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1. Einleitung

1.1 Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae)

C. pneumoniae ist ein gramnegatives, humanpathogenes, obligat intrazellulares Bak-
terium, das erstmals 1965 aus dem Konjunktivalsekret eines Kindes in Taiwan und
1983 aus Rachenabstrichen eines Studenten mit Pharyngitis an der Universitat zu
Washington isoliert wurde. Nach der initialen Vermutung, einen Stamm des Bakte-
riums Chlamydia trachomatis isoliert zu haben, erbrachten genetische Homologie-
Analysen jedoch den Nachweis einer neuen Chlamydienspezies (10, 40, 42).

In serologischen Studien konnte die weite Verbreitung einer Infektion mit
C. pneumoniae aufgezeigt werden (12, 40, 41). Meist findet die primére Infektion mit
C. pneumoniae im Kindesalter (5-14 Jahre) statt, selten sind auch Antikdrper vor
dem 5. Lebensjahr nachzuweisen (41, 59). In der erwachsenen Bevolkerung ist eine
positive Seropravalenz von 50-80% mit 1gG-Antikérpern fur C. pneumoniae nach-
weisbar. Reinfektionen im Laufe des Lebens sind haufig und so ist auch bei éalteren
Menschen ein hoher Anteil an positiven serologischen Befunden zu erheben (10, 41,
59, 65). Meist verlaufen die Infektionen mit C. pneumoniae klinisch inapparent im
Rahmen einer Infektion des oberen Respirationstraktes. Insbesondere bei alteren
Menschen sind aber zum Teil auch schwerwiegende Pneumonien zu beobachten
(25, 40, 41, 60). In 1- 10% der Falle weltweit wird C. pneumoniae als Erreger ambu-
lant erworbener Pneumonien (CAP) gefunden (40, 59). Eine besondere Bedeutung
wird auch fir chronische und rezidivierende Infektionen mit C. pneumoniae in der
Entstehung chronisch obstruktiver Ventilationsstérungen, wie dem Asthma bronchia-
le und der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD), vermutet (10, 15, 55,
87, 98).

1.2 Immunologische Mechanismen der Lunge

Der obere und untere Respirationstrakt stellen die flachenmé&Rig gro3te epitheliale
Oberflache zur Umwelt dar. Neben dem Gasaustausch kommt ihm somit auch eine
wichtige Rolle in der Abwehr von Noxen, bakteriellen/viralen Erregern und Pilzen zu.
Im Bereich der Atemwege und Bronchien Gbernehmen die Atemwegsepithelien, den-

dritische und lymphomatoide Zellen wichtige Funktionen der angeborenen und er-
9



worbenen Immunabwehr. Eingeatmete Partikel und Mikroorganismen, die der Ab-
wehrfunktion der Atemwege entgehen konnten, gelangen in die Alveolen. Hier tber-
nimmt v.a. die zellvermittelte Immunabwehr (Alveolarmakrophagen (AM), Lymphozy-
ten und Granulozyten) die Elimination der Pathogene. Im pulmonalen Kompartiment
bilden die AM mit Uber 90% die erste Verteidigungslinie gegen inhalierte Partikel,
Mikroorganismen, Toxine (19, 50, 51) und Tumorzellen (92). Bei lungengesunden
Personen stellen AM in den distalen Atemwegen die einzige Population phagozytie-
render Zellen dar (74, 92).

Im Rahmen bakterieller oder viraler Infekte werden vermehrt neutrophile Granulozy-

ten, deren Anteil normalerweise <2% liegt, zur Bekampfung der Infektion angelockt.

1.3 Alveolarmakrophagen in der Abwehr respiratorischer Infektionen

In der Regulation unspezifischer Entziindungsreaktionen besitzen Makrophagen mit
ihrer Aufgabe zur Phagozytose, Antigen-Prozessierung und -Prasentation, Zytokin-
sekretion und T-Zellaktivierung, eine bedeutende Funktion (97). Pulmonale Epithel-
zellen, neutrophile Granulozyten und AM stellen aber auch Wirtszellen bei respirato-
rischen Infektionen fir C. pneumoniae dar (38, 54, 82,110). Fur die Entwicklung sys-
temischer und chronischer Infektionen mit C. pneumoniae scheint die Infektion der
peripheren mononuklearen Zellen von essentieller Bedeutung zu sein. So konnten
Gieffers et al. an Kaninchen nach einer intratrachealen Inokulation mit
C. pneumoniae eine systemische Dissemination Uber periphere mononukleare Zellen

aus der Lunge in das GefalRsystem aufzeigen (38).

AM entstammen zirkulierenden Blutmonozyten, die aus dem Blutkreislauf durch das
Lungengewebe in die Alveolen wandern. Die zirkulierenden Blutmonozyten werden
uber mehrere Vorstufen im Knochenmark gebildet (18). In der Gesamtheit stellen AM
eine heterogene Population dar, wobei sich die Subpopulationen morphologisch und
funktionell unterscheiden. Gemeinsame histologische Kennzeichen der AM sind ein
gelappter Zellkern, vakuolisiertes Zytoplasma sowie viele sekundéare Lysosomen und
Mitochondrien im Zytoplasma. lhre Gro3e betragt zwischen 12 und 42 pm, wo hin-
gegen Monozyten eine Gro6l3e von ca. 12 um aufweisen (92).

Im Rahmen unspezifischer Immunreaktionen auf ein Pathogen erkennen die sog.
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) Pathogen-

10



assoziierte molekulare Muster (PAMPSs). Zu den wichtigsten PRRs gehoren die Toll-
like Rezeptoren (TLR), von denen bislang 12 verschiedene Rezeptoren mit unter-
schiedlichen Liganden bekannt sind. TLR-2 erkennt hauptsachlich PAMPs gramposi-
tiver Bakterien, wie Lipoproteine, Lipopetide und Peptidoglykane. TLR-4 interagiert
v.a. mit dem Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien. Die Erkennung mikrobiolo-
gischer Komponenten durch TLRs fuhrt tGber intrazellulare Signaltransduktionskas-
kaden zu einer Expression von Genen, die unspezifische Entziindungsreaktionen
kontrollieren und die Bildung einer spezifischen Immunreaktion einleiten (6). Einen
besonderen Stellenwert nehmen hier die proinflammatorischen Zytokine (u.a. IL-1a,
IL-1B und TNF-a) ein. Der Transkriptionsfaktor NFkB (Nuklear Faktor kappa B) tiber-

nimmt eine zentrale Rolle in der Regulation dieser immunologischen Prozesse (6).

1.4 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

Die COPD ist weltweit eine der haufigsten Todesursachen mit zunehmender Ten-
denz. Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes verstarben 2011 in Deutsch-
land 29.324 Patienten an den Folgen der COPD, dies entsprach 3,4% aller Todesfal-

le (www.destatis.de, Todesursachenstatistk Deutschland).

Die Definition nach der ,Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease®
(GOLD) bezeichnet die COPD in der revidierten Leitlinie aus dem Dezember 2011
als eine vermeidbare und behandelbare Erkrankung mit einigen signifikanten extra-
pulmonalen Effekten, die zur Schwere der Erkrankung bei einzelnen Patienten bei-
tragen. Die pulmonale Komponente ist durch eine zumeist nur teilreversible Atem-
wegsobstruktion gekennzeichnet, die eine Progression aufweist und mit einer ausge-
pragten inflammatorischen Reaktion der Lunge und Atemwege auf inhalierte Partikel
oder Gase assoziiert ist (79).
Wie aus der Definition nach GOLD hervorgeht, stellt die chronische Entziindungsre-
aktion den wichtigsten pathogenetischen Faktor in der Krankheitsentstehung dar. In
histopathologischen Untersuchungen aus Biopsien der kleinen Atemwege konnte
eine direkte Korrelation zwischen dem Schweregrad der Entzindung und dem
Krankheitsstadium aufgezeigt werden (52).
Das Rauchen, als Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung einer COPD, beeinflusst die
immunregulatorischen Funktionen der Lunge. So konnte bei gesunden Rauchern
11



gezeigt werden, dass sich die AM in Anzahl, Morphologie und Funktionen verandern.
Bei gesunden Rauchern war im Vergleich zu Nichtrauchern eine insgesamt deutlich
erhohte Zellzahl mit einem signifikant vermehrten Anteil an AM in der bronchoalveo-
laren Lavage (BAL) nachzuweisen (93). Morphologisch kennzeichnen sich die AM
bei Rauchern durch einen vergré3erten Zelldurchmesser (50), eine vermehrte Pig-
mentierung, verstarkte Vakuolisierung und Vielkernigkeit. Es konnte weiter gezeigt
werden, dass Zigarettenrauch biologisch aktives Endotoxin enthalt (46), das bei
chronischer Exposition zu einer veranderten Expression proinflammatorischer Zyto-
kine fuhrt. Nach Exposition auf Zigarettenrauch ist eine vermehrte mRNA Expression
fur TNF-q, IL-18, IL-8 und MCP-1 in Zellen aus der BAL nachweisbar (44, 8).

Auf eine Stimulation humaner AM mit Endotoxin konnte in verschiedenen Studien in
vitro eine verminderte Sekretion fur die proinflammatorischen Zytokine und Chemo-
kine IL-1B (107), TNF-a (36, 108), IL-6 (67, 36) und IL-8 (27) bei Rauchern im Ver-
gleich zu Nichtrauchern aufgezeigt werden. Auch verandert eine chronische Exposi-
tion auf Zigarettenrauch das Oberflachenmarker-Profil der AM. Droemann et al.
konnten fir gesunde rauchende Probanden und COPD Patienten eine verminderte
Expression von TLR-2 auf AM darstellen (29). Fur TLR-4 konnten Sarir et al. eine
verminderte Oberflachen-Expression auf AM bei jedoch gleichzeitig erhdhter trans-
kriptioneller Aktivitat und vermehrtem TLR-4 Protein intrazellular nachweisen (86).
Die beschriebenen proinflammatorischen Reaktionen werden mutmalflich tber TLR-
4 vermittelt (28), wohingegen die Expression antiinflammatorischer Zytokine uber
TLRs weitgehend unveréandert erhalten bleibt (66).

Der Krankheitsverlauf der COPD ist durch eine fortschreitende Verschlechterung der
Lungenfunktion gekennzeichnet, die insbesondere durch rezidivierende Exazerbatio-
nen hervorgerufen wird (102). Exazerbationen sind bislang bei der COPD nicht ein-
heitlich definiert. Nach der aktuellen Leitlinie der Deutschen Atemwegsliga und Deut-
schen Gesellschaft fir Pneumologie und Beatmungsmedizin wird eine akute Exazer-
bation als Verschlechterung des Erkrankungsverlaufes definiert, welcher mit ver-
mehrter Dyspnoe und Veranderung der Hustensymptomatik einschlie3lich der Ex-
pektorationen einhergeht (102). Als mdgliche Ausléser- und Triggerfaktoren kommen
bakterielle/virale Infektionserreger in Betracht. So weisen Patienten mit einer chroni-
schen bakteriellen Kolonisation des Tracheobronchialsystems erhdéhte Konzentratio-
nen inflammatorischer Faktoren (z. B. TNF-a und IL-8) in der BAL auf (95). Patel et
12



al. konnten zeigen, dass eine chronische Kolonisation der unteren Atemwege mit
Bakterien auch in Phasen einer stabilen Erkrankungssituation zu einer gehauften
Exazerbationsrate fuhren kann (77).

Das Erregerspektrum umfasst neben den klassischen Erregern einer ambulant er-
worbenen Pneumonie (z. B. Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
und Moxarella catarrhalis) (49) auch atypische Bakterien wie Mycoplasmen und
Chlamydien (89).

C. pneumoniae scheint sowohl in der chronischen Kolonisation als auch als Erreger
akuter Exazerbationen eine Rolle zu spielen. Mehrere Studien konnten in 4-34%
einen Zusammenhang zwischen einer akuten Exazerbation einer COPD und einer C.
pneumoniae-Infektion aufzeigen (14, 56, 76). Auch in stabilen Phasen einer COPD
war ein positiver Nachweis von C. pneumoniae in 24-38% der COPD-Patienten mog-
lich (88, 16). Interessanterweise konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die
chronische Kolonisation mit C. pneumoniae in stabilen Erkrankungsphasen auch in

Zusammenhang mit erhfhten Exazerbationsraten steht (17).
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1.5 Nuklear Faktor kappa B (NFxB) in Inflammation und Apoptose

In der Regulation immunologischer Prozesse kommt dem Transkriptionsfaktor NFxB
eine bedeutende Funktion zu (siehe Abb. 1).

In unstimulierten Zellen liegt NFkB als inaktive Form, gebunden an IxB, im Zyto-
plasma vor. Durch rezeptorabhéngige Stimuli wird der IKK-Komplex aktiviert. Der
IKK-Komplex phosphoryliert 1xB, wodurch eine Degradation des IxB erfolgt. Dies er-
maoglicht NFkB vom Zytoplasma in den Zellkern zu translozieren, dort an die xB-
Promotersequenzen unterschiedlicher Gene zu binden und deren Transkription zu
regulieren (20). So wird in Makrophagen und Monozyten, nach der Stimulation mit
LPS, die Transkription einer Vielzahl an Genen u.a. IL-1, TNF-a und IL-8 (13, 24),
zelldifferenzierender und chemotaktischer Faktoren tber NFxB verstarkt. Weitere
physiologische Stimuli sind TNF-o, Leukotrien-B4 und IL-2, die durch Bindung an
ihre Rezeptoren NFxB in Makrophagen und Monozyten aktivieren (7, 73). Sowohl
LPS als auch TNF-a sind Stimuli fur die Expression von Chemokinen, die Uber NFkB
reguliert werden. Die Expression einzelner Chemokine Uber die Regulation von
NF«B scheint von dem jeweiligen Stimulus abhangig zu sein. TNF-a induziert die
Expression von CC- und CXC-Chemokinen, wahrend die Stimulation mit LPS allein
zu einer gesteigerten Expression der CC-Chemokine fuhrt (24).

Eine Vielzahl von Bakterien sind in der Lage NFkB in Makrophagen zu aktivieren.
Dazu zahlen unter anderem: Mycobacterium tuberculosis, Borrelia burgdorferi, Neis-

seria gonorhoeae (20) und Yersinia enterocolitica (84).

Neben der Modulation inflammatorischer Prozesse ist NFkB eng mit der Regulation
antiapoptotischer Proteine (TRAF2, clAP-1 und bcly, ...) verknipft (20).

Fur Monozyten-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass in C. pneumoniae infizierten
Zellen unter NFxB-Regulation das antiapoptotische Protein clAP-2 vermehrt expri-
miert wird (104). Ebenfalls konnte NFkB in einem akuten und chronischen Lungenin-
fektionsmodell mit C. pneumoniae in AM und alveolaren Epithelzellen nachgewiesen
werden (30).

In der Apoptoseregulation werden die extrinsischen Signaltransduktionswege (Akti-

vierung des Caspasen-Systems) von den intrinsischen Signaltransduktionswegen
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(mitochondriale Apoptose) differenziert, die jedoch zahlreiche Verknipfungspunkte
untereinander aufweisen.

Die wichtigste Effektor-Caspase stellt die Caspase 3 dar. Sie schneidet Proteine des
Zytoskeletts, nukleare Matrixproteine, Regulatoren des DNA-Reparatursystems und
Enzyme des RNA-Splicing (U1 assoziiertes 70 kDa Protein) (83).

Die mitochondrale Apoptose wird tber Proteine der Bcl-2 Familie reguliert, die in Pro-
teine mit pro- und antiapoptotischer Aktivitat unterteilt werden kénnen. Zu den Inhibi-
toren der Apoptose werden u.a. Bcl-2 und Bcl-x gezahlt, zu den Triggern der Apop-
tose gehoren die sog. ,BH3-only Proteine®, Bax, Bak und Bok(5).

Sowohl die pro- als auch die antiapoptotischen Proteine fungieren als Membranka-
nalproteine, Uber die der Efflux von Zytochrom ¢ aus dem intermembrandsen Spalt
der Mitochondrien ins Zytoplasma kanalisiert wird. Zytochrom c initiiert die Aktivie-
rung der Effektor-Caspase 3. Bcl-2 wirkt aufgrund der Inhibition der Zytochrom c-
Freisetzung durch die Sequestrierung der BH3-only-Proteine und der Inaktivierung
der autokatalytischen Aktivitat der intermembrands lokalisierten Caspase 3 antiapop-
totisch (39).

Bei bakteriellen und viralen Infektionen kann die Apoptose der Wirtszellen einen
positiven oder einen negativen Einfluss auf die Eradikation des Pathogens ausiben.
Die Apoptose von Abwehrzellen bei extrazellularen Infektionen verursacht eine
Schwachung des Wirtes (11).

Die Induktion der Apoptose stellt fir Bakterien einen energetisch ginstigen Weg dar,
um den eukaryontischen Wirt ohne begleitende Entziindungsreaktion anzugreifen.
Meist wird dabei in den professionellen Phagozyten (z. B. neutrophile Granulozyten
und Makrophagen) Apoptose induziert, da diese flr extrazellulare Bakterien die grof3-
te Bedrohung darstellen (113). Auch Chlamydien, als obligat intrazellulare Erreger,
beeinflussen die Apoptoseregulation der Wirtszellen. So konnte gezeigt werden,
dass C. trachomatis direkt die zellulare Apoptose inhibieren kann, um den intrazellu-
laren Entwicklungszyklus vollstdndig abschlielien zu kdnnen. Die antiapoptotische
Aktivitat der Chlamydien ist abhangig von dem Wachstum des Pathogens, nicht je-
doch von der metabolischen Funktion der Wirtszelle (32). Im Gegensatz dazu konn-
ten bei der Spezies C. psittacii apoptoseinduzierende Mechanismen in Epithel- und

Makrophagen-Zelllinien nachgewiesen werden (75).
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Bei C. pneumoniae beobachtete man bei in-vitro-Untersuchungen, dass die Bakte-
rien, abweichend vom normalen Entwicklungszyklus, bis zu mehreren Tagen in einer
metabolisch inaktiven Form in humanen Monozyten Uberleben kénnen (2). So konnte
in mehreren Zelllinien eine Inhibition der Apoptose durch C. pneumoniae beobachtet
werden, darunter Epithelzellen (4, 33, 80), Monozyten (37, 103), Makrophagen-
Zelllinie U937 (4) und neutrophile Granulozyten (110). Die zur Apoptoseinhibition
fuhrenden Mechanismen konnten bislang nicht eindeutig geklart werden und variie-
ren in den Studien. Diskutiert wird der Einfluss der beiden zentralen Signalwege der
Apoptoseregulation: der intrinsische Weg mit Zytochrom c-Freisetzung aus den Mito-
chondrien (4, 33, 80) und der extrinsische Weg mit nachfolgender Aktivierung von
NFkB (103).

1.6 Proinflammatorische Faktoren in der Immunabwehr

TNF-a, der hauptséchlich von Makrophagen und Monozyten gebildet wird, zahlt zu
den wichtigsten Zytokinen der Entziindungsreaktion. Seine Bedeutung wird dadurch
unterstrichen, dass nahezu alle nukledren Zellen Uber funktionelle TNF-Rezeptoren
verfiigen (9, 91). Uber den zellmembrangebundenen TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1, p55)
werden intrazellulare Prozesse in Gang gesetzt, die letztendlich v.a. in der Aktivie-
rung der beiden Transkriptionsfaktoren NFkB und c-Jun, minden (21). Die Wirkun-
gen von TNF-a unterscheiden sich in Abhéngigkeit der freigesetzten Konzentration.
Bei hohen systemischen Dosen kann ein Schockgeschehen ausgelost werden. Im
Rahmen chronisch entzindlicher Prozesse waren insgesamt niedrige systemische

Konzentrationen nachweisbar (9).

Insbesondere in der Abwehr von Infektionen durch intrazellulare Erreger (z. B. Chla-
mydien, Listerien und Mykobakterien) nimmt TNF-o. einen besonderen Stellenwert
ein (109). Fruhere Studien konnten zeigen, dass die Sekretion von TNF-a und IL-113
in AM- und Monozyten-Zelllinien durch die Infektion mit C. pneumoniae Uber 24 h
signifikant erhoht wird (48, 82). Die funktionelle Relevanz dieser Ergebnisse wurde
durch den Nachweis des Einflusses von TNF-a auf das Wachstum von C. pneumo-

niae in AM erbracht. Durch eine Neutralisierung von TNF-a mittels anti-TNF-
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Antikorpern in Zellkulturen konnte eine signifikant erhohte Anzahl an infizierten Zellen
nachgewiesen werden (45).

TNF-a kommt in Ergénzung zu seiner inflammatorischen Funktion eine wichtige Rol-
le in der Apoptoseregulation zu. TNF-a besitzt die Funktion, Apoptose sowohl initiie-
ren als auch inhibieren zu kdénnen. Der TNF-o Rezeptor-1 (p55) verfligt Uber eine
sog. intrazellulare Todesdoméane (47). Uber verschiedene Adaptermolekiile kann
Uber diese Todesdoméne die Caspasenkaskade aktiviert und die Apoptose induziert
werden (21,91). Daneben kann TNF-a Uber Adaptermolekile mit den antiapoptoti-
schen Proteinen clAP-1 und clAP2 interagieren (21) und die Aktivierung von NF«B
initiieren.

Gleichzeitig spielt IL-1B eine wichtige Rolle in der Verknlipfung von Apoptose und
Inflammation. Eine Uberexpression des Interleukin-1-Converting Enzyme (ICE) in
Zellen fuhrt Gber die Aktivierung von Caspase 3 (39) zu erhdhten Apoptoseraten.
Zudem konnte eine vermehrte Freisetzung von IL-1p in apoptotischen Zellen nach-
gewiesen werden (35). IL-1B selbst wirkt Uber seinen Rezeptor antiapoptotisch auf
Zellen. Die Signaltransduktion erfolgt Gber die Aktivierung von NFxB (72). In Zellkul-
turen isolierter humaner Monozyten konnte durch die Addition von rekombinantem

IL-1pB die Rate der Spontanapoptose signifikant reduziert werden (63).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung der Regulation pro- und
antiinflammatorischer Faktoren in C. pneumoniae-infizierten Alveolarmakrophagen
und Blut-Monozyten im Vergleich lungengesunder rauchender Probanden mit COPD
Patienten.

Dabei ergaben sich folgende Fragstellungen:

1. Charakterisierung der Transkription proinflammatorischer Faktoren des
TNF-Signalweges (ICE, TNF-a, NF«B) bei einer Infektion von humanen Al-
veolarmakrophagen und Monozyten gesunder rauchender Probanden mit

C. pneumoniae.

2. Charakterisierung der Zytokinsekretion proinflammatorischer Zytokine
(IL-1B, IL-1RA, IL-8 und TNF-o) bei der Infektion von humanen Alveolar-

makrophagen und Monozyten gesunder rauchender Probanden mit C.

pneumoniae.

3. Charakterisierung C. pneumoniae induzierter Immunantworten in Alveolar-

makrophagen und Monozyten von COPD Patienten.
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2. Material

2.1

Gerate
Brutschrank: Cell House 200

Bunsenbrenner Gasi

Combs for Mini Sub Cell Electrophoresis

Counter AC 8

Cytofunnel

Cytozentrifuge: Cytospin 2
Cytozentrifuge: Cytospin 3
Electrophoresis Documentation
and Analysis System 120
ELISA Reader SLT340 ATTC

Filtercards for Cytofunnel thick samples 0,5 mi

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 20
ISO Pack —21°C flr Isothermsystem
Kuhlzentrifuge: Rotina 3
Magnetrihrer IKA MAO RCT

Microcomputer Electrophoresis Power Supply

Consort E 702 und E 722
Mikrowelle

Minifuge: Micro V

Minishaker MS 1

Neubauer Zahlkammer

Omifuge 2.0 RS

Peltier Thermocycler: PTC 200
pH Meter

Pipetten: Eppendorf Reference®
Reine Werkbank: Class Il A/ B3
Reine Werkbank: Hera Safe
Rocky

Safe lock Tubes 2,0 ml
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Heto
Schatt
BIO RAD
Assistant
Shandon
Shandon
Shandon

Kodak

SLT Instruments
Shandon

Zeiss

Eppendorf
Hettich

IKA

Frobel
Panasonic
Fisher Scientific
IKA
Assistent
Heraeus
Biozym
WTW
Eppendorf
Nuaire
Heraeus
Frobel
Eppendorf



e sterile Filtereinheiten
o Disc 0,2 um FP 30/ 0,2
o Stericup 0,22 um 250 ml SCGVUO2RE
e UV Haube: Cleane Cab
e Vibrofix VF1 Electronic
e Waage: AG 204 Delta Range®
e Auswertungs— und Dokumentationssoftware:
o Adobe Photoshop 5.5
o Kodak Digital Science 1D 2.0
o TINA 2.0 (PCBAS20)
o Microsoft Office Excel 2007

2.2 Chemikalien und sonstige Materialien

Schleicher und Schuell
Milipore
Herolab
Janke und Kinkel
Mettler

2.2.1 Kultivierung und Stimulation der Alveolarmakrophagen und Monozyten

Die Isolierung der Monozyten aus EDTA-Blut erfolgte mittels Histopaque 1119 der

Firma Sigma zur Dichtegradientenzentrifugation. Um die Monozytenfraktion zu wa-

schen, wurde RPMI-Medium 1640 der Firma Gibco verwendet, das mit 5% fetalem

Kalberserum (FCS) versetzt war. Die Kultivierung und Stimulierung der Alveolarma-
krophagen und Monozyten erfolgte mittels RPMI-Medium 1640 (Gibco), das mit 10%

fetalem Kalberserum (FCS), 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin angerei-

chert war.

Stimulationsreagenzien:

e C. pneumoniae:Stamm CWL-029 (ATCC VR-1310)

e Staurosporin 95% (HPLC)

e humanes recombinantes TNF-a

e Lipopolysaccharid (E. coli Serotyp 026:B6)
Einwegmaterialien

e 6 Well Zellkultur Testplatte

e 24 Well Zellkultur Testplatte

e sterile Stabpipetten

21

Sigma
R&D Systems

Sigma
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e autoklavierte Pipettenspitzen Greiner

2.2.2 Pappenheim- und Trypanblau-Farbungen

e Trypanblau 0,4% Sigma
e Maywald Grinwald Reagenz Merck
e Giemsa Reagenz Merck
e Objekttrager Superfrost 76 x 26 mm Menzel
e Deckglaschen 20x20 mm Menzel

2.2.3 Annexin-V-FITCS-Farbungen

e eiskaltes 1x PBS Dulbecco’s Gibco

¢ 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube 12x75 mm Falcon

e blaue Pipettenspitzen Greiner

e Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit Il Pharmingen
e Eindeckmedium IMAGEN™ DAKO

e Objekttrager Superfrost 76x26 mm Menzel

e Deckglaschen 20x20 mm Menzel

2.2.4 Chlamydienfarbungen

e Immunfluoreszenz Test IMAGEN™ DAKO
2.2.5 Life/Dead-Farbungen Molecular Probes
e Ethidium Homodimer -2: 1 mmol/l Solution in DMSO

e SYTO® 16 green fluorescent nucleic acid stain 1 mmol/l Solution in DMSO

2.2.6 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurde der kommerziell erhaltlichen Kit: NucleoSpin® RNA Il der
Firma Macherey—Nagel verwendet

Zusatzliche Chemikalien und Materialien:
o steril filtriertes Ethanol (pro analysis) Merck

¢ [} Mercaptoethanol for Molecular Biology Sigma
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e RNAse OUT®
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (200 U/pul) Invitrogen

e Safe seal Tipps premium 10 pl; 100 pl; 1000 pl Biozym

2.2.7 Synthese der cDNA aus RNA

e 5x RT First strand buffer Invitrogen
e 0,1MDTT Invitrogen
e Oligo(dT)12.18 Primer 0,5 pg/ul Invitrogen
e 10 mmol/l dNTP Mix (dATP, dCTP, dGT, dTTP) Invitrogen
e SUPERSCRIPT™ |l RNase H Reverse Transcriptase Invitrogen
e RNAse OUT®
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (200U/pl) Invitrogen
e Aqua Spullésung steril und pyrogenfrei Delta Select
e Safe seal Tipps premium 10 pl; 100 pl; 1000 pl Biozym

2.2.8 Multiplex PCR: humanes TNF-Signaling

Die Multiplex PCR erfolgte mittels des “MPCR Kit for human TNF-Signaling Genes"
der Firma Maxim Biotech.

Zusatzlich verwendete Chemikalien und Materialien:

e Agua Spullésung steril und pyrogenfrei Delta Select
e TAQ DNA Polymerase, recombinant 5 U/l Invitrogen

e Safe seal Tipps premium 10 pl; 100 pl; 1000 pl Biozym

e PCR-Tubes 0,5 ml thin walled Eppendorf

2.2.9 Gelelektrophorese

Als Elektrophoresepuffer wurde ein 0,5x TBE Puffer verwendet, der aus jeweils
einem sterilen 5x TBE Puffer frisch angesetzt wurde.
Der 5x TBE Puffer bestand aus:
- EDTA
- Tris
- Borsaure
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Als Ladepuffer wurde eine Bromphenolblau Losung verwendet:
- Bromphenolblau 0,25%
- Saccharose 40%

e MetaPhor Agarose Biozym

e 100 bp DNA Ladder 1 pg/ul Invitrogen

e Aqua Spullésung Steril und pyrogenfrei Delta Select

e SYBR®Green nucleic acid gel stain 10,000x MoBiTec

e Mini Sub Cell GT System BIO RAD

e MiniGelTray 7x10cmund7 X7 cm BIO RAD

e Gel Caster for Mini Sub Cell GT System BIO RAD

e Safe seal Tipps premium 10 pl; 100 pl; 1000 pl Biozym

e PCR - Tubes 0,5 ml thin walled Eppendorf
2.2.10 ELISA

Fir die Proteinbestimmung mittels der ELISA Methode wurden folgende Assays ver-

wendet:
e CYTOscreen™ TNF.a. ELISA Kit Biosource
e DuoSet® ELISA Development System human IL-8 R&D Systems
e CYTOscreen™ IL-1 RA ELISA Kit Biosource
e DuoSet® ELISA Development System human MCP-1  R&D Systems
e CYTOscreen™ IL-10 ELISA Kit Biosource
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3. Methoden

3.1 Anzucht von C. pneumoniae

Zur Anzucht der C. pneumoniae wurden HEp2-Zellen als Wirtszellen mit dem Refe-
renzstamm CWL-029 (ATCC VR-1310) infiziert.

3.1.1 Anzucht der HEp2-Zellen

HEp2-Zellen entstammen einer humanen Karzinomzelllinie (ATCC No.CCC23) des
Larynx. Sie wurden in Zellkulturflaschen mit modifiziertem MEM-Automedium fur 3-4
Tage in einem Brutschrank bei 37°C unter einer 5%igen CO,-Atmosphare kultiviert.
Nach der Kultivierung konnten die Zellen mit Trypsin vom Boden der Kulturflasche
geldst und kurz bei 4000 U/min zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 5 ml Medium aufgenommen. Zur Reinigung erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 1000 U/min, der Uberstand wurde erneut verwor-
fen und das Zellpellet in 5 ml Medium aufgenommen.

Die Zellzahl der Zellsuspension wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt
und die Suspension auf eine Zellzahl von 3-4x10°/ml eingestellt. Fiir die Infektion mit
C. pneumoniae wurden die HEp2-Zellen in einer 6-Well-Platte fur 24 h bei 37°C bei
5% CO;, kultiviert.

3.1.2 Infektion der HEp2-Zellen mit C. pneumoniae

Der frisch ausgeséte Zellrasen aus HEp2-Zellen wurde mit C. pneumoniae fur 3 Tage
infiziert. Nach der Infektion wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers vom Boden
der Zellkulturplatte gelést und in ein steriles Greiner Rohrchen Gberfuhrt. Die Zellen
wurden mit kleinen sterilen Glaskugeln versetzt und durch vortexen mechanisch zer-
stort. Die so freigesetzten Chlamydien wurden auf einen frischen HEp2-Zellrasen
beimpft und fir 45 min bei 3500 U/min bei 35°C zentrifugiert. Nach dem Absaugen
des Mediumuberstandes wurde frisches Infektionsmedium, das mit 1 mg/ml Cyclo-
heximid versetzt war, zugegeben. Nach Bestimmung von Infektionsraten > 80% des
Zellrasens wurden die infizierten Zellen aliquotiert und eingefroren bzw. zur weiteren

Passahgierung verwendet.
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3.1.3 Chlamydienfarbungen

Die Infektionsraten der mit C. pneumoniae-infizierten Zellen wurden durch eine direk-
te Immunfluoreszenz-Farbung mit dem Test IMAGEN™ der Firma Dako ermittelt.
Durch die Anfarbung des chlamydialen LPS werden intrazellulare Elementar- und
Retikularkorperchen hervorgehoben.

Die auf einem Deckglaschen adhéarenten, infizierten Zellen wurden mit 70%iger kalter
Methanolldsung fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach zwei Waschschritten mit
PBS-Puffer erfolgte die Anfarbung fur 15 min bei 37°C unter Lichtausschluss. Dazu
wurden 10 pl der Farbelésung, die einen monoklonalen, an Fluorescein-
Isothiocyanat konjugierten Chlamydienantikoérper enthalt, auf das Deckglaschen auf-
gebracht. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS konnten die angefarbten
Deckglaschen mit wenigen Tropfen Eindeckmedium auf Objekttrager aufgetragen
werden.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mikroskopisch unter Fluoreszenzlicht bei 450
nm. FUr die Bestimmung der Infektionsraten wurden die intrazellular gelegene hell-

grunen Retikularkérperchen und Elementarkdrperchen ausgezahlt.

3.2 Bronchoskopie und Gewinnung der bronchoalveolaren Lavage

Die Gewinnung der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF) erfolgte im Rahmen
von Bronchoskopien, die wahrend des stationaren Aufenthaltes der Patienten (n=4)
mit einer COPD in der Haupt- oder Nebendiagnose notwendig wurden, als auch von
freiwilligen rauchenden Probanden ohne akute oder chronische Atemwegserkran-
kungen (n=7). Der Ethikantrag (Ethikkommission Universitat Lubeck 01-084) wurde
Uberprift und akzeptiert. Die Bronchoskopie wurde mit einem flexiblen Fiberglas-
bronchoskop durchgefiihrt. Die Patienten wurden mit Midazolam und Fentanyl i.v.
sowie einer Lokalanasthesie mit 2%Eiger Lidocainlésung pramediziert. Fur die Ge-
winnung der BALF wurde 0,9%ige Natriumchlorid-Losung fraktioniert in Wedgeposi-
tion in das Mittellappensegment instilliert und sofort wieder langsam aspiriert. Auf

eine ausreichende Recovery wurde geachtet.
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3.3 Aufarbeitung und Aufreinigung der bronchoalveolaren Lavage

Die in der bronchoalveolaren Lavage gewonnene Flussigkeit wurde zunéachst tber
eine sterile Gaze filtriert, um grobe mukdse Bestandteile zu separieren. Zur Aufreini-
gung der Zellen wurde das Filtrat fir 10 min bei 900 U/min bei 4°C zentrifugiert und
der Uberstand vorsichtig abdekantiert. Die Aufnahme des Pellets erfolgte in RPMI-
1640-Medium, welches mit 10% FCS wund 1% Glutamin sowie 1%
Penicillin/Streptomycin versetzt war.

Die homogene Zellsuspension wurde zur Bestimmung der Gesamtzellzahl und der

Zelldifferenzierung eingesetzt.

3.3.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer mit 10 pl
Zellsuspension beschickt. Unter einem Mikroskop wurde dann unter einer 400-

fachen VergrofRerung im Phasenkontrast 1 Eckquadrat ausgezahilt.

Gesamtzellzahl / ml = n x 10000 x Vol. der Zellsuspension (in ml)

n= Anzahl der in einem Eckquadrat ausgezahlten Zellen

3.3.2 Differenzierung der Zellen

Aus der Zellsuspension wurde nach kurzem vortexen ein Zytospin Praparat herge-
stellt. 100 pl der Zellsuspension wurden zur Gewinnung des Zytopraparates einge-
setzt und flr 5 min bei 700 U/min zentrifugiert. Nach Lufttrockung der Objekttrager
erfolgte anschliel3end die Anfarbung der Zellen nach der Methode von Pappenheim:

- 3 min May Grunwald Konzentrat

- kurzes Wassern

- 15 min in 12%iger Giemsaldsung

- kurzes Wassern

Mikroskopisch wurden (VergroRerungen: Okular 10x; Objektiv 63x unter Olimmer-
sionslésung) 400 Zellen nach Differenzierung der Zelltypen ausgezéahlt und der pro-

zentuale Anteil der einzelnen Fraktionen ermittelt.
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3.3.3 Vitalitatstestung der Zellen mit Trypanblau-Farbung

Um die Vitalitat der Zellen zu ermitteln, wurden die Zellen mit 0,4%iger Trypanblau-
Losung angefarbt. Bei avitalen Zellen kann der Farbstoff durch die Zytoplasmamem-
bran diffundieren und die Zellen blau anfarben, wahrend die vitalen Zellen den Farb-
stoff nicht aufnehmen. 10 pl Zellsuspension wurden auf einem Objekttrager mit 10 pl
Trypanblau vorsichtig mit einer Pipettenspitze gemischt und mit einem Deckglaschen
abgedeckt. Im Phasenkontrast wurden bei einer 400-fachen Vergrél3erung 400 Zel-

len mikroskopisch ausgezahlt und der Anteil der vitalen Zellen berechnet.

Anzahl der vitalen Alveolarmakrophagen in der Zellsuspension
=n Ges. x (Diff / 100 ) x (Vit/100)

n Ges. : Gesamtzellzahl in der BAL
Diff. : prozentualer Anteil der AM in der BAL
Vit. : prozentualer Anteil der vitalen AM

3.4 Isolierung der Blutmonozyten aus EDTA Blut

Die Monozyten konnten aus 36 ml EDTA-Blut mittels der Dichtegradienten-
zentrifugation mit Histopaque® isoliert werden. Nach einem Waschschritt mit 1640-
RPMI-Medium + 5% FCS wurden die Zellen in 10 ml RPMI Kulturmedium aufge-
nommen. Die Arbeitsanleitungen zur Bestimmung der Zellzahl, der Zelldifferenzie-

rung und Vitalitat entsprechen 3.3.1-3.3.3.

3.5 Stimulationsprotokolle

Die humanen AM und isolierten Blut-Monozyten wurden fir die MPCR-Versuche in
6-Well-Zellkultur-Platten kultiviert, fur die ELISA-Ansatze und immunhistochemischen
Farbungen in 24-Well-Zellkultur-Platten.

Fir die MPCR-Versuche wurden 500.000 Zellen pro Well eingesetzt, fur die ELISA
und Farbungen 200.000 Zellen pro Well. Zur Separierung der AM und Monozyten der
nichtadharenten Lymphozyten/Granulozyten wurde das Medium der Zellkulturen
nach einer Adharenzzeit von 2 h entfernt und die Zellen nachfolgend stimuliert.
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Schema fir die 6 Well Zellkultur Platten:

Medium | CWL | TNF-o*' | LPS*
Medium 3000 pl | - - -
CWL 2 x107 IFU/mlI 2700 ul [300 pl |- -
TNF-a 40 ng/ml 2940 pl |- 120 pl -
LPS 1 pg/ml 2970 ul |- - 30 ul

Schema fur die 24 Well Zellkultur Platten:

Medium |CWL |TNF-o*' |LPS*
Medium 600 ul |- - -
CWL 2 x10” IFU/m 540 ul |60 pl |- -
TNF-a 40 ng/ml 588 ul |- 24 pl -
LPS 1 pg/ml 504 ul |- - 6 ul
*L " Volumen TNF-a Gebrauchslésung
*2 Volumen LPS Gebrauchslésung
Konzentrationen der Stimulationsreagenzien:
Stammkonz. | 1. Verd. 2. Verd. | Endkonz.
(Gebrauchslsg.) | (Platte) |im Well
TNF-o | 10 pg/ml 1:10 1:25 40 ng/ml
LPS 500 mg/ml 15 1:100 1 pg/ml

Nach Anwarmen des Mediums auf 37°C im Wasserbad wurden die Zellen im Brut-
schrank bei 37°C unter einer CO, Atmosphéare von 5% inkubiert. Die Induktion der

Apoptose mit Staurosporin (1 pumol/l) erfolgte 3 h nach der Chlamydieninfektion.

3.6 Farbungen

Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die folgenden Farbungen zur Bestim-
mung der Vitalitdt, Kernmorphologie und dem Nachweis apoptotischer Zellen durch-
gefuhrt. Die Zellen wurden dazu zunachst von den Zellkulturplatten gel6st und in 1x

PBS aufgenommen.
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3.6.1 Trypanblau-Farbungen

Die Farbungen erfolgten, wie unter 3.3.3 beschrieben.

3.6.2 Life/Dead-Farbungen

Zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen nach den Stimulationen wurde das zweifarbi-
ge Fluroeszenz-Kit: Life/Dead-Farbung (Molecular Probes®) mit den Fluoreszenz-
farbstoffen SYTO® green 16 nucleic acid stain und dem Ethidium-Homodimer 2 ver-
wendet. SYTO® green 16 nucleic acid-Farbung besitzt eine hohe Affinitat zur DNA in
vitalen Zellen mit intakter Zellmembran, die sich nach Anfarbung unter einer UV-
Fluoreszenz hellgriin darstellen. Im Gegensatz hierzu farbt das unter UV-Licht rot
fluoreszierende Ethidium-Homodimer 2 nur avitale Zellen mit kompromittierter Zell-
membran an.

Die Zellen wurden herunter zentrifugiert und das Zellpellet in 200 pl PBS-
Farbeldsung, die mit jeweils 1 pl der Farbstoffe versetzt wurde, aufgenommen und
fur 1 h unter Lichtausschluss inkubiert. Nach der Farbung erfolgten zwei Wasch-
schritte mit PBS-Pufferlésung und das gereinigte Zellpellet wurde in 200 ul Pufferl6-
sung aufgenommen. Aus der gewonnen Zellsuspension wurden Zytospin-Praparate
hergestellt, die im Anschluss fur 10 min mit 1%igem Paraformaldehyd fixiert wurden.
Die Auswertung der Praparate wurde mikroskopisch unter UV-Fluoreszenz durchge-
fuhrt: vitale Zellen stellten sich in einer hellgriinen Fluoreszenz dar, avitale Zellen in

einer leuchtend roten Fluoreszenz.

3.6.3 Pappenheim-Farbungen

Die Arbeitsablaufe wurden wie unter 3.3.2 beschrieben durchgefihrt.

3.6.4 Annexin-V-FITC-Farbungen

Die Farbung erfolgte mit dem Bindungsprotein Annexin, das an Fluoresceinthiocy-
anat (FITC) konjungiert ist. Annexin lagert sich in Anwesenheit von Calciumionen an
das externalisierte Phosphatidylserin apoptotischer Zellen an. Es stellt eine frihe
Phase der Apoptose dar, in der die Zytoplasmapermeabilitat noch intakt ist und noch

keine DNA-Fragmentierungen oder Chromatin-Kondensationen zu beobachten sind.
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Unter UV-Fluoreszenz leuchten die Annexin-positiven Zellen hellgrin. Gleichzeitig
erfolgte eine Gegenfarbung mit Propidiumiodid, das in nekrotischen Zellen den Kern
anfarbt. Die Propidiumiodid-positiven Zellen leuchten unter UV-Fluoreszenz hellrot
auf. In spatapoptotischen Phasen kann neben der Propidiumiodid-Farbung eine An-
farbung des Zytoplasmas mit Annexin-V-FITC auftreten (57, 99).

Die in PBS aufgenommenen Zellen wurden fir 5 min bei 1100 U/min zentrifugiert
und das Zellpellet in 100 pl Annexin-Bindungspuffer resuspendiert. Zur Anfarbung
wurden 5 pl Annexin-Farbstoff und 3,5 pl Propidiumiodid-Farbstoff hinzugegeben und
fur 15 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. AnschlielRend wur-
den weitere 100 pl Annexin-Bindungspuffer beigefiigt. Aus der angefarbten Zellsus-
pension wurden Zytospinpraparate angefertigt. Mikroskopisch wurden unter einer
630-fachen VergrolRerung 400 Zellen nach Apoptose, Nekrose, spatapoptotischer
Phase und lebenden Zellen (Zellen ohne Fluoreszenz) unter UV-Fluoreszenzlicht
ausgezahlt. Aus der so ermittelten Anzahl lebender, apoptotischer, spatapoptotischer
und nekrotischer Zellen wurden die prozentualen Anteile der einzelnen Fraktionen

aus der Gesamtzellzahl ermittelt.

3.7 Molekulargenetische Untersuchungen

3.7.1 Besondere Anforderungen bei der Arbeit mit RNA und DNA Material

Wichtig bei dem Umgang mit RNA ist der Umstand, dass biologisches Material ubi-
quitar RNA-spaltende Ribonucleasen (RNasen) enthalt. Neben der Beachtung der
Sterilitdt wurden folgende MalRnahmen getroffen, um Kontaminationen zu vermindern

bzw. die Aktivitdt der RNasen zu verringern:

e Raumliche Trennung der RNA-Aufbereitung

e Alle Materialien und Gerate wurden direkt vor Beginn der Versuche fir 15-20
min unter einem PCR-Kabinett mit UV-Licht bestrahilt.

e Die einzelnen Versuchsschritte wurden unter dem PCR-Kabinett ausgefuhrt.

e Alle Reagenzien und Probenmaterialien wurden wahrend der Versuche bei
4°C aufbewahrt und verwendet.

31



AulRRerdem wurde auf die Verwendung von Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern geach-
tet, um eine Kontamination der Proben mit DNA / RNA Uber die Pipetten zu vermei-
den.

3.7.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der totalen RNA erfolgte mit dem Kit NucleoSpin® RNA Il der Firma
Macherey—Nagel. Die RNA-Isolierung beruht auf dem Prinzip der Adhasionschroma-
tographie an Oligo dT Cellulose.

Nach der Inkubationszeit wurden 2 ml Uberstand der stimulierten Zellkulturen mit
einer Pipette abgenommen. Die Zellen wurden mittels Zellschaber vorsichtig vom
Boden gel6st, mit einer Pipette resuspendiert und in Safe Lock-Tubes uberfuhrt. Es
folgte ein Zentrifugationsschritt (2000 U/min fir 5 min), bei dem die Zellen vom restli-
chen Medium getrennt wurden. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und ver-
worfen. Das Zellpellet wurde in 350 pl RA-1 Puffer aus dem RNA-Kit geldst und mit
3,5 ul B-Mercaptoethanol versetzt. Die Zellen wurden bei -70°C bis zur weiteren Auf-
arbeitung gelagert. Die weitere Isolierung der totalen RNA erfolgte nach dem Stan-

dardprotokoll des Herstellers und wurde im Folgenden bei -70°C aufbewahrt.

3.7.3 cDNA-Synthese

Aus der isolierten totalen RNA wird durch Anlagerung von Oligo dTi»-18 Nucleotidpri-
mern an das Poly-A Ende der mRNA und nachfolgender Strangverlangerung zu-
nachst ein mRNA-DNA-Hybrid synthetisiert. Durch die Reverse-Transkriptase
RNaseH™ wird die RNA-Komponente des Hybrides hydrolysiert und ein DNA-
Doppelstrang hybridisiert. Dieser Doppelstrang stellt die komplementare Kopie der
MRNA dar (100).

Reaktionsmix je Probe:
e 4 ul 5xFirst Strand Puffer (250 mmol/l Tris-HCI, 375 mmol/l KCI, 15 mmol/l MgCl,)
e 2ul 0,2 mmolllDTT
e 1pul 10 mmol/l ANTP Mix (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
e 1pl RNase OUT®
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Stammkonz. | Verd. Endkonz.

5x First Strand Puffer 1:5

MgCl, 15 mmol/l 3 mmol/Il

KCI 375 mmol/l 75 mmol/I
Oligo dT12.18 Primer | 0,5 pg/l 1:20 0,025 pg/ul
DTT 0,1 mmol/l 1:10 0,01 mmol/l
dNTPs 10 mmol/l 1:20 0,5 mmol/l
RNase Out® 400 U/ul 1:20 10 U/pl
RNase — H Reverse | 200 U/ul 1:20 10 U/pl
Transkriptase

Der Deckel des Thermocyclers wurde vorgeheizt, um eine Kondensation der gerin-
gen Probenmengen im Deckel der PCR-Gefalle zu vermeiden. 10 pl totale RNA
wurden mit pl Oligo pdTiz.18 versetzt, kurz aufgeschiittelt und in einer Minifuge
(10000 U/min far 30 Sekunden) herunter zentrifugiert, um eine optimale Durchmi-
schung zu erreichen. Im Thermocycler wurden die Proben fiir 10 min bei 70°C inku-
biert.

Nach der Inkubationszeit erfolgte die Reposition der Proben in einen Eisblock und
die Applikation von 8 pl Reaktionsmix zu jeder Probe. Wiederum wurden die Proben
aufgeschuttelt und zentrifugiert. Im Thermocycler wurden die Reaktionsgemische fir
2 min bei 42°C inkubiert und danach zu den Ansétzen je 1 ul der Reversen Tran-

skriptase hinzugefugt.

Es folgten weitere Inkubationsschritte im Thermocycler:
e 50 min bei 42°C
e 15 min bei 70°C
Die synthetisierte cDNA wurde mit 10 pl der Aquaspullésung auf 30 pl Gesamtvolu-

men aufgefullt und zur Aufbewahrung bei -70°C gelagert.

3.7.4 Multiplex PCR: humanes TNF-Signaling

Die Besonderheit einer Multiplex-PCR liegt in der Verwendung mehrerer Primer-
Paare innerhalb eines PCR-Ansatzes. Dadurch koénnen Interaktionen der Primer

untereinander entstehen, die zu unspezifischen Ergebnissen fihren (64). Es erfolgte
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die Verwendung des Multiplex-PCR-Kits der Firma Maxim Biotech fur den Nachweis
der humanen TNF-Signaling-Gene: ICE, NFkB, TNFa, Bcl-2 und IkB. Als Standard
(House keeping Gen) waren Primer fur das Gen der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), einem Enzym der Glykolyse, enthalten. Es katalysiert die
Oxidation und Phosphorylierung von Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3 Bisphos-

phoglycerat (101).
Gen Accession Nr. g:ebn%?nies dGerSrSAemplikons
Human GAPDH |M 33197 3149 bp 921 bp
Human ICE M 87507 718 bp 658 bp
Human TNF-a M 1098 1628 bp 535 bp
Human NF«B M 62399 409 bp 409 bp
Human Bcl-2 X 06487 235 bp 235 bp
Human IkB X 77909 569 bp 158 bp

Tabelle 1: Genom der verwendeten Primer nach der Angabe der Herstellerfirma
Zur Vermeidung einer ungenauen Anlagerung der Primer (Annealing) in der MPCR
wurde ein Hot Start: 3 min bei 95°C ausgefiihrt, dies war insbesondere hinsichtlich

der gleichzeitigen Verwendung von mehreren Primerpaaren wichtig.

MPCR Programm:

2 Zyklen 1 min 96°C
4 min 60°C
29 Zyklen 1 min 94°C
2 min 30 sek 60°C
1 Zyklus 10 min 70°C

Der Deckel wurde vorgeheizt, um eine Kondensation der geringen Probenmengen im

Deckel zu vermeiden.
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Pipettierschema: (je Reaktion):
2,5 ul cDNA
20 ul PCR Mix
5 ul Agua dest.
2,5 ul TAQ DNA-Polymerase (nach Hot Start)

Der PCR-Mix setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:
12,5 ul Puffer-Gemisch (Puffer, dNTPs, Enhancer)
2,5 ul Primer Gemisch

Die verwendete Tagq DNA-Polymerase (isoliert aus dem Bakterium Thermus aquati-
cus) der Firma Invitrogen wurde vor der Zugabe 1:5 mit Aquaspul-L6sung verdunnt.
Daraus ergab sich eine Endkonzentration von 0,08 U/pl.

Bei jedem PCR-Ansatz wurde jeweils eine Positiv-Kontrolle (im Kit enthalten) und

eine Negativ-Kontrolle (Aqua dest.) mitgefihrt.

3.7.5 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden die amplifizierten DNA-Stiicke aus der RT-PCR
ihrer GrolRe nach aufgetrennt.
Es wurden 7 x 10 cm groRe Gele aus 1,5%iger MetaPhor®Agarose gegossen. Die
MetaPhor®Agarose ist dadurch gekennzeichnet, dass DNA-Fragmente von 20-800
Basenpaare (bp) aufgetrennt werden kénnen.
Um eine groRtmogliche Homogenitat der Agarose im Gel zu erreichen, wurde beim
Lésen des Gel-Pulvers im TBE-Puffer auf eine Temperierung aller Substanzen und
Materialen geachtet. Das Gelkolloid wurde in den Gel-Caster gegossen und der
Kamm zur Abtrennung der Geltaschen eingesetzt. Das Ausharten der Gele erfolgte
zunachst bei Raumtemperatur und anschlieBend in einer mit TBE-Puffer gefillten
feuchten Kammer bei 4°C.
Zum Einsatz in die Elektrophorese wurden zunachst 5 pul der PCR-Amplifikate mit 1
pl Ladepuffer versetzt. Die Positiv-Kontrolle wurde zunéchst mit 0,5 x TBE-Puffer 1:5
verdunnt. Von der Verdinnung konnten 5 pl mit 1 pl Ladepuffer versetzt, in die Elek-
trophorese eingesetzt werden. Als Langenstandard erfolgte die Verwendung der 100
bp DNA-Leiter, die von der Herstellerfirma des MPCR-Kits mitgeliefert wurde. Die
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gelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR-Produkte erfolgte bei 50 Volt fur ca.
3,5 h in einer Elektrophoresekammer, die mit 0,5 x TBE-Puffer gefullt war, durchge-
fuhrt.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einer 1:5000 verdinnten SybrGreen®
nucleic acid stain Lésung fur 30 min angefarbt. Da der Fluoreszenzfarbstoff unter
Lichteinfluss instabil ist, erfolgte die Farbung in einer lichtundurchlassigen Styropor-

box.

3.7.6 Auswertung der Gelelektrophorese

Die angefarbten Banden im Agarose-Gel wurden unter UV-Fluoreszenz mit einer
digitalen Kamera photographiert. Mithilfe des Computer-Programmes TINA 2.0 er-
folgte die Ermittlung der Helligkeitsintensitaten der Banden als integrierte optische
Dichte pro Flacheneinheit (IOD/mm?). Das Hintergrundrauschen wurde durch Sub-
traktion der IOD des Hintergrundes des Gels von der IOD der Elektrophoresebanden

bertcksichtigt.

3.8. ELISA

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Zytokine TNF-q, IL-8, IL-10 und IL-
1RA erfolgte mittels ELISA (Enzym Linked-Immuno-Sorbent Assay) aus den Me-
dium-Uberstanden der stimulierten Zellkulturen. Die Uberstande aus 3 Wells wurden
zunachst ,gepoolt”, herunter zentrifugiert (3000 U/min) um eventuelle Zellreste zu
separieren und aliquotiert. Die Aliquote wurden bei -70°C aufbewahrt.

Die Bestimmungen mit kommerziellen Kits erfolgten gemal den beigefiigten Arbeits-

vorschriften.

3.9 Statistik

Zum Ausgleich von Zellzahldifferenzen in der MPCR erfolgte die Division der 10D-
Werte der Banden der humanen TNF-Signaling-Gene (ICE, NF«B, TNF-, Bcl-2 und
IxB) von den IOD-Werten der Banden des House keeping-Gens GAPDH zur semi-

quantitativen Auswertung und wurden als relative Genexpression angegeben.
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Um zwei verschiedene Stimulationen miteinander zu vergleichen, ohne jeweils die
Mediumwerte in einer graphischen Darstellung abzubilden, setzten wir die Werte der
relativen Genexpression der Stimulation in das Verhaltnis zum Medium. Dies wurde

als Ratio Stimulation / Medium in (%) angegeben.

In der Darstellung des Zeitvergleiches als auch in der Verwendung des Stimula-
tionsmodells mit LPS-Vorstimulation wurden die Stimulationswerte zum Medium

normalisiert (Differenz Stimulation-Medium), um das erh6hte Stimulationsniveau

auszugleichen, ausgehend von der relativen Genexpression.
Die Berechnung signifikanter Unterschiede der Messwerte erfolgte Mithilfe des Stu-

dent t-Test und Bericksichtigung einer Signifikanz bei p<0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Validierung der Multiplex PCR

Zur Validierung der RT-Multiplex-PCR wurden die Ergebnisse einer Probe nach drei-

maliger Durchfihrung nach dem entsprechenden Protokoll untereinander ver-

11

Abb. 2 Relative Genexpression: Validierung der MPCR fiir unstimulierte AM (10’
IFU/ml) (MW = Stabw; n=3)
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Bei der Analyse fiir die mit C. pneumoniae-infizierten AM (10 IFU/ml) 15 min p.i. er-

gaben sich folgende Standardabweichungen von den Mittelwerten:
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Abb. 3 Relative Genexpression: Validierung der MPCR fir C. pneumoniae infi-
zierte AM (107 IFU/ml) 15 min p.i. (MW + Stabw; n=3)
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4.2

Vorstimulation der Alveolarmakrophagen mit LPS

Um den Einfluss einer Endotoxin-Exposition auf die Induktion von Signalwegen durch
C. pneumoniae zu untersuchen, wurden AM fur 3 h mit LPS [1 pg/ml] vorstimuliert
und dann fir 15 bzw. 30 min mit C. pneumoniae (10’ IFU/mI) stimuliert. Nach einer
Vorstimulation der AM mit LPS und anschlieRender Infektion mit C. pneumoniae fur
15 min war eine deutlich verstarkte Expression der proinflammatorischen Marker

ICE, TNF-a. und NFxB im Vergleich zu AM ohne entsprechende Vorstimulation zu

erheben.

IxB als physiologischer Gegenspieler zu NFkB zeigte keine Anderung zwischen den

vorstimulierten und nicht vorstimulierten AM.
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Abb. 4 Vergleich der Genexpression von ICE, TNF-a, NFkB, Bcl-2 und IkB zwischen
LPS vorstimulierten und nicht vorstimulierten humanen AM nach 15 min Stimulation
mit C. pneumoniae (10’ IFU/mI). (relative Genexpression; n=1)

Nach Stimulation der AM mit C. pneumoniae Uber insgesamt 30 min zeigten die mit
LPS vorstimulierten Zellen eine vermehrte Transkription von Bcl-2 und 1kB. Die proin-
flammatorischen Marker ICE und NF«kB zeigten nur geringgradig vermehrte transkrip-
torische Antworten bei den vorstimulierten Zellen. Fir TNF-a konnte sogar ein Riick-
gang der Transkription im Vergleich zu den nicht vorstimulierten Zellen nachgewie-

sen werden.
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Abb. 5a/b Vergleich der Signaltransduktion zwischen LPS vorstimulierten und nicht
vorstimulierten humanen AM nach 30 min Stimulation mit C. pneumoniae. a) Gel-
Elektrophorese Blot der MPCR-Amplifikate (GroRenangabe der Amplifikate in Ba-
senpaaren (bp); repréasentatives Experiment), b) Ratio Stimulation/Medium (repré-
sentatives Experiment)
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4.3 Infektionsraten humaner Monozyten nach Infektion mit

C. pnheumoniae

Die Bestimmung der Infektionsraten von Monozyten nach der Inkubation mit
C. pneumoniae erfolgte nach 24 h.
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Abb. 6a/b Immunfluoreszenzfarbung und Quantifizierung der Infektionsraten huma-
ner Monozyten nach Inkubation mit C. pneumoniae 24 h p.i. (MW + Stabw; n=8)
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4.4 Einfluss von C. pneumoniae auf die Genrequlation sighaltransduk-

torischer Faktoren humaner peripherer Blutmonozyten nach
30 min, 2 hund 24 h

Zur Charakterisierung der pro- und antiinflammatorischer Signaltransduktion in peri-
pheren Monozyten unter der Stimulation von C. pneumoniae, wurde die Transkription
der Regulatorgene des TNF-Signaling Pathway ICE, TNF-a, NFkB, Bcl-2 und IxB
mittels einer Multiplex PCR zu 3 Zeitpunkten (30 min, 2 und 24 h) untersucht. Eine
Stimulation mit LPS diente als Positiv-Kontrolle der Stimulation mit C. pneumoniae
(107 IFU/mI).

Nach einer Stimulations- bzw. Infektionszeit von 30 min mit C. pneumoniae konnte
besonders fur NFxB, 1kB und Bcl-2 eine verstarkte transkriptionelle Aktivitat im Ver-
gleich zu den unstimulierten Zellen dargestellt werden.

Fir die proinflammatorischen Marker ICE und TNF-a zeigte sich im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen nur eine geringe Steigerung der Aktivitat bei den
C. pneumoniae-infizierten Zellen. Im Gegensatz hierzu war allerdings in der LPS-

Stimulation eine vermehrte Genexpression von TNF-a zu beobachten.

Zusatzlich konnte im direkten Vergleich zwischen den Stimulationen mit C. pneumo-
niae und LPS eine leicht vermehrte transkriptionelle Aktivitat fur ICE und TNF-a bei
den LPS-stimulierten Monozyten und eine deutlich gesteigerte Aktivitat fir NFkB und

IxB bei den C. pneumoniae-stimulierten Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 7a/b Reprasentativer Blot der Gelelektrophorese der MPCR-Amplifikate und
Quantifizierung der relativen Genexpression humaner Monozyten 30 min nach Infek-
tion mit C. pneumoniae (10" IFU/ml) und LPS im Vergleich zum Medium. (MW +
Stabw; n=3)

Die Transkription nach 2 h Infektion bzw. Stimulation von humanen Monozyten zeigte
nur geringe Unterschiede zwischen den infizierten/stimulierten Zellen und den unsti-
mulierten Zellen. Eine Ausnahme stellten NF«xB und Bcl-2 dar, die sowohl fir die C.

pneumoniae-infizierten als auch den LPS-stimulierten Monozyten eine Aktivitatser-
43



hohung gegeniuber den unstimulierten Zellen aufwiesen. Signifikanzen bestanden
nicht (Abb. 8).
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Abb. 8 Relative Genexpression humaner Monozyten 2 h nach Infektion mit
C. pneumoniae (10" IFU/ml) und LPS im Vergleich zum Medium (MW % Stabw; n=3)

In der Spatphase (24 h) der Infektion / Stimulation konnte eine leichte Aktivierung
von ICE gegeniber den Medium-stimulierten Monozyten nachgewiesen werden.
Diese Aktivierung war unter einer Stimulation mit LPS nicht zu beobachten. Die wei-
teren Stimulationsmarker zeigten nach 24 h unter der C. pneumoniae-Infektion keine

wesentlichen Anderungen der transkriptorische Aktivitat (Abb. 9).
Im zeitlichen Verlauf zeigte sich somit, in der Frihphase der Infektion eine verstarkte

Transkriptionsaktivitat von Bcl-2 und NFxB und in der Spatphase eine verstarkte

Transkriptionsaktivitat von ICE (Daten nicht graphisch dargestellt).
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Abb. 9 Relative Genexpression humaner Monozyten 24 h nach Infektion mit C.
pneumoniae (107 IFU/ml) und LPS im Vergleich zum Medium. (MW + Stabw; n=3)

45 Sekretion von Zytokinen und Chemokinen nach Infektion humaner

Monozyten mit C. pneumoniae

Zur Charakterisierung der Immunantwort humaner Monozyten nach Infektion mit C.
pneumoniae wurde die Freisetzung der proinflammatorischen Mediatoren IL-13 und
IL-8 sowie dem antiinflammatorischen IL-1RA als Gegenspieler zu IL-18 bestimmt. In
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die maximale Sekretion nach einer Stimula-

tionsdauer von 24 h mit C. pneumoniae erreicht wird.

45.1 Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-1p und dessen physio-

logischen Gegenspielers IL-1RA

Das proinflammatorisch wirkende Zytokin IL-1p zeigte 24 h nach Infektion humaner
Blutmonozyten mit C. pneumoniae einen deutlichen Anstieg der Zytokinsekretion. So
konnte eine dosisunabhangige Steigerung der IL-1B3-Sekretion nach Infektion mit C.

pneumoniae gegenuber den unstimulierten Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 10 IL-1p Sekretion (pg/ml) durch humane Monozyten 24 h nach Infektion mit C.
pneumoniae (10°bzw. 10" IFU/ml) und LPS. (MW + Stabw; n=10; * p< 0,05)

Fur den physiologischen Antagonisten IL-1Rezeptor- Antagonisten (IL-1RA) war eine
Steigerung der Sekretion durch die Infektion mit C. pneumoniae in humanen Mono-

zyten mittels ELISA nachweisbar, jedoch im Verhéltnis deutlich geringer.

So kam es durch die Infektion mit C. pneumoniae (10° IFU/mI) zu einer dosisunab-
hangigen Steigerung der Sekretion von IL-1 RA.
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Abb. 11 IL-1RA-Sekretion durch humane Monozyten 24 h nach Infektion mit C.
pneumoniae (10° bzw. 10’ IFU/ml) und LPS. (MW + Stabw; n=10; * p< 0,05)

45.2 Sekretion des Chemokins MCP-1

Fur das Chemokin MCP-1 konnte durch humane Monozyten ebenfalls eine Steige-
rung nach C. pneumoniae-Infektion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen nach-
gewiesen werden. Interessanterweise zeigte sich eine negative Abhéngigkeit von der

Infektionsdosis.

Die Freisetzung von MCP-1 in Monozyten durch die Infektion mit C. pneumoniae
wies eine negative Abhangigkeit von der Infektionsdosis auf. Im Gegensatz zu den
anderen proinflammatorischen Zytokinen zeigte sich unter der LPS Stimulation eine
geringere Sekretion in den Zelliberstanden im Vergleich zu den C. pneumoniae-

infizierten Zellen.
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Abb. 12 MCP-1 Sekretion durch humane Monozyten 24 h nach Infektion mit C.
pneumoniae (10° bzw. 10" IFU/mI) und LPS (MW + Stabw; n=10; * p< 0,05)

46 Apoptoseraten humaner Monozyten nach induzierter Apoptose

in Abhanqgigkeit einer Infektion mit C. pneumoniae

Die Apoptoseraten humaner Monozyten wurde nach Co-Anfarbung mit Annexin-V-
FITC und Propidiumiodid mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelt. Die Bestimmung
der Apoptoseraten wurde nach 24 h Infektion mit C. pneumoniae (10’ IFU/ml) durch-
gefuhrt. Mittels Proteinkinase C Inhibitor Staurosporin erfolgte eine Apoptoseinduk-
tion in C. pneumoniae-infizierten Zellen.

Exemplarisch konnte an einem Experiment eine verminderte Apoptoserate unter
C. pneumoniae-infizierten Zellen dargestellt werden. Die Apoptoseraten C. pneumo-
niae-infizierter Monozyten zeigen gegeniber der Spontanapoptoserate eine gering
abnehmende Tendenz. Die Induktion der Apoptose mittels Stimulation mit Stauro-
sporin ergab eine Apoptoserate von 98%, unter Koinkubation mit C. pneumoniae

verminderte sich Apoptoserate auf 51%.

48



Abb. 13 Annexin-V-FITC/Propidiumiodid Farbung
von Monozyten nach 24 h mit a) C. pneumoniae
(10" IFU/mI) 24 h p.i. und b) Staurosporin bzw. c)
der Koinkubation von C. pneumoniae und Stauro-
sporin. Die apoptotischen Zellen stellen sich leuch-
tend griin dar (weil3er Pfeil), die nekrotischen leuch-
tend rot, spatapoptotische Zellen zeigen leuchtend
grines Zytoplasma mit leuchtend rotem Zellkern
(blauer Pfeil). Lebende Zellen zeigen keine fluores-

zierende Farbung (weilRe Pfeilspitze); (n=1)
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Abb. 14 Apoptoseraten humaner Monozyten 24 h nach Infektion mit C. pneumoniae
(107 IFU/mI) mit und ohne Stimulation mit Staurosporin (n=1)
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4.7 Infektionsraten humaner Alveolarmakrophagen nach Infektion mit

C. pneumoniae

Die Bestimmung der Infektionsraten der humanen AM nach der Inkubation mit C.
pneumoniae erfolgte nach 24 h. Der Messzeitpunkt 24 h wurde aufgrund unserer
Vorergebenisse gewahlt, die eine maximale Infektionsrate nach 24 h Infektion erga-
ben.
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Abb. 15 Infektionsraten der humanen AM nach Inkubation mit C. pneumoniae (10°
bzw. 10" IFU/mI) 24 h p.i. (MW + Stabw; n=8)

4.8 Einfluss von C. pneumoniae auf die Genrequlation signaltrans-

duktorischer Faktoren humaner Alveolarmakrophagen nach 2 h
und 24 h

Zur Charakterisierung der Genexpression pro- und antiinflammatorischer Signalwege
in AM unter der Stimulation mit C. pneumoniae wurde die Transkription der Faktoren
ICE, TNF-a, NFxB, Bcl-2 und 1kB mittels einer Multiplex-PCR nach 2 h als Frihpha-
se und 24 h als Spatphase einer C. pneumoniae-Infektion untersucht. Als Kontrolle
diente eine Stimulation der AM mit LPS.

In AM gesunder Probanden zeigte sich in der frihen Phase einer C. pneumoniae-
Infektion (2 h) eine verstarkte NFxB- und TNF-a-Antwort hinsichtlich der Transkrip-
tion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen, begleitet von einer vermehrten Regu-

lation durch den physiologischen Inhibitor 1kB, der ebenso in dieser frihen Phase

50



eine vermehrte Expression aufwies. Gleichzeitig zeigte sich eine Antwort von Bcl-2 in
dieser Phase der C. pneumoniae-Infektion.

Im Vergleich zu C. pneumoniae 10’ IFU/ml konnte fiir LPS nach 2 h gezeigt werden,
dass die Stimulation mit LPS einen stéarkeren Stimulus zur Transkription des TNF-a
Gens darstellt, wahrend die Stimulation fur die Gene ICE, NFkB und IkB nur zu einer
geringfugig erhdhten Transkription fihrte und fur die Transkription von Bcl-2 keine

Anderung aufgezeigt werden konnte.
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Abb. 16a/b Abbildung einer Metaphor Agarosegel-Elektrophorese mit Auftragung der
MPCR-Amplifikate humaner AM mit C. pneumoniae (10° und 107 IFU/ml) und LPS 2
h p.i. im Vergleich zum Medium und Quantifizierung der relativen Genexpression (%)
humaner AM mit C. pneumoniae (10" IFU/ml) und LPS 2 h p.i. im Vergleich zum Me-
dium. (MW + Stabw; n=3)
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Die Transkription der mRNA von NFxB und IkB fir die mit C. pneumoniae stimulier-
ten AM war gegeniiber zum Medium deutlich erhéht. Weiterhin war eine deutliche
Zunahme der Regulation von Bcl-2 der C. pneumoniae-stimulierten AM zu beobach-

ten.

Nach einer Stimulationsdauer von 24 h lie3 sich eine deutlich erh6hte Regulation
hinsichtlich der Transkription der Caspase ICE in C. pneumoniae-infizierten AM im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen darstellen. Hierbei konnte eine Abhangigkeit
von der Infektionsdosis aufgezeigt werden. Die Expression des Transkriptionsfaktors
NF«B zeigte eine gering gesteigerte Aktivitat; eine Abhangigkeit von der Infektions-
dosis bestand nicht. Gleichzeitig war eine verminderte Gegenexpression durch kB
zu verzeichnen. Es zeigte sich kein Nachweis einer veranderten Regulation des Si-
gnaltransduktionsfaktors Bcl-2 in der Spatphase einer Infektion von AM durch C.

pneumoniae.

Im zeitlichen Verlauf zeigte sich somit, in der Frihphase der Infektion eine verstarkte
Transkriptionsaktivitat von Bcl-2, NFkB und I«xB und in der Spatphase eine verstarkte
Transkriptionsaktivitéat von ICE bei gleichzeitig deutlich verminderter Transkriptions-

aktivitat von IxB (Daten nicht graphisch dargestellt).
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Abb. 17a/b Abbildung einer Metaphor Agarosegel-Elektrophorese mit Auftragung der
MPCR-Amplifikate und Quantifizierung der relativen Genexpression (%) humaner AM
mit C. pneumoniae (10’ IFU/ml) und LPS 24 h p.i. im Vergleich zum Medium. (MW +
Stabw; n=6)
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49 Sekretion von Zytokinen und Chemokinen nach Infektion humaner

Alveolarmakrophagen mit C. pneumoniae

Die humanen AM wurden zum Zeitpunkt 24 h nach Infektion mit C. pneumoniae
untersucht, da unsere Vorergebnisse fir diesen Zeitpunkt die maximale Zytokinse-
kretion ergaben. Aufgrund der begrenzten Anzahl von AM in der bronchoalveolaren

Lavage konnte kein mehrzeitiger Versuchsaufbau durchgefiihrt werden.

491 Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-1 und dessen physioloqi-

schen Gegenspielers IL-1RA

Die Sekretion des Zytokins IL-18 war in humanen AM durch die Infektion mit C.
pneumoniae nach 24 h gesteigert, wobei lediglich eine Tendenz zur Dosisabhangig-
keit aufzuzeigen war. Die Stimulation mit LPS erbrachte aber den Nachweis einer

signifikanten Steigerung im Vergleich zu den unstimulierten Zellen.
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Abb. 18 IL-1B-Sekretion durch humane AM mit C. pneumoniae (10> bzw. 10" IFU/ml)
und LPS 24 h p.i. (MW + Stabw; n=7, *p < 0,05)

Im Vergleich zu IL-1B8 konnte fur IL-1RA keine gesteigerte Freisetzung durch chla-
mydieninfizierterte AM gemessen werden. Bei einer basalen IL-1RA-Sekretion in der
Mediumkontrolle verzeichneten wir 24 h nach Infektion mit C. pneumoniae mit einer

Infektionsdosis von 10° IFU/ml bzw. 10" IFU/mI keinen Anstieg der Sekretionsraten
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fur IL-1RA. Auch die LPS-Stimulation konnte keine signifikante Steigerung nachwei-

sen.
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Abb. 19 IL-1RA-Sekretion durch humane AM mit C. pneumoniae (10° bzw. 10’
IFU/ml) und LPS 24 h p.i (MW =+ Stabw; n=7)

4.9.2 Zytokinsekretion der proinflammatorischen Zytokine / Chemokine: TNF-q,
IL-8 und MCP-1

Bei einer basalen TNF-a-Sekretion, der unstimulierten humanen AM konnte nach der
Infektion mit C. pneumoniae (107 IFU/ml) tiber 24 h ein Anstieg der Sekretion darge-
stellt werden. Diese Erhdhung der Sekretionsrate zeigte eine Tendenz abhangig von
der gewahlten Infektionsdosis fur C. pneumoniae, eine Signifikanz war jedoch nicht
nachweisbar. Die Freisetzung von TNF-a nach der Stimulation mit LPS fihrte zu

einem signifikanten Anstieg.
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Abb. 20 TNF-a-Sekretion durch humane AM mit C. pneumoniae (10° bzw. 10’
IFU/ml) und LPS 2 h p.i. (MW = Stabw; n=7, *p<0,05)

Fur das proinflammatorische IL-8 zeigte sich eine Steigerung der Zytokinsekretion
unter der Stimulation mit C. pneumoniae, wobei hier eine negative Abhéngigkeit von

der Infektionsdosis darstellbar war. Eine Signifikanz bestand nicht.
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Abb. 21 IL-8-Sekretion durch humane AM mit C. pneumoniae (10° bzw. 10 IFU/ml)
und LPS 24 h p.i. (MW + Stabw; n=8, * p<0,05)
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Fir das Chemokin MCP-1 konnte bei den AM keine Steigerung der Zytokinsekretion
unter der Infektion mit C. pneumoniae beobachtet werden. Die Stimulation mit LPS (1
pg/ml) fuhrte zu einer 6,5-fachen Erh6hung der Zytokinsekretion (52,6 + 61,5 ng/ml)
im Vergleich zu der spontanen Sekretion der Mediumkontrolle (Daten graphisch nicht

dargestellt).

4.10 Apoptoseraten humaner Alveolarmakrophagen nach induzierter

Apoptose in Abhangigkeit einer Infektion mit C. pneumoniae

Die Bestimmung der Apoptoseraten humaner AM wurde, wie im Methodenteil be-
schrieben, durchgefiihrt. Schwierigkeiten der Auswertung ergaben sich aus der
Eigenfluoreszenz der AM und den sich gelblich anfarbenden anthrakotischen Einla-
gerungen der Zellen. Die Bestimmung der Apoptoseraten erfolgte 48 h nach Infektion
mit C. pneumoniae oder Stimulation mit Staurosporin bzw. einer Kostimulation. Ex-
emplarisch zeigte sich in einem Experiment eine verminderte Apoptoserate unter den
C. pneumoniae-infizierten AM. Die Induktion der Apoptose mittels Stimulation mit
Staurosporin ergab eine gesteigerte Apoptoserate, unter Koinkubation mit C. pneu-

moniae verminderte sich die Apoptoserate.

a) b)

Abb.22 Annexin-V-FITC / Propidiumiodid Farbung von AM mit a) C. pneumoniae
(107 IFU/mI) 24 h p.i. und b) Staurosporin bzw. c) der Koinkubation von C. pneumo-
niae und Staurosporin. Die apoptotischen Zellen stellen sich leuchtend grin (weil3er
Pfeil) dar, die nekrotischen leuchtend rot (blaue Pfeilspitze), spéatapoptotische mit
grinem Zytoplasma und rotem Zellkern (blauer Pfeil). Lebende Zellen zeigen keine
fluoreszierende Farbung (weil3e Pfeilspitze)
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% Apoptotisch Spéatapoptotisch | Lebend

Medium 2,3 13,1 81,6
Cpn (10 IFU/mI) 3.0 9,3 84,6
Staurosporin 9,0 77,0 1,6

Koinkubation

Cpn + Staurosporin 44 85,4 5,3

411 COPD Patienten

4.11. 1. Das Patientenkollektiv

Um eine mogliche klinische Relevanz der zuvor erhobenen Daten zu evaluieren,
wurde zusatzlich ein kleines Patientenkollektiv untersucht, das sich aus Patienten
zusammensetzte, die sich zum Studienzeitpunkt in stationarer bzw. ambulanter Be-
handlung des Universitatsklinikums Schleswig Holstein Campus Libeck befanden.
Bei den Patienten lag als Haupt- oder Nebendiagnose eine COPD nach den GOLD-
Kriterien (79) vor. Bei der im Rahmen der diagnostischen Abklarung pulmonaler Er-
krankungen durchgeftuihrten flexiblen Bronchoskopie wurde zur zytologischen Routi-

nediagnostik eine BAL durchgefihrt.

Als Ausschlusskriterien galten Hinweise auf eine akute bakterielle oder virale Infek-
tion sowie eine akute Exazerbation der COPD. Des Weiteren wurden nur Patienten
eingeschlossen, die zum Studienzeitpunkt keine systemische Medikation mit Gluc-
corticoiden oder Antibiotika erhielten.

Nach der zytologischen Auswertung der Praparate wurden folgende Kriterien zum

Einschluss gefordert:
¢ negative Gramfarbung

¢ Anteil der AM an der Gesamtzellzahl > 90%

e Vitalitat der AM > 90%
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Bronchoalveolare Lavagefliussigkeit (BALF)

Probanden (n=7) Patienten (n=4)
Volumen (ml) 166 + 28 50,0+ 14
Gesamtzellzahl (10%ml) | 32,5+20,8 11,9 £5,1
AM (%) 95,1 + 4,0 95,0 + 3,2
Lymphozyten (%) 3,8+4,2 2,8+3,6
Granulozyten (%) 1,1+0,9 18+1,4
Vitalitat (%) 94+4 91+6
Anthrakose ++ ++

Tab. 4: Zelldifferenzierung BALF von Probanden und Patienten mit COPD

(MW = Stabw)

Die COPD-Patienten zeigten in den Bronchoskopien makroskopisch eine atrophische

endobronchiale Mucosa im Sinne einer chronisch entziindlichen Alteration. Das

durchschnittliche Alter der Patienten lag bei 68 Jahren + 11,8 Jahren.

Die durchschnittliche Anzahl an Packyears konnte anamnestisch mit 30,0 + 12,3 er-
fragt werden. Entsprechend der Schweregradeinteilung nach der aktuellen GOLD-

Klassifikation lag bei den Patienten eine maRiggradige COPD (Schweregrad 1) vor

(FEV-1: 66% + 36,4).

Lungenfunktionsparameter

COPD Patienten (n=4)

IVC (% Soll) 59,4+211
FEV-1 (% Soll) 50,7 £ 19,6
Tiffeneau Index (%) 548 + 3,8
BGA

pO, (mm Hg) 65,8 + 15,1
pCO, (mm Hg) 40,4+ 4,5

O, Sattigung (%) 93,1+4,1

pH 7,459 + 0,005
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Aufgrund der begrenzten Zellanzahl im Rahmen des Versuchsaufbaus beschrénkten
wir uns im Vergleich zu den Probanden bei den Patienten auf die Untersuchungs-
zeitpunkte von 15 min, 30 min und 2 h, insbesondere da bei den Ergebnissen der
Probanden nach 24 h nur noch geringe Regulationsunterschiede beziglich der Si-
gnaltransduktion zu beobachten waren.

4.11.2 Einfluss von C. pneumoniae auf die Genregulation signaltransduktorischer-

Faktoren humaner Alveolarmakrophagen der COPD-Patienten
nach 15 min, 30 min und 2 h

In einer sehr friihen Phase der Infektion mit C. pneumoniae (15 min) konnte in der
MPCR in den durch uns untersuchten Signaltransduktionsfaktoren des humanen
TNF-a Signalings (ICE, TNF-a, NFxB, Bcl-2 und I«kB) eine Tendenz der gesteigerten
Genexpression des IkB ohne begleitende NFkB Antwort dargestellt werden. Eine

Signifikanz bestand jedoch nicht.

120

T T
T T Medium
1 T Cpn
10" IFU/mI
T -
r |
O T T T T
ICE TNF B

NFkB bcl2 Ik

=
o
o

(o)
o
]
|

N
o
l
|

Relative Genexpression (%)
N (o]
o o

Abb. 23 Relative Genexpression humaner AM von COPD Patienten mit C. pneumo-
niae (10’ IFU/mI) 15 min p.i. im Vergleich zum Medium (MW + Stabw; n=4)

Nach 30 min Infektion der AM durch C. pneumoniae waren keine Unterschiede in

Signaltransduktionsfaktoren im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (Medium)
nachweisbar.
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Abb. 24 Relative Genexpression humaner AM von COPD Patienten mit C. pneumo-
niae (10 IFU/mI) 30 min p.i. im Vergleich zum Medium (MW + Stabw; n=4)
Auch nach 2 h Infektion mit C. pneumoniae waren keine Unterschiede in der Signal-

transduktion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen zu erfassen (Abb. 25 und 26).

Im zeitlichen Verlauf zeigte sich somit, lediglich in einer sehr frihen Infektionsphase
eine vermehrte transkriptionelle Aktivitdt von IkB. Im weiteren Verlauf waren keine

Unterschiede in der Transkription nachweisbar (Daten nicht graphisch dargestellt).
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Abb. 26 Relative Genexpression humaner AM von COPD Patienten mit
C. pneumoniae (107 IFU/ml) 2 h p.i. im Vergleich zum Medium (MW + Stabw; n=4)

4.11.3 Vergleich COPD Patienten mit lungengesunden Probanden

Im Vergleich mit AM von gesunden Rauchern zeigten bereits die unstimulierten Zel-
len der COPD-Patienten die Tendenz eines hoheren basalen Stimulations-Niveaus
beziglich der untersuchten Faktoren der Signaltransduktion des TNF-Signalweges.

Besonders deutlich war dies fir den Signaltransduktionsfaktor NF«B.
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Abb. 27 Vergleich der relativen Genexpression humaner AM (unstimulierte Zellen)
COPD Patienten mit Probanden nach 2 h; (MW + Stabw; COPD Patienten n=4, Pro-
banden n=3).

62



Ratio

) ) ) ICE TNF-a NFxB Bcl-2 kB
Stimulation/Medium (%)
Cpn 107 IFU/ml Patienten 110,7 107,6 111,3 111,6 102,8
Cpn 107 IFU/ml Probanden | 109,5 121,4 163,5 212,4 178,4

Hinsichtlich der Genexpression, der chlamydieninfizierten AM war im Vergleich zum

Medium bei den Probanden eine deutlich starkere Signaltransduktion der Faktoren

NF«kB, Bcl-2 und IxB als bei den Patienten zu beobachten. Die Faktoren ICE und

TNF-a zeigten in der Genexpression keine Unterschiede zwischen den chlamydie-

ninfizierten AM der Probanden und COPD Patienten.
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5. Diskussion

Ziel dieser Studie war die Untersuchung einzelner Faktoren (ICE, TNF-, NFkB, Bcl-2,
IkB) der TNF-Signalwege. Dies erfolgte hinsichtlich pro-/antiiflammatorischer als
auch pro-/antiapoptotischer Prozesse in humanen Monozyten und AM nach Infektion
mit C. pneumoniae mittels einer Multiplex-PCR lungengesunder rauchender Proban-

den.

Requlationsweqge pro- und antiinflammatorischer Faktoren humaner pri-

marer Alveolarmakrophagen und Monozyten nach der Infektion mit

C. pneumoniae

C. pneumoniae ist ein obligat intrazellularer Erreger respiratorischer Infektionen, wo-
bei auch AM als Wirtszellen fungieren (70). In der aktuellen Studie war eine Infek-
tionsrate der isolierten humanen AM nach 24 h mit Daten aus vorausgegangen Stu-
dien z. B. Rupp et al. (85) vergleichbar.

In peripheren Blutmonozyten (PBMC), die eine wichtige Rolle in der Entwicklung
chronisch persistierender Infektionen mit C. pneumoniae zu spielen scheinen (38),
standen die Infektionsrate ebenfalls in einer Linie mit den vorhergehenden Studien-
ergebnissen (85).

NFkB Ubernimmt als Transkriptionsfaktor eine zentrale Rolle in der Regulation im-
munologischer Prozesse v.a. in der Transkription proinflammatorischer Zytokine (wie
TNF-a und IL-1B) und antiapoptotischer Proteine. Eine Infektion mit C. pneumoniae
fuhrt Gber NFxB zu einer Induktion von proinflammatorischen Mediatoren (20).
Redecke et al. konnten bereits in einer vorhergehenden Studie eine infektionsdosis-
abhangige gesteigerte Sekretion von TNF-a in AM und Monozyten nach der Infektion
mit C. pneumoniae nachweisen (82).

In der vorliegenden Arbeit war nicht nur eine gesteigerte Sekretion, sondern auch
eine vermehrte Transkription von TNF-a bei AM nach einer Infektion mit
C. pneumoniae aufzuzeigen.

Dagegen demonstrierten Zeidel et al. (111) bei im Blut zirkulierenden Monozyten je-
doch kontrar hierzu eine erhthte Sekretion proinflammatorischer Zytokinen (IL-1p,

IL-6 und TNF-a) ohne begleitenden Anstieg der regulatorischen antiinflammatori-
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schen Zytokine (IL-1B und IL-10) bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern. Zuvor
konnten Mamata et al. aufzeigen, dass eine Nikotinbehandlung der C. pneumoniae-

infizierten PBMC zu keiner veranderten TNF-a. Sekretion fuhrt (61).

Weiterhin fand sich eine gesteigerte Transkription fir NFxB als auch seinem physio-
logischen Gegenspieler IxB. Hierbei schien initial die Gegenregulation durch kB zu
Uberwiegen. In der Frihphase einer Infektion mit C. pneumoniae in AM gesunder
Probanden war das Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Fakto-
ren erstaunlicherweise zunachst auf der Seite der Antiinflammation zu verzeichnen.
In dem weiteren zeitlichen Verlauf der Infektion war eine persistierende NFkB-
Antwort bei regredienter Transkription von IkB nachweisbar, sodass letztendlich die
proinflammatorische Immunantwort iberwog, wie aus den Vorergebnissen zu erwar-
ten war. In einer spaten Infektionsphase (24 h) war das proinflammatorische Uber-
gewicht anhand der vermehrten Aktivitat des proinflammatorischen ICE, das das pro-
Interleukin-1 und 18 zu den biologisch aktiven Formen spaltet, darstellbar.

Die zeitlich versetzte vermehrte Transkription von NF«kB und ICE ist sicherlich mit der
Komplexitat der intrazellularen Prozessen nach vermehrter TNF-a-Bildung tber die
intrazellularen Signaltransduktionskaskaden nach vermehrter TNF-a- Bildung bis hin
zur Aktivierung der genannten Faktoren zu erklaren.

Im Vergleich hierzu war bei den humanen Blutmonozyten eine differente Regulation
zu beobachten. Nach dem initialen Ubergewicht der kB Antwort fehlte bei den
PBMC im weiteren zeitlichen Verlauf der Infektion mit C. pneumoniae die vermehrte
NF«B-Antwort im Sinne der Proinflammation. Fir TNF-a selbst war keine veranderte
Regulation auf mMRNA-Ebene darstellbar.

Dies mag in Zusammenhang mit der von Wolf et al. nachgewiesenen graduellen De-
gradation von C. pneumoniae in kultivierten Monozyten stehen (106). Wobei die Se-
kretion des proinflammatorischen Zytokins IL-1p nur bei den PBMC im Vergleich zu
den AM nach Infektion mit C. pneumoniae infektionsdosisunabhéngig signifikant er-
hoht war. Gleichzeitig war die Sekretion des kompetitiven Rezeptorantagonisten IL-
1RA bei jedoch deutlich erhdhter Ratio fur IL-1/IL-1RA vermehrt. Im quantitativen
Vergleich der Zytokinsekretion beztglich IL-1p waren die aktuellen Ergebnisse deut-
lich geringer als bei Redecke et al. (82). Hierbei ist zu berlicksichtigen, dass in der

vorliegenden Arbeit AM lungengesunder rauchender Probanden verwendet wurden.
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Auch war auffallig, dass die Ergebnisse der Infektion mit C. pneumoniae und der
Stimulation mit LPS hinsichtlich der IL-1p und IL-1RA-Sekretion nicht im Einklang
standen. So war das Gleichgewicht bei einer Stimulation durch LPS deutlich auf der
Seite des proinflammatorischen IL-1p.

Obwohl C. pneumoniae ein obligat gramnegatives Bakterium mit einer LPS-
Komponente ist, konnten Netea et al. zeigen, dass die Sekretion proinflammatori-
scher Zytokine nach der Infektion mit C. pneumoniae in mononuklearen Zellen Uber
den TLR-2 erfolgt und TLR-4 nur eine untergeordnete Rolle spielt (73). Prebeck et al.
demonstrierten ebenso, dass die Pathogen-Erkennung in vitro hauptséchlich Gber
den TLR-2 und nicht wie zu erwarten Uber den TLR-4 erfolgt (78). Dies mag eine Er-
klarung der differenten Zytokinantworten bei einer Infektion mit C. pneumoniae und
der Stimulation mit LPS in den aktuellen Daten sein.

Die Regulation antiinflammatorischer Zytokine zeigte in AM im Vergleich zwischen
Rauchern und Nichtrauchern nach einer Stimulation durch LPS bislang inkonstante
Ergebnisse. So war in der Studie von Mikuniya et al. eine signifikant geringere Sekre-
tion von IL-1RA bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern nachweisbar (67), wéah-
rend Chen et al. keine signifikanten Unterschiede zwischen den Sekretionsraten als
auch der Expression der mRNA belegen konnte (22). Fur die Infektion von AM rau-
chender Probanden mit C. pneumoniae war keine Affektion der Balance zwischen
dem proinflammatorischen IL-1p und seinem antiinflammatorischen Gegenspieler IL-
1RA darstellbar (85).

Insgesamt ist bei den Daten immer zu bericksichtigen, dass eine vermehrte Ex-
pression bestimmter Gene nicht automatisch zu einer vermehrten Zytokinsekretion
fuhrt, da die dazwischenliegenden Signaltransduktionswege unbericksichtigt blei-
ben.

So konnten zwischenzeitlich Christian et al. (23) aufzeigen, dass der von
C. pneumoniae gebildete CPAF (chlamydial Protease-like Activity Factor) den p65

Anteil des NFkB nach der Translation spalten kann.
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Vergleich der antiapoptotischen Requlation humaner primarer Alveolar-

makrophagen und Blutmonozyten nach der Infektion mit C. pneumoniae

In der Eradikation viraler und bakterieller Pathogene kann die Apoptose einen positi-
ven oder negativen Effekt austiben. Bei Infektionen mit intrazellularen Erregern, in
denen das Pathogen die Wirtszelle als Lebensgrundlage bendtigt, stellt die Apoptose
einen effektiven Mechanismus der Wirtszelle gegen das Pathogen dar.

So wird die Induktion der Apoptose der Wirtszelle als bakteriell induzierter Mecha-
nismus sowohl fir eine Vielzahl intra- als auch extrazellulare Bakterien wie zum Bei-
spiel bei Shigella flexneri (112), Neisseria meningitidis (71) und Yersinia enterocoliti-
ca (68) beschrieben. In respiratorischen Infektionen mit intrazellularen Bakterien, in
denen der Erreger die Wirtszellen als Lebensgrundlage benétigt, wie zum Beispiel
Mycobacterium tuberculosis oder C. pneumoniae, kann die Induktion der Apoptose

einen Abwehrmechanismus der Wirtszelle gegen das Pathogen darstellen (11).

Fur die Infektion mit C. pneumoniae konnte in den vorhergehenden Studien in vitro
eine Inhibition der Apoptose verschiedener Wirtszellen (Epithelzellen (34, 80), AM
(4), neutrophiler Granulozyten (110) und primarer Blutmonozyten (3, 103) aufgezeigt
werden. Die apoptotischen Signaltransduktionsmechanismen unterscheiden sich in
Abhangigkeit von der Wirtszelle. So konnte fur alveolare Epithelzellen dargelegt wer-
den, dass eine Uberexpression des zum mitochondrialen Apoptosemechanismus

zéahlenden Bcl-2 eine Inhibition der Apoptose induziert.

Exemplarisch konnte in unserer Studie an einem Experiment mittels Immunfluores-
zenzmikroskopie in C. pneumoniae-infizierten Alveolarmakrophagen eine verminder-
te Apoptoserate ermittelt werden. Auffallig war jedoch der sehr hohe Anteil an den
sog. spatapoptotischen Zellen, die fluoreszenzmikroskopisch in einem Ubergang zur
Nekrose zu befunden waren. Dies kann darin begriindet liegen, dass die AM direkt
aus der Lunge entstammten und somit im Rahmen des Versuchsaufbaus vulnerabler
waren, als die Zellkulturlinie U-937, die in den vorhergehenden Studien verwendet
wurden.

Naturlich ist dieser einzelne Versuch nicht als Beweis einer Inhibition der Apoptose
durch C. pneumoniae zu werten. Dies konnte jedoch durch Fischer et al. (34) zwi-

schenzeitlich nachgewiesen werden. Der antiapoptotische Mechanismus wird als
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Degradation der proapoptotischen BH3 Proteine und eine daraus entstehende kon-
sekutive Inhibition der Zytochrom c-Freisetzung beschrieben. In der Literatur konnte
zwischenzeitlich auch gezeigt werden, dass das antiapoptotische Bcl-2 Familienmit-
glied MCL-1 einen entscheidenden Regulator in der Inhibition der Apoptose durch
C. trachomatis darstellt (81).

In der Betrachtung der transkriptionellen Ergebnisse zeigte sich fur Bcl-2 nach einer
Infektionszeit von 2 h mit C. pneumoniae eine verstarkte Expression der mRNA im
Vergleich zu den unstimulierten primaren AM und Monozyten, was als Hinweis auf

eine Inhibition der Apoptose zu werten ist (39).

Bislang war ein extrinsischer antiapoptotischer Regulationsmechanismus nur durch
Wahl et al. Gber eine NFxB-Aktivierung mit C. pneumoniae-infizierter Monozyten-
Zelllinie (Mono Mac 6) dargestellt worden (104). Uber eine vermehrte Transkription
von TNF-a ist Uber die Interaktion mit dem TNF-Rezeptor Il eine vermehrte Aktivie-
rung von IKKap zu postulieren, die zu einer Phosphorylierung des IkB fuhrt, sodass
im Folgenden NFkB die Zellmembran passieren kann.

Zu bertcksichtigen ist jedoch, dass sowohl in den aktuellen, als auch in den Ergeb-
nissen von Wahl et al. (104), die Induktion der verschiedenen Typen der TNF-
Rezeptoren (I und Il) als auch die folgende Signaltransduktionskaskaden via MAP-
Kinasen keine néheren Betrachtungen fand. Hier sind sicherlich weitere Studien not-

wendig, um die diffizilen Regulationsmechanismen weiter auszuleuchten.

LPS Stimulation als Modell der chronischen Inflammation der COPD

Hoogerwerf et al. konnten in vivo nach der Instillation von LPS in die Lunge bei hu-
manen AM eine vermehrte Entziindungsreaktionen nachweisen (53). LPS als Kom-
ponente gramnegativer Bakterien ist ein bekannter Induktor des TLR-4, der auf hu-
manen AM als obligate Wirtszellen bei respiratorischen Infektionen mit dem gramne-
gativen Bakterium C. pneumoniae exprimiert wird.

Die COPD ist, als eine der wichtigsten obstruktiven Atemwegserkrankung mit zu-
nehmender Inzidenz, im klinischen Verlauf v.a. durch rezidivierende Exazerbationen
gekennzeichnet. Die Exazerbationsrate ist abhangig von der chronisch systemischen

Entzindung als auch von der Anzahl der Exazerbationen in der Vorgeschichte sowie
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der Limitation der Einsekundenkapazitat (43). Akute Infektionen als auch chronische
Kolonisationen mit bakteriellen und viralen Pathogenen scheinen in diesem Zusam-
menhang von Bedeutung zu sein. Die genauen Mechanismen der pulmonalen Ent-
ziindungsmechanismen der COPD v.a. wahrend der Exazerbationen sind bislang
aber nicht ausreichend erklart.

Vor diesem Hintergrund war in dem in dieser Arbeit vorgestellten Infektionsmodell, in
dem die humanen AM und peripheren Blutmonozyten in vitro zunéachst mit LPS vor-
stimuliert wurden nach der Infektion mit C. pneumoniae eine deutlich verstarkte Ex-
pression proinflammatorischer Faktoren (ICE, NFkB und TNF-a) in einer sehr friihen
Infektionsphase (15 min) im Vergleich zu den nicht vorstimulierten Zellen nachzuwei-
sen. Dies erfolgte unter der Vorstellung einer Simulation der chronisch entziindlichen
Situation bei COPD. Im weiteren zeitlichen Verlauf war jedoch zum Infektionszeit-
punkt von 30 min eine vermehrte Expression von Bcl-2 und IkB bei gleichzeitig un-
beeinflusster Expression von ICE, TNF-a und NFxB aufzuzeigen. Es scheint daher,
dass insgesamt die vorstimulierten Zellen nicht in der Lage sind eine persistierende
inflammatorische Reaktion auf eine Infektion mit C. pneumoniae aufrechtzuerhalten
bzw. aufzubauen. Ubertragen auf das COPD-Modell lasst sich daher postulieren,
dass sich durch die chronische Entziindung im Rahmen der Erkrankung AM keine
ausreichende Entziindungsreaktion auf eine Infektion mit C. pneumoniae im Rahmen
der Immunabwehr entwickeln kann und somit eine Eradikation des Pathogens ver-
mindert ist. In der Folge kann so die Entwicklung chronischer Infektionen diskutiert

werden.

Vergleich pro- und antiinflammatorischer als auch pro- und antiapopto-

tischer Faktoren bei rauchenden Probanden und COPD Patienten

Die Mechanismen der pulmonalen Entziindung der COPD vor allem wéahrend der
Exazerbationen sind wie oben bereits erwahnt bisher nicht vollstandig geklart.

So sind akute Infektionen als auch chronische Kolonisationen mit den klassischen
pyogenen Erregern (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae und Moxa-
rella catarrhalis) (49) als auch den atypischen Bakterien Mycoplasma pneumoniae
und Chlamydia pneumoniae (56, 70, 90, 94) im Rahmen der Unterhaltung einer pul-

monalen Entziindung zu betrachten. Eine Assoziation von C. pneumoniae und aku-
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ten Exazerbationen einer COPD konnte mit 4 bis 34% in mehreren Studien dargelegt
werden (14, 56, 69, 76).

Auch in stabilen Erkrankungsintervallen war der Nachweis von C. pneumoniae in 24-
38% im Sinne einer chronischen Kolonisation méglich (16, 88). Die Spannbreite der
Ergebnisse ist sicherlich neben den Differenzen in den Zellpopulationen und epide-
miologischen Unterschieden auch auf die verwendeten indirekten serologischen
Nachweisverfahren zur Detektion einer C. pneumoniae-Infektion (ELISA, MIF, EIA) in
den einzelnen Studien sowie den hohen Seropravalenzraten (bis zu 80% in der er-
wachsenen Bevolkerung) zurickzufahren (30, 40).

Die aktuellen Ergebnisse der CAP-Netz-Studie konnten die Bedeutung von
C. pneumoniae in der Genese der ambulant erworbenen Pneumonie im Vergleich zu
vorhergehenden Studien nicht bestatigen (105), sodass auch fur die COPD die
Daten bezuglich Infektion und Kolonisation weiter beobachtend zu werten sind. Die
Studie von Diederen et al. (26) konnte an Sputumproben mittels Real-time-PCR so-
wohl in stabilen Erkrankungsphasen als auch in einer akuten Exazerbation bei COPD
Patienten (Schweregrad | und Il nach GOLD Klassifikation) keinen Nachweis von C.
pneumoniae als auch Mycoplasma pneumoniae erbringen. Es scheinen jedoch epi-
demiologische Wellen hinsichtlich der Infektionsraten mit C. pneumoniae zu existie-
ren, die in den einzelnen Studien keine Berlcksichtigung fanden (58).

Die nachfolgenden Daten der vorliegenden Studie kdénnen sicherlich, aufgrund der
nur kleinen Fallzahl, kein Kollektiv an COPD Patienten reprasentieren. Vielmehr stel-
len diese einen Versuch da, die Daten aus dem zuvor vorgestellten in vitro Infek-
tionsmodell zu unterstitzen und in den wissenschaftlichen Kontext einer COPD-
Erkrankung zu Ubertragen.

Es konnte zunachst gezeigt werden, dass die Infektion von AM der COPD-Patienten
mit C. pneumoniae in der sehr frihen Phase einer Infektion (15 min) zu einer Ten-
denz der gesteigerten Aktivierung von IkB ohne begleitende gegenregulatorische
NFkB-Antwort fuhrt.

In der Studie von Aaron (1) konnte gezeigt werden, dass bei nachgewiesener Infek-
tion im Rahmen der Exazerbation der Anstieg fur TNF-a im Sputum signifikant ge-
ringer war als bei den Patienten ohne Infektion. Es konnte weiter dargestellt werden,
dass der TLR-2 als hauptsachlicher Interaktionspartner fir C. pneumoniae in vitro
dient (73, 78). Im Vergleich von COPD Patienten, gesunden rauchenden und nicht-

rauchenden Probanden, konnte fir die COPD-Patienten und Raucher eine vermin-
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derte Expression von TLR-2 Rezeptoren auch nach Exposition von LPS nachgewie-
sen werden (29). Da wie zuvor dargestellt, die TLR-2 Expression und damit die
NFkB-Aktivierung bei COPD Patienten vermindert ist, ist zu vermuten, dass, im
Rahmen des Modells des TNF-a-Signalings, die Infektion von AM mit C. pneumoniae
in einer frihen Phase der Infektion zu einer Hemmung der proinflammatorischen re-
gulativen Antwort Gber NF«kB fuhrt. Konsekutiv ergibt sich so der Verdacht, dass die
Infektion mit C. pneumoniae zunéchst zu einer Hemmung der systemischen Entzin-
dung bei COPD Patienten fiihrt und somit eine Abwehrreaktion des Organismus
kurzfristig inhibiert.

Jedoch war dieser antiinflammatorische Regulationsmechanismus bereits nach 30
min vollstandig aufgehoben. Es waren auch im weiteren zeitlichen Verlauf (nach 30
min und 2 h) keine Unterschiede in der Signaltransduktion beziglich der untersuch-
ten Faktoren des TNF-Signalings nach Infektion der humanen AM mit
C. pneumoniae nachweisbar.

Im Vergleich zwischen den COPD-Patienten und den gesunden rauchenden Pro-
banden zeigten die unstimulierten AM die Tendenz eines erhdhten basalen Stimula-
tionsniveaus bezuglich aller untersuchten Faktoren des TNF-Pathways. Insbesonde-
re verdeutlichte sich dies am Beispiel von NFkB. Insgesamt spiegelt sich hierin die
bekannte insgesamt erhdhte systemische Entziindung bei COPD Patienten wider.
Die zur Eingrenzung der Entziindung im Rahmen pulmonaler Infektionen notwendi-
gen ausgeglichenen pro — und antiinflammatorische Mechanismen werden dadurch
aus dem Gleichgewicht gebracht.

Unterstutzt wird dies durch die Ergebnisse einer vorangegangenen Studie, die auf-
zeigen konnte, dass die Infektion von humanen mononukledren Zellen mit C. pneu-
moniae in vitro zu einer unausgeglichenen Sekretion von IL-1p und seinem physiolo-
gischen Gegenspieler IL-1RA fuhrt. Durch die verminderte Sekretion von IL-1p be-
steht somit bei den COPD-Patienten eine verminderte Moéglichkeit die Balance zwi-
schen Proinflammation und Antiinflammation aufrechtzuerhalten. Es entsteht ein pro-
inflammatorisches Ubergewicht (85).

Daher sind die Daten eines kurzfristigen Ubergewichtes bezuglich 1kB als noch vor-
handene mdgliche Gegenregulation im Rahmen der frihen Infektionsphase zu inter-

pretieren, die im Verlauf der Infektion mit C. pneumoniae aufgehoben wird.
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In der aktuellen Studie konnten wir die Bedeutung der untersuchten Faktoren der
TNF-a-Signalwege -insbesondere des NFkB- in der immunologischen Antwort hu-
maner AM und peripherer Blutmonozyten auf eine C. pneumoniae-Infektion darstel-
len. Die genauen Signaltransduktionsmechanismen tber das MAP-Kinasen-System
blieben jedoch unberiicksichtigt. Weitere Studien zur Klarung dieser Aspekte kdnnen
nach den vorliegenden Daten auch an einem Infektionsmodell erfolgen, das in einer

Vorstimulation mit LPS die chronische Entziindungssituation der COPD simuliert.
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6. Zusammenfassung

Die Bedeutung von C. pneumoniae in der Pathogenese der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) wird kontrovers diskutiert. Proinflammatorische und anti-
apoptotische Prozesse stehen im Fokus der aktuellen pathogenetischen Modelle der

Erkrankungsentstehung und -progression der COPD.

Ziel dieser Studie war die Evaluation der Bedeutung einzelner Faktoren (ICE, TNF-a.,
NFxB, Bcl-2, 1kB) der TNF-Signalwege. Hinsichtlich pro-/antiinflammatorischer als
auch pro-/antiapoptotischer Prozesse wurden humanen Monozyten und AM nach
Infektion mit C. pneumoniae mittels einer Multiplex PCR bei gesunden rauchenden

Probanden untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte fur AM gesunder rauchender Probanden bereits in
einer frihen Phasen einer C. pneumoniae-Infektion eine verstarkte Transkription des
proinflammatorischen Regulators NFx B, welcher tber 1kB reguliert ist, nachgewie-
sen werden. Begleitend war eine vermehrte Sekretion der proinflammatorischen Zy-

tokine TNF-a, IL-13 und IL-8 zu dokumentieren.

Ebenfalls in dieser frihen Infektionsphase konnte eine vermehrte Expression von
Bcl-2 aufgezeigt werden. Eine vermehrte Bcl-2 Expression inhibiert die Wirtszelle-
Apoptose Uber die intrinsischen Signaltransduktionskaskaden. Die Hochregulation
des NFkB, welcher auch antiapoptotisch Eigenschaften tber die extrinsichen Signal-
transduktionskaskaden besitzt, spricht ebenfalls flr eine antiapoptotische Immun-
antwort.

In der Spatphase der Infektion in C. pneumoniae-infizierten AM war eine proinflam-
matorische Immunantwort tber die vermehrte Transkription von ICE und der Sekre-
tion von IL-1p, abhéngig von der Infektionsdosis, zu erkennen. In der Apoptoseregu-
lation besitzt ICE sowohl pro- als auch antiapoptotische Funktionen. ICE aktiviert auf
der einen Seite Caspase 3 (proapoptotisch), auf der anderen Seite wirkt es durch die
Aktivierung von IL-18 und nachfolgend NFkB, antiapoptotisch. Die initiale NFxB-
Antwort der AM war in dieser Phase nicht mehr nachzuweisen, wobei jedoch gleich-
zeitig eine verminderte Expression von IkB aufzuzeigen war, welches NF«B inhibie-

ren kann.
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Im Vergleich hierzu war bei den humanen Monozyten eine veranderte Regulation zu
beobachten. So zeigte sich nach einer Uberexpression von IkB keine vermehrte
NFkB Antwort im zeitlichen Verlauf. Die Sekretion der Zytokine wies jedoch eine ho-
here IL-1p /IL-1RA Ratio bei den Monozyten im Vergleich zu den AM auf. Dies war
insbesondere vor dem Hintergrund der fehlenden unterschiedlichen Expression von
ICE bei AM und Monozyten auffallig. Die Daten unterstreichen die zentrale Bedeu-

tung der immunregulatorischen Funktionen von AM.

Die AM der COPD-Patienten sind durch die chronische Vorstimulation nicht in der
Lage, reguliert Uber den NFkB-Weg, auf eine Infektion von C. pneumoniae zu reagie-
ren. Dies war auch in dem Infektions-Modell mit einer Vorstimulation mit LPS zur Si-
mulation der chronischen Entziindung im Rahmen der COPD nachweisbar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass AM gesunder Probanden auf eine In-
fektion mit C. pneumoniae mit einer proinflammatorischen und antiapoptotischen
Antwort reagieren, die Uber den Transkriptionsfaktor NFkB als auch Uber Bcl-2 regu-

liert wird.
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