. Durch Zufiigen von Isopropanol wur-
de die Plasmid-DNA aus dem Eluat gefillt und die Losung anschlieftend fiir 30 min
bei 15000x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit 2ml 70%igem Ethanol gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
fiir 10min bei 15000xg und RT. Der Uberstand wurde wiederum verworfen und
das Pellet fiir 10min bei RT getrocknet um das Ethanol restlos zu entfernen. Das
getrocknete DNA-Pellet wurde mit sterilem deionisiertem Wasser gelost. Die Kon-
zentration der im Wasser gelosten Plasmid-DNA wurde bestimmt und die DNA bei
-20°C aufbewahrt.

4.13.8 Bestimmung der DN A-Konzentration

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration wéssriger DNA-Losungen wur-
de die Absorption bei einer Wellenléinge von 260 nm gemessen. Ein Absorptionswert
(Aggp) von 1,0 entspricht einer Nukleinsdurekonzentration von 50 ug/ml fiir doppel-
strangige DNA. Der Quotient aus Ao 80 lieferte eine Aussage iiber die Reinheit der
DNA-Losung. Bei reinen Nukleinsdurepraparationen liegt der Wert des Quotienten
bei ca. 1,8. Die Konzentration berechnet sich wie folgt:

DNA-Konzentration (pg/ml) = Absorption 260 x 50 x Verdiinnungsfaktor
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Die Plasmid-DNA wurde 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt und die Konzentration in
UV-durchléassigen Plastikkiivetten photometrisch am SmartSpec Plus Spektrophoto-

meter gemessen.

4.14 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Student’s t-Tests in Excel durch-
gefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Ein
p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant (x) angesehen. Es wurde ein zweiseiti-

ger Test durchgefiihrt mit Stichproben unterschiedlicher Varianz (heteroskedastisch).
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5 FErgebnisse

5.1 AP-1 Proteine werden in der frithen Phase der akuten C.
pneumoniae Infektion hochreguliert

Chlamydia pneumoniae (Cpn) ist ein Bakterium, das durch seine obligat intrazellu-
ldre Lebensweise starken Einfluss auf seine Wirtszelle nimmt. Es wurde u.a. gezeigt,
dass Transkriptionsfaktoren in ihrer Expression durch die Infektion mit Cpn veran-
dert sind. In der vorliegenden Arbeit wurde der Transkriptionsfaktor AP-1 in Cpn
infizierten epithelialen HEp-2 Zellen und Monozyten untersucht. In der epithelialen
Zelllinie durchlauft Cpn einen replikativen Infektionszyklus. Die Zellen wurden in
verschiedenen Stadien des Entwicklungszyklus geerntet und diversen Untersuchungs-
methoden unterzogen. Es fanden Untersuchungen in der frithen Phase der Infektion
(4, 6 bzw. 8 hpi), in der mittleren Phase (24 hpi) und in der spéten Phase der Infektion
(48 und 72 hpi) statt. Ein kompletter Zyklus von Cpn dauert ca. 72 Stunden. Die Un-
tersuchungen wurden auf eine Auswahl an bestimmten AP-1 Proteinen beschrankt.
Aus jeder Familie wurden die wichtigsten und in der Literatur am héaufigsten be-
schriebenen Proteine fiir die Analyse ausgewihlt. Aus der Familie der Jun-Proteine
wurden alle Vertreter untersucht (c-Jun, JunB und JunD) und aus der Familie der
Fos-Proteine wurden c-Fos und FosB untersucht. ATF-2 wurde als einziger Vertre-
ter aus der ATF-Familie analysiert. Auferdem wurden die phosphorylierten Formen
der Proteine c-Jun und ATF-2 untersucht, da bei diesen Proteinen eine Phosphory-
lierung ein Marker der Aktivierung ist. In der frithen Phase der Infektion mit Cpn
(4hpi) kam es in den untersuchten Gesamtzell-Proteinextrakten zu einer Hochregu-
lation der untersuchten AP-1 Proteine (siehe Abbildung 8). Im Western Blot wurde
eine besonders starke Hochregulation von ATF-2 nachgewiesen. JunB wies jedoch
keine Verdnderungen durch die Infektion zu diesem Zeitpunkt auf. Auch durch Hit-
ze inaktivierte Chlamydien kam es zu einer Zunahme des AP-1 Signals im Western
Blot, woraus zu schlieften ist, dass der Effekt nicht an die Vitalitdt von Chlamydien
gebunden ist. Der zusétzliche Nachweis von -Aktin von gestrippten Blots zeigt, dass

von jeder Probe gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden.

Von den Proteinen c-Jun und ATF-2 wurden die phosphorylierten Formen unter-
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ATF-2 |™ e - .

c-dun | e e —

c-Fos e W

JunB | N e — —

pacin - R

Cpn 30 IFUs/Zelle - + - -
Cpn 10 IFUs/Zelle - - + _

inaktivierte Cpn - - - +

Abb. 8: In der frithen Phase der Cpn-Infektion werden AP-1 Proteine induziert.
1,2 x 10 HEp-2 Zellen wurden sowohl mit einer hohen und einer niedrigen Dosis an lebenden
als auch mit Hitze inaktivierten Cpn infiziert. Die Dosis an Hitze inaktivierten entsprach
dabei der hohen Dosis lebender Cpn. Zur Kontrolle wurden nicht infizierte Zellen mitge-
fiihrt. Zum Zeitpunkt 4 hpi wurden Ganzzellextrakte fiir die Untersuchung im Western Blot
hergestellt. Die Proteine ATF-2, c-Jun, c-Fos und FosB konnten in infizierten Zellen in er-
hohten Mengen nachgewiesen werden. Lediglich das Protein JunB wies keine Verdnderungen
durch die Infektion mit Cpn zu diesem Zeitpunkt auf. Eine gleichméfige Proteinbeladung
wurde durch die Detektion von (-Aktin nachgewiesen. Dargestellt ist ein reprisentatives
Experiment, n=3.

sucht. Auch sie waren in der frithen Phase der Infektion hochreguliert (siche Abbil-
dung 9). Die Phosphorylierungen sind ein Marker der Aktivierung dieser Proteine, die
die Expression AP-1 kontrollierten Gene in Gang setzen und somit von besonderem

Interesse sind.
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phospho c-Jun | === ‘—'Lb —

phospho ATF-2 | & - e
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Cpn 30 IFUs/Zelle - + - -
Cpn 10 IFUs/Zelle - - + -

inaktivierte Cpn - - - +

Abb. 9: Aktivierung von AP-1 Proteinen in der frithen Phase einer Cpn-
Infektion (4hpi). Die phosphorylierten Formen von c-Jun und ATF-2 stellen die akti-
vierten Formen dar und wurden im Western Blot 4 hpi mittels spezifischer Antikérper in
Ganzzellextrakten nachgewiesen. Durch die Infektion mit lebenden und inaktivierten Cpn
waren diese Proteine 4 hpi verstarkt exprimiert. Dargestellt ist ein repréisentatives Experi-
ment, n=3.

Um zu zeigen, dass die induzierten AP-1 Proteine transkriptionell aktiv sind, wur-
de im EMSA (electrophoretic mobility shift assay) die AP-1 Bindungsaktivitit in der
frithen Phase nach der Infektion gemessen. Bei einer hohen Dosis an vitalen Chlamy-
dia pneumoniae lag ein deutlich stdrkeres AP-1 Signal als in der Mediumkontrolle vor
(siche Abbildung 10). Ein starkes AP-1 Signal erkennt man anhand der intensiven
Schwérzung, die durch die radioaktiv markierte Sonde verursacht wird. Die Infek-
tion der Zellen mit abgetoteten Chlamydien fiihrte ebenfalls zu einem sehr starken
AP-1 Signal 4 hpi. Die Infektionsdosis der Hitze inaktivierten Chlamydien entsprach
dabei der hohen Dosis an lebenden Chlamydien (30 IFUs/Zelle). Die Proben bei
denen der Competitor mit den Kernproteinen vorinkubiert wurde, wiesen keine spe-
zifischen AP-1 Signale mehr auf, da durch den Competitor (unmarkierte Sonde) die
AP-1 Proteine bereits gebunden wurden. Unspezifische Banden traten jedoch auch in
den Proben auf, die den Competitor enthielten. Auf diese Weise konnte das spezifi-
sche AP-1 Signal eindeutig zugeordnet und von unspezifischen Signalen unterschieden

werden.
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+ Competitor

AP-1 Signal ——»

unspezifische Bande —»

ungebundene Sonde ——»

Cpn 30 IFUs/Zelle -+ - - - - -
Cpn 10 IFUs/Zelle - -+ - - -y -

inaktivierte Cpn s

Abb. 10: Erhéhte AP-1 Bindungsaktivitit durch Cpn-Infektion 4 hpi. Gel-Shift-
Analyse aus Kernextrakten von HEp-2 Zellen, die mit einer hohen Dosis, einer niedrigen
Dosis und mit Hitze inaktivierten Cpn infiziert waren. Durch Zugabe einer 3?P-radioaktiv
markierten Sonde, die die AP-1 Bindungssequenz beinhaltete, entstanden Komplexe aus
AP-1 Proteinen und Sonde. Diese Komplexe wurden in 5%igen Polyacrylamidgelen getrennt
von ungebundener Sonde und unspezifischen Komplexen und durch Autoradiographie nach-
gewiesen. Das spezifische AP-1 Signal wurde durch Verwendung eines Competitors verdeut-
licht. Der Competitor ist eine unmarkierte AP-1 Sonde. Dargestellt ist das Ergebnis eines
reprasentativen Experimentes, n=3.
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5.2 AP-1 Proteine sind in der mittleren Phase der Infektion
nicht reguliert

Nach einer Infektionsdauer von 24 Stunden fiihrte eine Infektion mit Cpn zu keiner
Verénderung der AP-1 Proteine im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (Abbildung
11). Auch durch die Inkubation von Hitze inaktivierten Cpn war keine Verdnderung

zur Negativkontrolle detektierbar.

c-Jun [V — — -|

JunB | -~

c-Fos | Wy e

g 1
ATF-2 h---

B-Aktin M

Cpn 30 IFUs/Zelle - + - -
Cpn 10 IFUs/Zelle - - + )

inaktivierte Cpn - - - ¥

Abb. 11: Nachweis der Expression von AP-1 Proteinen zeigt in der mittleren
Phase der Infektion (24 hpi) keine Anderung durch die Cpn-Infektion. HEp-2 Zel-
len wurden sowohl mit einer hohen und einer niedrigen Dosis an lebenden als auch mit Hitze
inaktivierten Cpn infiziert. Die Dosis an Hitze inaktivierten entsprach dabei der hohen Dosis
lebender Cpn. Zur Kontrolle wurden nicht infizierte Zellen mitgefiihrt. Zum Zeitpunkt 24 hpi
wurden Ganzzellextrakte fiir die Untersuchung im Western Blot hergestellt. Dargestellt ist
das Ergebnis eines reprasentativen Experimentes, n=3.

Zur Analyse der AP-1 Bindungsaktivitdt wurden auch zu diesen Zeitpunkt des re-
plikativen Entwicklungszyklus von Cpn (24 hpi) die Kernproteine aus den infizierten
Zellen isoliert und im EMSA analysiert. Wie schon die Ergebnisse aus dem Western

Blot vermuten liefen, war auch hier keine Verdnderung durch die Infektion erkennbar.
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Die AP-1 Bindungsaktivitdt war zu diesem Zeitpunkt durch die Infektion unverén-
dert, da die Intensitat der Schwirzung bei allen untersuchten Proben gleich stark war.
Das AP-1 Signal liefs sich eindeutig zuordnen durch den Vergleich mit den Proben,
bei denen der Competitor zugefiigt wurde (siehe Abbildung 12). Nach einer Infekti-
onsdauer von 24 Stunden waren die Einschlusskorperchen von Cpn noch sehr klein,

da erst wenige Replikationszyklen durchlaufen wurden.

Competitor

AP-1 Signal ——»

unspezifische Bande ——»

ungebundene Sonde ——»

Cpn 30 IFUs/Zelle -+ - - - - -
Cpn 10 IFUs/Zelle T

inaktivierte Cpn e

Abb. 12: Die AP-1 Bindungsaktivitit ist 24 hpi unverindert. Gel-Shift-Analyse
aus Kernextrakten von HEp-2 Zellen, die mit einer hohen Dosis, einer niedrigen Dosis und
mit Hitze inaktivierten Cpn infiziert waren. Durch Zugabe einer 3?P-radioaktiv markierten
Sonde, die die AP-1 Bindungssequenz beinhaltete, entstanden Komplexe aus AP-1 Proteinen
und der Sonde. Diese Komplexe wurden in 5%igen Polyacrylamidgelen von ungebundener
Sonde und unspezifischen Komplexen abgetrennt und durch Autoradiographie nachgewiesen.
Das spezifische AP-1 Signal wurde durch Verwendung eines Competitors, der eine nicht
radioaktive Sonde darstellt, verdeutlicht. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprisentativen
Experimentes, n=2.
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5.3 AP-1 Proteine sind in der spaten Phase der akuten C.
pneumoniae Infektion unterschiedlich reguliert

Auch in der spaten Phase des Entwicklungszyklus (48 und 72 hpi) wurden Protein-
extrakte aus Gesamtzelllysaten im Western Blot untersucht. Zu diesen Zeitpunkten
waren die Proteine JunB, JunD, FosB, ATF-2 und phospho-ATF-2 durch die In-
fektion herunterreguliert. Besonders eindeutig war dies am Protein ATF-2 zu sehen

(Abbildung 13), wobei hier auch eine dosisabhéngige Regulation zu erkennen war.

48 hpi 72 hpi

e | - -
JunD z -.=..
ST TR
ATF-2 .P-.. a4
phospho ATF2 | G PO I OO~

i |t Nt o e

Cpn 30 IFUs/Zelle - + - - - + -
Cpn 10 IFUs/Zelle - - + - - - +

inaktivierte Cpn - - - + - - - +

Abb. 13: Verminderte Expression einiger AP-1 Proteine in der spiten Phase der
Infektion (48 und 72 hpi). Durch die Infektion mit Cpn wurden die hier mittels spezifi-
scher Antikorper nachgewiesenen AP-1 Proteine (JunB, JunD, FosB, ATF-2 und phospho-
ATF-2) zu den spéten Zeitpunkten nach der Infektion (48 und 72 hpi) herunterreguliert. Die
Abbildung zeigt das Ergebnis eines repriasentativen Experimentes, n=2.

Bei ATF-2 war zu beiden Zeitpunkten eine infektionsbedingte Abnahme der Pro-
teinmenge detektierbar. Die Runterregulation der phosphorylierten Form von ATF-2
war erst zum Zeitpunkt 72 hpi eindeutig nachweisbar. Die Proteine JunB, JunD und

FosB wiesen 48 hpi noch keine stark verdnderte Expression durch die Infektion auf,
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72 hpi war jedoch eine deutliche Abnahme in der Proteinmenge bei den infizierten

Zellen zu beobachten.

Im Gegensatz dazu waren die Proteine c-Jun, phospho-c-Jun und c-Fos in der
spaten Phase der Infektion hochreguliert. Es war erkennbar, dass es nur durch le-
bende Chlamydien zu einer Hochregulation dieser Proteine kommt (Abbildung 14).
Zellen die nicht infiziert wurden und jene die mit abgetoteten Cpn inkubiert wurden,
zeigten keine erh6hten Mengen dieser AP-1 Proteine. Der beobachtete Effekt trat nur
bei Zellen auf, die mit lebenden Chlamydien infiziert wurden und bei denen eine aku-
te Infektion dieses Erregers im IFT nachgewiesen wurde. Das Protein c-Jun wurde
zu diesem Zeitpunkt des Entwicklungszyklus stark phosphoryliert, da grofse Mengen
der phosphorylierten Form detektiert wurden. Nur diese Form ist tatsdchlich an der

Aktivierung AP-1 regulierter Gene beteiligt.

48 hpi 72 hpi

cun | D -
phospho c-Jun - . . a L . . ‘
L]

c-Fos | ™% -- g— -

B-Aktin

Cpn 30 IFUs/Zelle - + - - - + - -

Cpn 10 IFUs/Zelle - - + - - - + -

inaktivierte Cpn - - - + - - - +
Abb. 14: Verstiarkte Expression einiger AP-1 Proteine in der spiten Phase der
Infektion (48 und 72hpi). Durch Infektion mit Cpn waren die AP-1 Proteine c-Jun,
phospho-c-Jun und c-Fos in erhéhter Menge nachweisbar. Die Inkubation von Hitze abgeto-

teten Cpn fiihrte hingegen nicht zu einer erhéhten Proteinexpression zu diesem Zeitpunkt.
Dargestellt ist das Ergebnis eines repriasentativen Experimentes, n=3.
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5.4 Auswirkungen von AP-1 Inhibitoren auf die akute C. pneu-
moniae Infektion

C-Jun und c-Fos sind wichtige Regulatoren der Differenzierung, der Proliferation und
der Apoptose. Da C. pneumoniae diese zelluldren Prozesse beeinflussen kann und
nachgewiesen wurde, dass c-Jun und c-Fos bei einer C. pneumoniae Infektion hochre-
guliert werden, wurde durch Blockierung dieser Proteine untersucht welchen Einfluss
AP-1 auf den chlamydialen Entwicklungszyklus nimmt. Fiir die Blockierung wurde
der AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA eingesetzt. Es wurde gezeigt, dass Tanshinone ITA|
das ein Extrakt aus den Wurzeln von Salvia miltiorrhiza Bunge ist, die Bildung des

Komplexes zwischen AP-1 und DNA inhibiert [122].

5.4.1 Ermittlung der idealen Tanshinone IIA Konzentration

Um auszuschliefsen, dass Tanshinone ITA toxisch fiir die Zelle ist, wurde die Vitali-
tat der Zellen mittels einer Live-Dead-Farbung untersucht, die 24, 48 und 72 Stunden
nachdem der Inhibitor zugefiigt wurde, angefertigt wurde. Durch den Farbstoff SYTO
16, der zellpermeabel ist, wurden lebende Zellen angeférbt, die sich im Fluoreszenz-
mikroskop griin fluoreszierend darstellen. Um die lebenden Zellen von den toten un-
terscheiden zu kénnen, wurde zudem der Farbstoff Ethidium homodimer-2 verwendet,
der tote Zellen im Fluoreszenzmikroskop rot fluoreszieren ldsst. Wie die Abbildung
15 zeigt, waren zu allen untersuchten Zeitpunkten nach der Behandlung mit Tanshi-
none I[TA 99% der Zellen intakt, da sie eine griine Fluoreszenz aufwiesen. Der AP-1
Inhibitor hat demnach in der eingesetzten Konzentration von 25 uM keine toxische
Wirkung auf HEp-2 Zellen.

Des Weiteren wurde ein MTT-Assay durchgefithrt mit dem AP-1 Inhibitor Tan-
shinone ITA. Es wurden verschiedene Konzentrationen des Inhibitors getestet um so
einen Konzentrationsbereich zu ermitteln, in denen Tanshinone ITA einsetzbar ist oh-
ne zytotoxisch zu wirken bzw. um zu wissen welche Konzentrationen toxisch sind.
In der Abbildung 16 sind die eingesetzten Konzentrationen gegen die gemessenen

Absorptionswerte aufgetragen.

Die eingesetzte Konzentration von 25 M hatte einen Absorptionswert von 0,2
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Abb. 15: Live-Dead-Firbung von Tanshinone ITA behandelten Zellen. Anfertigung
der Férbung (A) 24 Stunden, (B) 48 Stunden und (C) 72 Stunden nach der Behandlung mit
Tanshinone ITA (25 uM). Lebende Zellen fluoreszierten in Griin durch den Farbstoff SYTO
16 und tote Zellen fluoreszierten in Rot durch die DNA interkalierende Substanz Ethidium
homodimer-2. Dargestellt ist das Ergebnis eines repriasentativen Experimentes, n=2.

und lag somit in einem Bereich der den Absorptionswerten geringerer Tanshinone ITA
Konzentrationen bzw. der Negativkontrolle entsprach. Eine hohere Konzentration an
Tanshinone ITA wirkte sich zytotoxisch aus und konnte deshalb nicht verwendet wer-

den.
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Abb. 16: Laut MTT-Assay ist die verwendete Tanshinone ITA Konzentration von
25uM nicht toxisch. Im MTT-Assay wurde der AP-1 Inhibitor Tanshinone IIA auf seine
Zytotoxizitdt getestet. Es wurden die eingesetzten Konzentrationen gegen die bei 595 nm
gemessene Absorption aufgetragen. Die in den Experimenten eingesetzte Konzentration von
25 uM entsprach einer Absorption von ca. 0,2. Wie der MTT-Assay durchgefiihrt wurde
ist unter 4.7 beschrieben. In dem Assay wurde jeder Wert in einer Vierfachbestimmung
ermittelt.

5.4.2 Verminderte AP-1 Bindungsaktivitidt durch Tanshinone ITA

Um zu untersuchen, ob das durch die Cpn-Infektion verstirkte AP-1 Signal mit dem
Inhibitor TanshinoneIIA geblockt werden kann, wurde die Bindungsaktivitiat von
AP-1 in infizierten HEp-2 Zellen im EMSA ermittelt. Den Zellen wurde direkt nach
der Infektion der Inhibitor zugefiigt. Um zu kontrollieren, dass Tanshinone ITA die
AP-1 Bindung an die DNA verhindern, ist der EMSA die Methode der Wahl. Wie
Abbildung 17 zeigt, ist bei der Behandlung der Zellen mit Tanshinone ITA ein deutlich
schwiicheres AP-1 Signal vorhanden. Auch in den nicht infizierten Kontrollzellen und
in Zellen die mit Hitze inaktivierten Cpn inkubiert wurden, konnte eine Abnahme
der AP-1 Bindungsaktivitdt nach Inkubation von Tanshinone ITA gemessen werden.
Tanshinone ITA inhibiert demnach 4hpi die Bindung von AP-1 Proteinen an ihre

DNA-Bindungssequenz sowohl in infizierten als auch nicht infizierten Zellen.
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AP-1 Signal ——»

ungebundene Sonde ——»

Cpn - + - - + -
inaktivierte Cpn - -+ - -4
Tanshinone 1A - - -+ o+ o+

Abb. 17: TanshinoneITA inhibiert die AP-1 Bindungsaktivitét. Die frithe Hoch-
regulation der AP-1 Bindungsaktivitat (4 hpi) lief sich durch zusétzliche Inkubation des
AP-1 Inhibitors Tanshinone ITA unterbinden. Das AP-1 Signal ist durch den AP-1 Inhibi-
tor in allen Ansédtzen verringert. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines reprisentativen
Experimentes, n=2.

Weiterhin wurde untersucht, ob Tanshinone ITA auch einen Einfluss auf die AP-1
Proteinmengen hat. Deshalb wurden zusédtzlich Western Blots von infizierten Zellen
und Kontrollzellen angefertigt mit und ohne Inkubation von Tanshinone ITA. Wie in
Abbildung 18 zu sehen, war 4 hpi die Proteinmenge an c-Jun durch Tanshinone ITA
verringert. Noch deutlicher war dieser Effekt bei der phosphorylierten Form von c-Jun.
Auf die Proteinmengen von c-Fos und ATF-2 hatte der AP-1 Inhibitor jedoch kaum

einen Einfluss.
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Abb. 18: Auswirkungen von Tanshinone ITA auf die Expression von AP-1 Pro-
teinen. HEp-2 Zellen, die mit einer hohen Dosis an Cpn infiziert waren, wurden in einem
parallelen Ansatz mit dem AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA behandelt. Negativkontrollen von
nicht infizierten Zellen wurden jeweils mitgefithrt. 4 hpi wurden Ganzzellextrakte geerntet
und im Western Blot mittels spezifischer Antikérper gegen c-Jun, phospho-c-Jun, c-Fos und
ATF-2 analysiert. Durch Tanshinone ITA waren die Proteine c-Jun und phospho-c-Jun in
verminderter Menge nachweisbar. Dieser Effekt war jedoch nicht bei den Proteinen c-Fos
und ATF-2 detektierbar. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines Experimentes, n=1.

5.4.3 Verianderte Morphologie der C. pneumoniae Einschlusskorperchen
durch AP-1 Inhibition

Die Auswirkungen der AP-1 Inhibition auf das chlamydiale Wachstum wurde zu-
néchst anhand der Morphologie der Einschlusskérperchen im IFT iiberpriift. Die
infizierten Zellen, die mit dem Inhibitor Tanshinone ITA behandelt wurden, hatten
zum Zeitpunkt 48 hpi wesentlich kleinere Einschlusskorperchen als die Zellen, in de-

nen ohne den Inhibitor der normale replikative Entwicklungszyklus ablaufen konnte

(Abbildung 19).

Bei den Versuchen wurde TanshinoneIlA den Zellen direkt nach der Infektion

zugegeben. In einem weiteren Versuchsansatz sollte untersucht werden, ob die AP-1
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Abb. 19: C. pneumoniae Einschliisse in HEp-2 Zellen 48 hpi. (A) In der spéiten
Phase der Infektion (48 hpi) mit C. pneumoniae waren in HEp-2 Zellen im direkten IFT sehr
grofe Einschlusskorperchen anfarbbar (FITC-konjugierter monoklonaler Antikorper gegen
Chlamydien-LPS, Oxoid). Dies ist eine typische Abbildung einer akuten Cpn-Infektion. (B)
Durch die zusétzliche Inkubation des AP-1 Inhibitors Tanshinone ITA wurden wesentlich
kleinere Einschliisse gebildet, was Merkmal einer persistierenden Infektion ist. Die Abbildung
zeigt das Ergebnis eines reprasentativen Experimentes, n=4.

Inhibition mittels TanshinoneIIA auch zu einem spéateren Zeitpunkt des Entwick-
lungszyklus einen Einfluss auf die Morphologie der Einschlusskérperchen hat. Damit
sollte iiberpriift werden, in welchem Stadium der Infektion eine AP-1 Inhibition am
bedeutendsten fiir das chlamydiale Wachstum ist. Dazu wurde nach der Infektion
Tanshinone ITA zu verschiedenen Zeitpunkten zugegeben (direkt nach der Infektion,
6 hpi, 12 hpi und 24 hpi). Zur Kontrolle wurde ein Negativansatz mitgefiihrt, bei dem
die infizierten Zellen nicht mit Tanshinone ITA behandelt wurden (Abbildung 20). Die
Zellen aus allen Ansétzen wurden 48 hpi mit Methanol fixiert und die chlamydialen
Einschliisse im direkten IFT angefirbt. Es ist zu erkennen, dass unabhingig vom
Zeitpunkt der Zugabe von TanshinonelIA, die Grofse der Einschlusskoérperchen in
behandelten Zellen im Vergleich zu nicht behandelten Zellen immer stark verringert
ist.

Da kleine Inklusionen Anzeichen fiir Persistenz sind, wurden elektronenmikrosko-

pische Aufnahmen von den TanshinoneIIA behandelten Zellen gemacht. Damit soll-
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Abb. 20: Zugabe von TanshinoneIlA zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
der Infektion mit C. pneumoniae fithrt immer zur Ausbildung sehr kleiner Ein-
schlusskorperchen. Den infizierten HEp-2 Zellen wurde zu unterschiedlichen Zeiten nach
der Infektion der AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA zugegeben. (A) Zugabe von Tanshinone ITA
direkt nach Infektion (B) Zugabe 6 hpi (C) Zugabe 12hpi (D) Zugabe 24 hpi (E) keine Zu-
gabe von Tanshinone ITA. Die Zellen aus allen Ansétzen wurden 48 hpi mit Methanol fixiert
und die chlamydialen Einschliisse mittels des FITC-konjugierten monoklonalen Antikorpers
gegen Chlamydien-LPS (Oxoid) angefarbt. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines repré-
sentativen Experimentes, n=2.

ten die typischen Merkmale einer persistenten Infektion iiberpriift werden. Zu diesen
Merkmalen zdhlen vergrofserte Retikularkorperchen und das Fehlen von Elementar-
korperchen. Die EM-Bilder zeigten, dass sich ohne den Inhibitor 48 hpi ein sehr grofser
Einschluss gebildet hatte, der sowohl schon redifferenzierte EK als auch RK enthielt
(sieche Abbildung 21). Die EK stellen sich aufgrund ihren hohen Elektronendichte als
kleine schwarze Punkte dar, wahrend die RK etwas grofer und heller sind. In der Zel-
le, die mit Tanshinone ITA behandelt wurde, war das Einschlusskérperchen wesentlich

kleiner und es wies keine EK auf. Es waren nur RK vorhanden, die im Vergleich zu
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den RK der nicht behandelten Kontrollzellen wesentlich gréfter waren.

Abb. 21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Cpn infizierten HEp-2 Zel-
len. (A) In der spéten Phase der Infektion (48 hpi) mit C. pneumoniae waren in HEp-2 Zellen
sehr grofse Einschlusskorperchen nachweisbar. Es sind bereits redifferenzierte Elementarkor-
perchen (EK) erkennbar. Dies ist eine typische EM-Aufnahme einer akuten Infektion. (B)
Durch die zusétzliche Inkubation des AP-1 Inhibitors Tanshinone ITA wurden wesentlich
kleinere Einschliisse gebildet, die grofe Retikularkorperchen (RK) enthalten aber keine EK.
Dies sind Merkmale einer persistierenden Infektion ist. EM-Aufnahmen wurden nur einmal
angefertigt zu Proben, die parallel im direkten IFT angeférbt und auf Persistenzinduktion
gepriift wurden. ZK=Zellkern; Doppelpfeilképfe deuten auf EK, einfache Pfeilképfe deuten
auf RK.

Um die Hypothese, dass die Inhibition von AP-1 einen Einfluss auf das Wachstum
von Cpn hat, zu stirken, wurde ein weiterer AP-1 Inhibitor untersucht. Es handelte
sich hierbei um Nordihydroguaiaretic acid (NDGA). Fiir HL60 Zellen ist beschrieben,
dass NDGA die de novo Synthese von c-Jun mRNA inhibiert [121]. In den Experimen-
ten mit NDGA zeigte sich, dass nach der Inkubation die Einschlusskérperchen 48 hpi
wie bei TanshinoneITA auch nicht auf ihre normale Grofe heranwachsen konnten
und kleine Persistenz-dhnliche Formen annahmen (Abbildung 22). Da NDGA aller-
dings nicht so spezifisch wirkt, wurden hauptséchlich Versuche mit Tanshinone ITA

durchgefiihrt.
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Abb. 22: C. pneumoniae Einschliisse in HEp-2 Zellen 48 hpi ohne und mit In-
kubation von NDGA. (A) In der spiten Phase der Infektion (48 hpi) mit C. pneumo-
niae waren in HEp-2 Zellen im direkten IFT sehr grofte Einschlusskorperchen anféarbbar
(FITC-konjugierter monoklonaler Antikérper gegen Chlamydien-LPS, Oxoid). Dies ist eine
typische Abbildung einer akuten Cpn-Infektion. (B) Durch die zusétzliche Inkubation des
AP-1 Inhibitors NDGA wurden wesentlich kleinere Einschliisse gebildet, was Anhalt fiir eine
persistierende Infektion sein kann. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines reprisentativen
Experimentes, n=3.

5.4.4 Wiederanzucht von C. pneumoniae nach Tanshinone ITA Inkubati-
on nicht méglich

Ein weiteres wichtiges Merkmal persistierender Chlamydien ist, dass sie sich nicht
anziichten lassen, da die Redifferenzierung der Retikularkorperchen zu den infekti-
osen Elementarkorperchen in der Persistenz nicht stattfindet. Um zu testen, ob die
Behandlung mit Tanshinone ITA zu einer Persistenz von Cpn fiihrt, aus der Cpn nicht
kultivierbar ist, wurden Wiederanzuchtversuche durchgefiihrt. Die Experimente lie-
Ken eindeutig erkennen, dass eine Anzucht aus TanshinoneIIA behandelten Zellen
48 und 72 hpi nicht moglich ist (Abbildung 23), was ein weiters Indiz fiir Persistenz
ist. Die Chlamydien aus den unbehandelten Zellen lieffen sich im Gegensatz dazu
sehr gut wieder auf neuen Zellen kultivieren. Die Inhibition des Transkriptionsfaktors

AP-1 hat demnach einen Einfluss auf das Wachstum bzw. die Morphologie von Cpn.

Da Wiederanzuchtversuche starken interexperimentellen Schwankungen unterlie-
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Abb. 23: Versuch der Wiederanzucht von Cpn aus Tanshinone ITA behandel-
ten Zellen. Dargestellt sind die relativen IFUs in HEp-2 Zellen 48 und 72 Stunden nach
Infektion mit Cpn mit und ohne Inkubation des AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA. Aus Tanshi-
none ITA behandelten Zellen war eine Wiederanzucht von Cpn im Vergleich zu Kontrollzellen
48 und 72 hpi nicht moéglich. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung darge-
stellt, n=3. Die statistische Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen, unabhingigen T-Test
bestimmt (x =p<0,05).

gen, wurden fiir die Darstellung nicht die absoluten Werte verwendet sondern die
relativen IFUs ermittelt. Dafiir wurden die absoluten IFUs pro Versuch auf prozen-
tuale Werte umgerechnet wobei der hochste IFU-Wert jedes unabhéngigen Versuchs

auf 100% gesetzt wurde.

5.4.5 Reversibilitat der Tanshinone ITA induzierten Persistenz

Ein weiteres Merkmal der Persistenz von Chlamydien ist die Reversibilitat, d.h. durch
Entfernen des Persistenzinduktors (z.B. IFN-v) gehen die Chlamydien wieder in den
replikativen Entwicklungszyklus iiber. Es sollte daher geklart werden, ob nach Entfer-
nen von Tanshinone ITA Cpn wieder mit der Replikation beginnt und das Persistenz-
stadium verldsst. Wenn Tanshinone ITA nicht entfernt wurde, blieben die Einschluss-

korperchen sehr klein (Abbildung 24). Im Gegensatz dazu nahmen die Einschluss-
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korperchen in den Zellen, bei denen Tanshinone ITA ausgewaschen wurde, wieder die
Grofse an, die sie bei einer akuten Infektion durch den replikativen Entwicklungszy-
klus erreichen. Die durch den AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA induzierte Persistenz ist

demnach durch Entfernen des Inhibitors aufthebbar.

Abb. 24: Aufhebung der Tanshinone ITA induzierten Persistenz. Cpn infizierten
HEp-2 Zellen wurde direkt nach der Infektion der AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA zugege-
ben. Die chlamydialen Einschliisse wurden im direkten IFT (siehe 4.4) angefarbt. (A) Wurde
der Inhibitor 48 hpi nicht entfernt blieben die Einschlusskorperchen sehr klein. (B) Durch
Mediumwechsel 48 hpi wurde der Inhibitor Tanshinone ITA ausgewaschen. Nach einer wei-
teren Kultivierung von drei Tagen trat Cpn wieder in den replikativen Entwicklungszyklus
ein und bildete erneut grofe Einschlusskorperchen. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines
reprasentativen Experimentes, n=2.

Daraufhin wurde versucht, aus den Zellen, in denen durch Entfernen des AP-1 In-
hibitors Tanshinone ITA Cpn wieder in den replikativen Entwicklungszyklus eintrat,
erneut Cpn aus diesen Zellen auf neuen Zellen anzuziichten. Dafiir wurden Wieder-
anzuchtexperimente durchgefiihrt. Die Abbildung 25 zeigt, dass nach dem Entfernen
von Tanshinone ITA und einer weiteren Kultivierung von 48 bzw. 72 Stunden eine
Wiederanzucht von Cpn moglich war.

Die Wiederanzucht, die 48 Stunden nach dem Mediumwechsel durchgefiihrt wurde,
zeigte jeweils eine hohere Anzuchtrate als die, die nach 72 Stunden durchgefiihrt

wurde. Da der absolute IFU-Wert bei allen Experimenten auf 100% relative IFUs
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Abb. 25: Wiederanzucht von Cpn nach Entfernen des AP-1 Inhibitors durch Me-
diumwechsel wieder moglich. Dargestellt sind die relativen IFUs in HEp-2 Zellen mit
und ohne Mediumwechsel. Wurde das Medium 48 hpi nicht entfernt und der Inhibitor blieb
erhalten, so war nach einer weiteren Anzucht von 48 bzw. 72 Stunden eine Wiederanzucht
nicht mdéglich. Durch Mediumwechsel 48 hpi wurde der Inhibitor Tanshinone IIA ausgewa-
schen. Nach einer weiteren Anzucht von 48 bzw. 72 Stunden war eine Wiederanzucht von
Cpn nachweisbar. Dargestellt ist das Ergebnis aus zwei unabhéngigen Experimenten, n=2.

gesetzt wurde, ist zu diesem Zeitpunkt keine Standardabweichung vorhanden.

7



5 KERGEBNISSE

5.4.6 Verminderter ATP-Gehalt in Tanshinone ITA behandelten Zellen

Chlamydien sind aufgrund der fehlenden Eigensynthese von ATP, obligat auf den
Metabolismus ihrer eukaryontischen Wirtszelle angewiesen. Da der Transkriptions-
faktor AP-1 auch ein Gen reguliert, das an der Regulation des Energiehaushalts der
Zelle beteiligt ist, wurde zunéchst der ATP-Gehalt von Zellen untersucht, die mit
dem AP-1 Inhibitor TanshinoneITA behandelt wurden. In einem ATP-Assay wur-
de der Gesamtgehalt an ATP in infizierten Zellen und den Zellen die zusétzlich mit
Tanshinone ITA behandelt wurden, gemessen. Die Infektion mit Cpn fiihrte zu einer
gesteigerten ATP-Produktion der Wirtszelle bereits sechs Stunden nach der Infek-
tion. Allerdings konnte nach 12 Stunden kein erhéhter ATP-Gehalt mehr gemessen
werden. Zu diesem Zeitpunkt entsprachen die Werte in etwa denen der Kontrollzellen,
die nicht infiziert wurden (Abbildung 26). Zudem zeigt das Diagramm, dass infizier-
te Zellen sowohl bei einer hohen als auch bei einer geringen Infektionsdosis einen
erhbhten ATP-Gehalt aufwiesen, wobei eine leichte Dosisabhédngigkeit erkennbar ist.
Im Gegensatz dazu war der ATP-Gehalt in Tanshinone I[TA behandelten, infizier-
ten Zellen wesentlich geringer im Vergleich zu Kontrollzellen, die weder infiziert noch
mit Tanshinone ITA behandelt wurden. Bereits nach sechs Stunden war bei den Tan-
shinone ITA behandelten Zellen der ATP-Gehalt auf ca. 65% (+9%) des Gehalts der
Kontrollzellen abgefallen. Nach weiteren sechs Stunden sank der ATP-Gehalt noch
weiter auf ca. 55% (£5%). Die Abnahme war unabhéngig von der Infektionsdosis.
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Abb. 26: ATP-Gehalt von Tanshinone ITA behandelten Zellen ist im Vergleich
zu unbehandelten Zellen deutlich geringer. Dargestellt ist der relative ATP-Gehalt,
der gemessen wurde direkt, 6 und 12 Stunden nach der Infektion mit Cpn. Infiziert wurde
mit zwei verschiedenen Infektionsdosen mit und ohne Inkubation von Tanshinone ITA. Die
mit dem Inhibitor behandelten Zellen wiesen einen wesentlich geringeren ATP-Gehalt auf.
Infizierte Zellen, die nicht mit dem Inhibitor behandelt wurden, wiesen 6 hpi einen erhéhten
ATP-Gehalt auf. Dargestellt ist das Ergebnis aus zwei unabhéngigen Experimenten, n=2.

5.4.7 Einfluss von Tanshinone ITA auf die mRNA-Expression von Glutl

Das Gen glutl, das fiir den Glucose Transporter 1 (Glutl) codiert, enthélt in seiner
Promotoregion eine AP-1 Bindestelle. Das Protein Glutl ist an der Regulation des
Energiehaushalts der Zelle beteiligt, da die fiir die ATP-Produktion benétigte Glu-
cose u.a. iiber Glutl in die Zelle transportiert wird. Durch den Nachweis der Glutl
mRNA in einer quantitativen Real-time PCR wurde der Einfluss des AP-1 Inhibitors
Tanshinone ITA auf die glut! Expression ermittelt. Der Nachweis geschah zu verschie-
denen Zeitpunkten nach der Infektion mit Cpn. Die mRNA-Expression von Glutl
wies 4 hpi bis 24 hpi kaum Verdnderungen auf. Zu diesen Zeitpunkten war auch ein
Einfluss des AP-1 Inhibitors Tanshinone ITA nicht messbar. Erst 48 hpi war die Glutl
mRNA-Expression in Cpn infizierten Zellen um das 5-fache gestiegen, wihrend es bei

zusétzlicher Tanshinone ITA Inkubation nicht zu einer Erhthung kam (Abbildung 27).
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Abb. 27: Einfluss von Tanshinone ITA auf die Glutl mRNA-Expression in Cpn
infizierten Zellen. Dargestellt ist die Glutl mRNA Menge, die durch Real-time PCR zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion mit Cpn ermittelt wurde. In der frithen Phase
(4 und 8 hpi) und in der mittleren Phase des Entwicklungszyklus (24 hpi) unterschieden sich
Tanshinone ITA behandelte Zellen nicht von den unbehandelten Kontrollzellen. 48 hpi war
eine Hfach hohere Glutl-Expression in infizierten Zellen messbar. Im Gegensatz dazu war
in Zellen, die mit dem AP-1 Inhibitor TanshinoneITA inkubiert wurden, zu diesem Zeit-
punkt keine Erh6éhung messbar. Das Diagramm zeigt das Ergebnis von drei unabhéngigen
Experimenten, n=3. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt.
Die statistische Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen, unabhéngigen T-Test bestimmt
(* =p<0,05).

® mit Tanshinone IIA

x-faches der Glut-1 mRNA Menge

48

5.5 Analyse der AP-1 Regulation in Zytoplasma- und Kern-
proteinfraktionen

Die bisherigen Untersuchungen der AP-1 Proteine wurden an Gesamtzellextrakten
durchgefiihrt. Um noch genauere Aussagen iiber die Lokalisation der AP-1 Proteine
treffen zu konnen, wurden die zytoplasmatischen Proteine von den nukledren Prote-
inen getrennt. Im Westernblot wurden die AP-1 Proteine c-Jun, c-Fos, JunB, JunD,
FosB und ATF-2 in beiden Fraktionen nachgewiesen (Abbildung 28). Dabei wurde
sich auf die Zeitpunkte der spéten Infektionsphase beschrinkt, da hier bei der Analy-
se der Ganzzellextrakte im Westernblot die stérksten und zudem unterschiedlichsten

Regulationen der AP-1 Proteine auftraten. Die AP-1 Proteine wurden hauptséchlich
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in der Fraktion der nukledren Proteine nachgewiesen. Lediglich das Protein c-Jun
war auch in der Fraktion der zytoplasmatischen Proteine nachweisbar. Erstaunlicher
Weise wurde eine generelle Abnahme der Menge an AP-1 Proteinen in der Fraktion
der Kernproteine durch die Infektion mit lebenden Cpn zu den Zeitpunkten 48 und
72 hpi detektiert. Dieser Effekt ist stark dosisabhéngig.

48 hpi 72 hpi

Zytoplasma Kern Zytoplasma Kern

& >

< » & » &
< » < » €

c-Jun | — - -"-.‘ ‘-- --|
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inaktivierte Cpn - - - + - - - + - - - + - - - +

Abb. 28: AP-1 Proteine in Zytoplasma- und Kernextrakten in der spiten Phase
der Infektion (48 und 72 hpi). In der spiaten Phase der Infektion (48 und 72 hpi) wurden
von HEp-2 Zellen, die mit einer hohen Dosis, einer geringen Dosis und mit inaktivierten
Cpn infiziert waren, die Zytoplasma- und Kernproteine isoliert um mittels spezifischer An-
tikorper im Western Blot verschiedene AP-1 Proteine in diesen beiden Proteinfraktionen
zu untersuchen. Alle AP-1 Proteine waren hauptséichlich in der Kernfraktion nachweisbar.
In der zytoplasmatischen Fraktion war nur c-Jun zu diesen Zeitpunkten detektierbar. Alle
AP-1 Proteine waren durch die Infektion mit lebenden Cpn herunterreguliert. Dargestellt
ist das Ergebnis eines représentativen Experimentes, n=3.

Die generelle Runterregulation in den Kernextrakten steht im Widerspruch zu der
Hochregulation von c-Jun, phospho c-Jun und c-Fos zu diesem Zeitpunkt in den Ge-
samtzellextrakten (Abbildung 14 auf Seite 65). Fiir den EMSA wurden auf die gleiche
Weise Kernextrakte hergestellt um die AP-1 Bindungsaktivitéit zu diesen Zeitpunk-
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ten zu untersuchen. Durch die Infektion mit Cpn kam es 48 und 72hpi zu einer
stark verminderten AP-1 Bindungsaktivitdt im Vergleich zu nicht infizierten und mit
Hitze inaktivierten Cpn stimulierten Zellen (Abbildung 29). Nur durch die Infek-
tion mit lebenden Chlamydien wurde das AP-1 Signal drastisch verringert. Dieses
Ergebnis stimmt mit dem Western Blot Ergebnis von den Kernextrakten iiberein.
Um herauszufinden warum es zu solch widerspriichlichen Ergebnissen zwischen ein-
zelnen Zellfraktionen und dem Gesamtzellextrakt kam, wurden Degradations Assays

durchgefiihrt.

48 hpi 72 hpi

AP-1 Signal ——»

unspezifische Bande ——»

Cpn 30 IFUs/Zelle -+ - - -+ - -
Cpn 10 IFUs/Zelle - -+ - - -+ -

inaktivierte Cpn - - -+ - - -y

Abb. 29: Verminderte AP-1 Bindungsaktivitit durch Cpn-Infektion 48 und
72 hpi. Die AP-1 Bindungsaktivitdt war durch die Infektion mit Cpn in der spédten Pha-
se des Infektionszyklus stark vermindert im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollzellen.
Dieser Effekt wies eine starke Dosisabhéngigkeit auf. Hitze abgetotete Cpn hatten keinen
Einfluss auf die Bindungsaktivitit zu diesem Zeitpunkt, da das AP-1 Signal dieselbe Inten-
sitdt aufwies wie bei nicht infizierten Kontrollzellen. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines
reprasentativen Experimentes, n=3.
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5.6 Abbau von AP-1 Proteinen

Die unterschiedlichen Resultate aus den Gesamtzellextrakten und den Zytoplasma-
und Kernextrakten, veranlassten weitere Experimente um herauszufinden, welche
Faktoren fiir die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sind. Aus diesem Grund
wurden Proteinextrakte aus nicht-infizierten Kontrollzellen mit Extrakten aus Cpn
infizierten Zellen zusammen inkubiert. Dieses Experiment sollte Aufschluss dariiber
geben, was in einem zellfreien in vitro Assay mit dem AP-1 Protein c-Jun passiert.
In mehreren unabhéngigen Experimenten wurden verschiedene Proteinmengen (5-
100 pg) miteinander inkubiert (Abb. 30). Wurden nur 5 pug Proteinextrakt aus nicht-
infizierten Zellen mit 5 ug Proteinextrakt aus infizierten Zellen zusammen inkubiert,
war im Vergleich zu dem Ansatz, bei dem jeweils 5 ug Extrakt der nicht-infizierten
Kontrollzellen inkubiert wurden, eine leichte Abnahme der Proteinmenge von c-Jun
detektierbar. Erhohte man die Proteinmengen, so war ein immer starkerer Abbau von
c-Jun erkennbar, der nur stattfand, wenn der Extrakt von infizierten Zellen eingesetzt
wurde. Wurden jeweils 100 ug eingesetzt, wurde das Protein c-Jun fast vollstandig ab-
gebaut. Es wird vermutet, dass dieser Abbau auf eine Komponente im Extrakt der

infizierten Zellen zuriickzufiihren ist, da kein Abbau in den Kontrollansiatzen statt-

fand.

Aufgrund der unterschiedlichen Methodik zu Herstellung von Ganzzellextrakten
bzw. von Zytoplasma- und Kernextrakten wurde vermutet, dass erst bei der Herstel-
lung der Kernextrakte die AP-1 Proteine durch CPAF abgebaut werden. Um diese
Hypothese zu priifen, wurden erneut Kernextrakte aus Kontrollzellen, aus Cpn in-
fizierten und aus mit Hitze inaktivierten Cpn behandelten Zellen hergestellt. Dabei
wurden die Kernextrakte zum zunéchst entsprechend des Protokolls im Methodenteil
(4.10) hergestellt. Wie schon in Abbildung 28 gezeigt, weisen Zellen, die mit lebenden
Cpn infiziert wurden, erheblich geringere Mengen an c-Jun auf. In einem parallelen
Ansatz wurde bei jedem Schritt der Extraktion Lactacystin den Extrakten bzw. den
gesamten verwendeten Medien zugesetzt. Lactacystin ist ein irreversibler Proteasom
Inhibitor, der die chlamydiale Protease CPAF inhibiert und schon mehrfach fiir die-

sen Zweck in anderen Forschungsarbeiten verwendet wurde. Durch die Zugabe von
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5 ug 10 pg 25 ug 50 ug 100 g
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Proteinextrakt aus nicht-infizierten Zellen + + + + + + + + + +
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Abb. 30: Kombination von Proteinextrakten aus nicht infizierten Kontrollzellen
und Extrakten aus Cpn infizierten Zellen fiihrt zum Abbau von c-Jun. Wenn Pro-
teinextrakte aus nicht-infizierten Kontrollzellen mit dem Extrakt aus Cpn infizierten Zellen
kombiniert wurden, so kam es zu einem Abbau von c-Jun, wihrend in den Kontrollansétzen
kein Abbau stattfand. Es wurden verschiedene Proteinmengen zusammen inkubiert. Es ist
zu erkennen, dass mit zunehmender Menge der Abbau immer deutlicher zunahm. Bei der
Kombination von 100 ug der jeweiligen Extrakte fand ein fast vollstdndiger Abbau statt. Die
Abbildung zeigt das Ergebnis eines repréasentativen Experimentes, n=3.

Lactacystin wahrend der Herstellung der Proben, konnte zum Teil der Abbau von
c-Jun verhindert werden. Im Vergleich zur Mediumkontrolle war die Menge an c-Jun
trotz Lactacystin immer noch geringer (Abbildung 31). Das Experiment zeigt, dass
wahrend der Herstellung der Kernextrakte ein erheblicher Anteil des Proteins c-Jun

degradiert wird.
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unbehandelt Lactacystin-Inkubation
c-Jun . -— . ' - - '
. -
Cpn 30 IFUs/Zelle - + - - + - ;
Cpn 10 IFUs/Zelle - - + - - - + -
inaktivierte Cpn - - - + - - - +

Abb. 31: Lactacystin verhindert den Abbau von c-Jun wihrend der Herstellung
von Kernextrakten teilweise. Wie in Abbildung 28 bereits gezeigt, war in der Fraktion
der Kernproteine das Protein c-Jun durch die Infektion mit lebenden Cpn stark herunter-
reguliert. Dabei war im Western Blot eine dosisabhéngige Regulation ersichtlich. Bei der
Herstellung von Kernextrakten in der spiten Phase der Infektion (48 hpi) konnte durch die
zusétzliche Verwendung des CPAF-Inhibitors Lactacystin der Abbau von c-Jun zum Teil
verhindert werden. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines représentativen Experimentes,
n=2.

5.7 AP-1 Proteine werden durch die chlamydiale Protease
CPAF degradiert

Der Abbau von Proteinen wurde im Zusammenhang mit einer Chlamydieninfektion
in der Literatur mehrfach beschrieben. Es ist bekannt, dass die chlamydiale Serinpro-
tease CPAF (Chlamydia Protease-like Activity Factor) u.a. die Transkriptionsfakto-
ren USF-1 und RFX5 abbauen kann. Es sind noch weiterer Zielproteine von CPAF
entdeckt worden, was darauf hindeutet, dass CPAF ein wichtiger Virulenzfaktor von
Chlamydien ist. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob CPAF auch Proteine aus der
AP-1 Familie abbauen kann. Dafiir wurde das Protein c-Jun in einem in vitro Trans-
cription Translation (IVTT)-Assay radioaktiv mit **S-Methionin markiert. Es konnte
gezeigt werden, dass das c-Jun Signal vollig verschwindet, wenn man radioaktiv mar-
kiertes c-Jun mit einem Zellextrakt aus infizierten Zellen inkubiert (Abbildung 32).
Aufserdem kann man aus dem Versuch ableiten, dass das Protein c-Jun nur vom Ex-
trakt aus infizierten Zellen nicht aber vom Extrakt aus Kontrollzellen abgebaut wurde.

Zur Uberpriifung ob CPAF fiir die Degradation verantwortlich ist, wurde der Extrakt
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aus infizierten Zellen mit einem CPAF-Antikorper vorinkubiert. Danach wurden dem
Ansatz Protein A-Sepharose-Beads zugefiigt um so den Antikérper samt seines ge-
bundenen Antigens aus dem Extrakt zu entfernen. Der aufgereinigte Extrakt wurde
mit dem radioaktiv markiertem c-Jun inkubiert. Die Abbildung 32 zeigt, dass c-Jun
in diesem Ansatz nicht abgebaut wurde. Zur Kontrolle wurde der Ansatz mit einem
Antikorper gegen chlamydiales LPS durchgefiihrt. Da CPAF an diesen Antikérper
nicht bindet, kam es bei der Inkubation dieses Extraktes mit c-Jun doch zum Abbau.
Der Proteinextrakt aus Cpn infizierten Zellen wurden mit 10 uM Lactacystin vorin-
kubiert und danach mit dem radioaktiv markiertem c-Jun inkubiert. Ein Abbau von
c-Jun fand auch bei diesem Ansatz nicht statt, da Lactacystin den Abbau von c-Jun

durch CPAF verhindert hat.

c-Jun (35S-Methionin) —» -
- - —
i
+
+
"

Radioaktiv markiertes c-Jun + + + + +
Proteinextrakt aus nicht-infizierten Zellen - +

Proteinextrakt aus infizierten Zellen - - + + +
CPAF-Antikdrper - - -
Cpn-LPS-Antikdrper - - - - +
Lactacystin - - - - - +

Abb. 32: Degradations Assay. Das in der IVTT radioaktiv markierte c-Jun war der Aus-
gangspunkt mehrerer Degradationsansétze. Der Assay zeigt, dass das radioaktiv markierte
Protein c-Jun durch Inkubation mit einem Extrakt aus Cpn infizierten Zellen abgebaut
wurde. Der Abbau erfolgte nicht bei Inkubation mit einem Extrakt aus nicht infizierten
Kontrollzellen. Dass die chlamydiale Protease CPAF Ursache fiir den Abbau war, zeigen die
weiteren Ansétze des Assays. Die einzelnen Anséitze wurden in einem 12%igen SDS-Gel ge-
trennt und der Nachweis erfolgte durch Autoradiographie. Die Abbildung zeigt das Ergebnis
eines reprasentativen Experimentes, n=2.

5.8 CPAF Induktion in stabil transfizierten HEK293 Zellen

In einem weiteren Versuchsansatz wurde getestet, ob nur CPAF fiir den Abbau ver-
antwortlich ist oder eventuell auch andere chlamydiale Proteine daran beteiligt sind.
Dafiir wurde ein Ansatz verwendet, in dem keine Infektion stattfindet, sondern in

stabil transfizierten HEK293 Zellen die Expression des Proteins CPAF durch Zuga-
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be von Anhydrotetrazyklin induziert werden kann. Ein anderes chlamydiales Protein
wurde nicht produziert, wodurch gewéhrleistet wurde, dass man nur die Auswirkung
von CPAF untersucht hat. Es konnte gezeigt werden, dass in der unstimulierten Zell-
linie HEK293 Klon6 grofte Mengen der Proteine c-Jun und ATF-2 vorlagen, wiahrend
c-Fos im unstimulierten Zustand nicht nachweisbar war (Abbildung 33). In den Pro-
ben, in denen durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin und Coumermycin die CPAF-
Expresssion induziert wurde, wurden die Proteine c-Jun und ATF-2 abgebaut. Dabei
entstanden keine nachweisbaren Spaltprodukte, sondern die Proteine verschwanden
vollstédndig. Anders verhielt es sich mit dem Protein c-Fos, welches durch die indu-
zierte CPAF-Expression induziert wurde. Durch die zusétzliche Inkubation von Lac-
tacystin wurde der Abbau von c-Jun verhindert, jedoch der Abbau von ATF-2 nicht.

Auf die Induktion der c-Fos Expression hatte die zusétzliche Gabe von Lactacystin

c-Jun ' - H
ATF-2 'v-'

AT

B-Aktin

keinen Einfluss.

CPAF-Induktion mit AHT und Coumermycin - + +
Lactacystin (10 uM) - - +

Abb. 33: CPAF Induktion in HEK293 T-REx Zellen fiihrt zum Abbau von c-Jun
und ATF-2. In der stabil transfizierten Zelllinie HEK293 T-REx wurde CPAF mittels
Anhydrotetrazyklin (AHT) und Coumermycin induziert. Im Western Blot konnte durch
Verwendung spezifischer Antikérper der Abbau der Proteine c-Jun und ATF-2 nachgewiesen
werden. Lactacystin verhinderte lediglich den Abbau von c-Jun. Das Protein c-Fos konnte
in unstimulierten HEK293 T-REx Zellen nicht nachgewiesen werden. Der Nachweis war im
Gegensatz zu den beiden anderen Proteinen erst in den CPAF induzierten Zellen moglich.
Dargestellt ist das Ergebnis eines représentativen Experiments, n=2.
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5.9 Eine c-Jun Uberexpression hat keine Auswirkung auf die
Morphologie und die Wiederanzucht von C. pneumoniae

Der durch die chlamydiale Protease CPAF verursachte Abbau von c-Jun warf die
Frage auf, welche Auswirkungen eine c-Jun Uberexpression auf das Wachstum bzw.
die Morphologie von Cpn haben wiirde. Deshalb wurden Transfektionsexperimente
durchgefiihrt, bei denen HEp-2 Zellen transient mit einem c-Jun Plasmid transfiziert
wurden, und 24 Stunden danach infiziert wurden. Nach weiteren 48 Stunden Kulti-

vierung wurde die Morphologie der Einschlusskérperchen im IFT untersucht.

A

Abb. 34: C. pneumoniae Einschliisse in c-Jun transfizierten HEp-2 Zellen 48 h
nach der Infektion. HEp-2 Zellen wurden mit einem c-Jun Plasmid transfiziert und 24
Stunden nach der Transfektion mit Cpn infiziert. 48 hpi wurden die Zellen fixiert und das
tiberexprimierte c-Jun Protein in einer indirekten Immunfluoreszenzféarbung (IFT) markiert.
Als Primérantikérper wurde dabei der Rabbit anti-c-Jun Antikérper verwendet, der auch
im Western Blot eingesetzt wurde (Cell Signaling Technology). Der Sekundérantikorper,
ein Anti-Rabbit IgG, war Alexa 568-markiert. Der chlamydiale Einschluss wurde gleich-
zeitig mitgefarbt. Der Priméarantikérper war ein Mouse Anti-Chlamydien-LPS Antikérper
und als Sekundéarantikorper wurde ein Anti-Mouse IgG verwendet, das FITC-markiert war.
(A) Dargestellt ist der Kontrollansatz (Transfektion mit Kontrollplasmid), in dem nur die
chlamydialen Einschliisse gut anfirbbar waren. Das Protein c-Jun war nicht nachweisbar.
(B) Dargestellt sind die c-Jun transfizierten Zellen, in denen das Protein c-Jun im Zellkern
rot fluoreszierte. Die Grofe und die Form der Einschlusskoérperchen entsprach denen im
Kontrollansatz. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines repréasentativen Experimentes, n=3.

Es wurden jedoch keine Unterschiede in der Grofe oder der Form der Einschluss-
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kérperchen festgestellt (Abbildung 34).

Da nur der IFT allein nicht aussagekriftig genug ist, ob eine c-Jun Uberexpression
Einfluss auf die Entwicklung von Cpn hat, wurden zuséatzlich auch Wiederanzucht-
experimente von c-Jun transfizierten und infizierten Zellen gemacht. Damit sollte
gepriift werden, ob es evtl. durch die Transfektion zu Unterschieden in der Replika-
tion der Chlamydien kommt. Die Auswertung der Wiederanzuchtexperimente ergab
jedoch, dass sich die Rate der Wiederanzucht zwischen Zellen, die mit dem Kon-
trollplasmid transfizierten wurden und Zellen, die mit dem c-Jun Plasmid transfiziert
wurden, nicht signifikant unterscheidet (Abbildung 35). Beide Wiederanzuchtraten
waren geringer als bei den Kontrollzellen, die nicht transfiziert wurden. Die geringere
Anzucht von Cpn aus transfizierten Zellen ist vermutlich damit zu erkldren, dass jedes
Transfektionsereignis einen nicht unerheblichen Zellstress auslost. Dadurch dass die
Wirtszellen gestresst waren, konnten auch die Chlamydien nicht optimal wachsen wo-
durch es, verglichen mit den Kontrollzellen, in allen transfizierten Zellen zu geringeren
Wiederanzuchtraten kam. Eine starke Uberexpression von c-Jun in den mit dem c-Jun
Plasmid transfizierten Zellen wurde im Western Blot nachgewiesen (Ergebnis nicht
gezeigt). Ein spezifischer Effekt der c-Jun Uberexpression auf die Wiederanzucht von

Cpn konnte nicht gezeigt werden.
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Abb. 35: Wiederanzucht von Cpn aus c-Jun transfizierten Zellen. HEp-2 Zellen, die
zunéchst mit einem c-Jun Vektor bzw. einem Kontroll-Vektor transfiziert wurden, wurden 24
Stunden nach der Transfektion mit Cpn infiziert. Zur Kontrolle wurden Zellen mitgefiihrt, die
nicht transfiziert wurden. 48 hpi wurden von den drei Ansdtzen Wiederanzuchtexperimente
durchgefiihrt. Die Wiederanzuchtrate von Cpn (angegeben in relativen IFUs) aus Zellen, die
c-Jun tiberexprimiert hatten, unterschied sich kaum von denen, die mit dem Kontroll-Vektor
transfiziert waren. Dargestellt ist das Ergebnis aus vier unabhéngigen Experimenten, n=4.

5.10 Regulation von AP-1 Proteinen in C. pneumoniae infi-

zierten Monozyten

In Monozyten persistiert Cpn auf natiirliche Weise und bildet sehr kleine, aberrante

Einschlusskérperchen aus (Abbildung 36).

Es wird angenommen, dass Cpn Monozyten als Vektoren nutzen, so dass die Chla-
mydien durch diese Zellen im gesamten Korper verbreitet werden konnen. Die Beson-
derheit dabei ist, dass Cpn in Monozyten persistiert. Das Monozyten-Persistenzmodell
wurde in dieser Arbeit zusétzlich gewéhlt, um zu untersuchen, ob AP-1 Proteine in
einer persistierenden Infektion im Vergleich zu einer akuten Infektion unterschied-
lich reguliert sind. Aus diesem Grund wurden in Cpn infizierten Monozyten durch
Western Blot Analysen der Nachweis an AP-1 Proteinen in Ganzzellextrakten durch-
gefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass alle nachgewiesenen AP-1 Proteine durch die

Infektion mit lebenden Cpn 48 und 72 hpi hochreguliert werden (Abbildung 37).
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)

Abb. 36: Persistenz von Cpn in einem Monozyten. Cpn persistiert auf natiirliche
Weise in Monozyten und bildet, wie hier dargestellt, nur sehr kleine aberrante Einschliisse
aus. Cytospins von infizierten Monozyten wurden 72 hpi angefertigt, fixiert und im direkten
IFT gefarbt. Zur Kontrolle der Monozyteninfektion wurde der IFT bei jedem Experiment
mitgefiihrt.

In den Kontrollzellen waren in geringen Mengen nur die Proteine c-Jun und JunD
nachweisbar. Alle anderen AP-1 Proteine waren in unstimulierten Monozyten nicht
detektierbar. Die Proteine JunB, JunD und FosB waren durch die geringere Infekti-
onsdosis von 10 [FUs/Zelle sogar noch stiarker hochreguliert als durch die hohe Dosis
von 30 IFUs/Zelle. Auch durch die Stimulation mit Hitze inaktivierten Cpn war eine
erhdhte Menge an AP-1 Proteinen im Vergleich zu den Kontrollzellen nachweisbar.
Der Effekt der Hochregulation ist also nicht auf lebende Chlamydien beschréankt.

Die AP-1 Bindungsaktivitdt wurde daraufhin auch in den infizierten Monozyten
untersucht. Die Abbildung 38 zeigt, dass 24 hpi die AP-1 Bindungsaktivitét durch die
Cpn-Infektion und durch Hitze inaktivierte Cpn im Vergleich zu den Kontrollzellen
erhoht ist. Der Nachweis eines AP-1 Signals im EMSA war zu den Zeitpunkten 48
und 72 hpi trotz mehrfacher Wiederholung des Experimentes nicht méoglich.

Da gezeigt werden konnte, dass in Epithelzellen das AP-1 Signal durch CPAF
herunterreguliert ist, war die Frage, ob auch in Monozyten zum Zeitpunkt 48 und
72 hpi wiahrend der Herstellung der Kernextrakte die AP-1 Proteine abgebaut wer-
den. Fiir die Klarung dieser Frage wurden Ganzzellextrakte von infizierten und nicht-
infizierten Monozyten im Western Blot auf CPAF untersucht um zu kléren, ob CPAF

in infizierten Monozyten vorhanden ist oder nicht. Infizierte HEp-2 Zellen wurden als

91



5 KERGEBNISSE

48 hpi 72 hpi

& » <&
<« » € »

c-Jun | D g - --d

JunB — e

g 1 I B -1 i
FosB “.. “...

ATF-2 -— — coamg -

[AKIN | - g v s s v
Cpn 10 IFUs/Zelle - + - - - + - ;
Cpn 4 IFUs/Zelle - - + - - - + ,
inaktivierte Cpn - - - + - - - ¥

Abb. 37: Erhohte Expression von AP-1 Proteinen in infizierten Monozyten 48
und 72 hpi. Je 2 x 10° Monozyten wurden sowohl mit einer hohen und einer niedrigen Dosis
an lebenden als auch mit Hitze inaktivierten Cpn infiziert. Die Dosis an Hitze inaktivierten
entsprach dabei der hohen Dosis lebender Cpn. Zu den Zeitpunkten 48 und 72 hpi wurden
Ganzzellextrakte fiir die Untersuchung im Western Blot hergestellt. Alle nachgewiesenen
AP-1 Proteine konnten in allen stimulierten Zellen in erhohten Mengen nachgewiesen werden.
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment, n=2.

Positivkontrolle mitgefiihrt. Es wurde bei beiden Zelllinien zu den Zeitpunkten 24, 48
und 72 hpi die Extrakte geerntet. Die Protease war nur in infizierten HEp-2 Zellen zu
den Zeitpunkten 48 und 72 hpi nachweisbar (Abbildung 39). In infizierten Monozyten
war CPAF nicht detektierbar. Lediglich eine unspezifische Bande bei einem Moleku-
largewicht von 50kDA trat unabhéngig von der Zelllinie und vom Infektionsstatus
bei allen Proben auf. Das fehlende AP-1 Signal 48 und 72 hpi im EMSA, kann somit
bei Monozyten nicht auf die Protease CPAF zuriickgefiihrt werden.
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AP-1 Signal —»

ungebundene Sonde ——»

Cpn 10 IFUs/Zelle -+ - -
Cpn 4 IFUs/Zelle - - -

inaktivierte Cpn - - -+

Abb. 38: Nachweis der AP-1 Bindungsaktivitit in infizierten Monozyten 24 hpi.
Gel-Shift-Analyse aus Kernextrakten von Monozyten, die mit einer hohen Dosis, einer nied-
rigen Dosis und mit inaktivierten Cpn infiziert waren. Durch Zugabe einer 3?P-radioaktiv
markierten Sonde, die die AP-1 Bindungssequenz beinhaltete, entstanden Komplexe aus
AP-1 Proteinen und der Sonde. Diese Komplexe wurden in 5%igen Polyacrylamidgelen ge-
trennt von ungebundener Sonde und unspezifischen Komplexen und durch Autoradiographie
nachgewiesen. Die AP-1 Bindungsaktivitdt nimmt in Monozyten im Vergleich zu Kontroll-
zellen durch die Infektion mit lebenden und mit Hitze inaktivierten Cpn 24 hpi zu. Die
Abbildung zeigt ein repréasentatives Experiment, n=2.
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Abb. 39: Kein Nachweis von CPAF in infizierten Monozyten. In Monozyten, in
denen Cpn persistiert, kann CPAF zu keinem Zeitpunkt nach der Infektion mit Cpn nach-
gewiesen werden. Ein Nachweis der chlamydialen Protease CPAF war nur in infizierten
HEp-2 Zellen 48 und 72 hpi im Western Blot moglich. Der verwendete polyklonale Rabbit
anti-CPAF-Antikorper detektierte das Volllangeprotein (70kDa), CPAF. (35/37kDa) und
CPAF,, (29kDa). Aukerdem wurde eine unspezifische Bande bei einem Molekulargewicht
von 50kDa auch bei nicht-infizierten Zellen detektiert. Dargestellt ist ein représentatives
Experiment, n=3.
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6.1 AP-1 reguliert fiir C. pneumoniae relevante zellulare Pro-
zesse

Zahlreiche Studien haben sich darum bemiiht zu kldren, wie sich bei Chlamydien
spezifische Eigenschaften zur Adaptation an die jeweiligen Wirtsorganismen heraus-
gebildet haben. Um ihre obligat intrazelluldre Lebensweise zu gewéhrleisten, haben
sie Strategien entwickelt ihre Wirtszelle so zu beeinflussen, dass sie ihre besondere Le-
bensart sichern konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde der Transkriptionsfaktor
AP-1 in Chlamydia pneumoniae (Cpn) infizierten Zellen untersucht. AP-1 ist an der
Regulation zahlreicher Gene beteiligt, die Inflammationsprozesse, Zellproliferation,
Differenzierung und Apoptose beeinflussen. Da Cpn in genau diese Prozesse eingreift,
um das intrazelluldre Uberleben zu gewihrleisten, war AP-1 Untersuchungsschwer-
punkt dieser Dissertation. AP-1 ist ein dimeres Protein, das sich aus Proteinen der
Jun-, Fos- und ATF- Familie zusammensetzt. Welche zellularen Ablaufe von AP-1
reguliert werden, héngt aber nicht nur von der Zusammensetzung des Transkripti-
onsfaktors ab, sondern auch von der Art des Zellstimulus, dem Differenzierungsstatus
der Zelle und von der betroffenen Zelllinie. AP-1 kann z.B. die Proliferation der einen
Wirtszelle stimulieren (z.B. Fibroblasten) in anderen aber deren Apoptose induzieren
(z.B. neuronale Zellen) [146]. Um zu untersuchen ob AP-1 unterschiedlich reguliert
wird in verschiedenen Cpn infizierten Zelllinien, wurde einerseits die epitheliale Zell-
linie HEp-2, in der der replikative Entwicklungszyklus durchlaufen wird, untersucht.
Andererseits wurden Monozyten infiziert, in denen Cpn persistiert.

Es ist bekannt, dass unter anderem die Expression des Transkriptionsfaktors Egr-1
durch die Infektion mit Cpn erhoht ist [137] und dadurch die Proliferation der Wirts-
zelle stimuliert wird. In einer Arbeit von Miller et al. wurde gezeigt, dass sowohl der
Transkriptionsfaktor NF-xB als auch AP-1 in humanen vaskuldren glatten Muskel-
zellen (VSMC - vascular smooth muscle cells) nach einer Infektion mit Cpn verstirkt
nachweisbar sind [109]. In dieser Studie wurde eine gesteigerte Proliferation der VSMC
nach der Infektion nachgewiesen, die auf eine regulatorische Beteiligung von AP-1 und

NF-kB vermuten liefs. Bereits 2 hpi konnten eine erhohte Bindungsaktivitit beider
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Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Genauere Untersuchungen zur funktio-
nellen Relevanz der AP-1 Hochregulation wurden nicht unternommen. Diese Studie
war bislang die einzige, die den Transkriptionsfaktor AP-1 im Zusammenhang mit

einer Chlamydieninfektion untersucht hat.

6.2 Rolle von AP-1 im Verlauf der akuten C. pneumoniae In-
fektion

In der frithen Phase der akuten Infektion (4 hpi) konnte eine Hochregulation der Pro-
teine c-Jun, c-Fos, FosB und ATF-2 im Western Blot nachgewiesen werden. Ebenso
konnte eine Phosphorylierung als Marker der Aktivierung von c-Jun und ATF-2 ge-
zeigt werden. Im EMSA wurde eine verstarkte AP-1 Bindungsaktivitat zur gleichen
Zeit nach der Infektion mit Cpn gemessen. Damit wurde gezeigt, dass AP-1 funktio-
nell aktiv im Kern vorlag und an die Promotorsequenz binden konnte. Die Induktion
von AP-1 in der frithen Phase einer Cpn-Infektion konnte eine Beteiligung dieses
Transkriptionsfaktors an einer Immunabwehrreaktion darstellen. Es ist bekannt, dass
nach einer Infektion mit Cpn proinflammatorische Zytokine induziert werden [180].
Das Zytokin IL-8 ist nach einer Infektion mit Cpn in erhohten Mengen nachweisbar,
was eine schnelle transendotheliale Migration von polymorphnukleiren Neutrophilen
in der Lunge zur Folge hat ([112],[169]). Da das Gen fiir IL-8 eine AP-1 Bindungsstelle
in seinem Promotor hat, unterliegt dieses Zytokin einer AP-1 abhéngigen Regulati-
on [171]. In einer anderen Forschungsarbeit von Schmeck et al. wurde nachgewiesen,
dass auch nach einer Infektion von BEAS-Zellen mit dem Bakterium Streptococcus
pneumoniae IL-8 in erhohten Mengen nachweisbar ist, was ebenfalls auf die Bindung
von AP-1 an den IL-8 Promotor erklart wurde [143].

Es wird vermutet, dass die Bedeutung der frithen AP-1 Hochregulation nicht nur
in der Regulation inflammatorischer Prozesse liegt, sondern auch die Proliferation
der Zellen beeinflusst wird. Cosenza et al. schilderten in einer Studie, dass ¢-Jun und
c-Fos fiir die Progression des Zellzyklus benotigt werden [40]. Des Weiteren wurde
bereits gezeigt, dass Cyclin D1, ein Regulator des Zellzyklus, einer AP-1 abhéngigen
Regulation unterliegt [16]. Als weiterfiihrendes Experiment zu der vorliegenden Arbeit

konnte untersucht werden, ob Cyclin D1 durch die Cpn-Infektion beeinflusst ist und
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ob durch Inhibition von AP-1 dieser Effekt negativ reguliert wird.

Da durch Hitze inaktivierte Cpn auch eine verstiarkte AP-1 Bindungsaktivitat
hervorgerufen wurde, ist zu vermuten, dass dieser Effekt durch chlamydiales LPS
oder ein anderes chlamydiales Antigen ausgelost wurde. Chlamydiales LPS konnte
an den TLR-4 binden und dadurch eine Signalkaskade in Gang setzen, die zur Ak-
tivierung von AP-1 fiihrt. In einer Studie von Patel et al. wurde dieser Weg bereits
beschrieben [125]. Fiir die Regulation von AP-1 sind die MAPK Signaltransduktions-
wege von entscheidender Bedeutung. In Versuchsanséitzen, bei denen zur Kontrolle
mit E. coli-LPS stimuliert wurde, konnte ebenfalls eine erh6hte Menge an AP-1 Pro-
teinen nachgewiesen werden (Ergebnis nicht gezeigt). Dieser Befund zeigt, dass die
frithe AP-1 Hochregulation offensichtlich LPS-abhéngig ist und nicht spezifisch fiir
lebende Chlamydien ist. Dass LPS fiir die chlamydiale Infektivitit sehr wichtig ist,
zeigte eine Studie, bei der ein chlamydialer LPS-Antikérper zu dem Infektionsansatz
gegeben wurde und damit eine Infektion mit Cpn verhindert wurde [127].

Als einziges der untersuchten Proteine wurde JunB durch die Infektion mit Cpn in
der frithen Phase (4 hpi) nicht beeinflusst. Eine mégliche Erklarung dafiir konnte sein,
dass JunB ein negativer Regulator der Zellproliferation in verschiedenen Zelltypen ist
(]124],[160]). Generell wird JunB als Antagonist von c-Jun angesehen [146]. Nicht nur
in der Proliferation sondern z.B. auch in der Differenzierung von Keratinozyten wurde
eine gegensétzliche Funktion von JunB und c-Jun beschrieben [159], wobei c-Jun als
positiver und JunB als negativer Regulator der Proliferation gilt [9]. Wenn die Proli-
feration der Wirtszellen induziert wird, konnte das auch die Wachstumsbedingungen
fiir Cpn verbessern. Da durch die Induktion der Proliferation der Apoptose entgegen-
gewirkt wird, konnte sowohl das Uberleben der Wirtszelle als auch von Cpn gesichert
werden. Der Vorteil, der durch die Stimulation der Proliferation fiir Cpn entsteht,
liegt darin, dass sich der Erreger selbst verbesserte Wachstums- und Lebensbedin-
gungen schafft und seinen Lebensraum optimiert. Die Beobachtungen dieser Arbeit
stiitzen somit die bekannten Befunde, dass Cpn die Apoptose inhibiert und somit das
eigene Uberleben sichert [32].

Sukhatme et al. konnten zeigen dass c-Fos und Egr-1 (Early growth response-1)

oft coreguliert sind und die gleiche Kinetik haben [156], was die nachgewiesene Hoch-
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regulation von c-Fos in dieser Arbeit erklaren konnte. Ein Nachweis, dass Egr-1 durch
eine Cpn-Infektion erhoht ist, wurde bereits gezeigt [137]. Hier konnte nachgewiesen
werden, dass in der frithen Phase der Infektion sowohl die Egr-1 mRNA als auch
die Bindungsaktivitéit dieses Transkriptionsfaktors hochreguliert waren, wodurch die
Proliferation induziert wurde.

Die Untersuchung der AP-1 Proteine in der mittleren Phase des Infektionszyklus
(24 hpi) ergab, dass bei keinem der nachgewiesenen AP-1 Proteine ein Unterschied zur
Mediumkontrolle detektiert werden konnte. Auch bei der Analyse der AP-1 Bindungs-
aktivitdt zu diesem Zeitpunkt wurden keine Unterschiede durch die Cpn-Infektion
gemessen. Dies konnte bedeuten, dass die initiale Induktion einer Signalkaskade in
die Aktivierung von Effektorproteinen gemiindet ist, um zelluldre Prozesse wie Pro-
liferation und Differenzierung zu steuern. Die urspriingliche Induktion ist aber nicht
mehr nachweisbar, sondern nur noch ihre Auswirkungen waren jetzt detektierbar.

Die weiteren Analysen der AP-1 Proteine in der spaten Phase des Entwicklungs-
zyklus (48 und 72 hpi) wiesen ein erstaunliches Ergebnis auf. Es wurde eine erneu-
te starke Hochregulation der Proteine c-Jun und c-Fos detektiert. Auferdem wurde
nachgewiesen, dass c-Jun in seiner aktivierten Form vorlag, da eine deutliche Phospho-
rylierung dieses Proteins gezeigt werden konnte. Wichtig ist die Erkenntnis, dass nur
lebende Chlamydien zu den spéten Zeitpunkten diesen Effekt auf die AP-1 Proteine
haben, wéhrend tote Chlamydien keine Verdnderung hervorrufen. Die AP-1 Regula-
tion in der spaten Phase scheint ein spezifischer Effekt des intrazellularen Wachstums
der Chlamydien zu sein, der einen Gegensatz zu dem unspezifischen Effekt der frithen
Phase darstellt. Es wére denkbar, dass Cpn Effektorproteine in das Zytosol der Wirts-
zelle sezerniert und damit den AP-1 Signalweg direkt oder indirekt beeinflusst. Die
nachgewiesene Menge der anderen AP-1 Proteine (ATF-2, JunB, JunD und FosB) ist
zu diesem Zeitpunkt durch die Infektion mit Cpn verringert. Besonders deutlich ist
dieser Effekt am Protein ATF-2 bzw. phospho-ATF-2 zu erkennen. Fuchs et al. pu-
blizierten, dass ATF-2 durch N-terminale Phosphorylierung vor Ubiquitinierung und
somit vor Abbau geschiitzt ist [60]. Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass
nach der Infektion mit Cpn 48 und 72 hpi keine Phosphorylierungen mehr von ATF-2
nachweisbar sind (dosisabhéngiger Effekt), wird vermutet, dass das Protein ATF-2
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ubiquitiniert und vom Proteasom abgebaut werden kénnte. Die Proteine JunB, JunD
und FosB sind im Vergleich zu den nicht-infizierten Kontrollzellen hauptséchlich zum
Zeitpunkt 72 hpi stark vermindert. Somit ist auch zu diesem spéaten Zeitpunkt wieder
eine gegensatzliche Regulation von c-Jun und JunB wie schon zu dem untersuchten

frithen Zeitpunkt nach der Infektion nachgewiesen worden.

Zu Beginn der Arbeit wurde hauptséichlich die AP-1 Bindungsaktivitdt mit Hil-
fe des EMSAs (electrophoretic mobility shift assay) untersucht, weshalb erst davon
ausgegangen wurde, dass alle AP-1 Proteine in der spiten Phase der Infektion mit
Cpn herunterreguliert sind. In der Untersuchung der isolierten Kernproteine im Wes-
tern Blot zeigte sich ebenfalls eine deutlich verminderte Menge aller untersuchter
AP-1 Proteine bei Cpn infizierten Zellen, was auf eine verminderte Proteinexpression
der AP-1 Proteine vermuten liefs. Daraufhin wurden durch transiente Transfektion
mit einem c-Jun Plasmid in den Zellen eine erhohte c-Jun Expression induziert. Es
wurde angenommen, dass Cpn den Transkriptionsfaktor AP-1 herunterreguliert, weil
dieser auch als Regulator vieler Apoptose relevanter Gene beschrieben wird. Durch
die transiente Transfektion wurde angenommen, in den HEp-2 Zellen Apoptose zu
induzieren. Zellen, die c-Jun iiberexprimierten, wurden im IFT angefarbt um zu un-
tersuchen, ob und wie die Transfektion das Wachstum der Chlamydien beeinflusst.
Uberraschender Weise wurden keine Unterschiede in der Morphologie der Inklusionen
festgestellt. Die Grofe der Einschliisse war in transfizierten Zellen nicht auffallend
unterschiedlich im Vergleich zu nicht transfizierten Kontrollzellen bzw. Zellen, die
mit einem Kontrollplasmid transfiziert wurden. Auch die Untersuchung, ob in c-Jun
transfizierten Zellen Apoptose-relevante Proteine (Bim, Bid, Mcl-1) beeinflusst wer-
den, wurde im Western Blot untersucht, aber keines dieser Proteine war durch die
Transfektion verdndert (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies fithrt zu der Annahme das
eine c-Jun Uberexpression allein nicht zur Induktion von Apoptose in HEp-2 Zellen

fiihrt.

Es bleibt zu kléren, an welcher Stelle der Signalkaskade Cpn eingreift, um in der
spaten Infektionsphase AP-1 Proteine unterschiedlich zu regulieren. Ein bekanntes

Effektorprotein von Cpn, das dabei eine Rolle spielen konnte, ist CPAF.
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6.3 AP-1 Proteine - neu identifizierte Targets von CPAF

Die chlamydiale Protease CPAF ist Untersuchungsschwerpunkt vieler Forschungsar-
beiten gewesen, weshalb mittlerweile viele zellulare Targetproteine bekannt sind. Es
wurde nachgewiesen, dass CPAF in allen Chlamydienspezies vorkommt, was darauf
hindeutet, dass es evolutionir konserviert und generell fiir das intrazelluldre Uberle-
ben wichtig ist [44]. Die Transkriptionsfaktoren USF-1 und RFX5 sind identifizierte
Targetproteine von CPAF. Ein weiteres Substrat ist Keratin 8, das Bestandteil von
Intermediarfilamenten ist, die wiederum an der Ausbildung des Zellgeriists beteiligt
sind. Es ist moglich, dass erst durch die Degradation von Keratin 8 der chlamydiale
Einschluss auf seine enorme Grofe heranwachsen kann und Zellorganellen verdrangt
werden [43]. Auch das MHC kostimulierende Molekiil CD1d wird von CPAF abgebaut
[88] und erst kiirzlich wurde das Protein Nectin-1, ein Adhésionsmolekiil, als Target
von CPAF beschrieben [157]. Des Weiteren wurden die proapoptotischen ,,BH3-only*
Proteine als mogliche Targetproteine von CPAF beschrieben [128]. Auch in der Arbeit
von Fischer et al. konnte der Abbau von ,BH3-only* Proteinen in Chlamydien infizier-
ten Zellen nachwiesen werden. Bei dem untersuchten Protein Bim waren jedoch keine
Proteinfragmente im Western Blot nachweisbar, was auf einen vollsténdigen Abbau
zuriickgefiihrt wurde [56]. Es wurde angenommen, dass durch die Chlamydieninfek-
tion eine Modifikation von Bim stattfindet, was dann wiederum zum vollstdndigen
Abbau durch das zelluldre Proteasom fiihrt. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden
niemals Spaltprodukte beim Abbau detektiert, sondern die untersuchten AP-1 Pro-
teine verschwanden bei Proben, die mit CPAF in Kontakt kamen, vollstdndig. Warum
so viele unterschiedliche Proteine von CPAF erkannt und abgebaut werden kénnen,

ist bis heute nicht geklart.

Chlamydien produzieren von CPAF zunéchst eine katalytisch inaktive Vorstufe,
die wahrscheinlich durch einen autokatalytischen Prozess die aktiven Formen CPAF,,
und CPAF. hervorbringt. Diese Prozessierung und die intramolekulare Dimerisie-
rung dieser beiden Unterproteine sind fiir die Bildung des katalytisch aktiven CPAF-
Proteins ausschlaggebend. Da ein starker Abbau von AP-1 Proteinen erst bei der

Untersuchung von Zelllysaten (Kernextrakte, Kombination von Lysaten im Degrada-
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tion Assay) jedoch nicht in Ganzzelllysaten (zutreffend fiir c-Jun und c-Fos) detek-
tiert wurde, konnte die Aktivierung bzw. die Prozessierung von CPAF erst in den
Lysaten induziert werden, jedoch nicht in der intakten Zelle. Dass die AP-1 Proteine
ATF-2, JunB, JunD und FosB in der spéten Phase des Entwicklungszyklus in den
untersuchten Ganzzellextrakten herunterreguliert waren, muss nicht zwingend durch
CPAF bedingt sein. CPAF konnte seine volle proteolytische Aktivitdt erst dann zur
Geltung bringen, wenn die Zelle sich in das Stadium der Lyse begibt. Dafiir spricht,
dass CPAF erst in der spaten Phase des Entwicklungszyklus nachweisbar ist. Viel-
leicht ist der unspezifische Abbau vieler Proteine durch CPAF fiir die Freisetzung
der Elementarkorperchen am Ende des Zyklus von Vorteil. Es gibt bereits Hinweise,
dass CPAF die Lyse der Zelle einleiten konnte und so die Freisetzung der infektiosen
Formen erleichtert [123].

Die Degradation einiger der aufgefiihrten Targetproteine von CPAF kann durch
Zugabe des Proteasominhibitors Lactacystin verhindert werden ([182],[123]). Jedoch
ist die eigentliche Funktion von Lactacystin die irreversible Inhibition des 20S Pro-
teasoms. Die Inhibition kommt durch die kovalente Bindung an das N-terminale
Threonin in der katalytischen [-Untereinheit zustande [54]. Wieso es durch Lacta-
cystin zur Inhibition von CPAF kommt ist noch nicht ausreichend geklart. Huang et
al. stellten die Hypothese auf, dass Lactacystin auch kovalent an CPAF bindet und
dadurch dessen Aktivitét inhibiert [79].

In HEK293 Zellen fithrt die CPAF Induktion nicht nur zum Abbau von c-Jun und
ATF-2 sondern interessanter Weise auch zur Induktion von c-Fos. Dieses Resultat
stellt einen Widerspruch zu den Ergebnissen aus den Kernextrakten dar, in denen
c-Fos auch abgebaut wurde. Eventuell kann CPAF doch nicht alle AP-1 Proteine ab-
bauen sondern nur einige. Die, die nicht degradiert werden kénnen, werden vermutlich
auf anderen Wegen abgebaut, da sie nicht mehr geniigend Dimerisierungspartner fin-
den. Warum allerdings c-Fos durch die CPAF Induktion auch induziert wird, konnte
in dieser Arbeit nicht aufgeklart werden. Es wére auch moglich, dass dimere Proteine
von CPAF nicht abgebaut werden, sondern nur die Einzelproteine. Zu klaren ware
wie stabil Dimere im Gegensatz zu Einzelproteinen sind.

Aus den unterschiedlichen Ergebnissen der Untersuchungen von einerseits den
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Zytoplasma- und Kernextrakten und andererseits den Ganzzellextrakten wurde ge-
schlussfolgert, dass AP-1 Proteine wahrend der Herstellung der Zytoplasma- und
Kernextrakte abgebaut werden. Bei dieser Methode wurde ein Lysispuffer verwendet,
der im Gegensatz zu dem Lysispuffer fiir die Herstellung der Ganzzellextrakte, sehr
mild ist. Die proteolytischen Proteine behalten ihre Aktivitat, weshalb PMSF und ein
Protease-Inhibitor Cocktail zugesetzt wurden, um einen Abbau zu verhindern. Die-
se Inhibitoren haben allerdings keine Wirkung auf die chlamydiale Protease CPAF.
Lediglich Lactacystin hat eine nachgewiesene inhibitorische Wirkung auf CPAF und
wurde deshalb den Ansétzen bei der Herstellung von Kernextrakten zugesetzt. Der
Abbau des AP-1 Proteins c-Jun wurde dadurch tatséchlich zum Teil verhindert, was
die Vermutung bestétigte, dass der Abbau wiahrend der Herstellung der Proben statt-
fand. Warum dennoch ein Grofteil degradiert wurde, ist unklar. Die Ursachen sind
aber vermutlich methodisch bedingt. Md&gliche Ursachen konnten sein, dass eine zu
geringe Konzentration an Lactacystin verwendet wurde oder mit ungiinstigen Inku-
bationszeiten und/oder -temperaturen gearbeitet wurde.

Schlussfolgerung ist, dass Proteinanalysen in der spiaten Phase des Entwicklungs-
zyklus von Cpn schwer moglich sind, da aufgrund der Methodik die Gefahr besteht,
dass die zu untersuchenden Proteine wéhrend der Aufarbeitung durch die chlamy-
diale Protease CPAF abgebaut werden. Deshalb sollte zu Beginn einer Untersuchung
von Proteinen in Chlamydien infizierten Zellen zunéchst in einem Degradations Assay
untersucht werden, ob diese von CPAF abgebaut werden. Ist dies der Fall sind die
Ergebnisse aus Untersuchungsmethoden wie EMSA und Immunprézipitation bei Zeit-
punkten, zu denen viel CPAF nachweisbar ist, mit Vorsicht zu interpretieren und nur
zuldssig, wenn ein methodisch bedingter Abbau auszuschliefsen ist. Aus diesem Grund
wurden die Ergebnisse von durchgefiihrten Immunprézipitationsanalysen zur Bestim-

mung von Dimerisierungspartnern von AP-1 Proteinen nicht in dieser Arbeit gezeigt.

6.4 Auswirkungen einer AP-1 Blockierung auf die Entwick-
lung von C. pneumoniae

Da festgestellt wurde, dass die bedeutendsten AP-1 Proteine c-Jun und c-Fos, die

einen sehr starken Transaktivator bilden, in der frithen und der spéiten Phase des
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Entwicklungszyklus von Cpn hochreguliert sind, wurde nach geeigneten Inhibitoren
gesucht um die funktionelle Bedeutung auf indirektem Weg zu beschreiben. Es sind
mehrere AP-1 Inhibitoren wie TanshinoneIIA ([85],[91],[122]), NDGA ([121],[101])
und Curcumin ([17],[147]) beschrieben. Letzterer ist auch als Inhibitor fiir NF-xB
beschrieben ([58],[80]) und wurde deshalb in dieser Arbeit nicht verwendet.

Tanshinone ITA ist als AP-1 Inhibitor gut etabliert [103]. Um die Inhibition von
AP-1 zu iberpriifen, wurden Tanshinone ITA im EMSA getestet, wobei eine deutlich

verminderte AP-1 Bindungsaktivitiat 4 hpi gemessen wurde.

Als weiterer AP-1 Inhibitor wurde NDGA getestet, da diese Substanz als AP-1
Inhibitor in anderen Forschungsarbeiten eingesetzt wurde [121]. Es zeigte sich, dass
auch bei seiner Verwendung, Cpn infizierte Zellen kleine Einschlusskérperchen bilden.
Ballatori und Wang konnten zeigen, dass NDGA das ATP-Level der Zelle reduziert
[18], was eine mogliche Erklarung fiir die geringe Grofe der Inklusion sein konnte.
Chlamydien sind Energieparasiten und benétigen das ATP der Wirtszelle. Da der
Einfluss von NDGA auf die Zelle jedoch sehr vielfaltig ist (z.B. Lipoxygenase Inhibitor
[4]) und sich nicht spezifisch auf AP-1 Proteine beschréankt, wurde nur Tanshinone ITA

in den weiteren Experimenten fiir die AP-1 Inhibition eingesetzt.

Nachdem eine verminderte AP-1 Bindungsaktivitat nachweisbar war, wurde unter-
sucht, ob der Inhibitor auch Auswirkungen auf die Proteinmengen der AP-1 Proteine
hat. Es stellte sich heraus, dass die Expression von c-Jun und phospho-c-Jun durch
Tanshinone ITA deutlich verringert ist. Die Proteine c-Fos und ATF-2 waren jedoch
nicht beeintrachtigt. Da das Gen fiir c-Jun in seinem Promotor selbst auch eine AP-1
Bindestelle trégt, kontrolliert das Protein c-Jun seine eigene Expression [11]. Ist al-
so durch Tanshinone ITA die Bindung von c-Jun an die DNA blockiert, so ist auch
die Autoregulation blockiert und damit die verminderte Proteinmenge zu erkléren.
Die Proteine c-Fos und ATF-2 scheinen nicht einer Autoregulation zu unterliegen. In
c-Jun transfizierten Zellen ist im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen bzw. solchen,
die mit einem Kontrollvektor transfiziert wurden, im Western Blot eine enorme Zu-
nahme an c-Jun detektierbar. Solch eine starke Erhéhung der Proteinmenge konnte

in ATF-2 transfizierten Zellen nicht gemessen werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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6.4.1 Auswirkungen der AP-1 Inhibition auf die Morphologie von C.
pneumoniae

Wird Tanshinone ITA nach der Infektion zu den Zellen gegeben, so durchlauft Cpn
nicht mehr den replikativen Entwicklungszyklus, sondern bildet nur sehr kleine Ein-
schlusskorperchen wie sie auch bei persistierenden Infektionen gefunden werden. Die
Tatsache, dass die AP-1 Inhibition die Ausbildung einer , Persistenz-ahnlichen* Infek-
tion zur Folge hat, stellt einen der wichtigsten Befunde dieser Arbeit dar. Die vier
wesentlichen Charakteristika persistierender Infektionen wurden an Tanshinone ITA

behandelten Zellen nachgewiesen. Diese Merkmale sind:

e Es sind deutlich kleinere Einschliisse nachweisbar.

e Die Morphologie der Einschlusskorperchen ist verandert. Die Retikularkorper-
chen (RK) sind grofer und es findet keine Redifferenzierung zu Elementarkor-

perchen (EK) statt.

e Eine Anzucht aus dem persistierenden Zustand ist nicht moglich, da keine in-

fektiosen EK vorhanden sind.

e Persistenz ist reversibel, d.h. durch die Authebung des Persistenzstimulus kommt
es zum Wiedereintritt in den replikativen Entwicklungszyklus (RK redifferen-

zieren zu EK).

Alle diese Persistenzmerkmale waren bei der Behandlung von infizierten HEp-2
Zellen mit Tanshinone ITA erfiillt. Wir postulieren deshalb einen neuen Mechanismus
zur Induktion der Persistenz von Cpn. Uber die Inhibition des Transkriptionsfak-
tors AP-1 mittels Tanshinone ITA tritt Cpn in das Persistenzstadium ein. Daraus ist
zu schliefsen, dass der eukaryontische Transkriptionsfaktor AP-1 fiir den Ablauf des

replikativen Entwicklungszyklus von Cpn enorm wichtig ist.

6.4.2 Auswirkungen der AP-1 Inhibition auf den Energiehaushalt

Um die funktionelle Relevanz von AP-1 wihrend des Entwicklungszyklus von Cpn zu

charakterisieren, wurde die Expression des Glucosetransporters-1 (Glutl), der einer
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AP-1 abhingigen Regulation unterliegt, in Chlamydien infizierten Zellen untersucht.
Es ist bekannt, dass Chlamydien diesen Rezeptor auf der Zelloberfliche erh6hen. Dies
wurde gezeigt von Ojcius et al. [117], die eine Zunahme zum Zeitpunkt 24 hpi nach
einer Infektion mit Chlamydia psittaci messen konnten. Aus diesem Grund wurde un-
tersucht, ob auch in dem hier gewéhlten Infektionsmodell mit Chlamydia pneumoniae
die Glutl Expression gesteigert ist und ob der AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA einen
Einfluss darauf hat. Die Glutl mRNA wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten des
Entwicklungszyklus in einer Real-time PCR gemessen. In der frithen Phase der Infek-
tion sind keine Verinderung der Glutl Expressionsrate messbar. Der Glutl mRNA
Gehalt nimmt in Cpn infizierten Zellen erst 48 hpi um die 5-fache Menge zu. Es kénn-
te sein, dass vorher der Energiebedarf der Zellen trotz Infektion noch nicht gesteigert
ist, da die Entwicklung von Cpn im Vergleich zu anderen Chlamydien Spezies relativ
langsam verlduft. Bei einer Infektion mit Chlamydia trachomatis, dessen Entwicklung
sehr schnell verlduft, ist das Glutl mRNA Level schon frither (24 hpi) erhdht (nicht
verdffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Jan Rupp). Das zu den frithen
Zeitpunkten noch keine Erhohung messbar ist, konnte auch daran liegen, dass die Zel-
len noch mit Glucose geséttigt sind, so dass der Energiebedarf zunéchst ohne externe
Zufuhr an Glucose gedeckt werden kann. Ojcius et al. konnten in C. psittact infizierten
HeLa-Zellen 24 hpi eine Erh6hung von Glutl um dem Faktor 1,93 messen [117]. Auch
diese Chlamydien Spezies durchléuft den Replikationszyklus deutlich schnelleren als
Cpn.

Bei infizierten Zellen, die zusétzlich mit Tanshinone ITA behandelt wurden, fand
zum Zeitpunkt 48 hpi keine Erhchung der Glutl Expression statt. Das konnte durch
die direkte AP-1 Inhibition erklédrt werden. Es konnte aber auch daran liegen, dass die
Inklusionen nicht zu ihrer iiblichen Grofe heranreifen konnte, sondern durch Tanshi-
none ITA sehr kleine Einschlusskérperchen gebildet wurden (Persistenz). Da Tanshi-
none ITA direkt nach der Infektion zugegeben wurde, aber der Effekt auf die Glutl
Expression erst 48 h nach der Infektion gemessen werden konnte, ist unklar, ob dies
noch direkte Auswirkungen der AP-1 Inhibition sind. Es wére auch moglich, dass die
frithe AP-1 Inhibition dazu fiihrt, dass die Zelle im Zellzyklusarrest verharrt, da AP-1

fiir die Proliferation notwendig ist. Dadurch kénnen auch die Chlamydien ihren Ent-
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wicklungszyklus nicht vollstdndig durchlaufen und sie treten in die Persistenz ein. In
der Persistenz laufen andere Signalwege ab, so dass AP-1 nicht mehr beeinflusst wird
und deshalb Glut1 nicht hochreguliert wird. Bei persistieren Chlamydien besteht auch
nicht mehr ein so grofter Bedarf an Glucose, weshalb auch kein Bedarf an der Hoch-
regulation von Glutl besteht. Es bleibt also unklar, ob tatséchlich Tanshinone ITA
spezifisch zu diesem Zeitpunkt noch die Glutl Expression iiber die AP-1 Inhibition
unterdriickt, oder ob die Tanshinone ITA Inkubation zu Beginn des Entwicklungszy-
klus andere Wege beeinflusst, die spater unspezifische, sekundire Auswirkung auf die
Glutl Expression haben.

Es wurde getestet, ob die Zugabe von TanshinoneIlA zu einem spéateren Zeit-
punkt Einfluss auf die Morphologie der Einschlusskérperchen hat. Das Ergebnis war,
dass die Einschliisse immer klein sind, unabhéngig von Zeitpunkt zu dem die AP-1
Inhibition erfolgte. Auch nach 24 hpi konnte durch Zugabe von Tanshinone ITA noch
immer Persistenz induziert werden. Da eine Beteiligung von AP-1 an der Regulation
von Glutl gezeigt wurde, wird vermutet, dass durch die Inhibition von AP-1 mittels
Tanshinone ITA den Cpn infizierten Zellen zu wenig Glucose zur Verfiigung steht und
Cpn deshalb in das Stadium der Persistenz eintritt. Wenn zu wenig Glucose vorhan-
den ist, miisste auch ein Mangel an ATP nachweisbar sein. Um dies zu {iberpriifen
wurde der ATP-Gehalt von Cpn infizierten Zellen gemessen, die kurz nach der In-
fektion mit Tanshinone ITA behandelt wurden. Der ATP-Gehalt dieser Zellen wurde
mit dem von Cpn infizierten Zellen verglichen, die nicht mit dem Inhibitor behandelt
wurden. Als Bezug wurden die Werte der Zellen gewéhlt, die weder infiziert noch mit
Tanshinone ITA behandelt wurden. Dass die eingesetzte Konzentration von Tanshino-
neITA nicht toxisch war, wurde in einem MTT-Assay tiberpriift und zusétzlich mit
einer Live-Dead Farbung kontrolliert.

Da kurz nach der Zugabe des Inhibitors Tanshinone ITA zu den infizierten Zellen
eine Abnahme des ATP-Gehaltes der Zelle gemessen wurde (6 hpi), muss es recht frith
nach der Infektion zu einer Beeinflussung AP-1 kontrollierter enzymatischer Regulati-
onsmechanismen, die mit dem Energiegehalt bzw. dem Metabolismus in Verbindung
stehen, kommen. Dies konnten z.B. Enzyme sein, die an der Glykolyse, dem Tri-

carbonsaurezyklus oder der Endoxidation (Atmungskette) beteiligt sind. Yamaji et
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al. konnten zeigen, dass iiber AP-1 Signalwege eine erhohte Expression des Enzyms
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) induziert wird [179]. Auch das
Enzym Hexokinase hat neben einigen anderen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfak-
toren auch eine AP-1 Bindungsstelle in seinem Promotor [107]. Beide Enzyme sind
fiir die Glykolyse unentbehrliche Katalysatoren.

Warum allerdings der ATP-Gehalt 12 hpi schon wieder auf dem Niveau der Kon-
trollzellen ist, bleibt unklar. Eine weiter Arbeit von Yaraei et al. zeigt, dass eine
Infektion mit Cpn zu einer Erhéhung des ATP-Gehalts in infizierten Mausmakropha-
gen fiihrt [181]. Yaraei et al. konnten ein erhdhtes ATP-Level 24, 48 und 72 Stunden
nach der Infektion messen, wobei zum Zeitpunkt 48 hpi die hochste Menge an ATP
im Bezug zu den Kontrollzellen gemessen wurde. Die verwendete Methode war die
gleiche, wie in der vorliegenden Arbeit, jedoch wurden die Kits zur Messung von ATP
von unterschiedlichen Herstellern bezogen. Zudem unterscheiden sich die untersuch-
ten Zelllinien voneinander. Diese Unterschiede und auch methodische Differenzen in
der Handhabung kénnten Grund fiir die verschiedenen zeitlichen ATP-Erhéhungen

sein.

6.5 Regulation von AP-1 Proteinen in C. pneumontae infizier-
ten Monozyten

In Monozyten persistieren Chlamydien auf natiirliche Weise. Chlamydien nutzen diese
Zellen dazu, sich im gesamten Organismus zu verbreiten. Durch die Persistenz wer-
den vermutlich chronische Krankheitsverlaufe verursacht. Da durch die Inhibition von
AP-1 durch TanshinoneITA in epithelialen HEp-2 Zellen Persistenz induziert wird,
wurden Monozyten mit Cpn infiziert, um die dort natiirlich entstehende Persistenz
mit der Tanshinone ITA induzierten Persistenz im Bezug auf den Transkriptionsfak-
tor AP-1 zu vergleichen. Es wurde angenommen, dass AP-1 in infizierten Monozyten
evtl. auch nur in sehr geringen Mengen nachzuweisen ist, da eine Inhibition von AP-1
in epithelialen Zellen zur Persistenz fithrte. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in
Cpn infizierten Monozyten alle untersuchten Proteine des Transkriptionsfaktors AP-1
hochreguliert sind, wobei eine Persistenz morphologisch in den Zellen nachgewiesen

wurde. In dieser Zelllinie ibernimmt AP-1 moglicherweise andere Funktionen. Dieser
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Befund gibt einen Hinweis auf die vielfdltigen Funktionsweisen dieses Transkriptions-
faktors und die Abhéngigkeit von der Zelllinie. Es ist zu vermuten, dass AP-1 in Cpn
infizierten HEp-2 Zellen eine andere funktionelle Relevanz hat als in infizierten Mo-
nozyten, zumal der Entwicklungszyklus von Cpn in diesen beiden Zelllinien hochst
unterschiedlich verlauft. Dafiir spricht, dass zu den spéten Untersuchungszeitpunkten
in den Cpn infizierten HEp-2 Zellen auch einige AP-1 Proteine in verringerter Men-
ge nachweisbar waren, wahrend alle untersuchten Proteine in Monozyten durch die
Infektion hochreguliert waren. Somit wurden Unterschiede in der AP-1 Regulation
zwischen den beiden Cpn infizierten Zelllinien entdeckt, was u.a. eine Ursache fiir die
unterschiedlichen Entwicklungszyklen darstellt.

Ein weiterer Befund dieser Arbeit ist, dass in Monozyten nach einer Cpn-Infektion
CPAF zu keiner Zeit nachweisbar ist. Ob CPAF generell im Persistenzstadium (z.B.
auch induziert durch IFN-v) nicht nachweisbar ist, bleibt zu tiberpriifen. Es ist je-
doch davon auszugehen, dass CPAF nur im Verlauf des replikativen Entwicklungszy-
klus gebildet wird. Die Untersuchung jeglicher Proteine in einer persistent infizierten
Zelllinie ist einfacher, da mit einem proteolytischen Abbau durch CPAF wahrend der
Probenaufarbeitung nicht zu rechnen ist.

Weitere Untersuchungen von infizierten Monozyten zeigten, dass im ELISA eine
deutliche Zunahme des Zytokins IL-8 im Uberstand infizierter Monozyten im Ver-
gleich zu nicht infizierten Zellen gemessen werden (Ergebnis nicht gezeigt). Es wére
moglich das AP-1 in diesem Infektionsmodell hauptséchlich eine immunregulatori-
sche Funktion iibernimmt. Da durch die Inkubation von Hitze inaktivierten Chlamy-
dien ebenfalls die Menge an nachweisbaren AP-1 Proteinen zunimmt, ist eine LPS-
abhéngige Aktivierung von AP-1 moglich. Der Einfluss von Hitze inaktivierte Cpn
auf die Hochregulation bei den Proteinen JunB, JunD, FosB und ATF-2 lasst zum
Zeitpunkt 72 hpi nach, jedoch ist dies nicht der Fall, wenn mit lebenden Bakterien
infiziert wurde. Im Zustand der Persistenz sind die Monozyten demnach durch die
Cpn-Infektion sténdig einem Signal ausgesetzt, dass zur AP-1 Stimulation fithrt. Um
auch hier die funktionelle Relevanz naher zu charakterisieren, konnte man in einem
weiterfithrenden Experiment ebenfalls den AP-1 Inhibitor Tanshinone ITA austesten,

um dann z.B. mittels Real-time PCR die Expression AP-1 regulierte Gene zu unter-
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suchen.

Da eine eindeutige AP-1 Regulation in beiden infizierten Zelllinien zu beobachten
war, lasst sich zusammenfassend sagen, dass der Transkriptionsfaktor AP-1 sowohl
in der akuten als auch in der persistenten Infektion von Cpn eine wesentliche Rolle
einnimmt. Die Bedeutung der AP-1 Regulation fiir Cpn koénnte bei einer akuten
Infektion in der Regulation der Glucoseaufnahme liegen, da der Glucosetransporter 1
durch AP-1 reguliert wird. Durch die Inhibition von AP-1 wird nachweislich Persistenz
induziert, was ebenfalls die umfangreiche Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors fiir
die Entwicklung von Cpn aufzeigt. Welche anderen Prozesse neben der Regulation
des Energiehaushalts aufserdem von AP-1 reguliert werden, muss noch untersucht
werden. Da Cpn von funktionell aktiven AP-1 abhéngig zu sein scheint, wéare dieses
Protein moglicherweise ein geeigneter Angriffspunkt fiir Therapiemaknahmen. Die
Schwierigkeit dabei ist, dass AP-1 ein zelltypspezifischer Regulator ist. Eine Inhibition
von AP-1 kénnte in der einen Zelllinie das chlamydiale Wachstum einddmmen, in einer
anderen Zelllinie aber moglicherweise den gegenteiligen Effekt bewirken.

Die in dieser Arbeit erbrachten Untersuchungen von Monozyten zeigen, dass AP-1
in diesem Zelltyp anders als in HEp-2 Zellen von Cpn reguliert wird, weshalb vermut-
lich andere zelluldre Prozesse beeinflusst werden. Auch hier stehen weitere Untersu-

chungen der funktionellen Bedeutung noch aus.
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