
 

 
 

Mechanismen der Persistenz von  

Chlamydia trachomatis und Chlamydophila pneumoniae 

 in humanen monozytären und epithelialen Zellen 

 
 
 
 
 

Von dem Fachbereich Chemie der Universität Hannover 

zur Erlangung des Grades einer 

Doktorin der Naturwissenschaften 

Dr. rer. nat. 

 

 

 

genehmigte Dissertation 

von 

 

 

Dipl. Biol. Birgit Krauße-Opatz 

geboren am 2.1.1964 

in Hannover 

 

 

 

2003 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Referent:   Prof. Dr. W. Müller 

Korreferent:   Prof. Dr. H. Zeidler 

Tag der Promotion:  21.11.2003 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für Lea und Saskia 



_________________________________________________________________I 

Zusammenfassung 
 
Chlamydia trachomatis (CT) und Chlamydophila pneumoniae (CP) sind obligat intrazelluläre 
Bakterien, die chronische Entzündungsreaktionen durch persistierende i.e. kulturnegative 
Infektionen vitaler metabolisch aktiver Erreger auslösen können. Sowohl epitheliale als auch 
monozytäre Zellen sind wichtige Wirtszellen für Chlamydien, wobei den monozytären Zellen 
eine zentrale Rolle in der Erregerdissimination und chlamydialen Persistenz zukommt. 
Ein Problem bei der Untersuchung chlamydialer Infektionen in vitro stellt die häufige 
Mycoplasmen-Kontamination chlamydialer Stämme dar. 
In den hier vorgelegten Untersuchungen sollten 1. die Rate mycoplasmaler Kontaminationen 
in CT und CP-Stämmen bestimmt, die biologischen Effekte auf chlamydiale Infektionen 
untersucht und eine selektive Dekontamination von Mycoplasmen angestrebt werden, 2. 
mögliche Mechanismen der chlamydialen Persistenz in vitro und 3. die während 
persistierender chlamydialer Infektionen in Monozyten generierten Entzündungsmediatoren 
untersucht werden. 
 
1. Neun CT- und 17 CP-Stämme wurden mit Hilfe einer Breitspektrum-nested-PCR auf 

mycoplasmale Kontamination untersucht. Die Spezifität der PCR- wurde durch einen neu 
entwickelten Verdau mit der Restriktionsendonuklease HpaI und Sequenzierung einiger 
PCR-Produkte verifiziert. 5/9 CT-Stämmen und 6/17 CP-Stämmen waren mit 
Mycoplasmen i. e. Mycoplasma fermentans, M. hyorhinis und M. hominis kontaminiert. In 
Versuchen zur biologischen Relevanz mycoplasmaler Kontaminationen in Chlamydien-
Kulturen zeigte sich eine von der Anzahl anwesender Mycoplasmen abhängige 
Suppression der Entwicklung chlamydialer Einschlusskörper bis zum kompletten 
Wachstumsstopp. Mycoplasmen wurden mit Hilfe einer neu entwickelten Methode durch 
Behandlung mit dem Antibiotikum Mupirocin aus Chlamydien-Kulturen eliminiert. Ein 
klinisches Isolat von CP wurde durch diese Behandlung von einer M. hyorhinis-
Kontamination gereinigt. 

2. In Versuchen zur Persistenz von CT in monozytären THP-1- und epithelialen HEp-2-
Zellen wurde eine IFNγ-induzierte Suppression der Einschlusskörper-Entwicklung 
festgestellt. Freie Eisen-II-Ionen heben die IFNγ-induzierte Wachstumshemmung in HEp-
2-Zellen vollständig und in THP-1-Zellen partiell auf. In CT-infizierten humanen 
peripheren Blutmonozyten (HPBM) hat der Zusatz freier Fe2+-Ionen keine Reaktivierung 
der persistierenden Chlamydien zur Folge. Tryptophan supprimiert die EK-Entwicklung in 
beiden Zelltypen. Dieser Effekt ist in THP-1-Zellen deutlicher ausgeprägt, als in HEp-2-
Zellen. Die Blockade der NO-Synthase hat keinen Einfluss auf die CT-Infektion in THP-1- 
und HEp-2-Zellen.  

3. Die Rolle Chlamydien-infizierter Monozyten im Entzündungsprozess wurde durch die 
Untersuchung der Induktion von Entzündungsmediatoren während der Frühphase der 
persistierenden Infektion analysiert. Sowohl CT als auch CP induzieren die monozytäre 
Prostaglandin E2 ( PGE2)-Synthese, wobei bei gleichen Erregerzahlen pro Wirtszelle CT 
die PGE2-Synthese stärker induziert als CP. Ursächlich für die erhöhte PGE2-Produktion 
ist am ehesten eine in der real-time-RT-PCR dokumentierte deutlich erhöhte monozytäre 
Cyclooxygenase-2-mRNA-Expression. Bei früher persistierender CT-Infektion in 
Monozyten werden insbesondere Th2-Zytokine, hier v.a. IL-10 sezerniert. 

 
Schlagworte: Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae, Persistenz 
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Abstract 
 
Chlamydia trachomatis (CT) and Chlamydophila pneumoniae (CP) are obligate intracellular 
bacteria that can trigger a chronic inflammatory reaction by persistent i.e. culture-negative 
infection of metabolic active pathogens. Epithelial as well as monocytic cells are important 
host cells for Chlamydia. Monocytic cells play a central role in the dissemination of the 
pathogen and in chlamydial persistence. 
One central problem in investigating chlamydial infections in vivo is the frequent 
mycoplasma-contamination of chlamydial strains. 
The here presented investigations should 1. determine the rate of mycoplasma-
contamination of CT- and CP-strains, investigate the effects of these contaminations on 
chlamydial infections and should further aim for a selective decontamination of Mycoplama, 
2. survey possible mechanisms of chlamydial persistence in vitro and 3. analyse 
inflammatory mediators generated in monocytes during persistent chlamydial infection.  
 
1. Nine CT- and 17 CP-strains were analysed for mycoplasma-contamination applying a 

broad-spectrum-nested PCR. PCR-specificity was verified applying a newly developed 
restrictionendonuclease-digestion with Hpal and sequencing of selected PCR-products, 
respectively 5/9 CT- and 6/17 CP-strains were found to be contaminated with 
mycoplasma, i.e. Mycoplasma fermentans, M. hyorhinis and M. hominis. Experiments 
investigating the biologic relevance of mycoplasma-contaminations in chlamydial cultures 
show a mycoplasmal dose-dependent suppression of the development of chlamydial 
elementary bodies (EB) resulting in complete cessation of chlamydial development at 
high concentrations of Mycoplasma. Mycoplasma-contamination was eliminated by a 
newly developed method applying the antibiotic Mupirocin on chlamydial cultures. One 
clinical isolate of CP contaminated with M. hyorhinis was decontaminated applying this 
method. 

2. The investigations regarding the persistence of CT in monocytic THP-1- and epithelial 
HEp-2-cells show an IFNγ-induced suppression of EB-development. Free iron-II-ions 
suspend the IFNγ-induced growth reduction in HEp-2-cells completely and partially in 
THP-cells, respectively. The addition of free iron-II-ions however does not induce 
reactivation of persistent chlamydial infection in CT- infected human peripheral blood 
monocytes (HPBM). Tryptophane suppresses the EB-development in both cell types. 
This effect however is more prominent in THP-1-cells compared to the effect in HEp-2-
cells. Blockade of the NO-synthetase has no effect on the CT- infection in THP-1- and 
Hep-2-cells. 

3. The role of chlamydial-infected monocytes during the inflammatory process was 
addressed by investigation of induction of inflammatory mediators during the early phase 
of persistent chlamydial infection. CT as well as CP induce the monocytic prostaglandin 
E2 (PGE2)-synthesis, however equivalent numbers of CT per host cell induce a higher 
PGE2-response compared to CP. Causative for the higher PGE2-production is at most an 
in real-time RT-PCR documented higher expression of monocytic cyclooxygenase-2-
mRNA. During early persistent CT-infection in monocytes a Th2-specific cytokine pattern 
is secreted, above all IL-10. 

 
Key words: Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae, persistence 
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1 Einleitung 
1.1 Systematik der Chlamydien 
Chlamydien gehören zu den obligat intrazellulären Bakterien. Sie wurden in 

Vertebraten, Arthropoden, Coelenteraten, Molluscen und Amöben nachgewiesen. 

Die ursprüngliche Differenzierung verschiedener Chlamydien-Arten erfolgte aufgrund 

ihrer Morphologie, dem Glykogengehalt der chlamydialen Einschlusskörperchen, der 

Antigenstruktur der Zellwand und dem Wirtsspektrum (MOULDER, 1988). 

Inzwischen werden Sequenzunterschiede bestimmter konservierter Gene zur 

phylogenetischen Einordnung benutzt. Auf der Artenebene befindliche Stämme 

haben nahezu identische (> 98%) 16S rRNA-Gensequenzen. Für die feinere 

Aufklärung der phylogenetischen Beziehungen zwischen einzelnen Stämmen werden 

daher andere, sich im Laufe der Evolution schneller verändernde Gensequenzen, 

wie die 16S/23S-Spacer-Region genutzt. 

Eine phylogenetische Analyse der 16S- und der 23S-rRNA-Gene (EVERETT et al., 

1999) ergab eine Neuordnung der Systematik, verbunden mit einer Änderung der 

Taxonomie der Ordnung Chlamydiales. Eine phylogenetische Analyse von 

Oberflächenproteinen und anderen chlamydialen Proteinen unterstützt die neue 

Systematik (BUSH & EVERETT, 2001). Neben der Familie der Chlamydiaceae 

wurden nun drei weitere Familien in die Ordnung der Chlamydiales aufgenommen 

(Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simkaniaceae). Innerhalb der Familie der 

Chlamydiaceae werden zwei Gattungen, Chlamydia und Chlamydophila 

unterschieden. Zur Gattung Chlamydia gehören die Spezies C. trachomatis, C. suis 

und C. muridarium. Die Spezies C. trachomatis wird in drei Biovare unterteilt, das 

Biovar Trachoma mit den Serotypen A, B und C, Lymphogranuloma venerum (LGV) 

mit den Serotypen L1, L2 und L3 und Mauspneumonitis. Die Gattung Chlamydophila 

beinhaltet 6 Spezies (C. pneumoniae, C. pecorum, C. caviae, C. felis, C. psittaci und 

C. abortus). 

 

1.2 Entwicklungszyklus von Chlamydien 
Die obligat intrazellulären Chlamydien sind in ihrer Vermehrung auf intakte 

Wirtszellen angewiesen, in denen sie einen einzigartigen Entwicklungszyklus 

durchlaufen. Dabei kommt es zu einem Wechsel von zwei Organisationsformen, den 

Elementarkörperchen mit einem Durchmesser von 200 – 300 nm und den 

Retikularkörperchen mit einem Durchmesser von bis zu 1000 nm. Die 
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Elementarkörper sind die infektiöse Form der Chlamydien. Sie sind metabolisch 

inaktiv und können extrazellulär überleben bis sie von permissiven Wirtszellen durch 

rezeptorvermittelte Endozytose (WARD & MURRAY, 1984; HODINKA et al., 1988; 

WYRICK et al., 1989 und 1993; MOULDER, 1991) aufgenommen werden. Nach der 

Aufnahme in die Wirtszelle kommt es zu einer Umwandlung der Elementarkörper 

zum metabolisch aktiven Retikularkörper (HATCH, 1996). Diese Form vermehrt sich 

innerhalb intrazellulärer Vakuolen, den Einschlusskörpern durch Querteilung (TODD 

et al., 1976). Nach mehreren Teilungen kommt es zur Reorganisation der 

Retikularkörper zu Elementarkörpern. Diese werden durch Zelllyse oder Exozytose 

aus der Wirtszelle freigesetzt und sind in der Lage weitere Zellen zu infizieren 

(LEVITT & BAROL, 1987). 

 
Abb. 1: Entwicklungszyklus von Chlamydia trachomatis 

(EK = Elementarkörper; RK = Retikularkörper; IK = Intermediärkörper) nach LEVIT et al.,1987 
 
Dieser Ablauf der chlamydialen Entwicklung wird als „produktive Infektion“ 

bezeichnet, weil sie in der Vermehrung infektiöser Chlamydien resultiert. 

Die Länge des Entwicklungszyklusses ist je nach Spezies verschieden. Bei 

Chlamydia trachomatis dauert er 36 – 42 Stunden, bei Chlamydophila pneumoniae 

72 – 96 Stunden. Dabei sind die einzelnen Entwicklungsphasen zeitlich nicht 

voneinander zu trennen, da sie nicht synchron verlaufen. Viele RK teilen sich noch, 

nachdem die Reorganisation zu EK bereits begonnen hat. Für C. trachomatis wurde 
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beobachtet, dass die Wirtszellen nach dem Einstellen der chlamydialen Vermehrung 

mehrere Stunden lang intakt bleiben, bevor die Freisetzung der Chlamydien erfolgte. 

 

1.3 Durch Chlamydien verursachte Erkrankungen 
Durch Chlamydien hervorgerufene Infektionen zählen zu den häufigsten bakteriellen 

Infektionen weltweit. Das Spektrum der Erkrankungen zeigt eine große 

Variationsbreite mit z. T. schweren klinischen Manifestationen. C. pecorum und C. 

psittaci umfassen verschiedene tierpathogene Erreger (STORZ, 1988, FUKUSHI & 

HIRAI, 1992). C. psittaci ist zudem als Auslöser der Ornithose beim Menschen 

bekannt. Der früher als TWAR bezeichnete Stamm, der ursprünglich für einen 

untypischen C. psittaci-Stamm gehalten wurde, ist später als neue Spezies C. 

pneumoniae identifiziert worden (GRAYSTON et al., 1993). Sie bildet die 

Hauptursache akuter Infektionen des Respirationstraktes im Menschen. Viele 

Studien ergaben, dass C. pneumoniae für 5 – 20% aller Fälle einer erworbenen 

Pneumonie verantwortlich sind. Ein Zusammenhang wurde auch zwischen 

Infektionen mit C. pneumoniae und anderen akuten und chronischen Erkrankungen 

beobachtet. 
 
Tabelle 1: Akute Infektionen durch C. pneumoniae 

Erkrankung Quelle 

Akute Infektionen:  

Sinusitis und Otitis media OGAWA et al., 1992 

BLOCK et al., 1997 

Pharyngitis THOM et al., 1990 

Endokarditis NORTON et al., 1995 

Myokarditis WESSLEN et al., 1992 

Erythema nodosum  SUNDELOF et al., 1993 

Akutes Nierenversagen MARCHANT et al., 1995 

Meningitis SUNDELOF et al., 1993 

Enzephalitis FRYDEN et al., 1989 

Meningoenzephalitis SOCAN et al., 1994 

Dysfunktion des Cerebellums KORMAN et al., 1997 

Guillain-Barré-Syndrom HAIDL et al., 1992 

Lumbosakrale Meningoradikulitis MICHEL et al., 1992 
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Tabelle 2: Chronische Infektionen durch C. pneumoniae 

Erkrankung Quelle 

Chronische Erkrankungen:  

Reaktive Luftwegserkrankungen bei Kindern EMRE et al., 1994 

Im Erwachsenenalter einsetzendes Asthma und 

exazerbiertes Asthma bei Erwachsenen 

HAHN et al., 1991 

Sarkoisose POULAKKAINEN et al., 

1996 

Reaktive Arthritis BRAUN et al., 1994 

Multiple Sklerose SRIRAM et al., 1998 

Morbus Alzheimer BALIN et al., 1998 

Koronare Herzerkrankungen MEHTA et al., 1998 

 

Viele Hinweise aus experimentellen und klinischen Studien, basiert auf 

Entzündungsmarkern und -mediatoren in Blutplasma und Proben aus 

arteriosklerotischem Gewebe belegen einen Zusammenhang zwischen 

Arteriosklerose und chronischen Entzündungsprozessen. Dies führte zur Zuordnung 

koronarer Herzerkrankungen zu entzündlichen Erkrankungen (ROSS, 1993; MEHTA 

et al., 1998). Weitere Daten implizieren, dass CP  in die Auslösung und 

Aufrechterhaltung dieser Entzündungsprozesse beteiligt ist (MEHTA et al., 1998). 

 

C. trachomatis umfasst bis auf den Maus Pneumonitis Biovar ausschließlich 

humanpathogene Erreger. Eine Klassifizierung der Biovare Lymphogranuloma 

venerum (LGV) und Trachoma in insgesamt 18 Serotypen findet aufgrund eines 

Mikroimmunfluoreszenztestes statt, der auf spezifischen Immunologischen 

Reaktionen beruht. 

Der LGV-Biovar mit seinen Serotypen L1 bis L3 verursacht die sexuell übertragbare 

Krankheit Lymphogranuloma venerum. 

Der Biovar Trachoma wird in die Serotypen A-K, Ba, Da und Ia unterteilt (WANG & 

GRAYSTON, 1990). Man unterscheidet hier die okulären Biovare A – C, die die 

Konjunktiva infizieren und die Stämme D – K, die Infektionen des Urogenitaltraktes 

hervorrufen. Das Trachoma Biovar zeichnet sich durch eine eingeschränkte 

Wirtszellspezifität aus. Die Zielzellen sind epitheliale Zellen der Konjunktiva und der 

Mukosa im Urogenitaltrakt (KUO, 1988). 
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Die Serovare A – C des Trachoma Biovars führen zur Entstehung des Trachoms und 

stellen die weltweit häufigste Ursache der infektiösen Erblindung dar. In der sog. 

Dritten Welt sind 150 Mio Menschen infiziert, von denen ca. 6 Mio erblindet sind 

(THYLEFORS et al., 1995). Eine wiederholte Reinfektion oder Persistenz der 

Bakterien wird für eine Chronifizierung der Entzündung verantwortlich gemacht, die 

zu einer Vernarbung und letztendlich zur Erblindung führen kann (TAYLOR et al., 

1982; GRAYSTON et al., 1985; WARD et al., 1990). 

Infektionen mit den Serovaren D – K sind verursachen die weltweit häufigsten sexuell 

übertragbaren Erkrankungen (WHO, 1996). Sie manifestieren sich in einer ganzen 

Bandbreite klinischer Syndrome. Bei Männern bildet C. trachomatis die häufigste 

Ursache der nicht gonorrhoeischen Urethritis, die sich durch Aszendenz zu einer 

Prostatitis oder Epididymitis entwickeln kann. C. trachomatis wird zudem als 

Auslöser für die Sterilität beim Mann diskutiert (GREENDALE et al., 1993; PURVIS & 

CHRISTIANSEN, 1993). Bei Frauen manifestiert sich eine CT-Infektion gewöhnlich 

als Cervicitis. Davon ausgehend kommt es häufig zur Aszendenz der Erreger in den 

oberen Genitaltrakt.  Als Folge dessen kann sich eine Salpingitis, auch als PID 

(pelvic inflammatory disease) bezeichnet, entwickeln. Andere folgenschwere 

Manifestationen neben der PID sind eine tubenbedingte Infertilität oder eine 

ektopische Schwangerschaft (CATES & WASSERHEIT, 1991). 

Eine weitere Komplikation chlamydialer Urogenitalinfektionen ist die Entwicklung 

einer reaktiven Arthritis in 1 – 3% der Krankheitsfälle (KEAT et al., 1979; 

WOLLENHAUPT & ZEIDLER, 1990). Unter einer reaktiven Arthritis wird eine sterile 

Gelenkentzündung verstanden, die im Anschluß an eine extraartikuläre Infektion 

auftritt. Es handelt sich klinisch vorwiegend um eine asymmetrische Oligoarthritis der 

unteren Extremitäten. Obwohl es bei einem Teil der Patienten zur spontanen 

Remission kommt, liegt der Anteil eines chronischen Krankheitsverlaufes der 

Chlamydien-induzierten-Arthritis (CIA) bei ca. 40 – 70% (FOX et al., 1979; 

FIRESTINE & ZVAIFLER, 1987, ZEIDLER, 1991). 

 

Insgesamt ist zu beobachten, dass Chlamydien eine Tendenz zu chronischen 

Infektionsverläufen zeigen. Diese können mit schweren Manifestationen, wie 

Erblindung, Infertilität, ektoper Schwangerschaft und einem chronischen Verlauf 

einer reaktiven Arthritis einhergehen. 
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1.4 Die Persistenz und ihre Bedeutung für die Pathogenese 
chlamydialer Erkrankungen 

Verschiedene Indizien deuten auf einen Zusammenhang von persistenten 

chlamydialen Infektionen mit chronischen Erkrankungen (Übersicht in BEATTY et al., 

1994b). Ist ein Erreger für die Entwicklung einer Krankheit verantwortlich, so wird zur 

Klärung dieses Kausal-Zusammenhanges die Erfüllung der Koch´schen Postulate 

vorausgesetzt. Diese beinhalten die regelmäßige Isolierung der Keime bei 

Krankheitsfällen (1), eine Züchtung von Reinkulturen in vitro (2), eine experimentelle 

Auslösung des entsprechenden Krankheitsbildes in empfänglichen Versuchstieren 

(3) und eine Reisolierung der Keime aus Versuchstieren (4). Persistente Chlamydien 

befinden sich jedoch in einem nicht infektiösen und damit nicht anzüchtbaren 

Zustand. Die Koch´schen Postulate der Anzüchtbarkeit und Kultivierbarkeit können 

also nicht erfüllt werden. 

Für chronisch entzündliche Arthritiden wurde von TAYLOR-ROBINSON & KEAT 

(2001) eine Reihe von Vorschlägen zur Erhellung des Kausalzusammenhangs 

zwischen Krankheit und Infektionserreger vorgestellt:  

Dazu gehören eindeutige Kriterien wie Detektion durch Molekularbiologische 

Methoden, Isolierung durch Kultur, Ansprechen auf antibiotische Therapie und 

Besserung der Krankheit durch Verabreichung einer erregerspezifischen Vaccine. 

Weitere Kriterien sind die wiederholte Detektion in mehreren Proben eines Patieten, 

die Detektion in frühen Krankheitsstadien, ein Konsens zwischen verschiedenen 

Autoren, und spezifische Antikörper-Antworten oder zelluläre Immunantworten. Diese 

Kriterien müssen gegen Kontrollgruppen ohne Krankheitssymptome ausgewertet 

werden und sind daher schwieriger zu beurteilen. 

Für chronische chlamydiale Infektionen sind auch die meisten dieser Kriterien nur 

selten erfüllt oder nicht eindeutig zu beurteilen. 

 

Nur in seltenen Fällen gelang der kulturelle Nachweis von Chlamydien in 

chronischen Fällen des Trachoms (SCHACHTER et al., 1988; WARD et al., 1990). 

Für eine Persistenz von CT in einem kulturnegativen Status sprechen auch Daten 

aus einem Primatenmodell mit okulären Infektionen und Trachoma-Patienten. Ein 

Nachweis von chlamydialer rRNA ist noch lange möglich, nachdem eine 

Antigendetektion negativ war (HOLLAND et al., 1992; HUDSON et al., 1992; 
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CHEEMA et al., 1991). Die Autoren deuten den Nachweis chlamydialer RNA als 

einen Hinweis auf das Vorliegen vitaler Bakterien. 

Auch bei Erkrankungen des Genitaltraktes wurden Charakteristika einer Persistenz 

beschrieben. Viele Infektionen verlaufen hier symptomlos und können sich zu einer 

asymptomatischen PID entwickeln (SELLORS et al., 1988; THEIJLS et al., 1991; 

CATES & WASSERHEIT, 1991). In diesen Fällen ist eine kulturelle Anzucht der 

Bakterien nur selten möglich (KANE et al., 1984; BRUNHAM et al., 1985; THEIJLS et 

al., 1991). Allerdings fanden sich chlamydiale Antigene und/oder Nukleinsäuren im 

Endometrium oder in den Tuben kulturnegativer, infertiler Frauen (CAMPBELL et al., 

1993; KIVIAT et al., 1986; SOONG et al., 1990; THEIJLS et al., 1991, PATTON et 

al., 1994, SHEPARD & JONES, 1989). GERARD et al. konnten zeigen, dass in den 

Tuben von Frauen mit ektoper Schwangerschaft vitale, metabolisch aktive 

Chlamydien vorliegen (GERARD et al., 1998b). 

Bei der CIA besteht eine vergleichbare Situation. Es ist ein Charakteristikum dieser 

Erkrankung, dass eine kulturelle Anzucht der Erreger aus den Gelenken betroffener 

Patienten nicht gelingt. Die initiale Beobachtung des intraartikulären 

Erregernachweises von Chlamydia trachomatis durch Immunfluoreszenz von Keat 

und Mitarbeitern konnte von anderen Arbeitsgruppen bestätigt werden (KEAT et al., 

1987). Elektronenmikroskopisch ließen sich im Synovialgewebe intrazellulär 

Einschlußkörper darstellen, die chlamydialen Retikularkörpern ähnlich waren, aber 

Zeichen atypischen Wachstums aufwiesen (ISCHIKAWA et al., 1986; 

SCHUMACHER et al., 1988). Diese morphologisch atypischen Chlamydien werden 

im Gelenk hauptsächlich in Makrophagen und vereinzelt in Synovialfibroblasten 

gefunden (BEUTLER et al., 1995). Der Nachweis dieser aberranten Formen ist auf 

eine Zone unterhalb der Synovialmembran beschränkt, die von Entzündungszellen 

infiltriert ist (NANAGARA et al., 1995). Ähnliche atypische Erreger wurden bereits bei 

anderen persistierenden Chlamydieninfektionen nachgewiesen. Sie gelten als 

morphologische Korrelate persistierender Chlamydieninfektionen (WARD, 1995). 

Durch den Einsatz der PCR- und der in situ-Hybridisierung konnte darüber hinaus 

chlamydiale rRNA und DNA im Gelenk identifiziert werden (BAS et al., 1995; 

BEUTLER et al., 1994; HAMMER er al., 1992; RAHMAN et al., 1992; TAYLOR-

ROBINSON et al., 1992). Chlamydiale Moleküle wurden selbst im Synovialgewebe 

von Patienten mit reaktiver Arthritis entdeckt, die seit mehr als 10 Jahren erkrankt 

waren. Die Chlamydia trachomatis-Infektion im Gelenk kann sich somit über mehrere 
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Jahre erstrecken (NANAGARA et al., 1995). Mittels RT-PCR wurde gezeigt, daß 

diese aberranten chlamydialen Organisationsformen vital und metabolisch aktiv sind. 

Es ließen sich kurzlebige chlamydiale rRNA Transkripte und  mRNA im Gelenk 

nachweisen. Da beide RNA-Arten eine kurze Halbwertszeit aufweisen, ist ihre 

Detektion an das Vorhandensein lebendiger, stoffwechselaktiver Chlamydien 

gebunden (GÉRARD et al., 1998a). 

 

1.5 Persistenz und Entzündung 
Bei chronischen Entzündungen bilden vor allem Makrophagen und Lymphozyten das 

zelluläre Infiltrat. Während einer Entzündungsreaktion setzen diese Zellen eine 

Vielzahl von Mediatoren frei, die einerseits einen Großteil der Abwehrleistung 

vollbringen und andererseits für die Symptome der Entzündung verantwortlich sind. 

So werden von aktivierten Makrophagen Enzyme, Prostaglandine und Cytokine 

gebildet, die das Entzündungsgeschehen unterhalten. 

Chlamydien-infizierte Monozyten/Makrophagen, die vitale stoffwechselaktve Erreger 

enthalten, sind bei der Chlamydien-induzierten Arthritis pathogenetisch relevant. Sie 

sind für die Aufrechterhaltung der chronischen Entzündung verantwortlich. Die 

Expression von chlamydialem heat shock protein und das Vorhandensein 

chlamydienspezifischer Antikörper und T-Zellen in der Synovialflüssigkeit 

entzündeter Gelenke sind Indizien für die immuologische Relevanz der Chlamydien 

im Entzündungsgeschehen des Gelenkes (BULUT et al., 2002; CAMPBELL et al., 

1996; GASTON et al., 1996; GOODALL et al., 2001; MATYSZAK & GASTON, 2002, 

THIEL et al., 2000). 

 

Direkt Makrophagen-aktivierend wirken chlamydiales heat shock protein (HSP) und 

Lipopolysaccharid (LPS). Sie induzieren die Synthese der Monokine Interleukin-1 (IL-

1) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) (ROTHERMEL et al., 1989; INGALLS et al., 

1995). Reicht die direkte Aktivierung der Makrophagen nicht aus, um die Erreger zu 

eliminieren, so setzen Immunreaktionen ein, die eine heftigere Antwort auf die 

Infektion bewirken. Dazu gehört die Stimulation von T-Lymphozyten, die ihrerseits 

eine verstärkte Aktivierung der Makrophagen bewirkt. Chlamydiales HSP kann T-

Zellen zur Synthese von Interferon-γ (IFNγ) und Interleukin-2 (IL-2) stimulieren 

(WARD, 1995). Diese Lymphokine stimulieren weiterhin die Monokin-Synthese in 

Makrophagen (NARUMI et al., 1990). 
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Eine bedeutsame Rolle in Entzündungsprozessen spielen auch die Prostaglandine. 

Prostaglandin E2 ist z. B. ein wichtiger proinflammatorischer Mediator, der bei 

Entzündungen Schwellung, Rötung und Schmerz vermittelt. 

Schlüsselenzyme der Prostaglandinsynthese sind die Cyclooxygenasen. Sie 

konvertieren die aus der zellulären Membran freigesetzte vierfach ungesättigte 

Fettsäure Arachidonsäure in Prostaglandin H2. Spezifische Prostaglandinisoenzyme 

verwandeln Prostaglandin H2 in die verschiedenen Prostanoide wie z.B. 

Prostaglandin E2, Prostacyclin und Thromboxan. 

1991 konnte gezeigt werden, dass von der Cyclooxygenase nicht nur ein Enzym, 

sondern zwei Isoformen existieren, die Cyclooxygenase-1 und Cyclooxygenase-2 

(MASFERRER et al., 1990; KUJUBU et al., 1991 und XIE et al., 1991). Die 

Cyclooxygenase-1 (COX-1) wird konstitutiv in verschiedenen Organsystemen 

exprimiert und ist für die Aufrechterhaltung der entsprechenden Organfunktion durch 

die Synthese von Prostaglandinen verantwortlich. Die Bildung der Cyclooxygenase-2 

(COX-2) wird dagegen überwiegend durch Mediatoren der Entzündung wie z.B. 

Zytokine und bakterielles Lipopolysaccharid induziert.  

Ob auch Chlamydien-Infektionen in Monozyten eine Prostaglandin-Synthese 

induzieren können war bisher noch nicht Gegenstand wissenschaftlicher 

Untersuchungen. 

  

1.6 In vitro Persistenz 
Aufgrund der Relevanz persistenter Infektionen in vivo wurden eine Reihe von 

Modellen entwickelt, um Mechanismen und Bedeutung der Persistenz zu 

untersuchen. 

LEE (1981) und LEE & MOULDER, 1981 beschrieben erstmals eine persistente 

Infektion in einem Zellkultursystem. Eine CT-Infektion in Mausfibroblasten wechselte 

zwischen Phasen intensiver Wirtszellzerstörung mit produktiver Chlamydieninfektion 

und Phasen einer Wirtszellproliferation über einen Zeitraum von mehreren Monaten. 

Die meisten Untersuchungen zur Persistenz bezogen sich auf Persistenz-

induzierende Faktoren. Persistenz-induzierend wirken die Erniedrigung der 

Konzentrationen essentieller Metabolite, die Anwesenheit von Wirtsfaktoren wie IFNγ 

oder Antibiotika (HOLMES, 1998). Derartige Bedingungen behindern im Allgemeinen 

die RK-Reifung oder inhibieren deren Differenzierung zum infektiösen EK und sind 

mit morphologischen Veränderungen verbunden. 
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Die Depletion von Aminosäuren während der Kultur von infizierten Fibroblasten führt 

zur Entwicklung einer persistenten Infektion, die durch einen drastischen Rückgang 

der Chlamydien und die Ausbildung vergrößerter anormaler Chlamydien-Partikel 

charakterisiert ist (HATCH, 1975; ALLAN et al., 1985; COLES et al., 1993). Nach 

Wiederherstellung der ursprünglichen Medien-Zusammensetzung kommt es zur 

Reaktivierung einer produktiven Infektion. 

Ein weiteres Modell stellt die IFN-γ-induzierte Persistenz dar. Am intensivsten wurden 

epitheliale Cervix-Zellen, infiziert mit C. trachomatis Serovar A untersucht (BEATTY 

et al., 1993). Die IFN-γ-Behandlung führt zur Entwicklung atypischer Einschlüsse mit 

abberant vergrößerten Chlamydien, die nicht infektiös sind. Nach BEATTY et al., 

1994a beruht dies auf der Induktion des tryptophandegradierenden Enzyms 

Indoleamindioxygenase (IDO). Durch Zugabe von exogenem Tryptophan kann die 

Wachstumshemmung aufgehoben werden. Eine andere Studie demonstrierte die 

Effekte von Interferon-γ auf C. pneumoniae-infizierte HEp-2-Zellen (PANTOJA, 

2001). In Abhängigkeit von der eingesetzten IFN-γ-Dosis kam es zu einem Abfall der 

CP-Replikation mit der Ausbildung morphologisch abberanter Chlamydien-Partikel. 

Wurde das IFN-γ entfernt, reorganisierten sich die abberanten Chlamydien wieder zu 

infektiösen EK. 

Auch durch Zugabe von Antibiotika, z. B. Penicillin wird die Differenzierung von RK 

zu EK behindert und es entwickeln sich morphologisch abberante Formen, die sich 

nach Entzug des Antibiotikums wieder zu infektiösen EB reorganisieren können 

MATSUMOTO & MANIRE, 1970; KRAMER & GORDON, 1971; JOHNSON & 

HOBSON, 1977; CLARK et al., 1982).  

 

Untersuchungen zur Persistenz wurden im Allgemeinen in epithelialen Zellen 

durchgeführt. Bei chronischen chlamydialen Erkrankungen sind aber Monozyten und 

Makrophagen Zielzellen der Erregerpersistenz. 

Der Untersuchung der chlamydialen Persistenz in Monozyten sind Grenzen gesetzt, 

die die Aufklärung der vorhandenen Mechanismen erschweren. So entsprechen die 

HPBM-Präparationen über Ficoll-Separation und Plastikadhärenz Gemischen aus 

Monozyten, Lymphozyten, Thrombozyten und kleinen Anteilen an weiteren 

Blutzellen. Weiterhin sind die biologische Variabilität der Blutspender und die 

begrenzte Zahl der bei einer Blutentnahme präparierbaren HPBM für die 
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Reproduzierbarkeit der zum Teil umfangreichen Versuchsansätze begrenzende 

Faktoren. 

Zur Untersuchung der monozytären Mechanismen der Persistenz wurde daher als 

Modellsystem einer monozytären Zelle die humane promonozytäre Vorläuferzelllinie 

THP-1 verwendet. Sie exprimiert den Monozyten/Makrophagen-Oberflächenmarker 

CD14, ist mit dem Phorbolester TPA zu einem makrophagen-ähnlichen Stadium 

differenzierbar und kann die IDO exprimieren. Die Infizierbarkeit dieser Zellen durch 

Chlamydia trachomatis ist in der Dissertation von C. BONK, 1997 beschrieben 

worden. 

1.6.1 Problemstellung mycoplasmenkontaminierte Chlamydien 

Eine besondere Schwierigkeit bei der Analyse von Chlamydieninfektionen in vitro 

stellt die häufige Kontamination von Chlamydien-Stämmen mit verschiedenen 

Mycoplasmen-Spezies dar. Bei in vitro Versuchen mit Chlamydien ist diese 

Problematik wiederholt beschrieben worden (MESSMER et al., 1994; HUNICHE et 

al., 1998). Sowohl die benutzten Zellkulturen als auch die kommerziell erhältlichen 

Chlamydienstämme können potentielle Ursachen der Kontaminationen sein. Die 

Angaben zur Häufigkeit von Mycoplasmen-Kontaminationen in Zellkulturen 

schwanken je nach Autor und Nachweismethode zwischen 5 und 87% (HAY et al., 

1989; BÖLSKE, 1988; DUFFURGET et al., 1994; VERKOOYEN et al., 1997). 

Besonders häufige Erreger sind in diesem Zusammenhang Mycoplasma fermentans, 

M. hyorhinis, M. .orale und M. arginini, die zusammen bis zu 85% aller 

mycoplasmalen Kontaminanten ausmachen (UPHOFF & DREXLER, 2002; BARILE 

et al., 1973; BÖLSKE, 1988;). Weiterhin sind noch Acholeplasma laidlawii und M. 

hominis zu nennen. M. hominis wurde nur in < 1% bis 6% der Fälle als Zellkultur-

Kontaminante erkannt (BARILE ET AL., 1973; BÖLSKE, 1988; UPHOFF & 

DREXLER, 2002) 

In Chlamydien-Sämmen wurden zum Teil auch mehrere Mycoplasmen-Arten 

nachgewiesen. HUNICHE et al. (1998) beschrieben die Kontamination von 3/6 C. 

pneumoniae-Stämmen der ATCC mit M. hominis oder M. orale oder einer 

Kombination aus diesen beiden Arten. Zwei finnische Isolate waren ebenfalls mit M. 

hominis und M. orale infiziert. M. hominis und M. hyorhinis, sowie eine nicht 

bestimmbare Spezies wurden in 3/10 untersuchten CP-Stämmen aus klinischen 

Isolaten von MESSMER et al. (1994) detektiert. In CP-Stämmen wurde M. hominis 

häufiger nachgewiesen, als in Zellkulturen erwartet (HUNICHE et al., 1998). 
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Ob das biologische Verhalten von C. trachomatis- oder C. pneumoniae-Infektionen 

durch Mycoplasmen beeinflusst werden kann, war bisher noch nicht untersucht.  

 



______________________________________________________Zielsetzung __13 

2 Zielsetzung 
2.1 Mycoplasmen-Kontamination von Chlamydien-Stämmen 
In der Literatur wurden Mycoplasmen-Kontaminationen von Chlamydien-Stämmen 

häufig beschrieben. Allerdings war die Zahl der untersuchten Chlamydien-Stämme 

gering. Im Rahmen dieser Arbeit sollte aus einer Sammlung von 26 Chlamydien-

Stämmen (9 Chlamydia trachomatis (CT)- und 17 Chlamydophila pneumoniae (CP)-

Isolate) aus verschiedenen Quellen der Anteil Mycoplasmen-kontaminierter 

Chlamydienstämme bestimmt werden. 

Zur Detektion von Mycoplasmen in Chlamydien-Stämmen wurde eine Multiplex-

nested-PCR gewählt, die 15 verschiedene zellkulturrelevante und humanpathogene 

Mycoplasmen-Arten detektieren kann (WIRTH et al., 1994). Die positiven Befunde 

sollten mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung der PCR-Produkte mit 

Bestimmung der Mycoplasmen-Spezies verifiziert werden. 

Die biologische Relevanz mycoplasmaler Kontaminationen für CT bzw. CP-

Infektionen war bisher nicht belegt. Daher sollte der Einfluss von Mycoplasma 

fermentans und M. hyorhinis-Infektionen auf CP-Infektionen in HEp-2-Zellen in vitro 

untersucht werden. 

Weiterhin wurde eine Eradikation von Mycoplasmen aus einer kontaminierten C. 

pneumoniae-Präparation angestrebt. Es sollte eine Methode erarbeitet werden, die 

selektiv Mycoplasmen eliminiert, ohne die Vitalität der Wirtszellen oder Chlamydien 

zu beeinträchtigen. 

 

2.2 Analyse der Persistenz in THP-1- und HEp-2-Zellen 
Diejenigen Faktoren, die die persistierende chlamydiale Infektion in monozytären 

Zellen beeinflussen, sind bis heute unbekannt. Es werden einige Faktoren diskutiert 

(IFNγ, Fe2+-Ionen, Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase-Inhibitoren, Indoleamin-2,3-

dioxygenase (IDO)-Hemmer und Tryptophan), die jedoch nur in epithelialen Zellen 

oder für andere intrazelluläre Erreger beschrieben sind. In dieser Arbeit sollten THP-

1-Zellen mit dem Phorbolester TPA zu adhärenten, makrophagenähnlichen Zellen 

differenziert und als Modellsystem für die chlamydiale Persistenz in Monozyten 

verwendet werden. IFNγ, Fe2+-Ionen, NO-Synthase-Inhibitoren, IDO-Hemmer und 

Tryptophan sollten in diesem System auf ihre Wirkung bei Chlamydien-Infektionen 

getestet werden. Dazu sollte der Infektionsverlauf von CT in THP-1-Zellen durch 

Färbung der gebildeten EK mittels Immunoperoxydase-Assay und Auswertung von 
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Anzahl und Größe der Einschlusskörper untersucht werden. Zum Vergleich sollten 

humane epitheliale Zellen (HEp-2-Zellen) ebenfalls mit allen genannten Substanzen 

getestet und die Ergebnisse zu den in THP-1-Zellen erhobenen Befunden in 

Beziehung gestellt werden. 

 

2.3 Analyse der Synthese von Entzündungsmediatoren in 
Monozyten 

Chlamydien können als persistierende Erreger chronische Entzündungen auslösen. 

Welche Entzündungsmediatoren während einer persistierenden chlamydialen 

Infektion in humanen peripheren Blutmonozyten synthetisiert werden, wurde bisher 

noch nicht untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss von CT- und 

CP-Infektionen auf die monozytäre Prostaglandin- und Zytokinproduktion zu 

untersuchen. 

Periphere humane Blutmonozyten aus buffy coats sollten über Ficoll-Gradienten und 

Plastikadhärenz gewonnen und mit Chlamydien infiziert werden. Das während der 

Frühphase der persistierenden Infektion in Monozyten gebildete Prostaglandin E2, 

sowie die Zytokine IFNγ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p75 und TNFα sollten 

mittels ELISAs im Überstand der Zellkultur gemessen werden.  
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3 Material 
3.1 Geräte 
ABI Prism 7700  
Sequence Detection System   Applied Biosystems, Weiterstadt 
Absaugeinrichtung (Vacusafe)   Integra Biosciences, Fernwald 
Bildanalyse-Software (analySIS)  Soft Imaging System, Münster  
Begasungs-Brutschränke    Hereaus, Osterode 
CytoclipsTM      Shandon, Frankfurt 
Cytospin 3       Shandon, Frankfurt 
Einfrier-Container     Nalgene, Rochester, NY, U.S.A. 
Elektrophoresekammern Horizon  Life Technologies, Karlsruhe 
ELISA-Reader TECAN    SLT Instruments, Crailsheim 
Feinwaage H 54     Mettler, Giessen 
GeneRunner Version 3.05    Hastings Software Inc. 
Laborwaage       Sartorius, Göttingen 
Mikroskope 
 Olympus CK 40    Olympus, Hamburg 
 Leica Biomed    Leitz, Wetzlar 
Mikrowelle      Bauknecht, Neunkirchen 
PCR-Thermocycler 
 Mastercycler gradient   Eppendorf, Hamburg 
 Gene Amp PCR-System   Perkin Elmer, Norwalk, UK 
pH-Meter (pH 525)     WTW, Weilheim 
Pipettierhilfe (Pipettboy plus)   Integra Biosciences, Fernwald 
Polaroid-Kamera MP 4+    Polaroid, Cambridge, MA, U.S.A. 
Mikrotiterplattenschütler (Titramax 1000) Heidolph, Kehlheim 
Multipipette      Eppendorf, Hamburg 
Spannungsgeräte     BioRad, München 
Sterilbanken Herasafe    Hereaus, Osterode 
Thermomixer 5436     Eppendorf, Hamburg 
Ultraschallbad     Omnilab/Jürgens, Hannover 
UV-Tisch      Peqlab, Erlangen 
Vortex Genie 2     Bender und Hobein, Ismaning 
Wasserbad      GFL, Hannover 
Zählkammer nach Neubauer (Assistent) Karl Hecht KG, Sontheim 
Zentrifugen 
 Centrifuge 5415 R    Eppendorf 
 Labofuge 400e    Hereaus, Osterode 
 Rotanta 46 RSC    Hettich, Tuttlingen 
 Suprafuge 22    Hereaus, Osterode 
 
3.2 Verbrauchsmaterial 
Filme Polapan     Polaroid, Cambridge, MA, U.S.A 
Filter-cards      Shandon, Frankfurt 
Glasperlen (∅ 2-3 mm)    Roth, Karlsruhe 
Kammerdeckelobjektträger 

Lab-TekTM II-Chamber-SlideTM  Nunc, Wiesbaden 
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Kulturflaschen 
 25 cm2 -Polystyrol    Greiner, Frickenhausen 
 75 cm2 -Polystyrol    Greiner, Frickenhausen 
 182 cm2 -Polystyrol    Greiner, Frickenhausen 
Kulturschalen 
 6 well Multischalen (NunclonTM)  Nunc, Wiesbaden 
 24 well Multischalen (NunclonTM)  Nunc, Wiesbaden 
 96 well Multischalen (NunclonTM)  Nunc, Wiesbaden 
Mikrotiterplatten, Flachboden MicroWellTM Nunc, Wiesbaden 
Multipetteneinsätze (Combitips plus) 
(1, 2,5, 5, 10ml)     Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen     Sarstedt, Nürmbrecht 
Pipettenspitzen mit Filter    Greiner, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße 
 0,1 ml Reaktionsgefäße für PCR  Biozym, Hess. Oldendorf 
 1,5 ml Safe seal Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
 2,0 ml Safe seal Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
 1,8 ml Einfrierröhrchen   Nunc, Wiesbaden 
 5 ml Polystyrolröhrchen   Greiner, Frickenhausen 
15 ml und 50 ml Falcons-PP-tubes  Greiner, Frickenhausen 
Leucosep-Röhrchen    Greiner, Frickenhausen 
Real-time-PCR-Zubehör 
MicroAmp96 well 
optical reaction plate    Applied Biosystems, Weiterstadt 
ABI Prism Optical Adhesive Cover  Applied Biosystems, Weiterstadt 
Spritzen-Sterilfilter 
 Millex-VV PVDF, 0,1 µm   Millipore, Bedford, MA, U.S.A. 
 Rotilabo PVDF, 0,22 µm   Roth, Karlsruhe 
 

3.3 Chemikalien 
Agarose ultra pure    Life Technologies, Paisley, UK 
Bromphenolblau    Serva, Heidelberg 
6-Chloro-D,L-Tryptophan  von C.R. MacKenzie, Medizinische Mikro-

biologie und Virologie, Heinrich-Heine Uni-
versität Düsseldorf, erhalten 

4-Chloro-1-naphthol    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Corbit-Balsam    Hecht, Kiel-Hassee 
Cycloheximid    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Deferoxamin     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Dimethylsulfoxid    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DNA-Marker V    Boehringer, Mannheim 
dNTP      Amersham Pharm., Heidelberg 
Ethanol     Mallinckrodt Baker, Deventer, NL 
Ethidiumbromid    Sigma, Deisenhofen 
Evans Blue     Sigma, Deisenhofen 
L-Alanin     Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
L-Arginin     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
L-Phenylalanin    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
L-Tryptophan    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
L-Glutamin (200 mmol)   Biochrom KG, Berlin 
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Methanol abs.    Mallinckrodt Baker, Deventer, NL 
Mountingfluid    Trinity Biotech/Dade Behring, Marburg 
N-Methyl-D-Arginin    Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
N-Methyl-L-Arginin    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Triton X-100     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
TRIzol Reagent    Invitrogen/Life technologies, Karlsruhe 
Trypanblau 0,5%    Biochrom KG, Berlin 
 
Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen 

 

3.4 Lösungen und Medien für die Zell- und Bakterienkultur 
HANK´s Lösung (steril),    8,0 g NaCl 
(MHH-Apotheke, Hannover)  0,4 g KCl 
      0,121 g Na2HPO4 x 12 H2O 
      0,06 g KH2PO4 
      0,1 g MgSO4 x 7 H2O 
      0,185 g CaCl2 x 2 H2O 
      1,0 g Glucose x  H2O 
      0,1 g MgCl2 x 6 H2O 
      0,35 g NaHCO3 
      0,01 g Phenolrot 
      Aqua dest. ad. 1l  
 
DC-Medium     CellGenix, Freiburg 
 
Einfriermedium    50% RPMI (Gibco BRL) 

30% FKS (hitzeinaktiviert) 
20 % DMSO 

 
Infektionsmedium    Kulturmedium 
      + 1 µg/ml Cycloheximid 
 
Kulturmedium    RPMI 1640 (Gibco-BRL) 

5% FKS (hitzeinaktiviert) 
2mM L-Glutamin 

 
Lymphozyten-Separationsmedium PAA, Linz, AU 
 
NaCl/HEPES -Puffer   0,01 M HEPES 
      0,15 M NaCl 
      pH 7,2 
 
PBS (steril)     56,8 mM Na2HPO4 x 12 H2O 
(MHH-Apotheke, Hannover)  17,9 mM KH2PO4  
      75 mM NaCl    
 
PPLO-Agar     Difco, Detroit, MI, U.S.A. 
      + 20% Pferdeserum 
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PPLO-Nährmedium    Difco, Detroit, MI, U.S.A. 
      + 20% Pferdeserum 
 
SPG-Lösung     0,01 M NaH2PO4 x H2O 
      5 mM Glutamat 
      0,25 M Saccharose 
      pH7,4 
 
Trypsin/EDTA    Bichrom KG, Berlin 

0,05% Trypsin 
      0,02% EDTA 

 

3.5 Puffer und Lösungen 

3.5.1 Lösungen zur Agarosegelelektrophorese 

TBE-Puffer     10,89 g Tris 
5,5 g Borsäure 

      4 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 
      Aqua dest. ad. 1l 
 
5 x Stopppuffer    22 g Saccharose 
      18 ml 0,1 M EDTA, pH 8,0 
      25 mg Bromphenolblau  
      14,4 ml Aqua dest. 
 

3.5.2 Lösungen und „Kits“ zur DNA-Isolierung  

Ammoniumacetat-Lsg., 5 M  Ambion, Austin, Texas, U.S.A. 
 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)  Stratagene, La Jolla, CA 
 
Phenol/Chloroform/Isoamyl- 
alkohol (25:24:1)    Ambion, Austin, Texas, U.S.A. 
 
Proteinase K-Puffer    85 µl STE-Puffer 
      10 µl Tween 20 (5%) 
      5 µl Proteinase K-Lösung (19,6 mg/ml) 
 
QIAEX II Gel Extraktion Kit  Qiagen, Hilden 
 
QIAamp Blood Kit    Qiagen, Hilden 
 
STE-Puffer     0,1 mM EDTA, pH 8,0 
      1 mM Tris, pH 8,0 
      10 mM NaCl 
 
TaqMan Gold RT-PCR-Kit   Applied Biosystems, Darmstadt 
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TE-Puffer     10 mM Tris HCl, pH 7,4 
      1mM EDTA, pH 8,0 
      pH 7,5 
 
TRIzol Reagenz    Invitrogen/Life technologies, Karlsruhe 
 
3.5.3 Lösungen für Immunfluoreszenz-Färbungen 
Tris-Puffer für IF    0,05 M Tris, pH 7,4 
      0,1 M NaCl 

 
3.5.4 Lösungen für den Immunperoxidase-Assay 
4-Chloro-1-naphthol-Stammlsg.  32 mg Tablette in 10 ml Methanol abs. 
 
Färbe-Reagenz für IPA   10 ml Triethanolamin-Puffer 
      2 ml 4-Chloro-1-naphthol-Stammlsg. 
      5 µl 30% H2O2 
 
PBS für IPA     8 g NaCl 
      0,2 g KCl 
      1,15 g Na2HPO4 
      0,2 g KH2PO4 
      pH 7,4 
 
Triethanolamin-Puffer   7,5 g NaCl 
      2,8 ml Triethanolamin 
      17 ml 1M HCl 
      pH 7,5 
 
3.5.5 Lösungen für den PGE2-ELISA 
Lösung A     0,2 M Na2CO3 
 
Lösung B     0,2 M NaHCO3 
 
Coating-Puffer 
(0,05 M Carbonat-Puffer)   10 ml Lösung A 
      40 ml Lösung B 
      150 ml Aqua dest    
      pH 9,6 
  
PBS nach Dulbecco   9,55 g PBS nach Dulbecco 
      ad 1 l Aqua dest. 
  
TMB-Stammlösung    1 mg Tablette 3,3´,5,5´-Tetramethyl- 
      Benzidin (TMB) in 1 ml DMSO, wasserfrei 
 
TMB-Substrat    1ml TMB-Stammlösung 
      9 ml Substratpuffer 
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Substratpuffer    100 mM Na-acetat 
(Citronensäure-Acetat-Puffer)  100 mM Citronensäure 
      ad 100 ml Aqua dest. 
      pH 4,9   
 
Waschpuffer     500 ml PBS (Dulbecco) 
      0,1 g Tween 20 
 

3.5.6 Lösungen für die Elektronenmikroskopie 

2% PTA/2% BSA  Phosphowolframsäure 2%, pH 7 und BSA 
2% (1 : 1) Calciumchlorid CaCl2 10 mM 

 

 

3.6 Enzyme und Proteine 
Bovines Serum Albumin, Fraktion V Sigma, Deisenhofen 

Fötales Kälberserum SO 215  Biochrom KG, Berlin 

HpaI-Restriktionsendonuclease  New England Biolabs, Frankfurt 

LD-Taq-Polymerase   Perkin Elmer, Foster City, CA, U.S.A. 

Proteinase K , PCR grade   Roche, Mannheim 

Red-Taq-Polymerase   Sigma, Deisenhofen 

RQ1-DNaseI (RNase-frei)   Promega, Madison, WI, U.S.A. 

 

 

3.7 Antikörper 
Polyklonales Antiserum  Serum-Isolat eines Patienten mit Chlamydia-

spezifishem IgG Titer (> 1 : 256) 
 
Goat-anti-human-IgG-Antiserum   
(γ-chain specific),   
Peroxidase-gekoppelt   Sigma, Deisenhofen 
 
FITC-konjugierter-anti-MOMP  Syva Microtrak, Palo Alto, U.S.A. 
 
Immunfluoreszenztest IMAGENTM  
C. pneumoniae    DAKO, Hamburg 
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3.8 Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG Biotech synthetisiert und 
aufgereinigt. 

3.8.1 Mycoplasmen-16S rDNA-spezifische Primer  
(WIRTH et al., 1994) 
Mycoplasmen-PCR-Primer; „outer-set“ 
Myco-9-1 5´-CGCCTGAGTAGTACGTTCGC-3´
Myco-9-2 5´-CGCCTGAGTAGTACGTACGC-3´
Myco-9-3 5´-TGCCTGAGTAGTACATTCGC-3´
Myco-9-4 5´-CGCCTGGGTAGTACATTCGC-3´
Myco-9-5 5´-CGCCTGAGTAGTATGCTCGC-3´
Myco-9-6 5´-TGCCTGGGTAGTACATTCGC-3´

Myco-3-1 5´-GCGGTGTGTACAAGACCCGA-3´
Myco-3-2 5´-GCGGTGTGTACAAAACCCGA-3´
Myco-3-3 5´-GCGGTGTGTACAAACCCCGA-3´
 
Mycoplasmen-PCR-Primer; „nested-set“ 
Myco-8-1 5´-TGGTGCATGGTTGTCGTCAG-3´
Myco-8-2 5´-TGGTGCACGGTTGTCGTCAG-3´

Myco-5-1 5´-GAACGTATTCACCGCAGCATA-3´
Myco-5-2 5´-GAACGTATTCACCGCGACATA-3´
Myco-5-3 5´-GAACGTATTCACCGTAGCGTA-3´
Myco-5-4 5´-GAACGTATTCACCGCAGCGTA-3´
Myco-5-5 5´-GAACGTATTCACCGCAGTATA-3´
Myco-5-6 5´-GAACGTATTCACCGCAACATG-3´
Myco-5-7 5´-GAACGTATTCACCGCGACATG-3´
 

3.8.2 Humane cox-2-Gen-spezifische Primer 
(HUMAR, et al., 2000) 
5´-Cox-2 5´-GCCCTTCCTCCTGTGCC-3´
3´-Cox-2 5´-AATCAGGAAGCTGCTTTTTAC-3´

 

3.8.3 Humane RPS9-spezifische Primer 
(HESS et al., 2001) 

 RibProtS9 5´ 5´-CGCAGGCGCAGACGGTGGAAGC-3´
RibProtS9 3´ 5´-CGAAGGGTCTCCGCGGGGTCACAT-3´
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3.9 Bakterien 

3.9.1 Chlamydia trachomatis-Stämme 

 Serovar  Bezeichnung Bezugsdatum Bezugsquelle 
A    G-17/OT H17  1997   WRF 
Ba    VR347  1986   ATCC 
D    UW-3/CX H20 1997   WRF 
F    VR 346  1986   ATCC 
G    VR 878  1986   ATCC 
I     VR 880  1986   ATCC 
K    UW-31/CX H39 1997   WRF 
K    UW-31/CX  1989   WRF 
LGV 1   VR 901B  1986   ATCC 

 

3.9.2 Chlamydophila pneumoniae-Stämme 

Nr.   Bezeichnung Bezugsdatum Bezugsquelle 
1   VR 1310  1998   ATCC 
2   VR 2282  1998   ATCC 
3   VR 53 592  1998   ATCC 
4   CM-1   1999   CDC 
5   CWL-011  1999   CDC 
6   CWL-029  1999   CDC 
7   CWL-050  1999   CDC 
8   FML-16  1999   CDC 
9   7N   1999   CDC 
10   10N   1999   CDC 
11   12N   1999   CDC 
12   16N   1999   CDC 
13   19N   1999   CDC 
14   T 2043  1999   CDC 
15   T 2023  1999   CDC 
16   TW 183  1999   CDC 
17   Isolat: Patient MHH 1998   isoliert von M.  

(Pneumonie + reA)    Maass, MUL 

3.9.3 Mycoplasmen 

Spezies  Bezeichnung Bezugsdatum Bezugsquelle 
M. fermentans PG 18   1998   TiHo 
M. hyorhinis BTS 7   1998   TiHo 
             
ATCC  American Type Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A 
CDC  Center of Disease Control, Atlanta, Ga., U.S.A 
MHH  Medizinische Hochschule Hannover, Abt. Rheumatologie 
MUL Medizinische Universität Lübeck, Institut für Mikrobiologie, Prof. M. 

Maass 
TiHo Tierärztliche Hochschule Hannover, Institut für Mikrobiologie und 

Tierseuchen, Prof. G.F. Gerlach 
WRF  Washington Research Foundation, Seattle, Wash., U.S.A. 
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3.10 Zellkulturen 
 
Bezeichnung  Best.-Nr.    Bezugsquelle 

HEp-2-Zellen  CCL 23    ATCC 

THP-1-Zellen  ACC 16     DSMZ 

 
ATCC  American Type Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 

Braunschweig 
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4 Methoden 
 

4.1 Zellkultur 

4.1.1 Kultivierung von HEp-2-Zellen 

Die epidermale aus einem humanen Larynxkarzinom stammende Zellinie HEp-2 

(MOORE et al., 1955) wurde für die Anzucht von Chlamydia trachomatis und zur 

Untersuchung der Persistenz von Chlamydia trachomatis eingesetzt. Die adhärent 

wachsenden Zellen wurden in Kulturmedium bei 37°C unter 5% CO2-Atmosphäre in 

einem Brutschrank kultiviert. Nach der Ausbildung eines lückenlosen Zellrasens 

wurden die Zellen abgelöst und 1:4-verdünnt neu ausgesät. Dazu wurden sie einmal 

mit PBS gespült, bis zu ihrer Ablösung mit 2-4 ml einer 0,05% Trypsin/0,02% EDTA-

Lösung bedeckt und  anschließend mit 10 ml Wachstumsmedium resuspendiert. 

Die Zellen wurden maximal 4 Wochen in Kultur gehalten und für Versuche benutzt. 

Sie wurden regelmäßig mittels PCR (siehe 4.8.6) auf mögliche Kontamination durch 

Mycoplasmen überprüft. 

4.1.2 Kultivierung und TPA-Differenzierung von THP-1-Zellen 

Zur Untersuchung der Persistenz in monozytären Zellen wurde die humane 

monozytäre Vorläufer-Zelllinie THP-1 (TSUCHIYA et al., 1980) verwendet.  Die 

Kultivierung der Suspensionszellen erfolgte in Kulturmedium bei 37°C unter 5% CO2-

Atmosphäre in einem Brutschrank bei einer Zelldichte von 5 – 10 x 105 Zellen/ml. Alle 

3 – 4 Tage wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt.  

Vor Infektion der Zellen mit Chlamydia trachomatis wurden diese 3 Tage lang mit 5 x 

10-7 M Phorbolester TPA behandelt, um die Differenzierung in ein 

makrophagenähnliches adhärentes Stadium zu induzieren.  

Wie HEp-2-Zellen wurden auch die THP-1-Zellen maximal 4 Wochen für Versuche in 

Kultur gehalten und regelmäßig mittels PCR (siehe 4.8.6) auf mögliche 

Kontamination durch Mycoplasmen überprüft. 

4.1.3 Zellzahlbestimmung 

Gleiche Volumina einer Zellsuspension und einer 0,05%igen Trypanblau-Lösung 

wurden gemischt und 10 µl davon zur Auszählung in einer Neubauer-Zählkammer 

eingesetzt. Aus 4 x 16 ausgezählten Kleinquadraten (=4 Großquadrate) errechnet 

sich die Zellzahl wie folgt:  
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Anzahl der Zellen von 4 Großquadraten
Zellzahl / ml = 

4 (Zahl der Großquadrate) 
x Verdünnungsfaktor 2 x 104 

 

4.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Zum Einfrieren wurden die Zellen für 10 min bei 200 x g zentrifugiert und das Zell-

Pellet in eisgekühltem Einfriemedium in einer Dichte von 5 x 106 Zellen/ml 

resuspendiert. Je 1 ml der Suspension wurden in Kryoröhrchen für 24 Stunden in 

einem Cryo-Freezing-Container bei –80°C eingefroren und anschließend in flüssigem 

Stickstoff bei –196°C gelagert. 

Nach dem Auftauen auf Eis wurden die Zellen in 40 ml Kulturmedium resuspendiert, 

sofort bei 200 x g pelletiert, wieder in Wachstumsmedium aufgenommen (HEp-2-

Zellen: ca. 20 ml; THP-1-Zellen: ca. 3 ml) und in Kulturflaschen ausgesät. 

 

4.1.5 Präparation und Kultur von humanen peripheren Blutmonozyten 

Die humanen peripheren Blutmonozyten wurden entweder aus Leukozyten-

Konzentraten der Blutbank der Medizinischen Hochschule Hannover oder aus 

Vollblut gesunder Blutspender isoliert. Vollblut konnte unverdünnt verwendet werden, 

Leukozytenkonzentrate wurden 1 : 3 mit HANK´s-Lösung verdünnt.  Als 

Gerinnungshemmer wurde 1,6 mg EDTA/ml Blut verwendet. Das Vollblut oder 

verdünnte Leukozytenkonzentrat wurde in LEUCOSEP®-Röhrchen auf Lymphozyten-

Separationslösung geschichtet und 15 min bei 1000 x g zentrifugiert. Danach wurde 

die leukozytenhaltige, dem Separationsmedium überlagerte Schicht abgegossen, 1:2 

mit HANK´s Lösung verdünnt und 10 min bei 800 x g pelletiert. Das Pellet wurde 2x 

mit HANK´s Lösung gewaschen (Zentrifugation 10 min bei 250 x g), anschließend in 

Kulturmedium oder serumfreiem Medium aufgenommen  und in Kulturschalen 

ausgesät.  Die gemischte Leukozytenfraktion wurde für 60 min bei 37°C in den 

Brutschrank gestellt. In dieser Zeit adhärierten die Monozyten an der 

Plastikoberfläche der Kulturschale. Die übrigen Zellen wurden anschließend durch 

mehrmaliges Waschen mit HANK´s-Lösung abgespült, während die Monozyten in 

den Kulturschalen verblieben. Diese wurden mit Medium versorgt und für 

Infektionsversuche verwendet.  
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4.2 Chlamydien 

4.2.1 Anzucht und Präparation von Chlamydia trachomatis 

Die Anzucht von größeren Chlamydien-Mengen erfolgte in HEp-2-Zellen.  Dazu 

wurden ca. 5 x 107 infektiöse Einheiten von Chlamydia trachomatis in 10 ml 

Infektionsmedium auf einen dicht bewachsenen HEp-2-Zellrasen in einer 182 ml 

Gewebekulturflasche gegeben und 45 min bei Raumtemperatur auf einem Schüttler 

leicht geschwenkt. Anschließend wurden weitere 20 ml Infektionsmedium zugegeben 

und die Kultur im Brutschrank bei 37°C/5% CO2 für 48 Std. inkubiert. Danach wurden 

die Zellen mit den entwickelten chlamydialen Einschlusskörperchen mit Hilfe von 

sterilen Glasperlen in 10 ml Infektionsmedium vom Boden der Kulturflasche gelöst 

und samt Medium in ein 50 ml Röhrchen mit Glasperlen überführt. Durch kräftiges 

Schütteln und eine 2 minütige Behandlung im Ultraschallbad wurde der Großteil der 

Zellen zerstört und die Chlamydien freigesetzt. Diese wurden zur Infektion weiterer 

HEp-2-Zellkulturen verwendet. Nach weiteren 48 Std. Inkubationszeit erfolgte eine 

weitere Passage auf neue HEp-2-Zell-Monolayer. Auf diese Weise gelingt es 20 

infizierte Kulturflaschen zu generieren, die zur Präparation von Chlamydia 

trachomatis Elementarkörperchen verwendet werden. 

Die Aufreinigung der Chlamydien erfolgte in Anlehnung an die Methode von 

CALDWELL et al. (1981). Der Kulturüberstand der infizierten Zellen wurde durch je 

10 ml kalte HANK´s-Lösung pro Flasche ersetzt. Mit Hilfe von sterilen Glasperlen 

wurden nun die Zellen vom Flaschenboden gelöst, die Zell-Chlamydien-

Suspensionen aller Flaschen gepoolt und in 30 ml-Portionen in 50 ml Röhrchen mit 

Glasperlen für 5 – 10 min auf höchster Stufe geschüttelt, 2 min im Ultraschallbad 

behandelt und weitere 5 min geschüttelt. Auf diese Weise wurden die Chlamydien 

aus den Zellen freigesetzt. Anschließend wurden die groben Zelltrümmer der so 

gewonnenen Suspension durch Zentrifugation entfernt (20 min, 800 x g, 4°C). Der 

chlamydienhaltige Überstand wurde auf 8 ml einer 35%igen Urographinlösung in 

HEPES/NaCl geschichtet und für 1 Std. bei 43.000 x g bei 4°C ohne Bremse 

sedimentiert. Die im Pellet befindlichen Chlamydien wurden in SPG-Puffer 

resuspendiert und, um noch vorhandenes Urographin auszuwaschen, nochmals bei 

30.000 x g für 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend erneut in SPG-

Puffer aufgenommen und in 50 µl Portionen bei –80°C gelagert.   
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4.2.2 Aufzucht und Präparation von Chlamydophila pneumoniae 

Die Anzucht von Chlamydophila pneumoniae erfolgte ähnlich, wie für Chlamydia 

trachomatis beschrieben. Dem Entwicklungszyklus von CP angepasst, wurde die 

Kultur bei 35°C und 5% CO2 auf 72 – 96 Std. verlängert. Die Beurteilung des 

Infektionserfolges ist bei CP deutlich schwieriger als bei CT. Die 

Einschlusskörperchen sind während der Kultur nur sehr schwer lichtmikroskopisch zu 

erkennen. Bei höheren Infektionsraten sind chlamydiale EK in abgelösten und 

aufgeblähten Zellen zu beobachten. 

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter Einhaltung der entsprechenden Sicherheits-

Bedingungen, da der Keim aerosolübertragbar ist.  

 

4.3 Mycoplasmen 
Die Mycoplasmen (M. fermentans und M. hyorhinis) wurden in PPLO-Nährmedium 

bei 37°C/5% CO2 angezüchtet und aliquotiert bei -20°C eingefroren. Zur Bestimmung 

der Vitalität der eingefrorenen Mycoplasmen nach Reaktivierung wurde eine 

Verdünnungsreihe nach ALBERS & FLETCHER (1982) angelegt und je 10 µl der 

Verdünnungen auf PPLO-Agar-Platten aufgetropft. Nach Inkubation der Platten bei 

37°C/5%CO2 für 10 Tage wurden die entwickelten Kolonien am Olympus CK 40-

Mikroskop bei 40-facher Vergrößerung ausgezählt. Die Koloniezahl wurde als 

CFU/ml angegeben. 
 

4.4 Mupirocin-Behandlung  
Zur Therapie von Mycoplasmen-Kontaminationen wurde eine Behandlung der 

Chlamydien während ihres Wachstums in HEp-2-Zellen selbst entwickelt. Nach der 

Infektion von HEp-2-Zellen in der MOI ~0,05 mit CP wurden die Kulturen bis zur 

Vollendung des ersten Replikationszyklus der Chlamydien mit Mupirocin behandelt 

und wie folgt auf frische Zellen passagiert: Die infizierten Zellen wurden mit 

Glasperlen geerntet, die Zell-Chlamydien-Suspension mit Glasperlen auf höchster 

Stufe für 10 min geschüttelt, 2 min ultraschallbehandelt, weitere 2 min geschüttelt 

und die groben Zelltrümmer durch Zentrifugation bei 800 x g bei 4°C für 20 min 

sedimentiert und entfernt. Vom chlamydienhaltigen Überstand wurde 1/20 des 

Volumens auf neue HEp-2-Monolayer gegeben und mit frischem mupirocinhaltigen 

Infektionsmedium versorgt. Dieses Verfahren wurde mehrfach wiederholt. 
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Die Behandlung erfolgte mit dem Antibiotikum Mupirocin in FCS-freiem 

Kulturmedium. Details zur eigens entwickelten Behandlungsmethode finden sich in 

Abschnitt 5.1.4 (KRAUßE-OPATZ et al., 2000). 
 

4.5 Infektionsversuche 

4.5.1 Infektion von HEp-2-Zellen mit Chlamydien 

HEp-2-Zellen wurden in verschiedenen Kulturgefäßen zur Entwicklung eines 

konfluenten Monolayers ausgesät. Nach der Bestimmung der Zellzahl pro 

Kulturgefäß wurde die Zahl der notwendigen Chlamydien entsprechend der 

anzuimpfenden MOI errechnet und eine entsprechend verdünnte 

Chlamydiensuspension in Infektionsmedium zugegeben. Die Zellen wurden bei für 

20 min bei 380 x g (CT) oder 45 min bei 750 x g (CP) zentrifugiert und anschließend 

für 2 Std. bei 37°C (CT) oder 35°C (CP) im Brutschrank inkubiert. Nach 3-maligem 

Waschen mit HANK´s Lösung erhielten die Zellen Infektionsmedium und wurden 

weiterhin für 2 Tage (CT) oder 3 – 4 Tage (CP) kultiviert. Danach konnten die Zellen 

durch Trypsinierung geerntet oder direkt im well gefärbt werden. 

4.5.2 Infektion von HEp-2-Zellen mit Mycoplasmen 

6-Loch-Schalen und 8-Loch-Chamber-Slides wurden mit HEp-2-Zellen zur 

Entwicklung von konfluenten Monolayern beimpft und diese anschließend mit 

Chlamydophila pneumoniae in den MOI 0,05; 0,005 und 0,0005 infiziert. Zu jeder 

CP-Infektion wurden verschiedene CFU an Mycoplasma fermentans oder M. 

hyorhinis zugegeben, so dass sich das initiale Verhältnis CP : Mycoplasmen 10:1, 

1:1 und 1:10 ergab. Als Kontrollen dienten HEp-2-Zellen, die nur mit den 

entsprechenden CFU an M. fermentans oder M. hyorhinis infiziert wurden und Zellen, 

die nur mit CP, aber ohne Mycoplasmen infiziert wurden. Die Bakterienspezies 

wurden gleichzeitig zu den Zellen gegeben und die Infektion wie in (4.5.1) 

beschrieben durchgeführt.  

Bei der Ernte nach 3-4 Tagen wurde von den Chamber-Slides nur das Medium 

entfernt und die Zellen mit eiskaltem Methanol fixiert und anschließend getrocknet. 

Die Zellen in den Kulturschalen wurden durch Trypsinierung geerntet und Zellpellets, 

sowie Proben für den Immunoperoxydase-Assay und Cytopräparate hergestellt.  
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4.5.3 Infektion von THP-1-Zellen mit Chlamydia trachomatis 

THP-1-Zellen wurden zur Differenzierung und Ausbildung eines Monolayers wie in 

(4.1.2) beschrieben in einer Dichte von 8 x 104 Zellen pro well in 96 well Schalen 

ausgesät. Nach 3-tägiger Inkubation wurden sie mit HANK´s-Lösung gewaschen und 

mit Normalmedium versorgt. Zur Infektion wurde eine entsprechend der MOI 

verdünnte Chlamydia trachomatis-Suspension in Normalmedium zugegeben und die 

Zellen analog den HEp-2-Zellen zentrifugiert. Brutschrankinkubation und weitere 

Kultur erfolgten analog den in (4.1.1) beschriebenen HEp-2-Zellen. Nach 2 Tagen 

wurden die Zellen wie im IPA-Protokoll beschrieben fixiert und gefärbt. 

4.5.4 Infektion von HPBM mit C. trachomatis oder C. pneumoniae 

Die wie in (4.1.5) beschrieben präparierten humanen peripheren Blutmonozyten 

wurden mit verdünnten Chlamydien-Suspensionen entsprechend einer MOI von 1, 3, 

5 oder 10 versetzt und im Brutschrank bei 35°C (CP) oder 37°C (CT) für 2 Stunden 

inkubiert. Anschließend wurden die nicht in die Zellen eingedrungenen Chlamydien 

durch 3-maliges Waschen mit HANK´s-Lösung abgewaschen und die Zellen mit DC-

Medium versorgt. 

4.5.5 Stimulation HPBM mit LPS 

Die Stimulation HPBM mit E. coli-Lipopolysaccharid stellt ein starkes Signal zur 

Synthese von Prostaglandin E2 dar. Dies diente in den Versuchen zur Untersuchung 

der monozytären PGE2-Synthese als Positivkontrolle. E. coli-LPS wurde in der 

Konzentration von 10 µg/ml in Medium zu den Monozyten gegeben. Anschließend 

wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 

Überstände wurden für die Dauer-Versuche nach 2, 6, 24, 48, 72, 120, 168 und 240 

Stunden entnommen und jeweils durch frisches Kulturmedium ersetzt. Bei den 

Kontrollen der Versuche zur PGE2-Synthese an Tag 1, Tag 3 (und Tag 6) nach der 

Stimulation verblieb das Medium bis zur jeweiligen Ernte auf den Zellen. 

4.5.6 IFNγγγγ-Einfluss auf Infektionen von HEp-2-Zellen mit C. trachomatis 

Für die Experimente, bei denen eine mehrtägige Vorinkubation der HEp-2-Zellen mit 

verschiedenen Chemikalien notwendig war, wurden die Zellen so dünn ausgesät, 

dass sie erst nach Beendigung der Vorinkubations-Phase einen Monolayer 

ausgebildet hatten. Bei einer 4-tägigen Wachstumsphase vor der Infektion wurden 

6,25 x 103 Zellen pro Vertiefung einer 96-well-Schale ausgesät. Nach einem Tag 
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wurden die Zellen zur Vorinkubation mit Interferon γ-haltigem Medium versorgt. Nach 

weiteren 2 Tagen wurde das Medium noch einmal gewechselt. Nach dem dritten 

Vorinkubations-Tag erfolgte die Infektion der Zellen mit Chlamydia trachomatis (MOI 

0,001), wie in (4.5.1) beschrieben. Nun wurde weitere 2 Tage lang mit Interferon γ-

haltigem Infektionsmedium (enthält 1µg/ml Cycloheximid) inkubiert. Danach erfolgte 

die Fixierung der Zellen und die Anfärbung der Einschlußkörper mittels IPA (vgl. 

4.6.1). Die Zahl der entwickelten Einschlusskörper pro well wurde nun mikroskopisch 

ausgezählt. 

4.5.7 IFNγγγγ-Einfluss auf Infektionen von THP-1-Zellen mit C. trachomatis 

THP-1-Zellen wurden vor der Vorinkubation drei Tage lang TPA-differenziert (vgl. 

4.1.2) und anschließend mit HANK´s-Lösung gewaschen. Danach erfolgte die 

dreitägige Vorinkubation der Zellen mit IFNγ-haltigem Medium. Nach zwei Tagen 

wurde ein erneuter Mediumwechsel durchgeführt. Die Infektion mit Chlamydia 

trachomatis (MOI 0,004) wurde wie in (4.5.3) beschrieben durchgeführt, nur wurden 

die Zellen nach der Infektion wieder mit dem IFNγ-haltigem Medium versorgt. Nach 

weiteren zwei Tagen erfolgte die Fixierung der Zellen, die Anfärbung der 

Einschlußkörper (siehe IPA) und die Auszählung der Einschlusskörper pro well. 

4.5.8 Aminosäure-, Eisen- und NO-Stoffwechsel in C. trachomatis-infizierten 
HEp-2 und THP-1-Zellen 

Für die chlamydiale Persistenz in epithelialen und monozytären Zellen werden 

verschiedene Stoffwechselwege verantwortlich gemacht. In der vorgelegten Arbeit 

wurden Versuche mit Produkten, bzw. Inhibitoren des Aminosäure-, Eisen- und NO-

Stoffwechsels durchgeführt. Gleichzeitig mit IFNγ wurden während der dreitägigen 

Vorinkubations-Phase Eisensulfat (FeSO4), Deferoxamin (DFO), L-Tryptophan, 6-

Chloro-D,L-Tryptophan, L-Alanin, L-Phenylalanin, L-Arginin, N-Methyl-L-Arginin (L-

NMMA) und N-Methyl-D-Arginin (D-NMMA) zugesetzt. Die Substanzen wurden in 

Kulturmedium gelöst und sterilfiltriert. In einigen Fällen dauerte der Lösungsprozess 

lange, wie beim L-Tryptophan und insbesondere beim 6-Chloro-D,L-Tryptophan. 

Dann wurde das Medium im Wasserbad auf 37°C erwärmt und einige Male 

lichtgeschützt ultraschallbehandelt, um die Substanz zu zerkleinern. Nach 2 – 3 

Stunden war sie vollständig gelöst. Ein Lösen in DMSO wurde vermieden, denn 

DMSO beeinflusst die chlamydiale Infektiösität und damit das auszuwertende 

Anzeige-System dieser Experimente. Nach dem Ansatz der Lösungen wurden diese 
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zu den Zellen gegeben und die Experimente fortgesetzt, wie in (4.5.6 , bzw. 4.5.7) 

beschrieben. 

4.5.9 Einfluss von Fe2+-Ionen auf die chlamydiale Persistenz in Monozyten 

Die Wirkung zweiwertiger Eisenionen sollte auch in Chlamydia trachomatis infizierten 

humanen peripheren Blutmonozyten (HPBM) untersucht werden. Dazu wurden 

HPBM aus peripherem Blut gewonnen (vgl. 4.1.5) und in Normalmedium mit 5% FCS 

unter Zusatz von verschiedenen Konzentrationen von FeSO4 (50, 100 und 200 µM) 

für 2, 5, 8 und 18 Tage bei 37°C in 6-well-Schalen inkubiert. Kontrollmonozyten 

wurden ohne Zusatz von FeSO4 inkubiert. Nach der Ernte der Monozyten wurden 

diese aus den Kulturschalen ins Medium abgeschabt, die Suspension durch 

Schütteln homogenisiert und bei –80°C eingefroren. Die Infektiösität dieser 

Monozyten-Suspensionen wurde mittels Immunoperoxydase-Assay bestimmt. (vgl. 

4.6.1). 

 

4.6 Nachweismethoden für Chlamydien 

4.6.1 Nachweis infektiöser Chlamydien (Immunoperoxydase-Assay / IPA) 

Die Bestimmung infektiöser Chlamydien erfolgte über die Titration von 

Chlamydiensuspensionen oder Zelllysaten auf konfluente HEp-2-Zell-Monolayer. 

Nach 48-stündiger (CT), bzw. 72 –96-stündiger (CP) Inkubation im Brutschrank bei 

37°C (CT), bzw. 35°C (CP) wurden die entwickelten chlamydialen Einschlusskörper 

angefärbt und quantifiziert (angelehnt an Methode von SHEMER und SAROV, 1985). 

Dabei entspricht ein Einschlußkörper einem infektiösen Elementarkörper in der 

Originalsuspension. 

4 x 105 HEp-2-Zellen wurden je Loch einer 96-Loch-Flachbodenplatte ausgesät und 

für 24 Std. bei 37°C/5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Während dieser Zeit bildeten 

die Zellen einen lückenlosen Zellrasen aus. Die Proben, entweder aus präparierten 

Chlamydien (4.2.1 und 4.2.2) oder aus infizierten Zellen (4.5.1, 4.5.3, 4.5.4) 

bestehend, wurden unverdünnt und/oder in Medium verdünnt in 

Dreifachbestimmungen auf die Zellen gegeben. Konzentrierte 

Chlamydiensuspensionen wurden in einer geometrischen Reihe bis zu 107-fach 

verdünnt. Infizierte HEp-2- und THP-1-Zellen wurden vor der Verdünnung 2 min im 

Ultraschallbad behandelt und anschließend in 3 – 4 Stufen verdünnt. Infizierte 

Monozyten wurden ebenfalls ultraschallbehandelt und unverdünnt, 1 : 2- und 1: 5-
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verdünnt aufgetragen. Je Probe wurden 50µl Suspension auf die HEp-2-Monolayer 

gegeben und anschließend für 20 min bei 380 x g (CT) oder 45 min bei 750 x g (CP) 

zentrifugiert. Danach wurden die Zellen für 2 Std. bei 37°C (CT) oder 35°C (CP) im 

Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 150 µl Infektionsmedium je Loch 

wurden die Zellen bis zur Entwicklung der reifen EK weiter bebrütet. 

Zur Fixierung der EK sollten diese reif, aber noch nicht geplatzt sein. Der 

Kulturüberstand wurde nun aus den Löchern der Kulturschale entnommen und 

jeweils 100 µl kalter abs. Methanol zugegeben. Die Kulturschale wurde für 4 min bei 

–20°C in den Gefrierschrank gestellt und anschließend für 5 min bei 

Raumtemperatur aufbewahrt. Das Methanol wurde nun entfernt und die fixierten 

Monolayer luftgetrocknet. 

Die Färbung der chlamydialen Eischlusskörper erfolgte mittels Immunperoxydase-

Assay (IPA). Die getrockneten Zellmonolayer wurden zur besseren Benetzung vor 

der Zugabe des Primärantikörpers einmal mit PBS/0,01% Triton-X100 gespült. 

Anschließend wurden je 75 µl hochtitriges polyklonales Antiserum (von einem 

Patienten mit einem hohen antichlamydialen spezifischen IgG Titer > 1:256) 1:200 in 

warmem PBS/0,01% TritonX-100 verdünnt in jedes Loch gegeben. Die Kulturschale 

wurde über Nacht bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Proben wurden 

nun 3 x für je 15 min mit PBS/0,01% Triton X-100 bei RT gewaschen. Danach 

erfolgte die Zugabe von je 75 µl 1:100 mit PBS/0,01% Triton X-100 verdünntem 

Peroxydase-gekoppeltem Sekundärantikörper aus Ziege (goat-anti-human-IgG-

Antiserum; γ-Ketten-spezifisch). Die Inkubation erfolgte für ca. 4-6 Stunden bei 37°C 

oder bei 4°C über Nacht unter Schwenken. Alle Löcher wurden nun 1 x mit 

PBS/0,01% Triton X-100 und  2 x mit PBS gewaschen. Die Anfärbung erfolgte nun 

mit 75 µl des 4-chloro-1-naphthol-haltigen Färbereagenzes für IPA. Die Peroxydase 

setzt dabei 4-Chloro-1-naphthol innerhalb von 5 – 10 min zu einem dunkelblauen bis 

schwarzen Farbstoff um. Nach dieser Zeit wurde das Reagenz entfernt und die 

Proben zweifach mit PBS gewaschen. Zur Kontrolle der Färbung wurden bei jedem 

Test sowohl nicht infizierte Zellen, als auch mit einer bereits bestimmten Chlamydien-

Dosis infizierte Zellen mitgefärbt. 

Die Einschlusskörper je Loch wurden nun am Olympus CK 40 Mikroskop ausgezählt. 

Sie wurden als infektiöse Einheiten (inclusion forming units; IFU) je µl chlamydialer 

Ausgangssuspension oder als IFU je 105 Wirtszellen angegeben. 
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4.6.2 Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen 

4.6.2.1 Fixierung der Zellen für die Immunfluoreszenz 

Für die Immunfluoreszenz-Färbung wurden entweder Cytopräparate auf 

Glasobjektträgern oder Zellkulturen auf Kammerdeckel-Objektträgern aus Glas 

verwendet. 

Zur Herstellung von Zytopräparaten wurden 100 µl von Suspensionen von 5 bis 10 x 

104 Zellen für 4 min bei 700 rpm (Shandon-Zytozentrifuge) auf Glasobjektträger 

zentrifugiert und anschließend über Nacht an der Luft getrocknet. Zellkulturen auf 

Kammerdeckel-Objektträgern wurden nach Entzug des Mediums luftgetrocknet. 

Anschließend wurden die Präparate für 10 min mit eiskaltem abs. Methanol fixiert. 

Nach Entfernung des Methanols wurden die Präparate luftgetrocknet und waren nun 

bereit für die direkte oder indirekte Immunfluoreszenz-Färbung. 

4.6.2.2 Direkter Immunfluoreszenzmikroskopischer Test für CT 

Für den direkten IF-Test wurde ein FITC-konjugierter monoklonaler Antikörper 

verwendet, der gegen ein Epitop auf dem chlamydialen MOMP (major outer 

membrane protein) sowohl von EK als auch von RK aller chlamydialen Serovare von 

Chlamydia trachomatis gerichtet ist (CLES et al., 1988). 

Zur Färbung wurde der Antikörper 1:10 mit Tris-Puffer für die 

Immunfluoreszenzmikroskopie verdünnt und auf die methanolfixierten Präparate 

gegeben. Nach Inkubation für 1 Std. in einer feuchten Kammer bei RT wurden die 

Präparate zweifach mit Aqua dest. gewaschen, an der Luft getrocknet und mit 

Mountingfluid und Corbitbalsam eingedeckt. Um ein unspezifisches Binden der 

Antikörper auszuschließen, bzw. zu erkennen wurden auch nicht infizierte Zellen zur 

Kontrolle mitgefärbt. An einem Leica Biomed Fluoreszenzmikroskop mit der 

Anregungswellenlänge 495 nm und einem 520 nm Grenzfilter wurden die Präparate 

ausgewertet. Die Wirtszellen stellten sich durch den im Antikörper-Lyophilisat 

enthaltenen Farbstoff Evans Blue rotbraun dar. Chlamydiale Einschlüsse erschienen 

unter UV-Licht mit einem 520 nm Grenzfilter leuchtend grün. 

4.6.2.3 Direkter Immunfluoreszenzmikroskopischer Test für CP 

Zur Färbung von Chlamydophila pneumoniae Einschlusskörpern wurde ein FITC-

konjugierter CP-spezifischer monoklonaler Antikörper (IMAGENTM Chlamydophila 

pneumoniae-Test) nach Anweisung des Herstellers benutzt.  
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Um eine unspezifische Bindung der Antikörper auszuschließen wurden nicht infizierte 

Zellen zur Kontrolle mitgefärbt. 

 

4.7 Bestimmung von PGE2 und Zytokinen in HPBM-Kultur-
Überständen 

4.7.1 PGE2-ELISA 

Prostaglandin E2 wurde in Monozyten-Kultur-Überständen durch einen kompetitiven 

ELISA bestimmt. In diesem Test  konkurriert  PGE2 mit biotinyliertem PGE2  um die 

Bindungsstelle eines spezifischen monoklonalen Antikörpers. Ein Streptavidin-

Peroxydase-Konjugat ermöglicht die Detektion von Biotin über die Synthese eines 

gefärbten Reagenzes. 

NUNC-Maxisorp-Platten wurden mit einem polyklonalen Ziege-anti-Maus-IgG (1 : 

2.000 in Coating-Puffer) für 20 Std. bei Raumtemperatur beschichtet. Anschließend 

wurde dreimal mit Waschpuffer (PBS/0,02% Tween 20) gewaschen. Eine Mischung 

aus 50 µl Probelösung, 50 µl des monoklonalen Anti-PGE2-Antikörpers (1 : 100 in 

PBS/0,1% BSA) und 50 µl des PGE2-Biotin-Konjugats (1 : 200 in PBS/0,1% BSA) 

wurde zugegeben, über Nacht bei 4°C inkubiert und anschließend dreimal mit 

PBS/Tween 20-Puffer gewaschen. Eine Reihe von Standard-PGE2-Lösungen im 

gleichen Medium, eine Negativkontrolle (PBS/0,1% BSA) und eine PGE2-Biocytin-

Kontrolle ohne PGE2  wurden zur Absicherung des Tests mitgeführt. Die Proben 

wurden nun mit frisch angesetztem Streptavidin-POD-Konjugat (1 : 50.000 in 

PBS/0,1% BSA) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal mit 

PBS/Tween20-Puffer gewaschen. Anschließend wurde das TMB-Substrat 

zugegeben und für 30 min bei RT inkubiert. Die Färbereaktion wurde mit 2M 

Schwefelsäure gestoppt und die OD450 innerhalb der folgenden 2 Std. gemessen. 

4.7.2 Cytokin-ELISA´s 

Die Zytokine IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 and IL-12p75, IFNγ and TNFα wurden aus 

den Überständen von HPBM-Kulturen durch ELISA-Technik nachgewiesen. Dazu 

wurden die bei –80°C tiefgefrorenen Kulturüberstände an das Labor von Dr. med. T. 

Höhler, 1. Med. Klinik, Johannes Gutenberg-Universität Mainz versendet. Dort 

wurden die ELISA´s durchgeführt. 
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4.8 Molekularbiologische Methoden 

4.8.1 Aufreinigung von DNA 

Die Isolierung der DNA aus Zellpellets erfolgte mit dem QIAmp Blood Kit der Firma 

Qiagen. Dabei wurden Zellextrakte durch Lyse und Protease-Behandlung von 

Zellpelletts gewonnen und die DNA durch Adsorption an Silika-Membranen in Säulen 

aufgereinigt. Nach Waschschritten erfolgt die Elution der DNA von den Säulen mit 

einem speziellen Puffer. Die genaue Durchführung der Präparation kann dem 

Benutzerhandbuch entnommen werden. 

 

Die DNA zum Nachweis von Mycoplasmen wurde mit dem Qiaex II Kit der Firma 

Qiagen präpariert. Die Extraktion und Reinigung basiert auf der selektiven, 

quantitativen Adsorption der DNA an Silikagelpartikel in Anwesenheit hoher 

Salzkonzentration. Eluiert wird die DNA mit Wasser nach mehreren Waschschritten. 

Eine genaue Beschreibung der Aufreinigung ist im entsprechenden Handbuch 

aufgeführt. 

4.8.2 Aufreinigung von RNA 

Die Präparation von Gesamt-RNA aus Monozyten erfolgte unter Verwendung von 

TRIzol-Reagenz der Firma Life-Technologies. TRIzol, ein Gemisch aus Phenol und 

Guanidinium-thiocyanat führt zur Lyse der Zellen und zur Hemmung der RNasen. 

Aus jeder Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturplatte wurde das Medium abgezogen und 

die darin enthaltenen Suspensionszellen bei 230 x g pellettiert und in 200µl Trizol-

Reagenz aufgenommen. Die am Schalenboden haftenden adhärenten Zellen wurden 

mit Gummischabern und je 1 ml TRIzol-Reagenz abgelöst. Die suspendierten und 

adhärenten Zellen einer Vertiefung wurden dann gepoolt und für 5 min bei RT 

inkubiert. Danach wurden die Poben bei –80°C eingefroren.  

Zur Isolierung der RNA wurden nun 0,24 ml Chloroform zu den lysierten Zellen 

gegeben, die Proben für 15 s kräftig geschüttelt und 2-3 min bei RT inkubiert. Zur 

Phasentrennung wurde die Suspension 15 min bei 12.000 x g bei 4°C zentrifugiert. 

Die RNA wurde aus der oberen wässrigen Phase mit 0,6 ml Isopropanol für 10 min 

bei RT gefällt. Nach Zentrifugaton für 10 min bei 12.000 x g und 4°C wurde das 

Pellet mit 500 µl 75%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 5 – 15 µl DEPC-

H2O aufgenommen. Die Konzentration und Reinheit wurden über 

Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm kontrolliert. 
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4.8.3 DNaseI-Verdau 

Zur Verhinderung von falsch positiven Ergebnissen in RT-PCR´s durch 

kontaminierende DNA wurde die in RNA-Präparationen in geringen Mengen 

enthaltene DNA entfernt. Dazu wurden die Proben vor der reversen Transkription 

einem DNase-Verdau unterzogen. Es wurde RNase freie RQ1-DNase verwendet. 

Die Reaktionsansätze setzten sich wie folgt zusammen: 

 

5 µg RNA 

2 µl 10 x DNase-Puffer 

5 U DNaseI  

ad 20 µl mit DEPC-H2O    

 

Der Verdau fand für 45 min bei 37°C statt. Inaktiviert wurde die DNase, indem der 

Ansatz mit EGTA in einer Konzentration von ≥ 2 mM (=2,2 µl 25 mM EGTA/20 µl 

Verdau) inkubiert und für 10 min bei 65°C erhitzt wurde. Anschließend wurde mit 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und mit Chloroform/ 

Isoamylalkohol (24:1) reextrahiert. Nach einer Alkoholfällung und anschließender 

Wäsche wurde das Pellet ca. 15 min an der Luft getrocknet und in DEPC-H2O 

aufgenommen. Die Konzentration und Reinheit wurden nochmals über 

Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm kontrolliert. 

Um die Vollständigkeit des DNaseI-Verdaus zu überprüfen, wurde ein Aliquot der 

Proben in die PCR zum Nachweis der entsprechenden DNA eingesetzt. Eine 

Weiterverarbeitung der Proben erfolgte erst nach einem negativen PCR-Ergebnis. 

4.8.4 Reverse Transkription von Gesamt-RNA 

Die Reverse Transkription wurde mit dem Taqman Gold RT-PCR Kit durchgeführt. 

Der Reaktionsmix  wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäßen angesetzt. In 100 µl 

Probenvolumen waren 60 ng – 2 µg RNA enthalten, sowie 1x RT-Puffer, 5,5 mM 

MgCl, 500 µM pro dNTP eines deoxy NTP-Mix, 2,5 µM Random Hexamer Primer, 0,4 

U/µl RNase Inhibitor und 3,125 U/µl MultiScribe Reverse Transcriptase. 

Die Proben wurden zur besseren Primer-Template-Bindung für 10 min bei 25°C und 

zur reversen Transkription für 60 min bei 37°C behandelt. Anschließend wurde die 

Reverse Transkriptase für 5 min bei 95°C inaktiviert. Danach konnten die Proben bis 

zur Weiterverarbeitung bei –15 bis –25°C gelagert werden. 
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4.8.5 Real-time PCR 

Mit Hilfe der Real-time-PCR sollte die Expressionsstärke der cox-2-Gene in 

infizierten, vs. nicht infizierten Monozyten anhand der Menge gebildeter cox-2-

mRNA-Moleküle bestimmt werden.  

Dazu wird von geernteten Monozyten-Präparationen die Gesamt-RNA in cDNA 

umgeschrieben. Die Ergebnisse für die cox-2-real-time-PCR wurden auf die 

Ergebnisse eines parallel amplifizierten housekeeping-Gens bezogen und damit der 

relative Anteil gebildeter cox-2-mRNA-Moleküle pro housekeeping-Äquivalent 

bestimmt. 

Zur Durchführung der cox-2-real-time-PCR wurde das ABIPrism 7700 Sequence 

Detection System der Firma Applied Biosystems verwendet. Abhängig von der 

Template-Konzentration zu Beginn einer PCR kommt es zu einer schnelleren oder 

langsameren Amplifikat-Anreicherung. Die amplifizierte DNA wird durch Einlagerung 

des im PCR-Mix vorhandenen interkalierenden Farbstoffes SYBR Green markiert. 

Während der gesamten PCR kann so die Menge des gebildeten Produktes anhand 

der Zunahme des Fluoreszenzsignals detektiert werden. Die Quantifizierung erfolgt 

über die Kinetik der PCR-Reaktion. In den frühen PCR-Zyklen findet eine weitgehend 

exponentielle Vermehrung der DNA-Fragmente statt. Den Zyklus, nach dem der 

Mittelwert des Fluoreszenzsignals erstmals signifikant über einen bestimmten 

Schwellenwert hinaus ansteigt, bezeichnet man als Threshold Cycle (CT). 

Definitionsgemäß ist dies das Fluoreszenzsignal aus dem Mittelwert der ersten 

Zyklen plus 10 Standardabweichungen. Je höher die Menge des anfänglich 

vorhandenen Templates ist, desto früher wird dieser Schwellenwert überschritten, 

desto kleiner ist also der CT-Wert. 

4.8.5.1 Ermittlung des optimalen Primer-Verhältnisses 

In den Negativ-Kontrollen sollte es theoretisch nicht zu einer DNA-Amplifikation und 

damit nicht zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals kommen. In der Praxis liegt der 

CT-Wert der Kontrollen jedoch bei ca. 39 Zyklen. Je unterschiedlicher die CT-Werte 

von Probe und zugehöriger Negativkontrolle K sind, desto besser auswertbar ist die 

PCR. Dies hängt sehr von dem eingesetzten Primer-Verhältnis ab. Daher wurde mit 

einem speziellen Schema (Primer-Matrix) dieses optimale Verhältnis ermittelt.  
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Folgende Ansätze werden aus Primern, Template und Wasser pipettiert : 

Primer-Verhältnis Template-Menge 
(1:100 von 10 

ng/µl) 

5´-Primer 
(5 pmol/µl) 

3´-Primer 
(5 pmol/µl) 

H2O 

50 : 50 K - 1,25 µl 1,25 µl 47,5 µl 
50 : 50 2,5 µl 1,25 µl 1,25 µl 45 µl 
50 : 300 K - 1,25 µl 7,5 µl 41,25 µl 
50 : 300 2,5 µl 1,25 µl 7,5 µl 38,75 µl 
50 : 900 K - 1,25 µl 22,5 µl 26,25 µl 
50 : 900 2,5 µl 1,25 µl 22,5 µl 23,75 µl 
300 : 50 K - 7,5 µl 1,25 µl 41,25 µl 
300 : 50 2,5 µl 7,5 µl 1,25 µl 38,75 µl 
300 : 300 K - 7,5 µl 7,5 µl 35 µl 
300 : 300 2,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 32,5 µl 
300 : 900 K - 7,5 µl 22,5 µl 20 µl 
300 : 900 2,5 µl 7,5 µl 22,5 µl 17,5 µl 
900 : 50 K - 22,5 µl 1,25 µl 26,25 µl 
900 : 50 2,5 µl 22,5 µl 1,25 µl 23,75 µl 
900 : 50 K - 22,5 µl 1,25 µl 26,25 µl 
900 : 300 K - 22,5 µl 7,5 µl 20 µl 
900 : 300 2,5 µl 22,5 µl 7,5 µl 17,5 µl 
900 : 900 K  - 22,5 µl 22,5 µl 5 µl 
900 : 900 2,5 µl 22,5 µl 22,5 µl 2,5 µl 

 

Von diesen Ansätzen werden je 2 x 20 µl (Doppelwerte) mit je 30 µl des SYBR 

Green PCR Core Reagent Master-Mixes versetzt. Dieser besteht aus 5 µl 10 x 

SYBR PCR Puffer, 6 µl 25 mM MgCl2, 4 µl dNTP-Mix (aus je 2,5 mM dATP, dCTP 

und dGTP und 5 mM dUTP), 0,25 µl AmpliTaq Gold (5 U/µl), 0,5 µl AmpErase UNG 

(1 U/µl) und 14,75 µl H2O. 

Nach der Aktivierung des „hot-Start“-Enzyms AmpliTaq-Polymerase in einem 

Vorzyklus (2 min 50°C/10 min 95°C) wurde die PCR mit 40 2-Schritt-

Amplifikationszyklen (15 s 95°C/60 s 55°C) gestartet. 

Die aus den maximalen ∆CT(K-Probe)-Werten ermittelten optimalen Primer-Verhältnisse 

wurden in den nun folgenden PCRs angewendet. 
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4.8.5.2 Durchführung der Real-time-PCR 

Sequenzspezifische Primer zur Amplifikation der cox-2-cDNA in den optimalen 

Verhältnissen wurden in Volumina von 10 µl H2O aufgenommen und mit den Proben 

einer Standard-cDNA-Verdünnungsreihe und der zu untersuchenden cDNA in je 10 

µl H2O in MicroAmp Optical Tubes auf Eis gemischt. Nun wurden jeweils 30 µl des 

SYBR Green PCR Core Reagent Master-Mixes zugesetzt. In je zwei parallelen 

Standard- und Proben-PCR-Reihen wurden nun die real-time Ansätze von 

housekeeping- und cox-2-Gen amplifiziert. Die Amplifikationen wurden unter den 

gleichen Bedingungen, wie die Primer-Matrix-Amplifikationen durchgeführt. 

Die Standardreihen-CT-Werte aus den housekeeping- und cox-2- Amplifikationen 

wurden jeweils in einer Standard-Gerade gegen den dekadischen Logarithmus ihrer 

Konzentrationen, bzw. ihrer Volumen-Äquivalente in µl aufgetragen. Mit den Faktoren 

aus den zugehörigen Geradengleichungen wurden nun aus den gleichzeitig 

ermittelten CT-Werten der Untersuchungs-Proben deren Volumen-Äquivalente 

berechnet. Der Probe mit dem geringsten Volumen-Äquivalent bei der real-time-PCR 

des housekeeping-Gens wurde der Faktor 1 zugeordnet. Alle anderen wurden zu 

diesem ins Verhältnis gesetzt. Die sich daraus ergebenden Faktoren sind ein Maß für 

die housekeeping-Template-Mengen in jeder Probe. In einem weiteren Berechnungs-

Schritt wurden die Faktoren der Proben auf ihre jeweilige Negativ-Kontrolle (= 

Scheininfektion) bezogen. Auf diese Weise erhielt man relative housekeeping-

Template-Konzentrationen der Untersuchungs-Proben im Verhältnis zur Negativ-

Kontrolle des jeweiligen Ernte-Zeitpunktes. Die Volumenäquivalente der cox-2-PCR 

der Untersuchungspoben wurden nun zu den o.g. Faktoren der housekeeping-PCR 

in Beziehung gesetzt. So wurde die relative Expressions-Stärke bezogen auf das 

housekeeping-Gen ausgedrückt. Anschließend wurden die relativen 

Expressionsstärken der cox-2-Gen-Proben bezogen auf die Negativ-Kontrolle des 

jeweiligen Erntezeitpunktes als Ergebnis dargestellt. 

4.8.6 Mycoplasmen-PCR 

Die regelmäßige Überprüfung der Zellkulturen auf evtl. vorhandene 

Mycoplasmenkontaminationen, sowie die Überwachung der Mycoplasmen-

Eradikation aus Chlamydien-Präparationen erfolgte mittels einer Breitspektrum-PCR 

auf Mycoplasmen (WIRTH et al., 1994). 
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Die verwendeten Primer sind in (3.8.1) gelistet. Die Zielsequenz der Primer liegt in 

konservierten Sequenzen des 16S-rRNA-Gens. Durch den Einsatz einer Gruppe 

verschiedener Primer deckt die PCR bei den hier verwendeten Annealing-

Temperaturen eine Bandbreite von mindestens 15 Spezies der Familie Mollicutes ab, 

inclusive der am häufigsten in der Zellkultur auftretenden Arten. 

Die Produkte der outer-Reaktion waren 504 – 519 bp, die der nested-Reaktion 318 – 

333 bp lang. Der Längenpolymorphismus der PCR-Produkte spiegelt die 

Sequenzvariationen der verschiedenen Mycoplasmenspezies wieder.  

Zur Aufreinigung der DNA aus Zellpellets von ca. 106 Zellen oder dem Sediment aus 

1 ml Kulturüberstand der Zellen bewährte sich die Benutzung des Qiaex II-Kits der 

Fa. Qiagen (Hilden). Dabei wurden 100 µl DNA-Eluat erhalten, von dem 5 µl in die 

outer-Reaktion eingesetzt wurden. Der Reaktionsmix der outer-Reaktion (50 µl) setzt 

sich wie folgt zusammen:  

 

 1 x Taq-Puffer (für LD-Taq, Fa. Perkin Elmer) 

 1,25 mM MgCl2 

 1 µM outer-Primer-Mix (*) 

 200 µM je dNTP 

 1,25 U LD-Taq-Polymerase 

(*) Konz.-Angabe bez. auf den Gesamt-Primer-Gehalt, bestehend aus 9 verschiedenen 
Primern (siehe 3.8.1) jew. In Konz. 0,11 µM darin enthalten. 
 

Es wurde die LD-Taq-Polymerase der Fa. Perkin Elmer verwendet, die durch eine 

spezielle Aufreinigung einen besonders niedrigen Gehalt an endogener bakterieller 

DNA aufweist („low DNA“). Sie sollte zur Amplifikation bakterieller DNA-Sequenzen 

verwendet werden, da bakterielle DNA in Taq-Präparationen die PCR stören kann, 

wenn sie ko-amplifiziert wird und so falsch-positive Resultate hervorruft.  

Vor der Amplifikation wurden die Proben zur Denaturierung 10 min auf 90°C erhitzt. 

Die Reaktionsbedingungen über 30 Zyklen lagen bei 30 sec 94°C (Denaturierung), 

30 sec 67°C (Primeranlagerung) und 60 sec 72°C (Verlängerung). Anschließend 

fand eine 10-minütige Primerextension bei 72° statt. 2 µl des outer-PCR-Produktes 

wurden anschließend noch in einer nested-Reaktion amplifiziert. Abgesehen von der 

entsprechenden Primer-Mischung war der Reaktionsmix wie der der outer-Reaktion 

zusammengesetzt. Die Amplifikationsbedingungen unterschieden sich von denen der 

outer-Reaktion nur hinsichtlich der Primeranlagerung, die hier bei 63°C durchgeführt 
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wurde. In beiden Reaktionen (outer und nested) wurden Positiv- und 

Negativkontrollen mitgeführt. Je 10 µl der Proben wurden anschließend 

gelelektrophoretisch analysiert.  

4.8.7 Restriktionsverdau mit der Endonuklease HpaI 

Falls bei der Mycoplasmen-PCR die untersuchten Proben hohe Konzentrationen 

chlamydialer DNA enthalten, kann es zur Ko-Amplifikation chlamydialer DNA, im 

Sinne eines positiven Resultates kommen. Es wurde daher eine einfache Methode 

zur Differenzierung von chlamydialen und mycoplasmalen Produkten entwickelt 

(KRAUßE-OPATZ et al., 2000). Ein Verdau der outer- und nested-Produkte mit der 

Restriktionsendonuklease HpaI ergab bei mycoplasmalen und chlamydialen 

Amplifikaten jeweils verschiedene Fragmente, die gelelektrophoretisch auf 2,4%igen 

Agarosegelen mit SYBR-Gold analysiert werden konnten (genauer ausgeführt in 

5.1.1). 

Dazu wurden 10 µl des PCR-Produktes mit einem Gemisch aus 2µl HpaI-Puffer (NE 

4), 6 µl H2O und 2 µl HpaI (10 U) gemischt und bei 37°C für 2 Std. inkubiert. 

4.8.8 Agarosegelelektrophorese 

Zur Analyse der PCR- und RT-PCR-Produkte diente die elektrophoretische 

Auftrennung in Agarosegelen. In der Regel wurden 1,5 bis 2%ige Agarosegele in 

TBE-Puffer eingesetzt, denen Ethidiumbromid in deiner Konzentration von 0,5 µg/ml 

zugesetzt wurde. Als Laufpuffer diente TBE-Puffer. Von den PCR-Ansätzen wurden 

jeweils 10 µl aufgetrennt und dazu mit 4 µl 5x Stoppuffer versetzt. Bei Verwendung 

der RedTaq-Polymerase, wurde das PCR-Produkt direkt auf das Gel aufgetragen. 

Die Elektrophorese fand bei einer Spannung von 120 V für ca. 45 – 60 min statt. Als 

Längenstandard wurde eine Mischung aus mit HpaII, DraI und HindIII verdaute 

pUCBM21 DNA (Standard V bzw. VIII, Boehringer Mannheim) mitgeführt. Die auf 

einer UV-Durchlichtapparatur bei einer Wellenlänge von 254 nm sichtbaren DNA-

Banden wurden zur Dokumentation mit einer Polaroidkamera photographiert. 

 

4.9 Elektronenmikroskopie 
Die in SPG-Lösung eingefrorenen Chlamydien wurden aufgetaut und in 10 mM 

CaCl2-Lösung aufgenommen. Anschließend wurden 5 µl dieser Lösung mit 5µl 2% 

BSA und 5 µl 2% Phosphorwolframsäure, pH 7 gemischt. Diese Suspension wurde 

auf kollodium-beschichtete, karbon-verstärkte grids für die Elekrtronenmikroskopie 



______________________________________________________Methoden __42 

aufgetropft. Überflüssige Flüssigkeit wurde vorsichtig mit einem Stück Filterpapier 

abgesogen und das so beschickte grid im Luftstrom der Sterilbank getrocknet. Die 

Präparate wurden unter 100 kV an einem Elektronenmikroskop (Zeiss EM 10 A) von 

Herrn Dr. S. Marienfeld in der Abteilung für Tierökologie und Zellbiologie der 

Tierärztlichen Hochschule Hannover ausgewertet. 
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Teil I: Mycoplasmen-Kontamination von Chlamydien-Stämmen 

In der Literatur wurde mehrfach die Kontamination von chlamydialen Stämmen mit 

verschiedenen Mycoplasmen-Spezies beschrieben. Bis zu 50% der untersuchten 

Chlamydien-Stämme waren kontaminiert. Die Zahl untersuchter Stämme war jedoch  

in allen Studien gering. Ziel der hier vorgelegten Untersuchungen war es, eine 

repräsentative Zahl von Chlamydia trachomatis- und Chlamydophila pneumoniae-

Stämmen aus unterschiedlichen staatlichen, kommerziellen und privaten Quellen auf 

eventuelle Kontaminationen mit Mycoplasmen zu testen, die biologische Relevanz 

für Chlamydien-Infektionen zu bestimmen und eine Methode zur selektiven 

Eradikation von Mycoplasmen aus Chlamydien-Präparationen zu entwickeln. 

 

5.1.1 Mycoplasmen-PCR und Entwicklung einer Methode zur Differenzierung 
von mycoplasmalen und chlamydialen Amplifikaten 

Die Untersuchung aufgereinigter DNA aus Chlamydien-Suspensionen auf 

mycoplasmale DNA wurde mit einer Mycoplasmen-PCR (4.8.6) durchgeführt, mit 

deren Hilfe 15 verschiedene Mycoplasmenspezies detektiert werden können. Die 

Ziel-DNA ist mycoplasmalen 16S-rRNA-Sequenzen analog. Beim Einsatz 

hochkonzentrierter chlamydialer DNA in die Mycoplasmen-PCR kann eine Ko-

Amplifikation chlamydialer DNA nicht ausgeschlossen werden. Es wurde daher eine 

Methode entwickelt, um eine Differenzierung zwischen chlamydialer und 

mycoplasmaler DNA zu ermöglichen. Dazu wurden die der 16S rRNA 

entsprechenden DNA-Sequenzen von Mycoplasmen und Chlamydien 

(retrieve@ncbi.nlm.nih.gov und http://genome.dkfz-heidelberg.de/biounit/) mit Hilfe 

des Software-Programms Gene Runner auf Schnittstellen von Restriktions-

endonukleasen untersucht. Als geeignet stellte sich die Endonuklease HpaI heraus, 

die mycoplasmale und chlamydiale DNA einmal an jeweils verschiedenen Positionen 

schneidet (vgl. Abb. 2). Auf diese Weise entstehen je nach Gattung Fragmente 

verschiedener Längen, die gelelektrophoretisch detektiert und unterschieden werden 

können (4.8.7) (KRAUßE-OPATZ et al., 2000). 
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Chlamydiale outer-PCR-Amplifikate werden durch HpaI in ein 287 bp- und ein 234 

bp-Fragment gespalten, während mycoplasmale outer-PCR-Amplifikate Längen von 

368 - 371 bp und 149 - 152 bp aufweisen. Eine Ausnahme bilden die Spezies 

Mycoplasma hominis, M. hypopneumoniae, M. gallisepticum und Acholeplasma 

laidlawii, die keine HpaI-Schnittstelle im outer-Produkt besitzen. Die nested-Produkte 

chlamydialen Ursprungs werden durch HpaI in ein 119 bp und 214 bp-Fragment 

gespalten, während mycoplasmale nested-Produkte keine HpaI-Schnittstelle 

enthalten. Die Analyse der Restriktionsfragmente ermöglicht eine Zuordnung zu den 

Gattungen Chlamydia/Chlamydophila oder Mycoplasma/Acholeplasma. 

 

 

 
 
Abb. 2: Differenzierung von outer- und nested-Amplifikaten der Mycoplasmen-PCR mittels 

HpaI-Verdau. 
Je nachdem, ob Mycoplasmen-DNA oder chlamydiale DNA amplifiziert wurde entstehen nach einem 
Verdau mit der Restriktionsendonuclease HpaI Fragmente verschiedener Längen, die eine 
Zuordnung zur entsprechenden Gattung erlauben. 

 

 

 

 

 

 
C h la m y d i a  t r a c h o m a t is / C .  p n e u m o n i a e   M y c o p la s m a  s p e c .  
 
O u te r -P C R -P r o d u k t:  5 2 1  b p    O u te r -P C R -P ro d u k t:  5 0 4  -  5 1 9  b p  

 

 

 

  
S p a l tp ro d u k te  d e r  o u te r -P ro d u k te :  ( A u s n a h m e :  M y c o p l a s m a  h o m i n i s ,  M . h y p o -

p n e u m o n ia e ,  M . g a l l i s e p t ic u m  u n d  A c h o le -
p la s m a  la i d l a w i i )  

 
2 8 7  b p    2 3 4  b p     1 4 9  -1 5 2  b p   3 6 8  -  3 7 1  b p  

 

 

 
N e s te d -P C R -P ro d u k t:  3 3 3  b p    N e s te d - P C R -P ro d u k t: 3 1 8  -  3 3 3  b p  

 

 

 
S p a l tp ro d u k te  d e r  n e s t e d -P ro d u k te :  M y c o p la s m a le  n e s te d -P ro d u k te  b e s i tz e n  

k e in e  H p a I -S c h n i t t s te l le !  
      1 1 9  b p          2 1 4  b p   

 

 

H p a I  H p a I  

H p a I 
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A   b 
 

 

 
Abb. 3 a, b: HpaI-Verdau von mycoplasmalen (a), und chlamydialen (b) 16S rDNA-PCR-

Produkten 
a-1: M. fermentans-outer-PCR-Produkt, unverdaut (520 bp) und a-2: HpaI-verdaut (368, 152 bp); a-
3: M. hominis-outer-PCR-Produkt unverdaut (520 bp) und a-4: HpaI-verdaut (keine Schnittstelle); a-
5: M. fermentans nested-PCR-Produkt unverdaut (332 bp) und a-6: HpaI-verdaut (keine 
Schnittstelle). b-1: CP-outer-PCR-Produkt (521 bp), unverdaut und b-2: HpaI-verdaut (287, 234 bp); 
b-3: CP-nested-PCR-Produkt (333 bp) unverdaut und b-4: HpaI-verdaut (119, 214 bp). 
 
 

5.1.2 Untersuchung von Chlamydien-Isolaten auf Mycoplasmen 

Neun Chlamydia trachomatis Serovare, sowie 17 Stämme von Chlamydophila 

pneumoniae wurden auf Kontamination mit Mycoplasmen überprüft. Es handelte sich 

bei allen Isolaten um Chlamydiensuspensionen mit hohen Elementarkörper-Dichten 

aus verschiedenen Quellen (3.9.1 und 3.9.2). Alle positiven Resultate wurden durch 

den HpaI-Verdau verifiziert. Im Folgenden sind Stämme, Bezugsdaten und die 

Ergebnisse der Mycoplasmen-PCR aufgelistet. 

5.1.2.1 Chlamydia trachomatis-Stämme 

 Serovar Bezeichnung Bezugsdatum Ergebnis________ 
A   G-17/OT H17  1997   positiv 
Ba   VR347  1986   positiv 
D   UW-3/CX H20 1997   positiv 
F   VR 346  1986   mycoplasmenfrei 
G   VR 878  1986   mycoplasmenfrei 
I    VR 880  1986   mycoplasmenfrei 
K   UW-31/CX H39 1997   positiv 
K   UW-31/CX  1989   positiv 
LGV 1  VR 901B  1986   mycoplasmenfrei 
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5.1.2.2 Chlamydophila pneumoniae-Stämme 

Nr.  Bezeichnung Bezugsdatum Ergebnis____ 
1  VR 1310  1998   mycoplasmenfrei 
2  VR 2282  1998   positiv 
3  VR 53 592  1998   mycoplasmenfrei 
4  CM-1   1999   mycoplasmenfrei 
5  CWL-011  1999   mycoplasmenfrei 
6  CWL-029  1999   mycoplasmenfrei 
7  CWL-050  1999   mycoplasmenfrei 
8  FML-16  1999   mycoplasmenfrei 
9  7N   1999   mycoplasmenfrei 
10  10N   1999   mycoplasmenfrei 
11  12N   1999   mycoplasmenfrei 
12  16N   1999   positiv 
13  19N   1999   positiv 
14  T 2043  1999   positiv 
15  T 2023  1999   positiv 
16  TW 183  1999   mycoplasmenfrei 
17  Isolat: Patient MHH 1998   positiv  

(Pneumonie + reA)    
 

Fünf der positiv getesteten Spezies, Chlamydia trachomatis, Serovar A (G-17/OT 

H17), D (UW-3/CX H20), K (UW-31/CX H39) und K (UW-1/CX) und das klinische Isolat 

von Chlamydophila pneumoniae wurden hinsichtlich der kontaminierenden Spezies 

genauer untersucht. Dazu wurden die Outer-PCR-Produkte dieser fünf Spezies 

sequenziert (Fa. MWG) und mit den Genbank-Sequenzen verglichen. 

Die PCR-Produkte der Serovare A, D und K von der WRF zeigten 100% 

Sequenzhomologie mit der Sequenz des 16S rRNA, rrnB operons von Mycoplasma 

hominis (EMBL accession no. AJ002265 und AJ002267-69). Das PCR-Produkt von 

C. trachomatis Ser. K (UW-1/CX) war zu 100% homolog zur M. fermentans 16S 

rRNA-Sequenz (GenBank accesion no. M24289). Das PCR-Produkt des klinischen 

C. pneumoniae-Isolates zeigte 100% Sequenzhomologie zur M. hyorhinis 16 S 

rRNA-Sequenz (accesion no. M24658). 

 
Eine elektronenmikroskopische Untersuchung einer hochkonzentrierten Chlamydia 

trachomatis-Suspension (Serovar K; UW-31/CX, 1989) zeigte die gleichzeitige 

Anwesenheit zweier verschiedener Bakterienarten in dieser Suspension, kleinere 

kugelförmige Chlamydien neben stäbchenförmigen Mycoplasmen mit variabler 

Länge und einen teilweise fädigen Erscheinungsbild (Abb. 4 a, b). 
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A b 

 
Abb. 4 a, b: C. trachomatis, Ser. K (UW-31/CX) Elementarkörperchen und M. fermentans-

Kontamination. 
a: CT-Elementarkörper (weißer Pfeil) und mycoplasmale Zelle (schwarzer Pfeil); 22.000-fach 
vergrößert. b: Fädiges Erscheinungsbild einer M. fermentans-Zelle aus der gleichen CT-Präparation. 

 

5.1.3 Untersuchung des Einflusses von Mycoplasmen auf die Entwicklung von 
Chlamydophila pneumoniae  

Es ist nicht bekannt, ob Mycoplasmen die chlamydiale Infektion in HEp-2-Zellen 

modifizieren können. Um den Einfluss von Mycoplasmen auf Chlamydophila 

pneumoniae-Infektionen zu untersuchen, wurden Kulturen von C. pneumoniae allein 

und bei gleichzeitiger Anwesenheit verschiedener CFU von Mycoplasma hyorhinis 

oder M. fermentans untersucht. 

Dazu wurden HEp-2-Zellen mit Chlamydophila pneumoniae infiziert. Zu jeder CP-

Infektion wurden verschiedene CFU an Mycoplasma fermentans oder M. hyorhinis 

gegeben. Als Kontrollen dienten nur mit den entsprechenden CFU an M. fermentans 

oder M. hyorhinis infizierte und nur mit CP infizierte HEp-2-Zellen. Vier und sieben 

Tage nach der Infektion wurden die Zellen fixiert und mit dem direkten 

immunfluoreszenzmikroskopischen Test für CP gefärbt. Die Auswertung erfolgte 

durch Auszählung der Einschlusskörperchen. 

Die mycoplasmalen CFU, die bei der Infektion zu den Zellen gegeben wurden, sind 

nicht als statische Größen zu betrachten. Da die Mycoplasmen vital und 

vermehrungsfähig waren, stieg ihre Anzahl innerhalb der nächsten Tage an. Dies 

wurde protokolliert, indem Proben des Kulturüberstandes zur Bestimmung der 

mycoplasmalen CFU verwendet wurden. Das Wachstum von M. fermentans und M. 
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hyorhinis ist in Abb. 5 gezeigt. Bemerkenswert ist der Anstieg der 

Mycoplasmendichte z. T. um mehrere log-Stufen. Demgegenüber blieb die Zahl der 

HEp-2-Zellen im Laufe des Versuches konstant. Das initiale Zell : Mycoplasmen-

Verhältnis verschob sich im Laufe des Versuches daher zugunsten der 

Mycoplasmen.  

Abb. 5: Wachstumskontrolle der zur Infektion zugesetzten Mycoplasmen. 
Bestimmung der mycoplasmalen CFU in den Kulturüberständen. Rote Linien: M. fermentans; grüne 
Linien: M. hyorhinis. Die CFU am Tag der Infektion sind durch verschiedene Schraffuren dargestellt. 
Duchgezogene Linien: CFU 2,5 x 105; gestrichelte Linien: 2,5 x 104; gepunktete Linien: 2,5 x 103 (1 
Experiment). 

 

Beide Mycoplasmen-Spezies reduzierten signifikant die Entwicklung von 

chlamydialen Einschlusskörperchen: Bei einer chlamydialen MOI von 0,005 

reduzierten Mycoplasmen (CFU = 2,5 x 103/ml), entsprechend einem Chlamydien : 

Mycoplasmen-Verhältnis von 10 : 1 zu Beginn der Infektion, die Zahl der sich 

entwickelnden Einschlußkörper um 45 % (M. fermentans) und 41 % (M. hyorhinis). 

Ein höheres Chlamydien : Mycoplasmen-Verhältnis von 1 : 1 (CFU = 2,5 x 104) führte 

zu einer Abnahme der Einschlusskörper-Anzahl um 87% (M. fermentans) oder 54 % 

(M. hyorhinis). Bei einem initialen Chlamydien : Mycoplasmen-Verhältnis von 1 : 10 

(CFU = 2,5 x 105) war die Einschlusskörper-Entwicklung bei beiden Mycoplasmen-

Arten vollständig supprimiert (p < 0,05 für M. hyorhinis bei der geringsten CFU und p 

< 0,001 für alle anderen Proben). 
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Der anti-chlamydiale Effekt von Mycoplasmen konnte in gleicher Weise auch bei 

beiden anderen untersuchten chlamydialen MOI (0,05 und 0,0005) und nach der 

Ernte 7 Tage nach der Infektion (nach zwei Replikationszyklen) beobachtet werden. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: Einfluss von Mycoplasmen auf die Entwicklung chlamydialer Einschlusskörperchen. 

HEp-2-Zellen infiziert mit Chlamydophila pneumoniae (MOI 0,005) ohne oder mit M. fermentans oder 
M. hyorhinis bei verschiedenen CFU/ml 4d p.i.. FITC-gefärbte Einschlusskörper pro 105 Zellen in 
Abhängigkeit von der initialen Mycoplasmendichte. Bei einer Mycoplasmendichte von 2,5 x 105 
CFU/ml wurden keine Einschlußkörper mehr beobachtet ( * ). Zwei unabhängige Experimente 
wurden jeweils in Doppelansätzen durchgeführt. Die Standardabweichung ist durch die 
Fehlerindikatoren gezeigt. 

 

Die Einschlusskörper veränderten sich mit zunehmender Mycoplasmendichte im 

Medium auch hinsichtlich ihrer Größe. Wurden sie mit Hilfe eines Objektmikrometers 

in zwei Kategorien (>10 µm/<10 µm) aufgeteilt, so ergab sich eine Größenabnahme, 

wie in Abb. 8 dargestellt. Bei einer initialen CFU von 2,5 x 104 waren die 

Einschlusskörper  zum großen Teil  nicht  nur  kleiner als 10 µm,  sondern diese auch 
  a   b   c 

   
Abb. 7a, b, c: Einfluss von M. hyorhinis auf die Entwicklung von CP in HEp-2-Zellen. 

CP-infizierte HEp-2-Zellen (MOI 0,05), ko-kultiviert mit M. hyorhinis bei verschiedenen CFU (a: 2,5 x 
103, b: 2,5 x 104, c: 2,5 x 105 CFU/ml). Die Zellen wurden 4d p.i. mit dem direkten IF-Test für CP 
gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch visualisiert. 
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untypisch angefärbt. Fluoreszenzmikroskopisch erschienen sie als dunkle Körper mit 

einem apfelgrün leuchtenden Randbereich, im Gegensatz zu „normalen“ homogen 

fluoreszierenden Einschlusskörpern. 

 
Abb. 8: Relative Größenverteilung der chlamydialen Einschlußkörper 

FITC gefärbte CP-EK (+/- M. fermentans) in HEp-2-Zellen (MOI 0,005/4d p.i.) wurden in die 
Größenkategorien < 10 µm und > 10 µm kategorisiert. Bezogen auf die Gesamt-Zahl der jeweils 
vorhandenen EK ergab sich eine Abnahme der größeren und eine Zunahme der kleineren 
Einschlüsse bei zunehmender Mycoplasmendichte (1 repräsentatives von 2 Experimenten). 
 
 

5.1.4 Entwicklung einer Methode zur Eliminierung von Mycoplasmen aus 
kontaminierten Chlamydien-Suspensionen  

Ein klinisches Isolat von Chlamydophila pneumoniae, kontaminiert mit M. hyorhinis 

wurde einer eigens entwickelten Behandlung mit dem Antibiotikum Mupirocin 

unterzogen. Die Therapie wurde während des Wachstums der Chlamydien in HEp-2-

Zellen durchgeführt. Mupirocin, ein Antibiotikum aus Pseudomonas fluorescens 

(WARD & CAMPOLI-RICHARDS, 1986) wurde in den Konzentrationen 10 µg/ml und 

5 µg/ml angewendet (KRAUßE-OPATZ et al., 2000). Da die Aktivität von Mupirocin in 

Anwesenheit von Serum erniedrigt ist, wurde in diesen Versuchen mit FCS-freiem 

Kulturmedium gearbeitet. CP -infizierte HEp-2-Monolayer wurden 3-4 Tage lang mit 

den angegebenen Konzentrationen von Mupirocin behandelt. Danach erfolgten 

mehrere Passagen der behandelten Chlamydienkulturen auf frische Zellen, wie in 

(4.4) beschrieben. Bei jeder Ernte wurde 1 ml der Zellsuspension mittels PCR auf 

Mycoplasmen untersucht. Ein weiterer Milliliter der Zellsuspension wurde auf HEp-2-
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Zellen gegeben und eine Woche lang mit Kulturmedium ohne Antibiotika kultiviert, 

um eventuell in der Kultur überlebenden Mycoplasmen die Möglichkeit zu geben, 

sich zu vermehren. 

 

Eine 15-tägige Behandlung mit 10 µg/ml Mupirocin (3 Passagen) war zur Elimination 

von M. hyorhinis aus dem klinischen Isolat von CP ausreichend. Dieses Ergebnis 

wurde durch Untersuchung von Proben nach Weiterkultur in antibiotikafreiem 

Medium bestätigt. 

Aus der gereinigten Chlamydien-Kultur wurden anschließend hochkonzentrierte 

Chlamydiensuspensionen präpariert. Die Reinheit dieser Präparationen wurde 

nochmals mit der Mycoplasmen-PCR und anschließendem HpaI-Verdau kontrolliert 

und bestätigt. 

 
Abb. 9: Verlauf der Dekontamination eines M. hyorhinis-infizierten CP-Isolates. 

Die DNA-Extrakte wurden mit der Mycoplasmen-PCR untersucht. Die mycoplasmenspezifische 333 
bp-Bande der nested-Reaktion war nach 15 Tagen Mupirocin-Behandlung verschwunden. M: 
Marker; A: Negativ-Kontrolle der nested-PCR; B: H2O-Kontrolle; C: Negativ-Kontrolle der DNA-
Extraktion; V: Probe vor Behandlungsbeginn; Z: HEp-2-Zellen ⊕: Positiv-Kontrolle; a: Probe aus dem 
Kultur-Überstand; b: Zell-Probe; d: Tage nach Behandlungsbeginn 
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5.2 Teil II: Chlamydiale Persistenz in monozytären und epithelialen 
Zellen 

5.2.1 Einfluss von IFNγγγγ auf CT-Infektionen in THP-1- und HEp-2-Zellen 

Die monozytäre Vorläufer-Zelllinie THP-1 wurde als Modellsystem zur Untersuchung 

der IFNγ-induzierten chlamydialen Persistenz in Monozyten ausgewählt, während 

HEp-2-Zellen als epitheliale Modellzelle dienten. Der Einfluss von IFNγ auf die 

Entwicklung der chlamydialen Einschlußkörper wurde in THP-1- und HEp-2-Zellen 

untersucht. Das Anzeigesystem dieser Versuche war die Einschlusskörper-Anzahl 

pro Vertiefung einer 96-well-Platte. Die IFNγ-Wirkung wurde an der Reduktion der 

Einschlusskörper-Anzahl pro well bemessen. 

Voruntersuchungen zur Etablierung der Experimente beinhalteten die Testung 

verschiedener FCS-Konzentrationen sowie verschieden lange Vorinkubations-Zeiten 

und IFNγ-Konzentrationen bei der Behandlung der Zellen: 

In einer Versuchsreihe wurden THP-1-Zellen in Medien mit verschiedenen FCS-

Konzentrationen (1, 5 und 10%) kultiviert und jeweils 1, 2 und 3 Tage lang mit 

verschiedenen IFNγ-Konzentrationen vorinkubiert (Abb. 10). 

 
Abb. 10: Einfluss der FCS-
Konzentration auf die IFNγγγγ-
bedingte Suppression der 
EK-Anzahl. 
THP-1-Zellen wurden 2 Tage 
lang mit IFNγ und verschiedenen 
FCS-Konzentrationen vorinku-
biert. Danach wurde mit CT (MOI 
0,002) infiziert und 2 Tage lang 
mit den entsprechenden Medien 
weiter inkubiert. Die IFNγ-
abhängige Suppression der EK-
Entwicklung wurde relativ zur 
Kontrolle dargestellt (Mittelwerte 
von 3-fach-Ansätzen +/- SD; 1 
Experiment).  

 

Die Versuche ergaben eine stärkere Hemmung der EK-Entwicklung, je weniger FCS 

im Medium vorhanden war. Allerdings waren die gebildeten Einschlüsse bei der 

geringsten FCS-Konzentration von 1% sehr klein und schwach angefärbt. Mit 

zunehmender FCS-Konzentration wurden sie größer und kräftiger gefärbt. Als 

optimal hinsichtlich der Größe und Anfärbbarkeit der Einschlüsse einerseits und der 

Wirksamkeit von IFNγ andererseits hat sich eine Konzentration von 5% FCS im 

Medium herausgestellt. 
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Auch mit zunehmender Vorinkubationszeit stieg die IFNγ-bedingte Hemmung der EK-

Entwicklung an. Als optimal hat sich hier eine zwei- bis dreitägige Vorinkubation der 

Zellen mit IFNγ ergeben (Abb. 11). 
 
 
Abb. 11: Einfluss der Dauer 
der Vorinkubation auf die 
IFNγγγγ-bedingte Suppression 
der EK-Anzahl. 
THP-1-Zellen wurden in 
Medium/5% FCS und IFNγ 
verschieden lange vorinkubiert. 
Danach wurde mit CT (MOI 
0,002) infiziert und 2 Tage lang 
mit den entsprechenden Medien 
weiter inkubiert. Die IFNγ-
abhängige Suppression der EK-
Entwicklung wurde relativ zur 
Kontrolle dargestellt (Mittelwerte 
von 3-fach-Ansätzen +/- SD; 1 
Experiment).  

 

 

Ein weiterer Versuch wurde zur Ermittlung der optimalen Wirkkonzentration von IFNγ 

durchgeführt. Dazu wurden THP-1-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von 

IFNγ (0 / 1 / 2,5 / 5 / 7,5 / 10 / 25 / 50 ng/ml) drei Tage lang vorinkubiert. Nach 

Infektion der Zellen mit C. trachomatis (MOI 0,002) ergab sich eine relative 

Suppression der EK-Entwicklung, wie in Abb. 12 dargestellt. 
 

 
 
Abb. 12: IFNγγγγ-abhängige 
Suppression der chlamy-
dialen EK-Entwicklung. 
THP-1-Zellen wurden 3 Tage 
lang mit verschiedenen IFNγ-
Konzentrationen in Medium/5% 
FCS vorinkubiert. Danach wurde 
mit CT (MOI 0,002) infiziert und 2 
Tage lang mit IFNγ-haltigem 
Medium weiter inkubiert. Die 
IFNγ-abhängige Suppression der 
EK-Entwicklung wurde relativ zur 
Kontrolle dargestellt (Mittelwerte 
von 3-fach-Ansätzen +/- SD; 1 
Experiment).  

 

 

Ein steiler Anstieg der IFNγ-Wirkung, gemessen an der Suppression der EK-

Entwicklung zeigte sich im Bereich zwischen 0 und 5 ng/ml IFNγ. Ab 10 ng/ml IFNγ 
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kam es nur noch zu geringen Zunahmen der IFNγ-bedingten EK-Suppression mit 

zunehmender IFNγ-Konzentration. Die halbmaximale Wirkkonzentration von IFNγ lag 

in diesem Versuch noch unter 1 ng/ml. Eine dreitägige Vorinkubation mit 5ng/ml IFNγ 

führte zu einer fast 80%igen Hemmwirkung. Eine 100%ige Hemmung war mit den 

verwendeten Konzentrationen an IFNγ nicht möglich. Die Kurve zeigte bei IFNγ-

Konzentrationen >10 ng/ml ein Plateau. 

 

Entsprechend diesen Ergebnissen wurden dichte Zellrasen TPA-differenzierter THP-

1-Zellen 3 Tage lang mit 5 und 50 ng/ml IFNγ in Medium/5% FCS behandelt und 

anschließend mit Chlamydia trachomatis (MOI 0,004) infiziert. Während der 2 Tage 

bis zur Reifung der EK wurden die initialen IFNγ-Konzentrationen im Medium 

beibehalten. Nach der Visualisierung der Einschlusskörper mittels IPA erfolgte die 

Auswertung von Anzahl und Größe der EK. 

Es ergab sich eine Hemmung der Anzahl sich entwickelnder Einschlusskörper in 

Abhängigkeit von der eingesetzten IFNγ-Konzentration. 

Abb. 13 a zeigt das typische Aussehen von CT-Einschlusskörperchen in THP-1-

Zellen. Sie stellen sich nach Anfärbung mittels IPA als grau-blaue inhomogene, 

häufig zentral „leer“ erscheinende Partikel in verschiedenen Größen dar. Nach der 

Behandlung mit 5 ng/ml IFNγ (Abb. 13 b) veränderte sich das Aussehen der 

Einschlüsse nicht. Bei einer Behandlung mit 50 ng/ml IFNγ fanden sich jedoch nur 

noch relativ kleine EK mit homogener Anfärbung. 

 
    Ohne IFNγγγγ        5 ng/ml IFNγγγγ         50 ng/ml IFNγγγγ 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 13: Einfluss von IFNγγγγ auf die chlamydiale EK-Entwicklung in THP-1-Zellen. 

THP-1-Zellen (3 Tage +/- IFNγ vorinkubiert) wurden mit CT (MOI 0,004) infiziert und zwei Tage lang 
mit den angegebenen IFNγ-Konzentrationen inkubiert. Die entwickelten EK wurden mittels IPA 
gefärbt (1/10 Experimenten). 
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Eine Auszählung der Einschlusskörper pro well ergab eine deutliche Reduktion der 

EK-Anzahl in Abhängigkeit von der eingesetzten IFNγ-Konzentration. Beim Einsatz 

von 5 ng/ml IFNγ reduzierte sich die EK-Anzahl um ca. 50% (SD=16%; n = 10). 

Wurden die Zellen mit 50 ng/ml IFNγ vorinkubiert, so betrug der inhibierende Effekt 

75% (SD=13%; n = 10). Die Ergebnisse von 10 voneinander unabhängigen 

Experimenten sind in Abb. 14 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Abb. 14: IFNγγγγ-abhängige Reduktion 
der Anzahl chlamydialer EK in THP-1-
Zellen. 
Drei Tage +/-IFNγ vorinkubierte CT–infizierte 
(MOI 0,004) THP-1-Zellen wurden zwei Tage 
lang mit den angegebenen IFNγ-Konzen-
trationen weiter inkubiert. Danach wurden die 
EK/well gezählt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus 3-fach-Ansätzen (10 Experi-
mente). Fett gedruckte Linien geben den 
Mittelwert aus 10 Experimenten an. 

 

 

 

Die entsprechenden Versuche mit HEp-2-Zellen erforderten einige Modifikationen. 

Da HEp-2-Zellen nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers nicht, wie TPA-

behandelte THP-1-Zellen ihr Wachstum einstellen, wurden sie nach der Infektion mit 

Cycloheximid-haltigem Medium mit den entsprechenden IFNγ-Konzentrationen 

behandelt. So wurde in diesem Stadium ein Wachstumsstopp der Zellen induziert, 

der ein Überwachsen des Monolayers verhinderte und die Auswertung der 

Experimente erleichterte. 

HEp-2-Zellen sind leichter infizierbar, als THP-1-Zellen. Infizierte man beide 

Zelltypen mit der gleichen MOI, so entwickelten sich in HEp-2-Zellen innerhalb der 

folgenden zwei Tage 12 x mehr Einschlusskörper, als in THP-1-Zellen. Entsprechend 

musste eine Anpassung der verwendeten MOI erfolgen: HEp-2-Zellen wurden mit 

der MOI 0,001 infiziert. 
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Abb. 15: Einfluss von IFNγγγγ auf die chlamydiale EK-Entwicklung in HEp-2-Zellen. 

HEp-2-Zellen (3 Tage mit und ohne IFNγ vorinkubiert) wurden mit CT in der MOI 0,001 infiziert und 
weitere zwei Tage lang mit den angegebenen IFNγ-Konzentrationen inkubiert. 2d p.i. wurden die 
entwickelten EK mittels IPA visualisiert (1/10 Experimenten). 

 

In HEp-2-Zellen, die in Normalmedium ohne IFNγ 3 Tage lang vorinkubiert wurden, 

entwickelten sich große chlamydiale Einschlusskörperchen. Sie wurden mittels 

Immunoperoxydase-Assay als kräftig grau-blau gefärbte EK mit homogener Struktur 

visualisiert. Die IFNγ-Vorbehandlung resultierte in einer Reduktion der EK-Größe und 

einer verminderten Intensität der Färbung (vgl. Abb. 15). Die Auszählung der 

Einschlusskörper pro well ergab zudem eine Reduktion der EK-Anzahl in 

Abhängigkeit von der eingesetzten IFNγ-Konzentration. Eine dreitägige 

Vorbehandlung mit 5 ng/ml IFNγ reduzierte die EK-Anzahl im Mittel um 36% 

(SD=16%; n = 10) und beim Einsatz von 50 ng/ml IFNγ um 71% (SD=21%; n = 10).In 

Abb. 16 sind die Ergebnisse von 10 unabhängigen Experimenten dargestellt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Abb. 16: IFNγγγγ-abhängige Reduktion 
der Anzahl chlamydialer EK in HEp-2-
Zellen. 
CT-infizierte HEp-2-Zellen (Vorinkubation 3 
Tage +/- IFNγ; MOI 0,001) wurden weitere 
zwei Tage lang mit den angegebenen IFNγ-
Konzentrationen inkubiert. Danach wurden 
die EK/well gezählt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus 3-fach-Ansätzen von 10 
unabhängigen Experimenten. Fett gedruckte 
Linien geben den Mittelwert aus 10 
Experimenten an. 
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5.2.2 Einfluss von Fe2+-Ionen auf die IFNγγγγ-bedingte Hemmung der EK-

Entwicklung in THP-1- und HEp-2-Zellen 

Das in (5.2.1) beschriebene Zellkultur-System ist geeignet, die IFNγ-bedingte 

Reduktion der EK-Anzahl in THP-1- und HEp-2-Zellen quantitativ zu beschreiben. 

Ziel der weiteren Untersuchungen war, eventuell modulierende Faktoren der IFNγ-

induzierten Suppression der EK-Entwicklung zu finden. Ein in diesem 

Zusammenhang diskutierter Faktor ist der Eisenstoffwechsel der Zellen. 

Daher wurde die Abhängigkeit der IFNγ-bedingten Hemmung der EK-Entwicklung 

von der Konzentration zweiwertiger Eisen-Ionen im Medium sowohl in HEp-2-, als 

auch in THP-1-Zellen untersucht. Einerseits wurde die Auswirkung der Erhöhung der 

Konzentration freier Fe2+-Ionen im Medium und andererseits deren Entzug durch den 

Chelatbildner Deferoxamin (DFO) geprüft. 

 

Für diese Experimente wurden zweiwertige Eisen-Ionen in Form von Eisensulfat 

(FeSO4) zusammen mit IFNγ während der dreitägigen Vorinkubationsphase ins 

Medium gegeben. Anschließend wurden die Zellen mit C. trachomatis infiziert und 

zwei Tage lang mit den jeweiligen Konzentrationen an Eisensulfat und IFNγ 

weiterbehandelt. Die Auswirkungen der veränderten Medienzusammensetzung auf 

die Einschlusskörper-Entwicklung in THP-1- und HEp-2-Zellen sind in Abb. 17 und 

18 dargestellt. 

 

 
 

 
Abb. 17: Auswirkung freier Fe2+-
Ionen auf die IFNγγγγ-bedingte Ent-
wicklungshemmung chlamydia-
ler EK in THP-1-Zellen.  
Die Zellen wurden 3-Tage (+/- IFNγ / 
FeSO4) vorinkubiert, CT-infiziert (MOI 
0,004) und weitere zwei Tage IFNγ- 
und FeSO4- behandelt. Dargestellt sind 
die EK/well 2d p.i. als Mittelwerte von 
3-fach-Ansätzen +/-SD (1 repräsen-
tatives von 3 Experimenten darge-
stellt). 
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Abb. 18: Auswirkung freier Fe2+-
Ionen auf die IFNγγγγ-bedingte Ent-
wicklungshemmung chlamydia-
ler EK in HEp-2-Zellen.  
Die Zellen wurden 3-Tage (+/- IFNγ / 
FeSO4) vorinkubiert, CT-infiziert (MOI 
0,001) und weitere zwei Tage IFNγ- 
und FeSO4- behandelt. Dargestellt sind 
die EK/well 2d p.i. als Mittelwerte von 
3-fach-Ansätzen +/-SD (1 repräsen-
tatives von 3 Experimenten darge-
stellt). 

 

 

 

Wie in den in (5.2.1) beschriebenen Experimenten inhibierte IFNγ in beiden Zelllinien 

dosisabhängig die Zahl der EK. Bei nicht IFNγ-behandelten THP-1- und HEp-2-Zellen 

blieb die Zahl der EK/well auch nach Erhöhung der Fe2+-Ionen-Konzentration 

konstant (blaue Linien). Die durch Behandlung mit 5 ng/mI IFNγ induzierte 

Suppression der EK-Entwicklung wurde in beiden Zelllinien durch den Zusatz freier 

Fe2+-Ionen aufgehoben (gelbe Linien). Bei THP-1-Zellen wurde eine Kompensation 

des IFNγ-Effektes durch Zusatz von 150 µM FeSO4 und bei HEp-2-Zellen durch 

Zusatz von 50 µM FeSO4 erreicht. Bei einer weiteren Erhöhung der Fe2+-Ionen-

Konzentration erhöhten sich die EK-Zahlen pro well sogar etwas gegenüber den 

IFNγ-unbehandelten Zellen. Bei THP-1-Zellen, die mit 50 ng/ml IFNγ behandelt 

wurden, wurde die IFNγ-induzierte EK-Suppression nur zum Teil aufgehoben. Bei 

Zusatz von 200 µM FeSO4 erreichte die EK-Zahl pro well nur etwas mehr als 1/3 der 

Kontrolle ohne IFNγ. In HEp-2-Zellen war auch bei dieser hohen IFNγ-Konzentration 

eine vollständige Kompensation durch freie Fe2+-Ionen möglich (rote Linien). Durch 

Vorinkubation mit 100 µM FeSO4 war die IFNγ-bedingte Suppression der EK-

Entwicklung nicht nur aufgehoben. Es wurden sogar etwas höhere EK-Zahlen pro 

well erreicht, als bei der Kontrolle ohne IFNγ. 

Eine Erhöhung der Fe2+-Ionen-Konzentration über 200 µM führte nicht zu einem 

weiteren Anstieg der EK-Anzahl, sondern hatte allgemein einen hemmenden Effekt 

auf die EK-Entwicklung zur Folge. 
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In weiteren Versuchen mit erniedrigtem Fe2+-Gehalt im Medium wurde die Fähigkeit 

des Deferoxamins (DFO), Eisenionen im extrazellulären Raum zu binden und damit 

dem Zellstoffwechsel zu entziehen, ausgenutzt. Die Daten sind im Folgenden 

dargestellt (Abb. 19 und 20). 

 

 
 
Abb. 19: Auswirkung des 
Entzuges freier Fe-Ionen auf 
die IFNγγγγ-bedingte Entwick-
lungshemmung chlamydi-
aler EK in THP-1-Zellen. 
Die Zellen wurden 3-Tage (+/- 
IFNγ; +/-DFO) vorinkubiert, CT-
infiziert (MOI 0,004) und weitere 
zwei Tage IFNγ-/DFO- behan-
delt. Dargestellt sind die EK/well 
2d p.i. als Mittelwerte von 3-fach-
Ansätzen +/-SD (1 repräsen-
tatives von 3 Experimenten 
dargestellt). 
 

 
 

 

 
 
 
Abb. 20: Auswirkung des 
Entzuges freier Fe-Ionen auf 
die IFNγγγγ-bedingte Entwick-
lungshemmung chlamydi-
aler EK in HEp-2-Zellen. 
Die Zellen wurden 3-Tage (+/- 
IFNγ; +/-DFO) vorinkubiert, CT-
infiziert (MOI 0,001) und weitere 
zwei Tage IFNγ-/DFO- behan-
delt. Dargestellt sind die EK/well 
2d p.i. als Mittelwerte von 3-fach-
Ansätzen +/-SD (1 repräsen-
tatives von 3 Experimenten 
dargestellt). 
 

 

 

 

In diesem Experiment war die IFNγ-bedingte Inhibition der EK-Bildung bei beiden 

Zelllinien nicht so ausgeprägt, wie im vorher beschriebenen. Bei jeder der 

verwendeten IFNγ-Konzentrationen kam es durch Zugabe des Chelatbildners 

Deferoxamin (DFO) sowohl in THP-1- als auch in HEp-2-Zellen 
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konzentrationsabhängig zu einer weiteren Reduktion der Einschlußkörper pro well. 

Der IFNγ-Effekt wurde also durch DFO verstärkt. In Konzentrationsbereichen ab 100 

µM starb ein Teil der Zellen ab, wie durch Trypanblau-Färbung der Zellen festgestellt 

wurde. In diesen Konzentrationsbereichen wurden in den wenigen noch 

vorhandenen Zellen nur noch sehr wenige oder keine Einschlüsse mehr festgestellt.  

 

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde untersucht, ob sich die durch DFO 

bewirkte EK-Reduktion, bzw. der zytotoxische Effekt von DFO bei Konzentrationen 

über 100 µM durch den Zusatz von freien Fe2+-Ionen aufheben lässt. Dazu wurden 

THP-1- und HEp-2-Zellen gleichzeitig mit 150 µM Deferoxamin und verschiedenen 

FeSO4-Konzentrationen vorinkubiert. Zum Vergleich wurden Zellen ohne DFO-

BehandIung mit den gleichen FeSO4-Konzentrationen untersucht. In Abb. 21 und 22 

sind die Ergebnisse dieser Versuche graphisch dargestellt.  

 
     Ohne IFNγ    5 ng/ml IFNγ     50 ng/ml IFNγ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 21: Kompensationseffekt von Fe2+-Ionen auf DFO-behandelte, vs. unbehandelte THP-1-
Zellen bei verschiedenen IFNγγγγ-Konzentrationen. 
THP-1-Zellen wurden 3-Tage (+/- IFNγ; +/-DFO) vorinkubiert, CT-infiziert (MOI 0,004) und weitere 
zwei Tage +/-IFNγ; +/-DFO behandelt. Dargestellt sind die EK/well 2d p.i. als Mittelwerte von 3-fach-
Ansätzen +/-SD (1 repräsentatives von 3 Experimenten dargestellt). 

 

Eine Behandlung von THP-1-Zellen mit 150 µM DFO führte zu einem Absterben 

eines Teils der Zellen, sowie zu einer vollständigen Suppression der 

Einschlusskörper-Entwicklung. Durch den Zusatz von freien Fe2+-Ionen stieg die Zahl 

der Einschlusskörper pro well wieder an. Im Vergleich zur nicht DFO-behandelten 

Kontrolle wurden so maximal 65% des DFO-Effektes aufgehoben. Eine vollständige 

Kompensation der DFO-Wirkung gelang bei THP-1-Zellen nicht. Sowohl bei nicht 
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IFNγ-behandelten, als auch bei IFNγ-behandelten Zellen wurde nur ein Teil der DFO-

induzierten EK-Reduktion durch den Zusatz freier Fe2+-Ionen kompensiert (Abb. 21). 

 
     Ohne IFNγ    5 ng/ml IFNγ     50 ng/ml IFNγ 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abb. 22: Kompensationseffekt von Fe2+-Ionen auf DFO-behandelte, vs. unbehandelte HEp-2-

Zellen bei verschiedenen IFNγγγγ-Konzentrationen. 
HEp-2-Zellen wurden 3-Tage (+/- IFNγ; +/-DFO) vorinkubiert, CT-infiziert (MOI 0,001) und weitere 
zwei Tage +/-IFNγ; +/-DFO behandelt. Dargestellt sind die EK/well 2d p.i. als Mittelwerte von 3-fach-
Ansätzen +/-SD (1 repräsentatives von 3 Experimenten dargestellt). 

 

Der chlamydienhemmende, bzw. zytotoxische Effekt von 150 µM Deferoxamin 

supprimierte bei HEp-2-Zellen, wie bei THP-1-Zellen die EK-Entwicklung komplett. 

Durch den Zusatz freier Fe2+-Ionen war dieser Effekt bei allen verwendeten IFNγ-

Konzentrationen vollständig aufhebbar (Abb. 22). Dabei war die zur Kompensation 

des DFO-Effektes notwendige Konzentration an FeSO4 höher, je höher die 

verwendete IFNγ-Konzentration war. Bei FeSO4-Konzentrationen über 200 µM sank 

die EK-Zahl pro well, sowie die Vitalität der Zellen wieder ab, wie durch Trypanblau-

Färbung gezeigt werden konnte. 

 

5.2.3 Einfluss von Eisen auf die chlamydiale Persistenz in Monozyten 

Nachdem zweiwertige Eisenionen sich im THP-1- und HEp-2-Infektionsmodell für 

Chlamydia trachomatis als wichtige Mediatoren zur Aufhebung der IFNγ-induzierten 

Reduktion der EK-Anzahl erwiesen haben, wurde die Wirkung freier Eisenionen auch 

in humanen peripheren Blutmonozyten (HPBM) untersucht. Dazu wurden HPBM aus 

peripherem Blut gewonnen und in Normalmedium unter Zusatz von verschiedenen 

Konzentrationen von FeSO4 (50, 100 und 200 µM) für 2, 5, 8 und 18 Tage bei 37°C 

inkubiert. Kontrollmonozyten wurden ohne Zusatz von FeSO4 inkubiert. Nach der 

Ernte der Monozyten wurden diese aufgeschlossen und zur Infektion von HEp-2-
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Monolayern benutzt. Nach zwei Tagen wurde die Infektion gestoppt und die 

Monolayer mittels IPA gefärbt. 

Zellaufschlüsse von Eisen-substituierten Chlamydien-infizierten Monozyten 

enthielten keine erhöhte Zahl infektiöser Chlamydien, als Kontrollmonozyten. 

Es ergab sich somit keine Evidenz, dass Fe2+-Ionen die Persistenz von Chlamydien 

in Monozyten aufheben und es zu einer produktiven Infektion kommt. 

 

5.2.4 Einfluss von L-Tryptophan auf IFNγγγγ-behandelte HEp-2- und THP-1-Zellen 

Zu den in der Literatur diskutierten Faktoren, die für die chlamydiale Persistenz in 

epithelialen Zellen verantwortlich sind, zählt die Induktion des Enzyms Indoleamin-

2,3-dioxygenase (IDO) durch IFNγ (ROTTENBERG et al., 2002). Die IDO katalysiert 

den einleitenden Schritt des Abbaus der für das Chlamydien-Wachstum essentiellen 

Aminosäure L-Tryptophan. In monozytären Zellen wird der IDO-induzierten 

Tryptophan-Degradation keine Relevanz zugeschrieben. 

Die Unterschiede im Tryptophan-Stoffwechsel von THP-1- und HEp-2-Zellen wurden 

durch die im Folgenden beschriebenen Versuche näher analysiert. Dazu wurden 

HEp-2- und THP-1-Zellen mit verschiedenen IFNγ- und Tryptophan-Konzentrationen 

behandelt, CT-infiziert und hinsichtlich der Auswirkung auf die chlamydiale 

Einschlusskörper-Entwicklung untersucht. 

 

Zunächst wurde die in der Literatur beschriebene, IFNγ-induzierte Hemmung der 

chlamydialen Entwicklung in HEp-2-Zellen und deren Aufhebbarkeit durch den 

Zusatz von L-Tryptophan (BEATTY et al., 1994c) mit dem in dieser Arbeit 

vorgestellten Zellkultur-System reproduziert. 

Durch IFNγ kam es in den epithelialen HEp-2-Zellen zu einer Abnahme der Zahl, 
sowie zu einer deutlichen Größenreduktion der entwickelten Einschlusskörper. Im 

dargestellten Versuch war die durch 50 ng/ml IFNγ induzierte Suppression der EK-

Bildung allerdings nicht vollständig (vgl. Abb. 23). Ein Zusatz der Aminosäure L-

Tryptophan führte schon beim Einsatz der geringsten verwendeten Konzentration 

(250 µM) zu einer kompletten Rekonstitution der EK-Größe, verglichen mit der 

Kontrolle ohne IFNγ. 

Die Auswertung der EK-Anzahl pro well bei den verschiedenen IFNγ und L-

Tryptophan-Konzentrationen ist in Abb. 24 dargestellt. Diese Daten zeigen, dass 
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Tryptophan die IFNγ-induzierte Suppression der EK-Zahl/well in HEp-2-Zellen nicht 

aufheben kann. Es kam in keinem Fall zu einer Vergrößerung der Anzahl der 

Einschlusskörper. 
Ohne IFNγγγγ   5 ng/ml IFNγγγγ   50 ng/ml IFNγγγγ 

 
 
Ohne 
 Trp 
 
 
 
 
250 µM 
  Trp 
 
 
 

Abb. 23: Auswirkung von IFNγγγγ und Tryptophan (Trp) auf die Größe der CT-Einschlüsse in 
HEp-2-Zellen 2d p.i.. 
Dargestellt sind typische Elementarkörper bei den angegebenen Konzentrationen von IFNγ und 
Tryptophan nach Anfärbung mittels IPA.  

Abb. 24: Auswirkung von IFNγγγγ und L-Tryptophan auf die chlamydiale EK-Zahl in HEp-2-
Zellen. 
HEp-2-Zellen (3d vorinkubiert +/- IFNγ; +/- Trp), infiziert mit CT (MOI 0,001) und bis zur Ernte 2d p.i. 
mit den jeweiligen Medien weiterinkubiert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von 6-fach-
Ansätzen. Im Student´schen t-Test wurden die Werte mit den jeweiligen Kontrollen (0 µM Trp) der 
entsprechenden IFNγ-Konzentration verglichen (∗: p < 0,05; 1/4 Experimenten). 
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In HEp-2-Zellen ohne IFNγ bewirkte L-Tryptophan keine signifikante Veränderung der 

Einschlusskörper-Anzahl pro well. Gleiches galt auch für HEp-2-Zellen die mit 50 

ng/ml IFNγ behandelt wurden. Bei HEp-2-Zellen, die mit 5 ng/ml IFNγ inkubiert 

wurden kam es schon nach dem Zusatz von 250 µM Tryptophan zu einer deutlichen 

Reduktion der Einschlusskörper-Anzahl pro well (Reduktion relativ zur Kontrolle um 

bis zu 30%; alle Werte signifikant, p < 0,05). 

 
Im Unterschied zu HEp-2-Zellen kam es in THP-1-Zellen auch bei nicht IFNγ-

behandelten Zellen mit zunehmender Tryptophan-Konzentration im Medium zu einer 
signifikanten Suppression der EK-Anzahl pro well (48% Reduktion bei 1000 µM L-

Tryptophan; vgl. Abb. 25). Bei IFNγ-behandelten Zellen reduzierte sich die Zahl der 

EK/well durch Tryptophan-Zusatz ebenfalls (bis ca. 40% bei 5 ng/ml IFNγ und bis 

75% bei 50 ng/ml IFNγ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Auswirkung von IFNγγγγ und Tryptophan auf die chlamydiale EK-Zahl in THP-1-Zellen. 

THP-1-Zellen (3d vorinkubiert +/- IFNγ; +/- Trp), infiziert mit CT (MOI 0,004) und bis zur Ernte 2d p.i. 
mit den jeweiligen Medien weiterinkubiert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von 6-fach-
Ansätzen. Im Student´schen t-Test wurden die Werte mit den jeweiligen Kontrollen (0 µM Trp) der 
entsprechenden IFNγ-Konzentration verglichen (* < 0,05 und ** < 0,005; 1 repräsentatives von 4 
Experimenten). 

 

In THP-1-Zellen supprimierte Tryptophan die EK-Anzahl deutlicher als in HEp-2-

Zellen. Auch in nicht IFNγ-behandelten THP-1-Zellen war die Reduktion der EK-

Anzahl durch Tryptophan hochsignifikant. Die stärkste Suppression induzierten die 

höchsten IFNγ-Konzentrationen. 

In einem anderen Auswertungsansatz wurde mit Hilfe der Bildauswertungs-Software 

AnalySIS die mittlere sichtbare EK-Fläche von 100 bis 250 IPA-gefärbten CT-
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Einschlusskörpern je IFNγ/Trp-Dosierung ermittelt. Die Auswertung der „Aufsicht“-

Fläche stellt eine zweidimensionale Analyse eines dreidimensionalen Körpers dar. 

Sie ist mit der angewandten Technik die momentan beste Annäherung an das 

Volumen der Einschlusskörper. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 26: Einfluss von Tryptophan auf die CT-EK-Größe in THP-1-Zellen. 

THP-1-Zellen, vorinkubiert mit und ohne IFNγ und verschiedenen Trp-Konzentrationen wurden mit 
CT (MOI 0,01) infiziert und die Einschlusskörper 2d p.i. IPA-gefärbt. Die mittlere Fläche der EK 
wurde aus jeweils 100 – 250 EK ermittelt (1repräsentatives von 3 Experimenten). 

 

In THP-1-Zellen wurde eine von der Tryptophan-Konzentration abhängige Reduktion 

der EK-Größe nachgewiesen. In Abb. 26 sind die Ergebnisse eines repräsentativen 

von drei Experimenten dargestellt. Besonders deutlich ist die von der Tryptophan-

Dosis abhängige Suppression der sichtbaren EK-Fläche bei nicht IFNγ-behandelten 

Zellen (76% bei 1000 µM Trp). Die IFNγ-Behandlung bewirkte auch ohne 

zusätzlichen Tryptophan-Zusatz eine erhebliche Größen-Reduktion (67%). Unter 

Tryptophan-Zusatz reduzierte sich die sichtbare Fläche der EK noch einmal um ca. 

30%.  

Hohe Tryptophan-Konzentrationen allein können also eine fast ebenso starke 

Verminderung der Größe der EK bewirken, wie eine Behandlung mit 10 ng/ml IFNγ. 
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5.2.5 Einfluss von L-Alanin und L-Phenylalanin auf die EK-Entwicklung in 

IFNγγγγ-behandelten HEp-2- und THP-1-Zellen 

Nach der Analyse des Tryptophan-Effektes wurde untersucht, ob auch der Zusatz 

anderer Aminosäuren, wie L-Alanin und L-Phenylalanin eine Auswirkung auf die Zahl 

der Einschlußkörper nach einer chlamydialen Infektion hat. Dazu wurden Infektions-

Versuche mit IFNγ-behandelten HEp-2- und THP-1-Zellen analog der Tryptophan-

Behandlung durchgeführt.  

THP-1-Zellen wurden ohne IFNγ und mit 5 und 50 ng/ml IFNγ inkubiert und mit 250, 

500 und 1000 µM L-Alanin oder L-Phenylalanin als Zusatz im Kulturmedium 

behandelt. Normalmedium mit dem entsprechenden IFNγ-Zusatz und ohne den 

Zusatz dieser beiden Aminosäuren wurde bei den Kontrollzellen eingesetzt. 
 
a. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

b. 
Abb. 27a, b: Auswirkung von L-
Alanin (a), und L-Phenylalanin 
(b) auf die CT-EK-Anzahl in THP-
1-Zellen. 
Die Zellen wurden wie in den 
Tryptophan-Versuchen behandelt 
(siehe Abb. 25). Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus Doppelwerten eines 
Experimentes. Mittels t-Test wurden 
die Alanin- und Phenylalanin- 
abhängigen Werte mit den jeweiligen 
Nullwerten (ohne Ala, bzw. Phe) der 
entsprechenden IFNγ-Konzentration 
verglichen (* signifikant mit p < 0,05, 1 
Experiment). 
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Durch IFNγ kam es in diesem Versuch mit THP-1-Zellen zu einer maximalen 

Reduktion der Einschlusskörper-Anzahl pro well von 70% (Alanin-Versuch) bis 80% 

(Phenylalanin-Versuch). Durch den Zusatz von Alanin ergaben sich bei keiner der 

eingesetzten Konzentrationen signifikante Veränderungen der Anzahl der EK pro 

well (Abb. 27a). Der Zusatz von Phenylalanin in der Konzentration von 1000 µM zum 

Normalmedium ohne IFNγ ergab eine Reduktion der EK/well um 27%, die eine 

signifikante Veränderung (p < 0,05) darstellt (Abb. 27b). Der Phenylalanin-abhängige 

leichte Abfall der Graphen der IFNγ-behandelten Zellen zeigt nicht signifikante 

Veränderungen an. 

 

HEp-2-Zellen wurden wie THP-1-Zellen bei verschiedenen IFNγ-Konzentrationen 

(ohne IFNγ, 5 ng/ml IFNγ, 50 ng/ml IFNγ) mit 250, 500 und 1000 µM L-Alanin oder L-

Phenylalanin als Zusatz im Kulturmedium behandelt. Die Kontrollzellen erhielten 

Normalmedium mit dem entsprechenden IFNγ-Zusatz ohne Zusatz dieser beiden 

Aminosäuren. 
a. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b. 
 
 
 

 
 
 
Abb. 28a, b: Auswirkung von L-
Alanin (a), und L-Phenylalanin (b) 
auf die CT-EK-Anzahl in HEp-2-
Zellen.  
Die CT-infizierten (MOI 0,001) Zellen 
wurden wie in den Tryptophan-
Versuchen behandelt (siehe Abb. 24). 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 
Doppelwerten eines Experimentes.  
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Durch den Zusatz von L-Alanin oder L-Phenylalanin in den Konzentrationen 250, 500 

und 1000 µM kam es bei keiner der verwendeten IFNγ-Dosen zu signifikanten 

Veränderungen der Zahl der Einschlusskörper pro well. Die beiden Aminosäuren 

haben in diesem System keine Auswirkung auf die chlamydiale Entwicklung (Abb. 

28a, b). 

 

5.2.6 Wirkung von 6-Chloro-D,L-Tryptophan auf die EK-Entwicklung in IFNγγγγ-
behandelten THP-1- und HEp-2-Zellen 

Die Bedeutung des durch IFNγ induzierbaren Enzyms Indoleamin-2,3-dioxygenase 

(IDO) im Zusammenhang mit der tryptophanabhängigen Hemmung der chlamydialen 

Entwicklung sollte durch den Einsatz eines Hemmstoffs der IDO genauer untersucht 

werden. Das Tryptophananalogon 6-Chloro-D,L-Tryptophan (6-CDLT) ist als 

Hemmstoff des IDO-bedingten Tryptophan-Abbaus beschrieben. Es wurde zu IFNγ- 

und/oder L-Tryptophan-behandelten THP-1- und HEp-2-Zellen gegeben. L-

Tryptophan und 6-CDLT wurden in den gleichen molaren Konzentrationen (250, 500 

und 1000 µM) einzeln und in Kombination zu den Zellen hinzugefügt. Die 

Experimente wurden analog den Versuchen zum Tryptophan-Stoffwechsel 

durchgeführt. Als Kontrollen dienten die jeweils ohne L-Tryptophan oder 6-CDLT 

behandelten Zellen mit der entsprechenden IFNγ-Konzentration. Die nach der CT-

Infektion entwickelten Einschlusskörper wurden hinsichtlich ihrer Anzahl und ihrem 

Erscheinungsbild untersucht. 

 

Bei den Versuchen mit THP-1-Zellen kam es bei allen verwendeten IFNγ-

Konzentrationen zu einer deutlichen Reduktion der Anzahl der Einschlusskörper pro 

well mit steigender Konzentration an 6-Chloro-D,L-Tryptophan. Bei der höchsten 

verwendeten Konzentration an 6-CDLT (1000 µM) starb der größte Teil der Zellen ab 

und löste sich vom Boden der Kulturschale. Mit steigender IFNγ-Konzentration 

führten schon geringere 6-CDLT-Dosen zum teilweisen Absterben der Zellen. Die 

tryptophanbedingte Suppression der EK-Anzahl konnte durch 6-CDLT nicht 

aufgehoben werden. Im Gegenteil, durch den zusätzlichen Einsatz von 6-CDLT 

verstärkte sich der supprimierende Effekt sogar noch. In Abb. 29 sind exemplarisch 

die Ergebnisse der Auszählung der EK pro well bei IFNγ-behandelten (50 ng/ml) 

THP-1-Zellen dargestellt. 
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Abb. 29: Tryptophan- und 6-CDLT-
Wirkung in IFNγγγγ-behan-delten (50 
ng/ml) THP-1-Zellen. 
THP-1-Zellen wurden 3 Tage mit IFNγγγγ 
und Trp/6CDLT vorbehandelt, CT-
infiziert (MOI 0,004) und weitere 2 Tage 
mit den entsprechenden Medien 
weiterbehandelt. 2d p.i. erfolgte die 
Färbung mittels IPA und Auszählung 
der EK/well. Dargestellt sind 
Mittelwerte aus Doppelwerten (1 
repräsentatives von 4 Experimenten). 
 
 

 

 

Wie in Abb. 26 dargestellt verminderte sich die chlamydiale EK-Größe mit 

steigendem Tryptophan-Gehalt im Medium. Dieser Effekt wurde durch die Zugabe 

von 250 µM 6-CDLT komplett aufgehoben. 

Betrachtet man allein die Wirkung von 6-Chloro-D,L-Tryptophan auf die CT-Infektion 

von IFNγ-behandelten THP-1-Zellen, so zeigte sich eine starke Abnahme der EK/well 

mit steigender 6-CDLT-Konzentration. Diese Veränderungen im Vergleich zu den 

jeweiligen Kontrollen sind signifikant (vgl. Abb. 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30: Einfluss von 6CDLT auf die chlamydiale Entwicklung in THP-1-Zellen. 

CT-infizierte (MOI 0,004) THP-1-Zellen (3d Vorinkubation +/-IFNγ; +/- 6CDLT) wurden bis zur Ernte 
2d p.i. mit den entsprechenden Medien weiterbehandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 
Doppelwerten der EK-Zahl/well mit den Standardabweichungen. Signifikante (p < 0,05) 
Veränderungen nach dem Student´schen t-Test sind durch Sterne markiert (1 repräsentatives von 
4 Experimenten). 
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Zusammengefasst verstärkten Tryptophan und 6-CDLT die IFNγ-induzierte 

Suppression der Einschlusskörper-Entwicklung in THP-1-Zellen. Die Kombination 

beider Substanzen führte zu einer Verstärkung der Suppression gegenüber den 

Einzelwirkungen. 6-CDLT hob aber die tryptophanbedingte Verkleinerung der EK 

vollständig auf. 

 

Die Auswirkungen der 6-CDLT/Tryptophan-Behandlung in HEp-2-Zellen waren 

denen in THP-1-Zellen sehr ähnlich. Die durch IFNγ induzierte Verkleinerung der 

Einschlusskörper waren nicht nur durch L-Tryptophan, wie in (5.2.4) beschrieben, 

sondern auch durch 250 µM 6-CDLT aufhebbar. Bei allen verwendeten IFNγ-

Konzentrationen kam es aber zu einer deutlichen Reduktion der chlamydialen 

Einschlusskörper-Anzahl pro well mit steigender Konzentration an 6-Chloro-D,L-

Tryptophan. Bei der Anwendung von 500 µM 6-CDLT waren die Einschlüsse deutlich 

kleiner, als bei der geringeren Konzentration. Dieser Effekt wurde noch durch 

steigende IFNγ-Konzentrationen verstärkt und war durch L-Tryptophan-Zusatz nicht 

aufhebbar. Bei der höchsten 6-CDLT-Konzentration von 1000 µM waren keine 

Einschlüsse mehr vorhanden, während analog dem THP-1-System der größte Teil 

der Zellen abgestorben und von der Unterlage abgelöst war. 

 

5.2.7 Untersuchung der Wirkung von NO-Synthese-Hemmern 

Zu den natürlichen monozytären Funktionen gehört die enzymatische Synthese von 

Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin durch die Stickstoffoxidsynthetase (NOS). Es 

wurde untersucht, ob dieses System auch in der humanen Abwehrreaktion gegen 

Chlamydia trachomatis eine Rolle spielt. Dazu wurde einerseits zu dem im 

Normalmedium vorhandenen L-Arginin noch zusätzlich L-Arginin zum Medium 

gegeben und andererseits wurde der Effekt des Stickstoffoxidsynthetase-Hemmers 

N-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) allein und zusammen mit L-Arginin untersucht. Zur 

Kontrolle von eventuellen toxischen Eigenschaften des L-NMMA wurde dessen 

Strukturanalogon N-Methyl-D-Arginin (D-NMMA), welches keine signifikante Wirkung 

auf die NOS ausübt eingesetzt. Beide Chemikalien wurden im THP-1- und HEp-2-

System bei verschiedenen IFNγ-Konzentrationen untersucht. 
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Die Untersuchung von THP-1-Zellen hinsichtlich der chlamydialen EK-Entwicklung 

bei Vorbehandlung mit L-Arginin und L-NMMA ergaben die in Abb. 31 a und b 

dargestellten Ergebnisse. Der Zusatz von L-Arginin zum Medium (250, 500, 1000 

µM) bewirkte keine signifikanten Veränderungen der chlamydialen Entwicklung im 

Vergleich zu den Kontrollen. Ein leichter, nicht signifikanter Abfall der 

Einschlusskörper-Anzahl pro well ergab sich bei nicht IFNγ-behandelten Zellen im 

Bereich von 500 bis 1000 µM L-Arginin im Medium. Bei Zusatz von 250 bis 500 µM 

des NOS-Hemmers L-NMMA kam es zu einer leichten aber statistisch signifikanten 

Reduktion (~20%) der EK-Anzahl pro well bei nicht IFNγ-behandelten THP-1-Zellen. 

Bei THP-1-Zellen, die mit 5 ng/ml IFNγ vorinkubiert wurden, kam es im gleichen 

Konzentrationsbereich von L-NMMA ebenfalls zu einem leichten Abfall der Kurve. 

Diese Veränderung war aber nicht signifikant. Bei Zellen, die mit 50 ng/ml IFNγ 

behandelt wurden, ergaben sich durch den Zusatz von L-NMMA keinerlei 

Veränderungen der EK-Anzahl pro well. Die Prüfung auf toxische Nebenwirkungen 

des L-NMMA erfolgte durch Einsatz des L-NMMA-Struktur-Analogons D-NMMA. 

Diese Substanz bewirkte keine Veränderung der chlamydialen Entwicklung und der 

Vitalität der Zellen. 

 
        a              b 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 31: L-Arginin- (a) und L-NMMA-Wirkung (b) in Abhängigkeit von der IFNγγγγ-Konzentration 

in THP-1-Zellen. 
THP-1-Zellen wurden 3 Tage +/- L-Arg, bzw. L-NMMA vorinkubiert. Nach der CT-Infektion (MOI 
0,004) wurden die Zellen bis 2d p.i. weiterbehandelt. Die EK/well sind als Mittelwerte aus 
Doppelwerten (+/- SD) dargestellt (1 Experiment). 
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Der Einfluss von L-Arginin und L-NMMA auf die Einschlusskörper-Entwicklung von 

CT in HEp-2-Zellen wurde analog den THP-1-Versuchen untersucht. L-Arginin wurde 

in den Konzentrationen 250, 500 und 1000 µM und L-NMMA in den Konzentrationen 

100, 250 und 500 µM eingesetzt. Als Kontrollen dienten nicht mit L-Arginin- oder L-

NMMA-behandelte Zellen, sowie D-NMMA-behandelte Zellen. 

 
 a           b 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31a, b: L-Arginin- (a) und L-NMMA-Wirkung (b) in Abhängigkeit von der IFNγγγγ-

Konzentration in HEp-2-Zellen. 
HEp-2-Zellen wurden 3 Tage +/- L-Arg, bzw. L-NMMA vorinkubiert. Nach der CT-Infektion (MOI 
0,001) wurden die Zellen bis 2d p.i. weiterbehandelt. Die EK/well sind als Mittelwerte aus 
Doppelwerten (+/- SD) dargestellt (1 Experiment). 

 

Sowohl durch den Zusatz von L-Arginin, als auch durch den Zusatz des NOS-

Hemmers L-NMMA wurde in HEp-2-Zellen kein eindeutiger, signifikanter Einfluss auf 

die chlamydiale Infektion, bzw. die Entwicklung der Einschlusskörper verursacht 

(Abb. 31a, b). Das Erscheinungsbild der Einschlusskörper hat sich bei keiner der 

Behandlungen verändert. Auch die Kombination von L-NMMA und L-Arginin hatte 

keine Auswirkungen auf die chlamydiale Entwicklung in HEp-2-Zellen. 
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5.3 Teil III: Induktion von Entzündungsmediatoren durch 
chlamydiale Infektionen in Monozyten 

 
Chlamydien-infizierte humane periphere Blutmonozyten (HPBM) stellen ein in vitro 

relevantes Persistenz-System dar. In diesem System wurde die Synthese des 

Entzündungs-Mediators Prostaglandin E2 untersucht. Dazu wurden Monozyten über 

Ficoll-Separation und anschließende Plastikadhärenz isoliert und mit Chlamydia 

trachomatis und Chlamydophila pneumoniae infiziert. Als Kontrollen dienten 

scheininfizierte Monozyten und mit E. coli-LPS stimulierte Monozyten. Auch die 

PGE2-induzierende Potenz von Mycoplasma fermentans auf Monozyten wurde zum 

Vergleich mit Chlamydien infizierten HPBM untersucht. 

 

5.3.1 Zeitverlauf der E. coli-LPS- und Chlamydien-induzierten PGE2-Synthese 

Um den optimalen Zeitpunkt zur Untersuchung der Prostaglandin-Synthese zu 

ermitteln wurde das Profil der LPS-, bzw. CT- und CP-induzierten PGE2-Bildung von 

HPBM aus einem buffy coat über 240 Stunden (10 Tage) ermittelt. Überstände 

wurden nach 2, 6, 24, 48, 72, 120, 168 und 240 Stunden entnommen und jeweils 

durch frisches Kulturmedium ersetzt. Die Mengen gebildeten Prostaglandins wurden 

mit dem PGE2-ELISA ermittelt. Die Kontrolle der Infektion erfolgte mittels 

Immunfluoreszenzmikroskopie (Abb. 32a, b). 

 
 a: C. trachomatis-infizierte HPBM  b: C. pneumoniae-infizierte HPBM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 32: Humane periphere Blutmonozyten, 3 Tage nach Infektion mit CT (a) und CP (b). 

HPBM wurden mit Chlamydien der MOI 5 infiziert und nach 3 Tagen Kultur fixiert und gefärbt. In 
einigen Zellen sind gelblich-grün fluoreszierende Chlamydien-Partikel zu erkennen. (a: Färbung mit 
dem CT-spezifischen FITC-konjugierten anti-MOMP-Antikörper; b: Färbung mit dem IMAGEMTM CP-
Immunfluoreszenztest).  
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Das Profil der Prostaglandin E2-Synthese zeigte einen starken Anstieg der 

Konzentration gebildeten Prostaglandins innerhalb der ersten 24 Stunden (bis auf 

9000 pg/ml, vgl. Abb. 33a). Innerhalb der nächsten 48 Stunden sanken die Mengen 

gebildeten Prostaglandins wieder bis auf Werte um 1000 pg/ml ab. Nach sieben 

Tagen war kein PGE2 mehr messbar. Die unstimulierte Kontrolle zeigte nur eine 

geringe PGE2-Produktion 48 Stunden nach Infektion (ca. 200 pg/ml). 

 

Das zeitliche Profil der Prostaglandin-Synthese von CT, bzw. CP entspricht im 

Wesentlichen dem der LPS-induzierten PGE2-Synthese, wenn die gebildeten PGE2-

Mengen auch deutlich geringer waren (Abb. 33 a, b). Die CP-induzierte 

Prostaglandin-Produktion hielt etwas länger an, als die CT-induzierte. 

 

Abb. 33: Zeitverlauf der LPS- und Chlamydien-induzierten PGE2-Synthese in HPBM. 
HPBM aus einem buffy coat wurden mit 10 µg/ml E. coli-LPS stimuliert, bzw. mit CT, bzw. CP (MOI 
1) infiziert. Nach 2, 6, 24, 48, 72, 120, 168 und 240 Stunden wurden die Überstände durch frisches 
Kulturmedium ersetzt und auf gebildetes PGE2 untersucht. Als Kontrollen dienten scheininfizierte 
Monozyten. Diagramm a zeigt die PGE2-Produktionen aller Stimuli, b zeigt allein die Chlamydien-
induzierten PGE2-Mengen in einer größeren Auflösung (1 Experiment). 
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5.3.2 Individuelle Variabilität der PGE2-Synthese von HPBM nach Stimulation 
mit E. coli-LPS 

Von 27 gesunden Personen aus der Abteilung Rheumatologie der Medizinischen 

Hochschule Hannover wurden HPBM gewonnen und mit 10 µg/ml E. coli-LPS 

stimuliert. Die Monozyten wurden in DC-Medium für 24 Stunden bei 37°C inkubiert 

und die Kulturüberstände mittels PGE2-ELISA auf gebildetes Prostaglandin E2 

untersucht. 

 

Die Mengen gebildeten Prostaglandins variierten spenderabhängig sehr stark (vgl. 

Abb. 34). Die Monozyten von sieben Personen produzierten mehr als 30 ng/ml PGE2. 

In einem zweiten Experiment reproduzierbar hohe PGE2-Synthese-Raten wurden nur 

bei 4 von 27 Spendern gefunden (Nr. 1, 2, 4, 5). Die Monozyten dieser Personen 

wurden für weitere Analysen benutzt. 

Abb. 34: Individuelle Variabilität der E. coli-LPS-induzierten monozytären PGE2-Synthese 
24h nach Stimulation. 
HPBM von 27 Blutspendern wurden jeweils mit 10 µg/ml E. coli-LPS stimuliert und die 
Kulturüberstände nach 24 Std. auf gebildetes PGE2 untersucht. Bei einigen Spendern wurde der 
Versuch ein zweites Mal durchgeführt. Die Daten stellen die Mittelwerte (+/- SD) der jeweiligen 
Doppelbestimmungen dar. 
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5.3.3 PGE2-Synthese von HPBM nach Infektion mit Chlamydien und/oder 
Mycoplasmen 

In weiteren Versuchen wurden HPBM der ausgewählten Spender mit starker 

„Prostaglandin-Antwort“ auf E. coli-LPS mit CT, CP oder Mycoplasma fermentans 

infiziert. Die Prostaglandin-Synthese-Raten der verschiedenen Erreger, die 

Abhängigkeit von der Stimulationsdauer sowie die MOI-Abhängigkeit der 

chlamydialen PGE2-Synthese wurden untersucht. Im Unterschied zu den Versuchen 

zum zeitlichen Profil der PGE2-Synthese wurden die HPBM der folgenden Versuche, 

als voneinander unabhängige Proben bis zu den Zeitpunkten 24 und 72 Stunden 

nach Infektion inkubiert. Bis zur Ernte verblieb das Kulturmedium jeweils in den 

Kulturschalen, so dass sich das gebildete Prostaglandin bis zur jeweiligen Ernte 

anreichern konnte. 

5.3.3.1 Erregerabhängigkeit der PGE2-Synthese durch HPBM 

HPBM wurden mit CT, CP (jeweils MOI 5) oder Mycoplasma fermentans (HPBM : 

Mycoplasmen-Verhältnis 1 : 1) infiziert. Als Kontrollen dienten scheininfizierte sowie 

mit 10 µg/ml E. coli-LPS-stimulierte HPBM. Die Überstände der Kulturen wurden 24 h 

nach Infektion geerntet und auf gebildetes PGE2 untersucht. 

 

In Abb. 35 sind die Ergebnisse der Analysen dargestellt. Scheininfizierte HPBM 

synthetisierten niedrige Prostaglandin-Mengen (0,5 – 1 ng/ml), während mit 

Lipopolysaccharid von E. coli stimulierte Monozyten hohe Mengen an Prostaglandin 

E2 sezernierten (15 – 40 ng/ml). 

CT- und CP –Infektionen von HPBM induzierten ebenfalls eine PGE2-Synthese. 

Verglichen mit der Negativ-Kontrolle produzierten C. trachomatis (MOI 5) infizierte 

HPBM 10 – 20 fach höhere PGE2-Mengen. Diese waren aber deutlich geringer, als 

die nach E. coli-LPS-Stimulation synthetisierten Mengen (ca. 60 – max. 80% der 

LPS-Kontrolle). Die CP (MOI 5) -Induktionsrate überstieg die der Negativ-Kontrolle 

nur um das 3 - 5-fache und erreichte nur ca. 20% der durch CT (MOI 5) induzierten 

Menge an Prostaglandin E2.  

Mycoplasma fermentans konnte ebenfalls eine Prostaglandin E2-Synthese in 

Monozyten induzieren. Die sezernierte Menge lag im Bereich der durch CT oder CP 

induzierten PGE2-Mengen. 
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Die kombinierte Infektion mit CT und M. fermentans oder CP und M. fermentans 

hatte einen additiven Effekt auf die Prostaglandin-Synthese der HPBM, verglichen 

mit der durch die einzelnen Erreger induzierten Mengen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 35: PGE2-Synthese von HPBM dreier Probanden 24h nach CT, CP und/oder M. 

fermentans-Infektion. 
HPBM wurden mit CT (MOI 5), CP (MOI 5) und/oder M. fermentans (initiales HPBM : Mycoplasmen-
Verhältnis 1:1) infiziert. Scheininfizierte HPBM dienten als Negativ-Kontrolle, E. coli-LPS (10 µg/ml) 
stimulierte HPBM als Positiv-Kontrolle der PGE2-Synthese. Die Kulturüberstände wurden 24h p.i. auf 
PGE2 untersucht und die Daten (Mittelwerte aus Doppelwerten) relativ zur Negativ-Kontrolle 
dargestellt. MW: Mittelwert der Probanden (1 repräsentatives von 4 Experimenten). 

 

5.3.3.2 Abhängigkeit der erregerinduzierten PGE2-Synthese durch HPBM von 
der Inkubationsdauer 

CT, CP (jeweils MOI 5) oder Mycoplasma fermentans (HPBM : Mycoplasmen-

Verhältnis 1 : 1) infizierte HPBM wurden 24 und 72 Stunden kultiviert und die 

Mengen gebildeten Prostaglandins bis zu diesen Zeitpunkten analysiert. Als 

Kontrollen dienten E. coli-LPS-stimulierte und scheininfizierte HPBM. 

 

Aufgrund des E. coli-LPS-Stimulus kam es zu einem starken Anstieg der gebildeten 

Prostaglandin-Mengen zwischen Tag 1 und Tag 3. Bis zu 40 ng/ml PGE2 wurden 

nach 72 Stunden akkumuliert. Bei den anderen untersuchten bakteriellen Stimuli 
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wurde die nach 24 Stunden gebildete PGE2-Menge innerhalb der nächsten zwei 

Tage kaum gesteigert. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 36: Zeitabhängige Akkumulation von PGE2 durch HPBM, infiziert mit CT, CP und/oder 

M. fermentans. 
HPBM, infiziert mit CT, CP (MOI 5) und/oder M. fermentans (HPBM : Mycoplasmen-Verhältnis 1 : 1) 
wurden 24 und 72 h inkubiert. Scheininfizierte und mit E. coli-LPS stimulierte HPBM dienten als 
Kontrollen. Die gebildeten PGE2–Mengen stellen Mittelwerte (+/- SD) von Doppelwerten dar (1 
repräsentatives von 4 Experimenten). 

 

5.3.3.3 MOI-Abhängigkeit der Chlamydien-induzierten PGE2-Synthese  

Der Einfluss der infektiösen Dosis auf die Menge synthetisierten Prostaglandins 

wurde untersucht, indem CT und CP in den MOI 1, 5 und 10 zur Infektion von HPBM 

eingesetzt wurden. Die Konzentration angereicherten PGE2 in den Kulturüberständen 

wurde an Tag 1 und Tag 3 nach Infektion bestimmt. 

 

In zwei voneinander unabhängigen Experimenten wurde eine von der MOI der 

Chlamydien abhängige Prostaglandin E2-Synthese festgestellt. Bei beiden 

Chlamydien-Spezies stieg die Menge gebildeten Prostaglandins mit der infektiösen 

Dosis an (Abb. 37). Auch in diesem Experiment konnte wieder beobachtet werden, 

dass die E. coli-LPS-induzierte Prostaglandin-Synthese von Tag 1 bis Tag 3 noch 

deutlich anstieg, während es Chlamydien-induziert im Zeitraum zwischen 24 und 72 

Stunden nach Infektion zu keinem signifikanten Anstieg der PGE2-Synthese kam. 
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Abb. 37: MOI-Abhängigkeit der Chlamydien-induzierten PGE2-Synthese. 

HPBM von zwei Probanden wurden jeweils mit verschiedenen MOI von CT und CP infiziert und die 
Kulturüberstände an Tag 1 und Tag 3 nach Infektion auf PGE2 untersucht. Die Daten stellen 
Mittelwerte (+/- SD) der jeweiligen Doppelbestimmungen der beiden Probanden dar. 

 

5.3.3.4 Messung der Expressionsstärke des cox-2-Gens  

Ein Schlüsselenzym der Prostaglandin-Synthese in Monozyten ist die 

Cyclooxygenase-2 (Cox-2). Die Expression der Cox-2 kontrolliert damit die 

Prostaglandin-Bildung. In den nachfolgenden Experimenten wurde die Stärke der 

Expression des cox-2-Gens untersucht. Dazu wurden HPBM mit Chlamydia 

trachomatis der MOI 5 infiziert, die Zellen nach 1, 3 und 6 Tagen geerntet und zur 

RNA-Präparation für die Real-time-RT-PCR verwendet (vgl. Abb. 38). Im Vergleich 

zur Expression des Ribosomalen Protein S9 (RPS9; housekeeping-Gen) wurde die 

relative Genexpression für die Cyclooxygenase-2 bestimmt. 

 

Aufgrund des E. coli-LPS-Stimulus kam es, relativ zur Expression der RPS9-mRNA 

an Tag 1 p.i. zu einer starken Expression von cox-2-mRNA (1768-fach gegenüber 

der scheininfizierten Kontrolle (vgl. Abb. 38). Bis zum Tag 3 nach Infektion fiel die 

Expression um 58% und bis zum Tag 6 nach Infektion um 67% relativ zur Expression 

an Tag 1 p.i. ab. Insgesamt war die Expression der cox-2-mRNA E. coli-LPS-

induziert über den gesamten untersuchten Zeitraum sehr ausgeprägt. 

Obwohl die CT-Infektion in HPBM (MOI 5) zu einer fast 100-fach stärkeren 

Expression des cox-2-Gens an Tag 1 p.i. gegenüber der scheininfizierten Kontrolle 

führte, erreichte sie nur 6% der E. coli-LPS-stimulierten Kontrolle. Auch sie fiel 



______________________________________________________Ergebnisse __80 

99

1768

13

742

38

587

0

500

1000

1500

2000

Chlamydia trachomatis LPS

Ve
rh

äl
tn

is
 T

em
pl

at
e 

/ S
ta

nd
ar

d

d1 p.i. d3 p.i. d6 p.i.

innerhalb der nächsten Tage nach Infektion deutlich ab (um 87% bis Tag 3 p.i., bzw. 

62% bis Tag 6 p.i.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 38: Expression des cox-2-Gens in CT-infizierten/LPS-stimulierten HPBM. 

CT (MOI 5) infizierte, bzw. LPS-stimulierte HPBM wurden auf cox-2-Expression an Tag 1, 3 und 6 
nach Infektion/Stimulation untersucht. Die Daten geben den Gehalt an cox-2-mRNA relativ zur 
RPS9-housekeeping-mRNA an (1 Experiment). 

 

5.3.4 Zytokinproduktion von CT-infizierten HPBM 

HPBM aus peripherem Blut von drei Probanden wurden mit C. trachomatis (MOI 1) 

infiziert und 4 Tage lang kultiviert. Fünf Proben wurden an Tag 1 entnommen (nach 

2, 4, 6, 10 und 24 h p.i.) und an den darauf folgenden Tagen jeweils eine Probe (d2, 

d3 und d4). Diese wurden auf die Zytokine IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p75, 

IFNγ und TNFα untersucht.Die Zytokin-Produktion im Zeitverlauf ist für drei 

Blutspender in Abb. 39 dargestellt. 

Die gebildeten Zytokine und deren Mengen unterschieden sich bei den einzelnen 

Probanden. Die HPBM aller drei Probanden bildeten aber das Zytokin IL-10 während 

der ersten 3 – 4 Tage nach Infektion. Bei HPBM von zwei Probanden (A und C) 

ähnelte sich das Muster bezüglich der Zytokine auch hinsichtlich der TNF und IL-6-

Produktion. Proband A und B bildeten IL-1β. Sehr geringe Mengen IL-4 wurden von 

Proband A und geringe IFNγ-Mengen nur von Proband B gebildet. 
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Abb 39: Zytokinproduktion CT-infizierter HPBM während der ersten 4 Tage nach der 

Infektion 
HPBM von 3 Probanden wurden mit CT (MOI 1) infiziert. Innerhalb der ersten vier Tage nach der 
Infektion wurden Proben des Überstandes entnommen und auf gebildete Zytokine untersucht. 
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Zusammenfassend lässt sich eine überwiegende Produktion von TH-2-Zytokinen 

feststellen. Zusätzlich bildeten die HPBM aller Probanden entweder IL1β oder/und 

TNFα. In Tab. 3 ist die Verteilung der gebildeten Zytokine zusammengefasst. 

 
Tabelle 3: Synthetisierte Zytokine CT-infizierter HPBM während der ersten 4 Tage nach der 

Infektion. 
(Die Mengen der gebildeten Zyokine wurden relativ zueinander in 4 Abstufungen dargestellt. – keine 
Produktion; (+) sehr geringe; + geringe; ++ mittlere und +++ hohe Syntheseraten.) 

 
        TH-2-Zytokine       Th1-Zytokine 

 IL1ββββ TNFαααα IL-4 IL-6 IL-10 IL-2 IL-12p75 IFNγγγγ 

Proband A + +++ + + ++ - - - 
Proband B +++ - (+) (+) ++ (+) - + 
Proband C - +++ - (+) ++ - - - 
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6 Diskussion  
 

6.1 Teil I: Mycoplasmen-Kontamination von Chlamydien-Stämmen 

6.1.1 Häufigkeit mycoplasmaler Kontamination von Chlamydien-Stämmen 

Mycoplasmale Kontaminationen von Chlamydophila pneumoniae-Stämmen sind in 

der Literatur wiederholt beschrieben worden (MESSMER et al., 1994; HUNICHE et 

al., 1998). Die Anzahl der jeweils untersuchten Stämme war jedoch gering (8-10 CP-

Stämme) und es wurden bisher keine Chlamydia trachomatis-Stämme untersucht. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurden 26 Chlamydien-Stämme (9 CT- und 17 CP-Isolate) 

aus verschiedenen Quellen auf mycoplasmale Kontamination untersucht und die 

Rate der mit Mycoplasmen kontaminierten Stämme bestimmt. Dazu wurde eine 

Multiplex-PCR verwendet, mit der 15 zellkulturrelevante Mycoplasmen-Arten, 

inklusive der meisten humanpathogenen Spezies detektiert werden können (WIRTH 

et al., 1994). Im Vergleich zu Kulturmethoden ist die PCR sehr viel sensitiver in der 

Detektion von Mycoplasmen (NISSEN et al., 1996; WIRTH et al. 1994). 

Die Zielsequenzen der Primer der verwendeten Mycoplasmen-PCR liegen im 16S 

rRNA-Gen. Aufgrund von Ähnlichkeiten zu den entsprechenden chlamydialen Genen 

ist eine Kreuzreaktivität insbesondere bei hohen Konzentrationen chlamydialer DNA 

zu erwarten. Entsprechend wurde eine Methode zur Differenzierung amplifizierter 

chlamydialer und mycoplasmaler DNA entwickelt. Durch einen HpaI-Verdau der 

outer- oder nested-Produkte konnte aufgrund verschiedener Schnittstellen zwischen 

chlamydialen und mycoplasmalen Amplifikaten unterschieden werden. Zusammen 

mit der Breitspektrum-PCR ergab sich so eine hochsensitive und spezifische 

Methode zur Detektion verschiedener Mycoplasmen-Spezies. Das Ergebnis wurde in 

ausgewählten Proben durch Sequenzierung der PCR-Produkte bestätigt und die 

Spezies bestimmt. 

 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Mycoplasmenkontamination chlamydialer 

Stämme ergaben eine bemerkenswerte Zahl mycoplasmenkontaminierter 

Chlamydienstämme. 55% (5/9) der CT- und 35% (6/17) der CP-Stämme aus 

unterschiedlichen Quellen waren durch verschiedene Mycoplasmenarten 

kontaminiert. Dieses Ergebnis korrespondiert mit der hohen Zahl von 
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Kontaminationen, die durch HUNICHE et al., 1998 (5/8) und MESSMER et al., 1994 

(3/10) beschrieben wurden und bestätigt die Relevanz des Problems. 

Im Hinblick auf die möglichen Ursachen der Kontaminationen sind zwei sich nicht 

notwendigerweise ausschließende Erklärungen möglich. Erstens ist eine Ko-

Kultivierung von Chlamydien und Mycoplasmen aus ursprünglich ko-infizierten 

klinischen Proben möglich und zweitens können während der Kulturphase der 

Chlamydien in Zellkulturen Mycoplasmen durch die Handhabung, fötales 

Kälberserum oder Trypsin in die Kulturen gelangen. 

M. hyorhinis, das einen CP-Stamm kontaminierte ist eine bekannte 

Zellkulturkontaminante, so dass dieser Mycoplasmen-Stamm als Verunreinigung 

während der Zellkultur aufzufassen ist. M. fermentans (eine Kontaminante von CT 

Ser. K) ist ebenfalls eine häufige Kontaminante in Zellkulturen, kommt aber auch im 

menschlichen Genitaltrakt vor und wurde häufig gemeinsam mit CT isoliert 

(MATHUR et al., 1985, SAMRA et al., 1994). Sowohl eine Ko-Kultivierung, als auch 

eine nachträgliche Kontamination während der Anzucht in Zellkulturen wäre deshalb 

für M. fermentans denkbar. M. hominis (Kontaminante in CT Ser. A, D und K) ist eine 

sehr seltene Zellkulturkontaminante (BARILE, 1973; BÖLSKE, 1988; HAY et al., 

1989). Es kommt aber häufig im menschlichen Urogenitaltrakt vor und ist deshalb 

vermutlich Folge einer gleichzeitigen Isolierung mit CT (BARILE & DELGUIDICE, 

1972; SAMRA et al., 1994). 

6.1.2 Biologische Effekte von Mycoplasmen auf chlamydiale Infektionen in 
vitro 

Mycoplasmen verursachen im Gegensatz zu Pilzen und anderen Bakterien keine 

Medientrübung durch Massenwachstum, selbst wenn Zellzahlen von 108/ml erreicht 

werden. Sie bleiben dementsprechend häufig unentdeckt. Dennoch können 

Mycoplasmeninfektionen gravierende Auswirkungen auf Zellkulturen und alle damit 

einhergehenden experimentellen Ergebnisse haben. Mycoplasmen sind in der Lage 

nahezu alle physiologischen und biochemischen Parameter einer Zellkultur zu 

verändern: Starke Veränderungen des Kulturmilieus, Hemmung der Zellmitosen, 

Induktion von Chromosomenbrüchen, Lyse, bzw. Transformation der Zellen, 

Inhibition der Produktion von biologischen Produkten (z. B. Zytokine, Interferone), 

Hemmung von Virusanzuchten, Interferenz mit den verschiedensten biologischen 

Assays, etc. (LANG, 1985; BARILE & Mc GARRITY, 1993). 



______________________________________________________Diskussion __85 

Ein supprimierender Effekt von M. hyorhinis auf das Wachstums von C. psittaci 

wurde von VAN NEROM et al., 2000 beschrieben. Ob Mycoplasmen auch das 

biologische Verhaltens von C. trachomatis oder C. pneumoniae verändern, war 

bisher unbekannt. 

In dieser Arbeit wurden CP-Infektionen in Anwesenheit von Mycoplasmen (M. 

fermentans und M. hyorhinis) mit mycoplasmenfreien CP-Infektionen verglichen. Mit 

ansteigender Mycoplasmen-Zahl im Medium verringerten sich Anzahl und Größe der 

CP-Einschlusskörper bis hin zur vollständigen Suppression der chlamydialen 

Entwicklung. 

In anderen Versuchen mit Chlamydia trachomatis wurde beobachtet, dass 

mycoplasmenfreie Elementarkörper gegenüber einer mit M. fermentans 

kontaminierten CT-Präparation im Immunoperoxydase-Assay eine um den Faktor 10 

höhere Infektiösität aufweisen (Daten aus der Promotionsarbeit von Petra Dollmann).  

 

Der Mechanismus der durch Mycoplasmen induzierten Suppression der 

chlamydialen Entwicklung bzw. ihrer Infektiösität ist unbekannt. Mycoplasmen 

könnten die Oberfläche der Wirtszellen blockieren und die Chlamydien an der 

Infektion hindern, oder sie beeinflussen den Entwicklungszyklus der Chlamydien, 

indem sie z.B. um bestimmte Nahrungsbestandteile konkurrieren (FOGH, 1973). 

Weiterhin könnten die Mycoplasmen zytopathisch auf die Wirtszellen wirken und 

damit indirekt auch die Entwicklung der Chlamydien hemmen (RAZIN et al., 1998). In 

den eigenen Versuchen waren jedoch keine Auswirkungen auf die Vitalität der mit 

Mycoplasmen infizierten versus nicht-infizierten Zellen zu beobachten.  

 

Auch in vivo sind für Mycoplasmen eine ganze Reihe von Auswirkungen auf das 

Wirts-Immunsystem beschrieben worden. So üben Mycoplasmen diverse 

unspezifische immunmodulatorische Effekte auf Zellen des Immunsystems aus. Sie 

können B- und T-Lymphozyten entweder supprimieren oder polyklonal stimulieren, 

Zytokine induzieren, die Zytotoxizität von Makrophagen, NK-Zellen und T-Zellen 

erhöhen, die Expression von Zell-Rezeptoren anregen und die Komplementkaskade 

aktivieren (zusammengefasst in RAZIN et al., 1998). 
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In den eigenen Arbeiten zur Induktion der Prostaglandin E2-Synthese in Monozyten 

konnte eine mycoplasmeninduzierte PGE2-Synthese demonstriert werden (siehe 

5.3.3.1) 

Mycoplasmen-Kontaminationen von Chlamydien-Stämmen stellen also auch in 

dieser Hinsicht ein relevantes Problem dar.  

 

6.1.3 Eradikation von Mycoplasmen aus Chamydien-Stämmen 

Die Kontamination mit Mycoplasmen stellt auch ein häufiges Problem in Zellkulturen 

dar. Entsprechend liegen verschiedene Protokolle zur Abtötung von Mycoplasmen in 

Zellkulturen vor (zusammengefasst in HAY et al., 1989). Die Antibiotika, die in diesen 

Anweisungen empfohlen werden, z.B. Tetracyclin und der Gyrase-Hemmer 

Ciprofloxacin hemmen jedoch nicht nur Mycoplasmen, sondern auch Chlamydien. 

Ein anderer Ansatz zur Dekontamination chlamydialer Stämme von Mycoplasmen ist 

die intraperitoneale Passage in Mäusen. Obwohl diese Methode für die ebenfalls 

intrazellulär lebenden Rickettsien zur Mycoplasmen-Dekontamination beschrieben 

wurde (EREMEEVA et al., 1994), waren ähnliche Dekontamiations-Versuche von 

Hybridoma-Zellen in Mäusen nicht in allen Fällen erfolgreich (CAROLL & 

O´KENNEDY, 1988; RAVAOARINORO & LECOMTE, 1988). Weiterhin wurde die 

spezielle Empfindlichkeit der mycoplasmalen Zellmembran gegen das Detergenz 

Triton X-100 eingesetzt. Im Gegensatz zu Chlamydien besitzen Mycoplasmen keine 

Zellwände und sind dementsprechend sensitiv gegenüber organischen 

Lösungsmitteln oder osmotischem Schock. Es reagierten aber auch einige 

Chlamydophila pneumoniae Isolate empfindlich auf die Triton X-100-Behandlung 

(OSSEWARDE et al., 1996). 

Die Suche nach einem selektiv mycoplasmaciden Antibiotikum ohne antichlamydiale 

Wirksamkeit stellte deshalb einen neuen Ansatz zur Mycoplasmen-Eradikation aus 

Chlamydien-Kulturen dar. Diesen Anforderungen entsprach das Antibiotikum 

Mupirocin (HANNAN, 1998; WARD & CAMPOLI-RICHARDS, 1986). Diese, auch 

„Pseudomonas-Säure-A“ genannte Verbindung ist eine der Hauptsubstanzen mit 

antibakterieller Wirksamkeit von Pseudomonas fluorescens. Mupirocin dringt über 

passive Diffusion in die Bakterien ein und bindet im Inneren der Zellen an die 

bakterielle Isoleucyl-t-RNA-Synthetase, wodurch eine Blockade der Protein- und 

RNA-Synthese erfolgt (WARD & CAMPOLI-RICHARDS, 1986). Mupirocin übt eine 

bacterizide Wirkung auf Mycoplasmen aus, ohne die Zellen oder Chlamydien in der 
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Kultur zu beeinträchtigen (HANNAN, 1995; WARD & CAMPOLI-RICHARDS, 1986). 

Wichtig ist bei einer Mupirocin-Behandlung das Verwenden serumfreien 

Kulturmediums, da das Antibiotikum durch Serum gebunden wird und an Aktivität 

verliert (WARD & CAMPOLI-RICHARDS, 1986). 

 

Ein klinisches Isolat von Chlamydophila pneumoniae wurde mit Hilfe der hier 

entwickelten, 15 Tage währenden Mupirocin-Behandlung gereinigt.  

Die erfolgreiche Elimination von Mycoplasmen-DNA aus Chlamydien-Kulturen wurde 

durch die mycoplasmenspezifische PCR bestätigt. Da die PCR eine hochsensitive 

Nachweismethode für geringe DNA-Mengen ist, birgt sie den Nachteil, nicht nur 

lebende, sondern auch tote Erreger zu detektieren, da die DNA abgestorbener 

Erreger noch für eine geraume Zeit im Medium bleibt. Dieser Tatsache wurde durch 

weitere Aufreinigungsschritte und Subkultur Rechnung getragen. Sowohl nach der 

Isolation hochkonzentrierter chlamydialer Elementarkörperchen als auch nach der 

Kultur in HEp-2-Zellen ohne Zusatz von Antibiotika war keine Mycoplasmen-DNA 

mittels PCR mehr nachweisbar. (KRAUSSE-OPATZ et al., 2000) 

Eine erfolgreiche Elimination von M.fermentans aus einem CT Ser. K-Stamm gelang 

mit der beschriebenen Methode ebenfalls (im Rahmen der Promotionsarbeit von P. 

Dollmann). 

 

Zusammenfassend wird das biologische Verhalten einer Chlamydieninfektion in vitro 

deutlich durch Mycoplasmen beeinflusst. Bei Studien zur Wirts-Chlamydien-

Interaktion, beispielsweise bei der Untersuchung der Zytokin- oder Prostaglandin-

Synthese durch Monozyten/Makrophagen ist es deshalb essentiell, 

mycoplasmenfreie Chlamydien zu verwenden. Andernfalls können die beobachteten 

Effekte nicht zweifelsfrei den Chlamydien zugeschrieben werden. Wenn klinische 

Isolate aufgrund von Koinfektionen mycoplasmenkontaminiert sind, bietet die neu 

entwickelte Mupirocin-Behandlung erstmals die Möglichkeit, selektiv Mycoplasmen 

aus Chlamydienkulturen zu entfernen. 
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6.2 Teil II: Mechanismen der chlamydialen Persistenz in THP-1 und 
HEp-2-Zellen 

Eine persistierende chlamydiale Infektion ist eine stabile Wirts-Chlamydien-

Interaktion, die ein längeres Überleben des Erregers in der Wirtszelle erlaubt. 

Chlamydia trachomatis persistiert im Gelenk v.a. in Monozyten, aber auch in 

Fibroblasten. Weiterhin gibt es gute Evidenzen, dass Chlamydia trachomatis durch 

Monozyten von der urogenitalen Eintrittspforte in das Gelenk disseminiert wird 

(KUIPERS et al., 1998). Chlamydien-infizierte Monozyten gelten damit als 

hauptverantwortlich für Entstehung und Aufrechterhaltung der Chlamydien-

induzierten Arthritis (SCHUMACHER et al, 1988). Der Persistenz von C. trachomatis 

in Monozyten kommt damit eine wichtige Rolle in der Pathogenese chronischer 

chlamydialer Erkrankungen zu. 

Im persistierenden Zustand sind Chlamydien nicht durch Antibiotika eliminierbar. Im 

Gegenteil, Antibiotika induzieren und erhalten sogar die Persistenz (Dreses-

Werringloer et al., 2000). Ein genaueres Verständnis der Chlamydien-Monozyten-

Interaktion während der Persistenz ist Grundlage für eine mögliche Beeinflussung 

des Persistenzgeschehens und könnte ein vielversprechender Ansatz zur 

Eradikation der Erreger aus dem menschlichen Körper sein. 

 

Als auslösende Faktoren der Persistenz in epithelialen und fibroblastären Zelllinien in 

vitro sind Interferon-γ und Tumornekrosefaktor-α beschrieben (BEATTY et al., 1994a; 

SHEMER & SAROV, 1985; SHEMER-AVNI et al., 1989). Es kommt zu einer von der 

IFNγ-Konzentration abhängigen Verlangsamung des chlamydialen 

Entwicklungszyklus, die in einer Reifungshemmung der Retikularkörper resultiert. 

Der anti-chlamydiale Effekt von IFNγ und TNFα wird auf die Induktion der 

Indoldiamin-Oxygenase, dem Schlüsselenzym der Tryptophan-Degradation 

zurückgeführt (BEATTY et al.,1993; BEATTY et al., 1994a; SHEMER-AVNI et al., 

1989). Tryptophan ist eine essentielle Aminosäure für das chlamydiale Wachstum 

(COLES et al., 1993). Fehlt sie, wird die Entwicklung der Chlamydien unterbrochen. 

Entsprechend kann der anti-chlamydiale Effekt von IFNγ durch Zugabe von 

Tryptophan sowie durch Antikörper gegen IFNγ aufgehoben werden (BEATTY et al., 

1994b, c). 

In humanen peripheren Blutmonozyten (HPBM) waren die Zugabe von Tryptophan, 

sowie Antikörper gegen IFNγ oder TNFα unwirksam; die bekannten Mechanismen 
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der Wachstumsinhibition sind entsprechend nicht einfach auf die chlamydiale 

Persistenz in Monozyten übertragbar (KÖHLER et al., 1997). Es muss deshalb in 

Monozyten zumindest ein weiteres Effektorsystem zur Suppression des chlamydialen 

Wachstums existieren. Welche Faktoren und Stoffwechselwege für die chlamydiale 

Persistenz in Monozyten verantwortlich sind, wurde bislang noch nicht näher 

untersucht. 

 

 
Abb. 40: Persistenz von Chlamydia trachomatis in Fibroblasten und Monozyten 

A: Induktion der Persistenz von Chlamydia trachomatis in Fibroblasten (IFN = Interferon-γ; TNF = 
Tumor Nekrose Faktor-α; IDO = Indoleamin-2,3-dioxygenase; Try = Tryptophan; RK = 
Retikularkörper), B: Persistierende Infektion von Chlamydia trachomatis in Monozyten (N = Nukleus; 
Fe = Eisenionen; NO = Stickstoffmonoxid)  

 
 
 

In der Literatur werden verschiedene Persistenz-Mechanismen diskutiert (Abb. 40). 

Dazu zählen weitere Produkte des IDO-abhängigen Tryptophan-Stoffwechsels, die 

die intrazelluläre Erregerreplikation hemmen, eine Verminderung der verfügbaren 

Eisen-Konzentration und die Synthese von Stickstoffmonoxid. Die für andere 

intrazelluläre Erreger beschriebenen Mechanismen sind in Tab. 4 aufgelistet. 
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Tabelle 4: Persistenzinduzierende Mechanismen bei verschiedenen intrazellulären Erregern 
(MDM = aus Monozyten generierte Makrophagen; Trp = Tryptophan; NO = Stickstoffmonoxid; Fe = 
Eisen-Ionen) 

 
Mikroorganismus Zellen Mechanismus Autoren 
Legionella 
pneumophila 
 

Monozyten Regulation der 
Transferrin-Rezeptoren 

BYRD & HORWITZ, 2000 

Ehrlichia chaffensis Monozyten/THP-1 Eisendepletion BARNEWALL & RIKIHISA, 
1994 

Toxoplasma gondii 

 

 

 
 

 

Humane 
Fibroblasten 
 
Glioma Zellen 
 
Primäre Enterozyten
 
Murine aktivierte 
Makrophagen 
 
Humane MDM 

 
Trp-Degradation 
 
Trp-Degradation 
 
Eisendepletion 
 
 
NO-Synthese 
 
Kein Fe-Effekt 

 
PFEFFERKORN et al., 1984 
 

DÄUBENER et al., 1993 
 
DIMIER & BOUT (1998) 
 
 

ADAMS et al., 1990 
 
MURRAY et al., 1991 

Cryptosporidium 
parvum 
 

Enterozyten 1. Invasionshemmung 
 
2. Eisen-Effekt 

 
 
POLLOK et al., 2001 

 

Als Modellsystem für Monozyten wurde in den vorgelegten Untersuchungen die 

Zelllinie THP-1 ausgewählt, eine promonozytäre Vorläuferzelllinie, die wie Monozyten 

und Makrophagen den Oberflächenmarker CD14 exprimiert und mit TPA zu einem 

makrophagenähnlichen adhärenten Stadium differenzierbar ist (TSUCHIYA et al., 

1980). Weiterhin ist in THP-1-Zellen das Enzym Indoleamin-2,3-dioxygenase 

induzierbar. Diese Eigenschaften machen THP-1-Zellen als Untersuchungsobjekt für 

die chlamydiale Persistenz in Monozyten geeignet. 

Die epitheliale Zelllinie HEp-2 wurde zum Vergleich mit THP-1-Zellen mitgeführt. Auf 

diese Weise sollten mögliche Unterschiede in der Persistenz von Chlamydien in 

monozytären und epithelialen Zelllinien erkannt werden. 

 

6.2.1 Wirkung von IFNγγγγ und Fe2+-Ionen 

In mit Chlamydien infizierten HEp-2-Zellen kommt es durch eine Behandlung mit 

IFNγ zu einer dosisabhängigen Reduktion von Zahl und Größe der chlamydialen 

Einschlusskörper bis hin zur vollständigen Suppression der EK-Bildung. In THP-1-

Zellen hemmt IFNγ ebenfalls die Entwicklung der Einschlusskörper. Diese Hemmung 

ist von der Konzentration und der Dauer der Vorinkubation abhängig. Da die 

chlamydiale Entwicklung nicht vollständig unterbrochen wurde, können in diesem 

System das chlamydiale Wachstum modulierende Effekte anderer Wirkstoffe 
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untersucht werden. Die Bestimmung von Anzahl und Größe der EK sind gut 

messbare Größen, die die Wirkung von IFNγ quantifizierbar machen. 

Zunächst wurde der Einfluss freier Eisenionen auf die durch IFNγ induzierte 

Entwicklungshemmung von CT in HEp-2- und THP-1-Zellen untersucht. 

 

Die IFNγ-induzierte Hemmung der EK-Entwicklung wird in HEp-2-Zellen durch freie 

Fe2+-Ionen zu 100% aufgehoben. In THP-1-Zellen ist die Suppression chlamydialer 

EK durch niedrigere IFNγ-Konzentrationen (5 ng/ml) ebenfalls vollständig reversibel. 

Die Wirkung höherer IFNγ-Konzentrationen (50 ng/ml) wird dagegen nur partiell 

durch Fe2+-Ionen aufgehoben. 

Weiterhin ließ sich ein Zusammenhang zwischen der Wirkung von IFNγ und der 

verwendeten FCS-Konzentration des Mediums feststellen. Je mehr FCS im Medium 

vorhanden ist, desto schwächer ist der inhibitorische Effekt von IFNγ. Komponenten 

des Serums heben also ebenfalls teilweise die IFNγ-Wirkung auf. 

 

Eine Erklärung für die Wirkung von Eisenionen stellt die durch IFNγ reduzierte 

Expression von Transferrin-Rezeptoren auf der Zelloberfläche dar (TAETLE & 

HONEYSETT, 1988; BYRD & HORWITZ, 1989). Über Transferrin-Rezeptoren 

gelangen an Transferrin gebundene Eisenionen in die Zelle (Abb. 41), die für die 

chlamydiale Entwicklung notwendig sind. Es ist denkbar, dass durch zusätzliche freie 

Eisenionen im extrazellulärem Raum der Effekt einer durch IFNγ verringerten 

Transferrin-Rezeptor vermittelten Eisenaufnahme aufgehoben wird. Die 

wachstumsfördernde Wirkung höherer FCS-Konzentrationen im IFNγ-

Persistenzmodell könnte in diesem Sinne durch die im FCS vorhandenen 

Transferrin-Moleküle ebenfalls die IFNγ-induzierte Transferrin-Rezeptor-Reduktion 

partiell kompensieren. Dies wurde auch in Versuchen zum Eisenstoffwechsel von 

Toxoplasma gondii in primären Ratten-Enterozyten belegt (DIMIER & BOUT, 1998). 

 

IFNγ würde somit über die Verringerung der Transferrin-Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche eine Eisen-Mangelversorgung der Zelle und der darin befindlichen 

Chlamydien mit konsekutiver Wachstumsinhibition der Chlamydien verursachen. 
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Abb. 41: Aufnahme von Eisen in die Zelle 

Eisenionen werden außerhalb der Zelle an Transferrin gebunden. Fe-Transferrin bindet an den 
Transferrin-Rezeptor (TfR) auf der Zelloberfläche und wird durch Endocytose-Vesikel in die Zelle 
geschleust. Innerhalb der Zelle werden die Eisen-Ionen frei und verlassen die Vesikel. Der 
Transferrin-Rezeptor gelangt anschließend wieder an die Zelloberfläche und entlässt das Transferrin 
in den extrazellulären Raum.  

 

Weitere Untersuchungen sollten deshalb den Einfluss der Eisendepletion im Medium 

durch den Zusatz des Chelatbildners Deferoxamin (DFO) prüfen. 

Durch Deferoxamin (DFO) im Medium werden Fe3+-Ionen äußerst fest gebunden. Ein 

Molekül DFO bindet dabei ein Fe3+-Ion. DFO kann aber nur extrazelluläre Eisenionen 

binden, da es nicht in die Zelle eindringt. Es wird zwar durch Pinozytose-Prozesse 

bis in die Lysosomen der Zellen aufgenommen, doch bleiben die cytosolischen 

Eisen-Reservoire hiervon unberührt (LLOYD et al., 1991; CABLE & LLOYD, 1999)  

 

In den eigenen Experimenten zur DFO-vermittelten Eisendepletion aus dem Medium 

wurde eine Abnahme der Einschlusskörper bei zunehmender DFO-Konzentration 

sowohl in HEp-2-, als auch in THP-1-Zellen beobachtet. Bei gleichzeitiger 

Behandlung mit DFO und IFNγ zeigte sich eine additive Wirkung beider Substanzen. 

Die Ergebnisse korrespondieren mit den Beobachtungen anderer Autoren. 

BARNEWALL et al. beobachteten eine Wachstumsinhibition von Ehrlichia chaffensis 

nach einem DFO-bedingten Eisenentzug im Medium von THP-1-Zellen 

(BARNEWALL et al., 1994). Die unmittelbare Abhängigkeit der chlamydialen 

Entwicklung vom Eisengehalt des Mediums wurde auch von anderen Autoren 

beschrieben (AL-YOUNES et al., 2001; RAULSTON, 1997).  
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Diese Zusammenhänge bestätigen die Bedeutung von Eisen für die chlamydiale 

Entwicklung. Sowohl der direkte Eisen-Entzug, als auch die indirekte Wirkung von 

IFNγ über eine Reduktion der Transferrin-Rezeptoren wirken sich deshalb hemmend 

auf die chlamydiale Entwicklung aus. 

 

Durch den Einsatz höherer DFO-Konzentrationen (ab 100 µM) kommt es in eigenen 

Untersuchungen zum Absterben eines Teils der Zellen. Dieses Phänomen wurde 

auch von MURRAY et al., 1991 und BYRD & HORWITZ, 1989 beschrieben. 

Vermutlich wird dann die kritische Eisen-Ionen-Konzentration, die die Zellen zum 

Leben benötigen, unterschritten. Da die Entwicklung chlamydialer Einschlusskörper 

von der Vitalität und Stoffwechselaktivität der Wirtszelle abhängig ist, wird die 

Entwicklung von EK ab 100 µM DFO fast vollständig unterbrochen. FUKUCHI et al. 

beschrieben eine DFO-induzierte Apoptose in HL-60 Zellen (FUKUCHI et al., 1994). 

Möglicherweise sind DFO-induzierte Apoptose-Mechanismen auch in THP-1- und 

HEp-2-Zellen relevant. 

 

Da theoretisch DFO auch unabhängig von der Eisenbindung unspezifisch die 

chlamydiale Entwicklung hemmen könnte, wurde weiterhin untersucht, ob sich die 

Eisendepletion durch DFO durch die Zufuhr freier Fe2+-Ionen aufheben lässt. Bei 

gleichzeitiger Vorinkubation von Fe2+-Ionen und DFO wird die Wirkung von DFO in 

HEp-2-Zellen bei allen verwendeten IFNγ-Konzentrationen komplett aufgehoben. In 

THP-1-Zellen dagegen sind maximal 65% der DFO-induzierten 

Entwicklungshemmung der Chlamydien durch Fe2+-Ionen reversibel. Unklar bleibt, 

warum bei THP-1-Zellen im Gegensatz zu HEp-2-Zellen keine komplette Aufhebung 

des DFO-Effektes möglich ist. Vermutlich hat DFO auf THP-1-Zellen noch andere 

Wirkungen als die bisher beschriebenen. 

 

6.2.2 Bedeutung des Tryptophan-Stoffwechsels  

Die IFNγ-induzierte Induktion der Indoleamin-2,3-dioxygenase (IDO) wird als Ursache 

für die Wachstumsinhibition von intrazellulären Erregern beschrieben (BEATTY et 

al.,1993; BEATTY et al., 1994a; SHEMER-AVNI et al., 1989), da die IDO den Abbau 

der für die Entwicklung der Chlamydien essentiellen Aminosäure Tryptophan zu 

Kynurenin bewirkt (siehe Abb. 42). Dies ist der einleitende Schritt des Tryptophan-

Abbaus in der Zelle. 
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Abb. 42: Einleitender Schritt des Tryptophan-Abbaus 

IFN γ induziert die Expression der Indoleamin-2,3-dioxygenase (IDO), die L-Tryptophan zu L-
Kynurenin abgebaut. Dies ist der erste Schritt im Katabolismus von Tryptophan. 
 

 

Die Tryptophandepletion stellt nach diesen Untersuchungen die Ursache für die 

Wachstumsinhibition der Erreger dar. Der IDO-abhängige Tryptophan-Abbau in 

humanen Glioblastom-Zellen und in aus Monozyten entwickelten Makrophagen kann 

nach McKENZIE et al. durch 6-Chloro-DL-Tryptophan (6-CDLT) gehemmt werden 

(McKENZIE et al., 1999). 

 

Im THP-1- und HEp-2-System wurde die Wirkung der Erhöhung der Tryptophan-

Konzentration während einer IFNγ-Behandlung untersucht.  

Dabei zeigte sich, dass in CT-infizierten HEp-2-Zellen, die durch die Behandlung mit 

IFNγ nur sehr kleine Einschlusskörperchen aufweisen, Tryptophan die Größe der 

Einschlüsse wiederherstellt. Dies stützt die Hypothese, dass eine Verminderung von 

Tryptophan Ursache der Entwicklungshemmung von Chlamydien in IFNγ-

behandelten HEp-2-Zellen ist und durch Zufuhr von Tryptophan wieder behoben 

wird. 

IFNγ vermindert in CT-infizierten HEp-2-Zellen auch die Anzahl der 

Einschlusskörper. Die Wiederherstellung der ursprünglichen Anzahl chlamydialer 

Einschlusskörper ist durch Tryptophan nicht möglich. In IFNγ-behandelten HEp-2-

Zellen vermindert sich die EK-Anzahl sogar mit steigender Tryptophan-

Konzentration, während der Zusatz von Tryptophan in nicht IFNγ-behandelten HEp-

2-Zellen keine Auswirkung auf Anzahl oder Größe der chlamydialen Einschlüsse hat.  

 

In THP-1-Zellen kommt es sowohl bei IFNγ-behandelten, als auch bei nicht 

behandelten Zellen zu einer Reduktion der Zahl chlamydialer Einschlüsse mit 

Tryptophan Kynurenin 
IDO 

katalysiert Weiterer

Abbau 

IFNγγγγ 
induziert 



______________________________________________________Diskussion __95 

steigender Tryptophan-Konzentration. Gleichzeitig vermindert sich die Größe der 

chlamydialen Einschlüsse mit zunehmender Tryptophan-Konzentration. Der 

hemmende Effekt steigender Tryptophan-Konzentrationen auf die chlamydiale 

Entwicklung wird in THP-1-Zellen durch IFNγ verstärkt. Insgesamt ist der 

supprimierende Einfluss von Tryptophan auf Anzahl und Größe der chlamydialen 

Einschlüsse in THP-1-Zellen stärker als in HEp-2-Zellen. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass noch andere Mechanismen des Tryptophan-

Stoffwechsels, als die beschriebene Tryptophan-Depletion für die IFNγ-induzierte 

Reduktion der EK-Anzahl verantwortlich sind. 

 

L-Kynurenin stellt zwar einen relativ stabilen Metaboliten, nicht jedoch das 

Endprodukt des Tryptophan-Abbaus dar. In weiteren Stoffwechselschritten wird es zu 

3-Hydroxy-Kynurenin und weiter zu 3-Hydroxy-Anthranilat umgebaut, das im 

„normalen“ Tryptophan-Abbau über mehrere Reaktionen zu Acetoacetyl-CoA 

abgebaut wird. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 43: Abbau von Tryptophan im Kynurenin-Stoffwechsel 

Aus Kynurenin werden in weiteren Stoffwechsel-Schritten die toxischen Metabolite 3-Hydroxy-
Kynurenin (3-OH-Kynurenin) und 3-Hydroxy-Anthranilat (3-OH-Anthranilat) gebildet, Intermediate 
des Abbau-Weges von Tryptophan. 
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3-Hydroxy-Kynurenin und 3-Hydroxy-Anthranilat sind in pathophysiologischen 

Prozessen als toxisch, bzw. Apoptose-induzierend beschrieben worden (THOMAS & 

STOCKER, 1999; .CHIARUGI et al., 2000; MORITA et al., 2001). Diese 

Zusammenhänge könnten die Ergebnisse in HEp-2-Zellen erklären. 
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Abb. 44: Unterschiede im Kynurenin-Stoffwechsel zwischen monozytären und epithelialen 

Zellen. 
In epithelialen Zellen wird die IDO durch IFNγ, in monozytären Zellen durch IFNγ und Chlamydien 
induziert. Beide Zelltypen bilden die toxischen Metabolite 3-Hydroxy-Kynurenin und 3-Hydroxy-
Anthranilat. Nur monozytäre Zellen sind in der Lage, aus 3-OH-Anthranilat Chinolinsäure zu bilden, 
so dass sie einen toxischen Metaboliten mehr als epitheliale Zellen bilden können. 

 

Auffällig ist, dass in THP-1-Zellen die alleinige Zugabe von Tryptophan ohne IFNγ 

bereits zur Wachstumshemmung der Chlamydien führte und dass die zusätzliche 

Gabe von IFNγ diesen Effekt noch verstärkte. Diese Beobachtungen werden durch 

folgende Mechanismen erklärt: In THP-1-Zellen kann CT bereits allein die IDO 
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induzieren (C. BONK, Dissertation 1997), so dass es nicht der IFNγ-Vorbehandlung 

bedarf, um durch Tryptophan-Zufuhr toxische Metabolite zu generieren. Zusätzlich 

besitzen Monozyten/Makrophagen, wie THP-1-Zellen im Gegensatz zu epithelialen 

HEp-2-Zellen die Fähigkeit, 3-Hydroxy-Anthranilat zur ebenfalls toxischen 

Chinolinsäure zu metabolisieren, so dass neben den toxischen Metaboliten 3-

Hydroxy-Kynurenin und 3-Hydroxy-Anthranilat in THP-1-Zellen ein weiterer toxischer 

Metabolit generiert wird, der ebenfalls die verstärkte inhibitorische Wirkung von 

Tryptophan in THP-1-Zellen erklärt (SAITO et al., 1993; CHIARUGI et al., 2000; 

CHIARUGI et al., 2001) (vgl. Abb. 44). 

 

Aus den beschriebenen Zusammenhängen folgt, dass eine Hemmung der IDO keine 

oder eine geringere Tryptophan-induzierte chlamydiale Entwicklungshemmung zur 

Folge haben sollte, da in diesem Fall keine (oder weniger) toxische(n) Metabolite 

entstehen dürften.  

Deshalb wurden entsprechende Versuche mit dem IDO-Hemmer 6-Chloro-D,L-

Tryptophan (6-CDLT) (McKENZIE et al., 1999) in HEp-2- und THP-1-Zellen 

durchgeführt. 

 

Die in HEp-2-Zellen festgestellte IFNγ-bedingte Verkleinerung der chlamydialen EK 

konnte durch 6-CDLT schon bei der geringsten eingesetzten Konzentration komplett 

aufgehoben werden. Allerdings reduziert 6-CDLT die EK-Anzahl deutlich. Bei sehr 

hohen Konzentrationen (500 - 1000 µM) lösten sich zunehmend die Zellen aus den 

Vertiefungen der Kulturschalen ab und mittels Trypanblau-Ausschluß wurde eine 

Abnahme der vitalen Zellen festgestellt. 6-CDLT scheint damit eine noch stärkere 

Toxizität als Tryptophan aufzuweisen. 

Nach McKENZIE et al. führt 6-CDLT zu einer geringeren Kynurenin-Bildung infolge 

Hemmung der IDO (McKENZIE et al., 1999). SAITO et al. hat jedoch gezeigt, dass 6-

CDLT im Kynurenin-Weg verstoffwechselt wird (SAITO et al., 1993): 6-CDLT 

verdrängt L-Tryptophan am aktiven Zentrum der IDO und führt so zur Verringerung 

der L-Kynurenin-Bildung. Aus dem Tryptophananalogon 6-CDLT entsteht allerdings 

ein entsprechender Chlor-substituierter Metabolit, der möglicherweise ebenfalls 

zytotoxische Eigenschaften besitzt, die eventuell noch ausgeprägter, als die der 

Kynurenin-Abbauprodukte sind (Abb. 45). Dies könnte die stärker Chlamydien-

hemmende Wirkung des 6-CDLT gegenüber Tryptophan erklären. Durch die 
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Verdrängung des Tryptophans durch 6-CDLT aus dem aktiven Zentrum der IDO 

kommt es nicht zu einer Tryptophan-Depletion. Entsprechend hebt der Zusatz von 6-

CDLT die IFNγ-bedingte Verkleinerung der EK in HEp-2-Zellen auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Abb. 45: Stoffwechsel von 6-CDLT. 

6-Chlor-D,L-Tryptophan (6-CDLT) verdrängt Tryptophan aus dem aktiven Zentrum der IDO und wird 
selbst im Kynurenin-Weg verstoffwechselt. Es entstehen entsprechend chlorsubstituierte 
Verbindungen, die möglicherweise eine ähnliche oder stärkere Toxizität aufweisen, als die 
Tryptophan-Metabolite. 4-Cl-3-Oh-Anthranilat hemmt seinen weiteren Abbau und ist damit das 
Endprodukt dieses Stoffwechselweges. 

 

In weiteren Versuchen müssen die beschriebenen Zusammenhänge näher 

untersucht werden, um Beweise für die genannten Hypothesen zu erhalten. 

Ein Hemmstoff, der die IDO blockieren kann, ohne seinerseits zur Synthese toxischer 

Metabolite zu führen, ist dafür erforderlich. Würde unter Verwendung eines solchen 

IDO-Inhibitors trotz Tryptophan-Zusatz die Entwicklung der Chlamydien nicht 

gehemmt, wären die hier diskutierten Zusammenhänge bewiesen. 

 

Zur Kontrolle unspezifischer toxischer Wirkungen, durch zu starke Erhöhung der 

Konzentration von Tryptophan im Medium, wurden exemplarisch auch zwei andere 

Aminosäuren, Alanin und Phenylalanin in den gleichen Konzentrationen, wie 

Tryptophan zu HEp-2- und THP-1-Zellen gegeben und analog die Auswirkungen auf 

die CT-Infektion untersucht. 

Die Erhöhung der L-Alanin-Konzentration hat selbst bei hohen Konzentrationen 

(1000 µM) keinen Effekt auf die chlamydiale Entwicklung in THP-1- und HEp-2-
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Zellen. L-Phenylalanin verändert die chlamydiale Entwicklung in HEp-2-Zellen nicht, 

jedoch supprimieren hohe Phenylalanin-Konzentrationen (1000 µM) die chlamydiale 

Entwicklung in nicht IFNγ-behandelten THP-1-Zellen. In IFNγ-behandelten THP-1-

Zellen kommt es nur zu einer leichten nicht signifikanten Hemmung der EK-

Entwicklung. 

Dieser Effekt kann mit den vorhandenen Informationen bislang nicht erklärt werden 

und bedarf der weiteren Analyse. 

 

6.2.3 NO-Stoffwechsel 

Auch andere das chlamydiale Wachstum inhibierende Mechanismen sind in TPA-

differenzierten THP-1 Zellen denkbar. MAYER und Mitarbeiter (1993) führten die 

Wachstumsinhibition von Chlamydia trachomatis in mit Interferon-γ behandelten 

McCoy Zellen (murine Fibroblastenzellinie) auf die Synthese von Stickoxyd zurück. 

Interferon-γ induziert zusammen mit einem zweiten Signal, z.B. bakterielles 

Lipopolysaccharid (LPS), die Stickoxyd-Synthase (NOS). Diese katalysiert den 

Abbau von L-Arginin zu Stickoxyd. Aus Stickoxyd entstehen zytotoxische 

Stickstoffintermediate und die metabolischen Endprodukte Nitrat und Nitrit. Der anti-

chlamydiale Effekt des Interferon-γ konnte entsprechend durch N-Guanidino-

Monomethyl-L-Arginin (MLA), einem Hemmer der Stickoxyd-Synthase aufgehoben 

werden. Die Entstehung von Stickoxyd wurde auch von anderen Arbeitsgruppen für 

eine Interferon-γ vermittelte antibakterielle Wirkung verantwortlich gemacht. ADAMS 

und Mitarbeiter (1990) führten die Wachstumshemmung von Toxoplasma gondii in 

Maus-Makrophagen auf die Entstehung von Stickoxyd zurück. GREEN und 

Mitarbeiter (1990) zeigten, daß Stickoxyd das Wachstum von Leishmania major 

unterbindet. BARNEWALL (1994) und SCHNEEMANN (1993) kamen allerdings 

unabhängig voneinander zu der Aussage, dass in humanen Monozyten und 

Makrophagen im Gegensatz zu Nagetier-Monozyten und Makrophagen keine 

Stickoxyd-Synthase durch Interferon-γ induziert wird. Demnach ließe sich die 

Wachstumsinhibition von Chlamydia trachomatis in einem System mit humanen 

monozytären Zellen nicht durch die Entstehung von Stickoxyd oder zytotoxischer 

Stickstoffintermediate durch die Induktion der Stickoxyd-Synthase erklären. 
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In den eigenen Versuchen zum NO-Stoffwechsel wurden HEp-2- und THP-1-Zellen 

mit verschiedenen IFNγ-Konzentrationen und L-Arginin, bzw. N-Mono-Methyl-L-

Arginin (L-NMMA), einem Inhibitor der NOS behandelt und mit CT infiziert. 

Eine Erhöhung der Konzentration von Arginin, dem Substrat der NOS, sollte nach 

den vorgenannten Ausführungen nach NOS-Induktion eine vermehrte Produktion 

toxischer NO-Verbindungen und damit eine Verstärkung der IFNγ-induzierten 

chlamydialen Wachstumshemmung bewirken. Dies wurde jedoch in keinem der 

Versuchsansätze beobachtet. 

Wäre eine Induktion der NOS Ursache der IFNγ-induzierten chlamydialen 

Entwicklungshemmung, so müsste der NOS-Hemmer L-NMMA eine Rekonstitution 

der chlamydialen Entwicklung bewirken. In HEp-2-Zellen und in IFNγ-behandelten 

THP-1-Zellen beeinflusste L-NMMA die chlamydiale Entwicklung aber nicht. In nicht 

IFNγ-behandelten THP-1-Zellen supprimierte L-NMMA die chlamydiale Entwicklung 

sogar. D-NMMA, ein bzgl. der NOS-Hemmung unwirksames Strukturanalogon von L-

NMMA beeinflusste die chlamydiale Entwicklung nicht, so dass unspezifische 

toxische Wirkungen unwahrscheinlich sind. Der beobachtete Effekt kann daher mit 

den momentan vorhandenen Informationen nicht erklärt werden. 

 

In den vorliegenden Untersuchungen konnte damit kein Hinweis für die Bedeutung 

des NO-Stoffwechsels in mit Chlamydien infizierten epithelialen und monozytären 

Zellen erhoben werden – Ergebnisse, die mit denen von BARNEWALL (1994) und 

SCHNEEMANN (1993) übereinstimmen. 

 

 
Zusammenfassend hat die verringerte Verfügbarkeit von Eisenionen eine 

besondere Relevanz für die IFNγ-bedingte Wachstumsinhibition der Chlamydien in 

HEp-2- und THP-1-Zellen. Durch den Zusatz freier Eisen-II-Ionen kann die IFNγ-

Wirkung in HEp-2-Zellen komplett und in THP-1-Zellen teilweise aufgehoben werden. 

Nach den Versuchen zum Stoffwechsel des Tryptophans ist ein inhibierender Effekt 

dieser Aminosäure auf das chlamydiale Wachstum in THP-1-Zellen etabliert. Als 

möglichen Mechanismus legen unsere Untersuchungen nahe, dass durch die 

Chlamydien- und/oder IFNγ-induzierte IDO Tryptophan zu toxischen Metaboliten 

abgebaut wird, die die chlamydiale Entwicklung hemmen.  
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Eine Beteiligung von toxischen Stickoxid-Verbindungen an der chlamydialen 

Wachstumsinhibition wurde durch die eigenen Experimente nicht bestätigt. 

 

Abschließend seien noch die Grenzen des benutzten Infektionsmodells angemerkt. 

Die dem Testsystem zugrundeliegende Beurteilung der chlamydialen 

Einschlusskörper nach Anzahl und Größe erlaubt keinen Rückschluss auf das 

Entwicklungsstadium der Chlamydien. Der Anteil persistierender i.e. nicht-infektiöser 

Chlamydien in den Einschlusskörpern IFNγ-behandelter Zellen ist mit dem 

beschriebenen System nicht bestimmbar. 

Der chlamydiale Entwicklungszyklus war in HEp-2- und THP-1-Zellen nicht 

vollständig unterbrochen, denn auch aus Zellen mit stark verkleinerten 

Einschlusskörpern waren noch einzelne infektiöse Chlamydien anzüchtbar. 

Dies ist ein wesentlicher Unterschied zur chlamydialen Persistenz in humanen 

Blutmonozyten. Aus diesen können persistierende Chlamydien nicht kultiviert 

werden. Auch der Zusatz freier Eisenionen reaktiviert die Chlamydien in HPBMO 

nicht. 

 

 

6.3 Teil III: Synthese von Entzündungsmediatoren in Chlamydien-
infizierten humanen peripheren Blutmonozyten 

CT und CP können chronisch-entzündliche Erkrankungen verursachen. Es gibt gute 

Evidenzen, daß die Persistenz der metabolisch aktiven, nicht-replikativen Erreger im 

betroffenen Gewebe einen entscheidenden Stimulus für die Auslösung und 

Unterhaltung der Entzündung darstellt. Von intrazellulären Chlamydien synthetisierte 

Makromoleküle (z.B. chlamydiales Hitzeschock-Protein [hsp60] und chlamydiales 

Lipopolysaccharid) könnten Auslöser für die Synthese von Zytokinen und 

Prostaglandinen sein, die die Entzündungsreaktion verursachen. 

Monozyten kommt eine zentrale Rolle in der Erregerdissimination zu (KUIPERS et 

al., 1998). Ein genaueres Verständnis der Chlamydien-Monozyten-Interaktion stellt 

somit die Grundlage zum besseren Verständnis der Pathophysiologie chlamydialer 

Erkrankungen dar. 

Bislang war noch nicht bekannt, ob Chlamydien in Monozyten die Produktion von 

Prostaglandinen stimulieren können. 
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6.3.1 Prostaglandin E2-Sekretion während der Frühphase der persistierenden 
Infektion 

In eigenen Experimenten wurde geprüft, ob CT- und CP-Infektionen in humanen 

peripheren Blut-Monozyten in vitro die Synthese von Prostaglandin E2 stimulieren. 

Als Positivkontrolle wurde E. coli-LPS (10 µg/ml) verwendet, das einen starken 

Stimulus zur PGE2-Synthese darstellt (LEE et al., 1992; ENDO et al., 1996). 

Zunächst wurde der zeitliche Verlauf der PGE2-Produktion während der ersten 10 

Tage nach Infektion, bzw. durch E. coli-LPS-Stimulation untersucht. 

Die PGE2-Synthese findet innerhalb der ersten 3 Tage nach Infektion/Stimulation 

statt. Innerhalb der ersten 24 Stunden steigt die Menge des gebildeten PGE2 steil an 

und sinkt bis ca. 72 Stunden nach Stimulation wieder auf den Nullwert ab. Dieser 

zeitliche Ablauf der PGE2-Synthese ist bei beiden Chlamydien-Infektionen (CT und 

CP) vergleichbar; die Menge gebildeten PGE2 ist nach Chlamydien-Infektionen aber 

deutlich geringer als nach E. coli-LPS-Stimulationen. 

In einem weiteren Schritt wurde die E. coli-LPS-induzierte Prostaglandin-Synthese 

humaner peripherer Blutmonozyten (HPBM) einer Gruppe von 27 Blutspendern 

untersucht. Es wurden große individuelle Differenzen bezüglich der gebildeten PGE2-

Mengen festgestellt. Die Mengen variierten zwischen 1 ng/ml und 50 ng/ml. Nur die 

HPBM von 4 von 27 Probanden produzierten reproduzierbar hohe PGE2-Mengen 

über 30 ng/ml. Da diese HPBM auch zur Synthese messbarer PGE2-Mengen 

aufgrund chlamydialer Stimuli angeregt werden konnten, wurden sie für die weiteren 

Experimente benutzt. 

HPBM dieser Spender wurden mit E. coli-LPS stimuliert und mit CT, CP und/oder 

Mycoplasma fermentans infiziert. Die jeweils gebildeten PGE2-Mengen, die 

Abhängigkeit von der Stimulationsdauer sowie die MOI-Abhängigkeit der 

chlamydialen PGE2-Synthese wurden untersucht.  

CT (MOI 5; Chlamydien-Zell-Verhältnis 5 : 1)-infizierte HPBM bildeten PGE2-Mengen, 

die maximal 80% der LPS-Kontrolle entsprachen. CP (MOI 5)-infizierte HPBM 

dagegen bildeten nur ca. 10% der E. coli-LPS-Kontrolle. Die durch Infektion mit 

Mycoplasma fermentans (Mycoplasmen-Zell-Verhältnis 1 : 1) induzierte PGE2-

Produktion lag bei ca. 50% der LPS-Kontrolle, obwohl nur 1/5 der Erregerzahl der  

Chlamydien-Infektionen vorlag. Mycoplasmen stellen demnach einen stärkeren 

Stimulus für die Synthese von Prostaglandin E2 dar als Chlamydien. Dies 
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verdeutlicht, wie wichtig mycoplasmenfreie Chlamydien-Kulturen sind, wenn 

chlamydiale Eigenschaften Ziel der Untersuchungen sind (5.1.3). 

 

Vergleicht man die verschiedenen „Induktoren“ anhand der Mengen gebildeten 

PGE2, so nimmt die Stärke der PGE2-Produktion von links nach rechts zu: 

 

CP  <  CT  <  M. fermentans 
 

Chlamydien sind verglichen mit E. coli-LPS schwächere Induktoren für die 

monozytäre Prostaglandin-Synthese. CP stellt wiederum einen schwächeren 

Stimulus als CT der gleichen MOI dar. Dass es sich dabei nicht um einen von der 

jeweiligen Chlamydien-Präparation abhängigen zufälligen Effekt handelt, wurde 

geprüft, indem verschiedene CT (3) und CP (2)-Präparationen verglichen wurden. In 

allen Fällen war bei gleicher MOI die PGE2-Synthese nach CT-Infektion stärker als 

nach CP-Infektion. 

Weiterhin waren die gebildeten Prostaglandin-Mengen von der chlamydialen MOI 

abhängig. Mit steigender Erregerzahl stiegen auch die gebildeten PGE2-Mengen. Bei 

Koinfektionen von Chlamydien und Mycoplasmen lag ein additiver Effekt auf die 

Prostaglandin-Synthese vor. 

 

PGE2 ist im Medium stabil und reichert sich daher bis zur Ernte der Kulturüberstände 

an. In Versuchsansätzen, in denen die Menge des bis Tag 1 und Tag 3 nach 

Infektion angesammelten Prostaglandins bestimmt wurde, wurde ein Unterschied in 

der Zeitkinetik der PGE2-Produktion zwischen chlamydialer und E. coli-LPS-

abhängiger Stimulation festgestellt: 

E. coli-LPS-stimulierte HPBM steigerten die produzierten Prostaglandin-Mengen 

zwischen Tag 1 und Tag 3 p.i. um mehr als das Doppelte der an Tag 1 

synthetisierten Menge. Chlamydien-infizierte Monozyten dagegen stellten ihre PGE2-

Synthese nach Tag 1 p.i. ein. 

 

Parallel zu den Messungen der PGE2-Konzentrationen im Zellkulturüberstand wurde 

die Expression der cox-2-mRNA untersucht. Diese war bei E. coli-LPS-stimulierten 

HPBM an Tag 1 p.i. ca. 1800-fach gegenüber der scheininfizierten Kontrolle erhöht. 

Innerhalb der nächsten Tage sank die Expression um 60 – 70% ab, lag aber immer 
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noch ca. 600-fach über der Kontrolle. Die ausgeprägte Expression des cox-2-Gens in 

E. coli-LPS-stimulierten Monozyten korrespondierte mit den hohen Prostaglandin-

Mengen, die zu den entsprechenden Zeitpunkten in den Kulturüberständen 

gemessen wurden. 

Die Expressionsstärke der cox-2-mRNA CT-infizierter (MOI 5) Monozyten lag 

deutlich niedriger, als die E. coli-LPS-stimulierter Monozyten. An Tag 1 p.i. war sie 

gegenüber der scheininfizierten Kontrolle um den Faktor 100 erhöht. Auch diese 

Expression nahm innerhalb der nächsten Tage um 60 - 90% ab und kann deshalb 

den chlamydieninduzierten PGE2–Synthese-Stopp nach Tag 1 p.i. erklären. Nicht 

erklären lassen sich aber die im Vergleich zur nur mäßig induzierten cox-2-mRNA-

Expression relativ hohen gebildeten PGE2–Mengen: Die Expression der cox-2-mRNA 

in CT-infizierten Monozyten entsprach nur 6% der Expressionsstärke in E. coli-LPS-

stimulierten. Trotzdem bildeten CT-infizierte Monozyten 60 – 80% der Menge an 

PGE2, die in E. coli-LPS-stimulierten HPBM gebildet wurde. 

 

Die Regulation der Expression des cox-2-Gens ist komplex und erfolgt auf mehreren 

Ebenen. Transkriptionale, posttranskriptionale und posttranslationale Mechanismen 

sind beschrieben (COK & MORRISON, 2001; TANABE & TOHANI, 2002; WU et al., 

2001). E. coli-LPS kann die Transkription der cox-2-mRNA in humanen 

promonozytären U937-Zellen induzieren und die gebildete mRNA posttranskriptional 

stabilisieren (BARRIOS-RODILES et al., 1999). Auch PGE2, das Hauptprodukt der 

Cox-2 kann die cox-2-mRNA stabilisiieren und dadurch, im Sinne einer positiven 

Rückkopplung eine weitere Anreicherung von PGE2 bewirken (FAOUR et al., 2001). 

Die Translation unterliegt der Kontrolle verschiedener cytosolischer Proteine, die an 

die 3´-„untranslated region“ (UTR)- der mRNA binden und so die Proteinbiosynthese 

ermöglichen (SENGUPTA et al., 2003) oder verhindern (DIXON et al., 2000). Auch 

auf Enzymebene sind weitere Kontrollmechanismen bekannt. So kann zum Beispiel 

Peroxynitrit eine Aktivierung der Cox-2 bewirken (WU et al., 2001). 

 

Mittels Real-time-RT-PCR lässt sich nur die Menge gebildeter mRNA quantifizieren. 

Über die Translationseffizienz und die Aktivität der gebildeten Enzyme lassen sich 

keine Aussagen machen. 

Die genannten Zusammenhänge können die hohe PGE2-Syntheserate in LPS-

stimulierten HPBM erklären: E. coli-LPS wirkt transkriptional aktivierend und 
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posttranskriptional stabilisierend und so eine hohe PGE2-Syntheserate bedingen. 

Gebildetes PGE2 wiederum stabilisiert die cox-2-mRNA und bewirkt somit indirekt 

eine noch stärkere PGE2-Synthese. 

Chlamydiales LPS oder andere chlamydiale Komponenten sind schwächere 

Induktoren der cox-2-mRNA-Expression, als E. coli-LPS. Die Translationseffizienz 

der CT-induzierten cox-2-mRNA und/oder die Aktivität der Cyclooxygenase-2 muss 

aber gegenüber E. coli-LPS-stimulierten Monozyten hoch sein. Anderenfalls wären 

die gebildeten PGE2-Mengen deutlich geringer gewesen. 

Welche Regulations-Mechanismen der Prostaglandin-Synthese in chlamydien-

infizierten Monozyten etabliert sind, müssen weitere Untersuchungen klären. 

 

6.3.2 Zytokin-Sekretion während der Frühphase der persistierenden Infektion 

HPBM von drei verschiedenen Blutspendern wurden mit CT (MOI 1) infiziert und 4 

Tage lang kultiviert. Die Kulturüberstände wurden auf die Zytokine IL-1β, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-10, IL-12p75, IFNγ und TNFα untersucht. 

Bei den HPBM-Kulturen handelte es sich um Mischkulturen aus Monozyten, T- und 

B-Lymphozyten. Die Zytokinantwort beinhaltete entsprechend neben den Monokinen 

auch Lymphokine. Das Muster der synthetisierten Zytokine war individuell 

verschieden. Die HPBM aller Probanden bildeten aber über den gesamten 

Untersuchungszeitraum IL-10, die HPBM zweier Spender produzierten auch hohe 

Mengen an TNFα. Insgesamt wurden von HPBM der drei untersuchten Blutspender 

mehr Th2-Zytokine, zusammen mit den inflammatorischen Zytokinen IL-1β und/oder 

TNFα gebildet. Nur HPBM eines Probanden produzierten zusätzlich geringe Mengen 

der Th1-Zytokine IFNγ und IL-2. 

 

Eine adäquate Immunantwort auf eine Infektion mit intrazellulären Erregern würde 

die Beteiligung von Th1-Zellen mit den Zytokinen IFNγ, IL-2 und IL-12p75 erfordern. 

Dies fördert eine Aktivierung der zellulären Immunität und damit eine schnellere 

Eradikation der intrazellulären Erreger. Eine Th2-Antwort dagegen, geprägt durch die 

Zytokine IL-4, IL-6 und IL-10 entspricht einer Immunantwort auf extrazelluläre 

Bakterien mit starken Immunglobulin-Antworten (MOSMANN & COFFMAN, 1989 a, 

b; ROMAGNANI, 1991). 
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Die chlamydiale Infektion ist somit von den HPBM der drei untersuchten Probanden 

nicht mit einer „adäquaten Zytokin-Antwort“ auf intrazelluläre Erreger beantwortet 

worden. IL-10 hemmt allgemein die Zytokin-Sekretion in Th1-Zellen und ist ein 

Antagonist der Produktion und Funktion von IFNγ (D´ANDREA, 1993). Die Abwehr 

intrazellulärer Erreger wird damit ineffizienter. 

Weiterhin hemmt IL-10 die Synthese der inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und 

TNFα, indem es die schnelle Degradation der entsprechenden Zytokin-mRNA´s 

fördert (DE WAAL MALEFYT et al., 1991). 

Da nur drei Probanden untersucht wurden, kann aufgrund dieses Ergebnisses keine 

allgemeingültige Aussage zur biologischen Relevanz der Beobachtungen gemacht 

werden. Weitere Untersuchungen an HPBM eines größeren Spender-Kollektivs 

müssen folgen, um diese Frage zu klären. 

 

 

6.4 Eisen-, Tryptophan- und Prostaglandin-Stoffwechsel - Gibt es 
einen Zusammenhang ? 

 
Die in der vorgelegten Arbeit beschriebenen Persistenz-Mechanismen und die 

während einer persistierenden Infektion gebildeten Entzündungsmediatoren werden 

im Folgenden in ein hypothetisches Persistenz-Konzept integriert. 

 

IFNγ und Chlamydien induzieren die Expression der IDO. Gleichzeitig reduziert IFNγ 

die Expression des Transferrin-Rezeptors auf der Zelloberfläche. Damit wird der 

Transport von Eisen-Ionen in die Zelle verringert. Beim Aufbau der IDO wird Eisen in 

Form von Häm benötigt, wodurch auch die intrazellulären Eisenreserven reduziert 
werden. Insgesamt ist dadurch weniger Eisen in der Zelle für das chlamydiale 

Wachstum verfügbar. 

Die Aktivität der IDO reduziert den zellulären Tryptophan-Pool und führt zur Synthese 
toxischer Metabolite. Sowohl die Verarmung an Tryptophan, als auch die 

toxischen Metabolite hemmen das chlamydiale Wachstum (Abb. 46). 
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Abb. 46: Chlamydiale Persistenz in Monozyten - ein hypothetisches Modell 

Chlamydien und IFNγ induzieren die IDO und damit den Abbau von Tryptophan zu toxischen 
Metaboliten. Der Entzug der für das chlamydiale Wachstum essentiellen Aminosäure Tryptophan 
und die toxisch wirkenden Metabolite des Tryptophans verursachen einen Wachstumsstopp der 
Chlamydien. Parallel bewirkt IFNγ über die Reduktion der Transferrin-Rezeptoren (TfR) eine 
Verringerung des Transports von Eisenionen in die Zelle. Gleichzeitig benötigt die IDO Häm-Eisen 
und verbraucht intrazelluläre Eisen-Reserven. Beides führt zur Verarmung an Eisenionen in der 
Zelle. Auch dies hemmt das chlamydiale Wachstum.  
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Darüber hinaus existieren Zusammenhänge zwischen dem Tryptophan- und dem 

Prostaglandin-Stoffwechsel, die relevant für das chlamydiale Wachstum sind: 

Eine Überexpression der IDO führte zu einer reduzierten Cyclooxygenase-2-

Expression und –Aktivität mit konsekutiv modifiziertem Spektrum der synthetisierten 

Prostaglandine (Marshall et al., 2001). Tryptophan ist ein Ko-Faktor der 

Cyclooxygenase. Sowohl die IDO, als auch die COX-2 sind durch IFNγ und LPS 

induzierbar und eisenabhängige Enzyme. Denkbar wäre somit bei begrenztem 

Eisen-Angebot in der Zelle eine Konkurrenz von IDO und COX-2 um verfügbares 

Eisen. 

Eine weitere interessante Beobachtung ist in diesem Zusammenhang die 

Acetylsalicylsäure (ASS)-abhängige Hemmung der Entwicklung von Chlamydophila 

pneumoniae in humanen endothelialen Zellen und HEp-2-Zellen (TIRAN et al., 2002; 

YONEDA et al., 2003). Durch den COX-Hemmer ASS wird die chlamydiale 

Entwicklung durch eine bislang nicht genau aufgeklärte Interferenz an der IDO 

gehemmt. Die Hemmung ist durch Tryptophan-Zusatz aufhebbar (YONEDA et al., 

2003). 

Der Tryptophan-Stoffwechsel ist somit offensichtlich an der Regulation des COX-2-

abhängigen Prostaglandin-Stoffwechsels beteiligt. 

 

Sowohl die IDO, als auch die COX-2 werden durch IFNγ und Chlamydien induziert. 

Beide Enzyme konkurrieren um Eisen. Ihre differentielle Aktivität wird durch 

Tryptophan und Arachidonsäure reguliert (UENO et al., 1982). Die Induktion der 

COX-2 führt einerseits zur Synthese von Entzündungsmediatoren und andererseits 

reduziert sie die IDO-Aktivität und damit die antichlamydiale Wirkung des 

Tryptophan-Abbaus und der Synthese toxischer Metabolite (Abb. 47). Umgekehrt 

führt eine medikamentöse Hemmung der COX-2, z. B. durch ASS zur Steigerung der 

IDO-Aktivität und damit zu einer stärkeren antichlamydialen Wirkung. 

 

Die Synthese von PGE2 wäre somit mit einer verminderten antichlamydialen Aktivität 

der Monozyten durch Hemmung der IDO gekoppelt. Darüber hinaus werden 

präferentiell Th2-Zytokine gebildet, die unzureichend für eine Elimination 

intrazellulärer Erreger sind.  
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Abb. 47: Zusammenhang zwischen Tryptophan-, Eisen- und Prostaglandin-Stoffwechsel - 

ein hypothetisches Modell 
IFNγ und Chlamydien induzieren gleichzeitig die IDO und COX-2. Beide konkurrieren um Eisen-
Ionen. Arachidonsäure, die Ausgangssubstanz der Prostaglandin-Synthese, und Tryptophan haben 
möglicherweise regulatorische Funktionen auf die Aktivität beider Enzyme.  Die Induktion der COX-2 
schwächt möglicherweise die IDO-Aktivität und damit deren antichlamydiale Wirkung, so dass keine 
vollständige Elimination der Chlamydien erfolgen kann. 
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Zusammengenommen zeigen diese Zusammenhänge ein hochkomplexes System, 

das Chlamydien befähigt, der körpereigenen Abwehr zu entgehen und in dem 

Tryptophan, Eisen und Arachidonsäure wichtige Regulatoren an den Stellgrößen 

IDO-COX-2-Aktivität darstellen, die die chlamydiale Persistenz in monozytären Zellen 

ermöglichen. 

 

Weitere Untersuchungen müssen die genannten hypothetischen Zusammenhänge 

prüfen. Eine Aufklärung der präzisen molekularen Mechanismen chlamydialer 

Persistenz ist notwendig, um gezielte therapeutische Ansätze zur Elimination 

persistierender Chlamydien-Infektionen zu entwickeln 
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