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Abkürzungen 
Abb     Abbildung 

AP-1     Aktivator Protein-1 

C. pneumoniae   Chlamydophila pneumoniae 

dATP     Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP     Desoxycytidintriphosphat 

ddH2O     zweifach destilliertes Wasser 

dGTP     Desoxyguanosintriphosphat 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

dNTP     Desoxynukleosidtriphosphat 

dTTP     Desoxythymidintriphosphat 

EDTA     Ethylenamindiaminoessigsäure 

Egr-2     Early growth response-2 

ELISA     enzyme linked immuno-sorbent assay 

FITC     Fluoreszeinisothiocyanat 

HBS     Hepes buffered saline 

HUVEC    humane umbilikal-venöse Endothelzellen 

HUVE-Zellen    humane umbilikal-venöse Endothelzellen 

ICAM-1    intracellular adhesion molecule-1 

IFU     Inclusion-body forming unit 

IL     Interleukin 

LDL     Low density lipoprotein 

MCP-1     Monocyte chemoattractant protein-1 

mRNA     messenger Ribonukleinsäure 

MTT     Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid 

NFκB     Nuclear factor κ B  

OD     optische Dichte 

OPD     ortho-Phenyldiamin 

p.a.     Reinheitsgrad „pro analysi“ 

PAI-1     Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 

PBS     Phosphate buffered saline 

PECAM-1    Platelet-endothelial cellular adhesion molecule-1 
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POD     Peroxydase 

RNA     Ribonukleinsäure 

TF     Tissue factor, Gewebsthromboplastin 

TM     Thrombomodulin 

TNFα     Tumor necrosis factor-α 

Tris     Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

VCAM-1    Vascular cell adhesion molecule-1 

WHO     Weltgesundheitsorganisation 

 

Masseinheiten 
 

g, mg, µg, ng    Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm 

h, min, s    Stunde, Minute, Sekunde 

l, ml, µl    Liter, Milliliter, Mikroliter 

M, mM    Molar, Millimolar 

mm, µm, nm    Millimeter, Mikrometer, Nanometer 

g     Erdbeschleunigung 

v/v     Verhältnis zweier Flüssigkeiten (Volumen/Volumen) 

w/v Konzentration eines gelösten Stoffes in einer Flüssigkeit  

(Gewicht/Volumen) 
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1 Einleitung 

1.1 Allgemeines 

 
In industrialisierten Ländern stellen kardiovaskuläre Erkrankungen die häufigste 

Todesursache dar. Nach Schätzungen der WHO wird die Bedeutung kardiovaskulärer 

Erkrankungen in der Zukunft noch weiter steigen90. Die Arteriosklerose hat im Feld der 

kardiovaskulären Erkrankungen mit Abstand die größte Bedeutung. Die sogenannte 

„Arterienverkalkung“ stellt eine Erkrankung der arteriellen Blutgefäßwände dar. Durch 

Verdickung der Gefäßwände kommt es zur Einengung bis hin zum Verschluß eines arteriellen 

Gefäßes. Eine Vielzahl unterschiedlicher Organerkrankungen können auf arteriosklerotische 

Veränderungen zurückgeführt werden. So ist die Arteriosklerose beispielsweise bei der 

überwiegenden Mehrheit der Patienten mit Herzinfarkt, Schlaganfall und peripher arterieller 

Verschlusskrankheit die zugrunde liegende Erkrankung79. Die Arteriosklerose stellt somit 

eine Erkrankung von herausragender soziologischer und ökonomischer Relevanz dar. 

Aus diesem Grunde wurde in den vergangenen Jahrzehnten mit großer Anstrengung versucht 

die Arteriosklerose zu verhindern und zu behandeln. Die Ergebnisse sind jedoch noch nicht 

zufriedenstellend. Anhand klinischer und epidemiologischer Beobachtungen in großen 

Studien wie der Framingham-Studie hat man Risikofaktoren für die Arteriosklerose 

postuliert43. Als Risikofaktoren gelten beispielsweise Rauchen, erhöhter 

Blutcholesterinspiegel und Diabetes mellitus. Aber auch nicht beeinflussbare Faktoren wie 

hohes Lebensalter, männliches Geschlecht und Herzinfarkte in der Familie kommen bei 

Patienten mit Arteriosklerose gehäuft vor. 

Auch in der Aufklärung der Ursachen ist man große Schritte vorangekommen10,78. Doch auch 

heute ist die Ätiologie der Arteriosklerose nicht vollständig geklärt. 
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1.2 Physiologie der arteriellen Strombahn 

 

1.2.1 Aufbau von Arterien 

 

Arterien sind Blutgefäße, die Blut vom Herzen zur Peripherie leiten. Die Arterienwand, die 

das Lumen umgibt, muss somit starken Druckschwankungen standhalten.  

Sie ist aus drei Schichten aufgebaut, der Tunica intima, der Tunica media und der Tunica 

externa41. 

Die direkt das Lumen begrenzende Schicht wird Tunica intima genannt. Sie besteht aus einem 

einschichtigen Endothelzellverband, welcher durch eine dünne Basallamina von einer Lage 

subendothelialen Bindegewebes getrennt wird.  

An die Tunica intima grenzt die Tunica media. Sie besteht aus elastischen Fasernetzen und 

Membranen und daran inserierenden glatten Muskelzellen.  

Die Tunica externa, auch Adventitia genannt, besteht aus lockerem Bindegewebe. 

In der Adventitia und dem äußeren Anteil der Tunica media finden sich zudem noch Gefäße 

(Vasa vasorum) und vereinzelt Nerven. 

Im Aufbau unterscheidet man zwei Arten von Arterien, solche vom elastischen und solche 

vom muskulären Typ. Arterien vom elastischen Typ findet man herznah. Arterien vom 

muskulären Typ findet man herzfern. Sie stellen die Mehrheit der Arterien dar. Der Übergang 

zwischen diesen beiden Unterformen ist fließend. 

Arterien vom muskulären Typ besitzen in ihrer Tunica media hauptsächlich glatte 

Muskelzellen, während sie gegenüber Arterien vom elastischen Typ bei weitem weniger 

elastische Fasern haben. 
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Abbildung 1: Wandaufbau einer Arterie vom muskulären Typ (aus Geneser, Histologie) 

 

1.2.2 Funktionen des Endothels 

 

Das Endothel ist eine höchst stoffwechselaktive Zellschicht, die immunologische, 

regulierende und gerinnungsaktive Funktionen wahrnimmt116. 

Diese Funktionen sind nicht als unabhängig anzusehen, sondern stehen im engen 

Zusammenhang75,97. 

Das Endothel kann sowohl pro- als auch antithrombogene Wirkung besitzen8. Unter 

physiologischen Bedingungen überwiegt die antithrombogene Wirkung. Proteine an der 

Zelloberfläche inaktivieren aktivierte Gerinnungsfaktoren und verhindern somit eine 

Thrombosierung des Gefäßlumens31,75.  

Eine zentrale Rolle spielt hierbei das Oberflächenmolekül Thrombomodulin. Das endotheliale 

Oberflächenmolekül aktiviert nach Bindung von Thrombin den regulatorischen Faktor Protein 

C. Des weiteren funktioniert es als Thrombinrezeptor und vemindert auf diesem Wege das 

frei verfügbare Thrombin. Protein C inaktiviert die Gerinnungsfaktoren Va und VIIIa und 

bremst dadurch die Gerinnungskaskade31.  

Unter nicht-physiologischen Bedingungen, wie zum Beispiel in entzündetem Gewebe oder 

nach Verletzungen, verliert das Endothel seine antithrombogene Wirkung. Im Gegenteil, 

werden die Endothelzellen aktiviert, wirken sie prothrombogen. In den Endothelzellen wird 
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vermehrt Tissue Factor (TF) und Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) produziert und 

ins Gefäßlumen abgegeben28,47,94,118. Dies bewirkt auf der einen Seite eine verstärkte 

Aktivierung der intrinsischen Gerinnungskaskade und auf der anderen Seite eine Hemmung 

der entgegenwirkenden Thrombolyse. 

Das bereits erwähnte Oberflächenmolekül Thrombomodulin wird unter inflammatorischen 

Bedingungen vermindert exprimiert87,92,109. Dies kann ein Grund für das schwere 

Gerinnungsungleichgewicht bei septischen Krankheitsbildern sein33.  

  

1.3 Pathophysiologie der Arteriosklerose 

 

1.3.1 Histologie arteriosklerotischer Plaques 
 
Die Entstehung der Arteriosklerose ist ein über Jahre andauernder Prozess und durchläuft 

unterschiedliche aufeinanderfolgende makroskopisch sichtbare Stadien10,103. 

Erstes Stadium der Arteriosklerose sind die sogenannten Lipidstreifen (engl.: fatty streaks). 

Diese makroskopisch sichtbaren Lipideinlagerungen können schon bei Säuglingen beobachtet 

werden. Sie gelten als reversibel. Fibröse Plaques stellen das zweite Stadium der 

Arteriosklerose dar. Es handelt sich hierbei um bindegewebige Verdickungen der 

Arterienwand. Als drittes Stadium der Arteriosklerose bezeichnet man komplexe Läsionen. 

Diese auch Atherom genannten pathologischen Veränderungen bestehen aus tumorartigen 

Gewebe mit zentraler Nekrose. Durch Einlagerung von Kalksalzen imponieren Atherome als 

hart und unflexibel. Das betroffene Gefäß versteift.  

Auch histologisch können für jedes Stadium der Arteriosklerose spezifische Vorgänge 

benannt werden.  

Im Stadium der Lipidflecke imponieren Ansammlungen von Makrophagen in der Tunica 

intima. Diese Makrophagen enthalten in ihren Vakuolen große Mengen aufgenommener 

Cholesterinester. Deshalb bezeichnet man sie als Schaumzellen.  

Das Stadium der fibrösen Plaques ist durch die Proliferation glatter Muskelzellen 

gekennzeichnet10. Es kommt zu einer Fibrosierung des Gewebes durch Synthese von 

Interzellularmatrix von den proliferierenden glatten Muskelzellen. 

Im Stadium der komplexen Läsion, auch Atherom genannt, findet man eine zentrale Nekrose, 

welche von Bindegewebe umgeben ist. Im Bindegewebe befinden sich spezialisierte Zellen, 
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sogenannte „pericyte-like cells“ an welche sich Kalksalze anlagern10. Durch langsame 

Einsprossung von Kapillaren wird das Gewebe organisiert. 

 

1.3.2 Molekularbiologie der Arteriosklerose 

 
Die Assoziation von Hypercholesterinämie und Arteriosklerose hat über Jahrzehnte die 

Arterioskleroseforschung dominiert. Bereits sehr früh hat man erkannt, dass 

Hypercholesterinämie zu einer verstärkten Adhäsion von Leukozyten an die Tunica intima 

führt96. Diese Leukozyten-Endothel-Interaktion nimmt heute in der Arterioskleroseforschung 

einen zentralen Platz ein. Sie führte weg von der Arteriosklerose als einer proliferativen 

Erkrankung einzelner Gefäßabschnitte und hin zu der Sicht der Arteriosklerose als lokale 

inflammatorische Erkrankung78,79. 

Die sehr frühe Leukozytenrekrutierung konnte in experimentellen Modellen auf eine 

Erhöhung endothelialer Oberflächenadhäsionsmoleküle insbesondere vascular cell adhesion 

molecule-1 (VCAM-1) zurückgeführt werden23,24. Nach Adhäsion der Leukozyten kommt es 

zur Diapedese durch die Endothelzellschicht. Für diese gerichtete Migration ist ein 

Chemokingradient der auslösende Faktor. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-

1/CCL2) und Interleukin-8 (IL-8) konnten als zentrale Mediatoren hierfür ermittelt 

werden13,48,120. Beide Moleküle werden in arteriosklerotischen Plaques vermehrt sezerniert66.  

Der Entzündungsprozess wird durch modifizierte low-density Lipoproteine (LDL) weiter 

aufrechterhalten. Diese oxidierten oder glykosilierten Lipoproteine werden von den zu 

Makrophagen differenzierten eingewanderten Monozyten über den Scavenger-Rezeptor 

unreguliert aufgenommen. Sie speichern die Lipide in Vakuolen. Es entsteht mikroskopisch 

das Bild von „Schaumzellen“. Aktivierte Schaumzellen produzieren nun ihrerseits eine Reihe 

von Zytokinen, u.a. Interleukin-1 (IL-1) und Tumor Necrosis Factor α (TNFα) welche die 

Entzündungsreaktion verstärken. 
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Proinflammatorische 
Zytokine

MCP-1/CCL2

CCR2

Modifiziertes LDL

Endothelzelle

VCAM-1 ⇑
NFκB ⇑
AP-1 ⇑

Monozyt Einwandernder Monozyt

Gewebsmakrophage/
„Schaumzelle“

Scavenger-
Rezeptor

TM ⇓
TF ⇑
PAI-1 ⇑

Gefäßlumen

Tunica intima
 

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Arterioskleroseinitialphase 

Die Erhöhung der Oberflächenexpression von VCAM-1 und der MCP-1/CCL2-Gradient führen zur Invasion 
CCR2-positiver Monozyten, welche sich zu Gewebsmakrophagen ausdifferenzieren und über die unregulierte 
Aufnahme modifizierter LDL Schaumzellen bilden. 
 

 

Auch die hämostaseologischen Eigenschaften des Endothels werden im Verlauf der 

Arteriosklerose beeinflusst . Eine Hochregulierung des Gewebsthromboplastins (Tissue 

factor, TF) und des Plasminogen Aktivator Inhibitors Typ 1 (PAI-1) konnte sowohl in 

Patientenproben als auch in experimentellen Arteriosklerosemodellen nachgewiesen 

werden30,76,122. Neben der vermehrten Expression verschiedener Moleküle wird auch eine 

herabgesetzte Expression einiger anderer Moleküle beobachtet. Als Beispiele seien hier der 

endotheliale Protein C Rezeptor und Thrombomodulin genannt72,115. Diese Veränderungen 

der Endothelzellen bewirken einen prokoagulatorischen Phänotyp, welcher vor allem bei der 

Plaqueruptur und darauffolgender Freisetzung der genannten Substanzen die Thrombosierung 

des Gefäßes begünstigt. 

Aus welchem Grund es zu diesen Expressionsveränderungen kommt, ist erst in Ansätzen 

geklärt. 

Den Expressionsveränderungen voraus geht eine Aktivierung von frühen 

Transkriptionsfaktoren (Immediate Early Transcription Factors). Es konnte nachgewiesen 

werden, dass in frühen arteriosklerotischen Läsionen die Aktivität von Nuclear Factor Kappa 
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B (NFκB) heraufgesetzt ist14,49,77. NFκB ist ein zentraler Transkriptionsfaktor 

inflammatorischer Stimuli wie beispielsweise Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNFα) und bewirkt 

unter anderem die Expression von Leukozytenadhäsionsmolekülen und Chemokinen6. Ein 

weiterer zentraler Transkriptionsfaktor ist der Aktivator-Protein-1 Komplex (AP-1), welcher 

durch Dimerisation von Onkogenprodukten der Familien c-jun und c-fos entsteht61. AP-1 ist 

in Zellproliferationsprozesse involviert. Auch ein Zusammenhang zwischen der Erhöhung 

von AP-1 und der Arteriosklerosepathogenese konnte nachgewiesen werden91,123. 

 

1.3.3 Chlamydientheorie 

 
Hyperlipidämie stellt nicht den einzigen Risikofaktor der Arteriosklerose dar. Im Laufe der 

letzten Jahrzehnte wurde ein Risikofaktorenprofil für die Entstehung der Arteriosklerose 

aufgestellt79. Die Theorie der Arterioskleroseentstehung wurde durch einige wichtige Facetten 

ergänzt. Seit kurzem wird eine Infektion mit Chlamydophila pneumoniae als ein weiterer 

unabhängiger Risikofaktor diskutiert84,104. 

Ende der achtziger Jahre wurde von einer finnischen Arbeitsgruppe beschrieben, dass 

Patienten mit Arteriosklerose überdurchschnittlich häufig Antikörper gegen ein damals noch 

unbekanntes Bakterium der Familie Chlamydiaceae aufwiesen104,105. Chlamydophila 

pneumoniae ist ein häufiger Erreger ambulant erworbener Pneumonien56. In weiteren 

serologischen Studien konnte eine Korrelation zwischen positivem Antikörpertiter und 

koronarer Herzkrankheit bestätigt werden5,11,25,26, in anderen Studien wurde kein 

Zusammenhang festgestellt34. Zudem wurde C. pneumoniae mit den unterschiedlichsten 

Verfahren in arteriellen Plaques nachgewiesen5,60,70, auch hier gab es jedoch widersprüchliche 

Ergebnisse58. In einigen Fällen konnten die Erreger aus Plaques sogar kultiviert werden85. 

Uneinheitlich sind die Ergebnisse aus tierexperimentellen Untersuchungen. Caligiuri et al. 

konnten keinen Einfluss von C. pneumoniae auf die Entwicklung der Arteriosklerose in 

Apolipoprotein E (ApoE) defizienten Mäusen, welche früh an Arteriosklerose erkranken, 

nachweisen17. Fong et al. hingegen beschrieben eine Induktion von Arteriosklerose in 

Kaninchen durch C. pneumoniae35. 

Es stellte sich somit die Frage: Ist C. pneumoniae ein Erreger ohne Krankheitswert, der sich 

in Atheromen niederlässt („innocent-bystander“ Hypothese), oder sind die Chlamydien die 

Initiatoren der Atherome? 

Zur Beantwortung dieses Punktes muss geklärt werden, ob C. pneumoniae die Veränderungen 

hervorrufen kann, die in der Pathogenese der Arteriosklerose eine Rolle spielen. Von 
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verschiedenen Arbeitsgruppen konnte bereits gezeigt werden, dass C. pneumoniae sich in den 

unterschiedlichsten Zellen, welche im Arterioskleroseprozess eine Rolle spielen, in vitro 

vermehren kann. Der Beweis hierfür ist für Endothelzellen42,62, Makrophagen40 und glatte 

Muskelzellen65,102 erbracht worden. 

 

1.4 Mikrobiologie von Chlamydophila pneumoniae 
 

Chlamydophila pneumoniae ist ein häufiger Erreger von respiratorischen Infektionen bei 

Jugendlichen56,82.  

Die Infektion mit C. pneumoniae ist vermutlich eine Anthroponose, der Mensch stellt das 

einzige Erregerreservoir dar81. Die Übertragung von Mensch zu Mensch erfolgt aerogen. Die 

Infektion manifestiert sich als Tracheitis, interstitielle Pneumonie oder als eine andere 

Affektion des Respirationstraktes. Der Verlauf der Erkrankung ist zumeist gutartig. 

Der Keim gehört zur Gattung Chlamydiophila der Familie Chlamydiaceae. Außer C. 

pneumoniae gehören noch andere humanpathogene Keime zur Familie der Chlamydiaceae. 

Es handelt sich hierbei um Chlamydia trachomatis, den Erreger des Trachoms, 

aszendierender Genitalinfektionen sowie des Lymphgranuloma venereums und um 

Chlamydophila psittacii, den Erreger der Psittakose, einer von Vögeln übertragbaren 

interstitiellen Pneumonie81. 

Die Gattung Chlamydia ist seit 1907 bekannt. In diesem Jahr wies von Prowazek 

Einschlusskörper im Konjunktivalepithel von Trachompatienten nach45. 

C. pneumoniae wurde im Jahr 1965 in Taiwan als TW-183 zum ersten Mal isoliert45. 1986 

wurde C. pneumoniae mit respiratorischen Infektionen in Zusammenhang gebracht und ihm 

der Name TWAR (Taiwan Acute Respiratory) verliehen46. Die Umbenennung zu C. 

pneumoniae und die Einordnung in die Gattung Chlamydia erfolgte 198945. Die Unterteilung 

der Gattung Chlamydia in Chlamydia (C. trachomatis) und Chlamydophila (C. pneumoniae 

und C. psittacii) erfolgte 199932. 

Chlamydien sind kleine, obligat intrazelluläre Bakterien81. Die obligate intrazelluläre 

Vermehrung beruht auf der Tatsache, dass Chlamydien, im Gegensatz zu anderen Bakterien, 

die Fähigkeit zur Synthese von Nukleotiden fehlt. Sie sind somit auf die Versorgung mit 

Nukleotiden von der eukaryonten Wirtszelle angewiesen und befinden sich bei der 

Versorgung mit essentiellen Nährstoffen in ständiger Konkurrenz zur Wirtszelle7. 

Im Lebenszyklus von C. pneumoniae unterschiedet man zwei Formen, das Elementarkörper 

und das Initialkörper7. 
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Das Elementarkörper stellt die extrazelluläre, infektiöse und nicht vermehrungsfähige Form 

dar. C. pneumoniae adhäriert an Glycosaminoglykane der Zelloberfläche119. Nach Adhäsion 

und Eindringen in die eukaryonte Zelle wandelt sich C. pneumoniae von einer cystinreichen 

Membran umgeben in Initialkörper um und fangen an sich in dieser Vakuole zu vermehren. In 

den Vakuolen entstehen Chlamydien unterschiedlicher Entwicklungsstadien, später auch 

Elementarkörper. Diese lichtmikroskopisch sichtbare Vakuole wird Einschlusskörper 

genannt. Etwa drei Tage nach Infektion kommt es zur Ruptur der Wirtszelle und die 

entstandenen Einschlusskörper werden freigesetzt und können erneut Zellen infizieren. 

Zellkern

Elementarkörper

Phagosom

Initialkörper

A

D

C

B

E

Einschlusskörper
 

Abbildung 3: Der Vermehrungszyklus von Chlamydophila pneumoniae 
In der Darstellung werden die verschiedenen Phasen der Vermehrung schematisch dargestellt. 
A: Adhäsion eines Elementarkörpers an die Wirtszelle 
B: Internalisation und Umwandlung zu einem Initialkörper 
C: Vermehrung der Initialkörper 
D: Umwandlung zu Elementarkörper und Beginn der Degradation des Zellkerns  
E: Lyse der Zelle und Freisetzung von Elementarkörper 
 
Neueste Untersuchungen zeigten einen weiteren Weg, wie C. pneumoniae die Wirtszelle ohne 

Invasion beeinflussen kann. Okashi und Kollegen konnten zeigen, dass das nicht-adaptive 

Immunsystem über den Rezeptor Toll-like Receptor 4 auf das chlamydiale Protein HSP60 

reagiert95. Dieser Rezeptor ist auch auf der Oberfläche von Endothelzellen vorhanden und 

bewirkt eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-11. In Epithelzellen des 

Respirationstraktes konnten von Jahn und Kollegen nach C. pneumoniae-Infektion eine 

Hochregulation des Transkriptionsfaktors NFκB sowie die vermehrte Synthese von IL-8 und 

ICAM-1 nachgewiesen werden55. 
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1.5 Zielsetzung und experimentelle Strategie 

 

Endothelzellen sind entscheidend an der Aufrechterhaltung der Funktion der Blutgefäße 

beteiligt. Durch ihre Hämostase-beeinflussenden Faktoren halten sie das Gleichgewicht von 

Koagulation und Fibrinolyse aufrecht. 

Aus diesem Grund wurden humane Endothelzellen als Experimentalsystem ausgewählt. 

Hierbei wurden humane umbilikal-venöse Endothelzellen verwendet4. Da diese Zellen von 

sehr vielen Forschungsgruppen verwendet werden, die ähnliche Untersuchungen 

durchführten22,38,68,86, konnten dadurch gute Vergleichsmöglichkeiten geschaffen werden. 

Vorausgegangene Untersuchungen haben eine Änderung des Expressionsmusters 

verschiedener Gene nach Infektion mit C. pneumoniae in den unterschiedlichen beteiligten 

Zellpopulationen gezeigt27,68. Nach Durchsicht der neueren Literatur wurden aufbauend auf 

kürzlichen Ergebnissen im Bereich der Hämostasefaktoren27,38 die Moleküle 

Thrombomodulin, PAI-1 sowie PECAM-1 auf ihre Expression überprüft. 

Weiterhin sollte mit dieser Arbeit Licht auf die noch weitgehend unerforschten Auswirkungen 

einer Infektion mit C. pneumoniae auf die unmittelbare zelluläre Signaltransduktion geworfen 

werden. Vorausgehende Arbeiten konnten belegen, dass eine Infektion mit C. pneumoniae 

den Transkriptionsfaktor NFκB aktiviert und die Expression in verschiedenen 

Zellpopulationen steigert68. Somit lag es nahe, einen neben NFκB weiteren zentralen 

Transkriptionsfaktor für Zellaktivierung und –wachstum zu untersuchen. 

Unter inflammatorischen Bedingungen wird neben NFκB ein weiterer intrazellulärer 

Signaltransduktionsweg über Mitogen-aktivierte Protein(MAP)-Kinasen eingeschaltet. Dieser 

intrazelluläre Kaskade mündet in der Aktivierung des Aktivator-Protein-1 Komplexes, 

welcher als Transkriptionsfaktor proinflammatorische und proliferative Gene 

heraufreguliert61,107,123. Der Aktivator-Protein-1 Komplex ist ein Transkriptionsfaktor, 

welcher sowohl durch inflammatorische Stimuli wie Zytokine als auch durch 

Wachstumsfaktoren induziert wird. Die Regulation des AP-1 Komplexes erfolgt auf mRNA-

Ebene, durch posttranslationale Modifikation und durch Regulation des Abbaus. Aus diesem 

Grunde wurde die Expression der Monomere c-jun und c-fos auf Ebene der mRNA-

Expression und Proteinexpression untersucht.  
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Als weiterer Transkriptionsfaktor wurde Egr2/KROX-20 untersucht. Er gehört zur Familie 

der „early growth response“ Gene und stellt einen weiteren proliferativen 

Transkriptionsfaktor dar39,59,99,106,121. 

Auf diesem Wege sollte die Chlamydienhypothese auf zellulärer Ebene kritisch überprüft 

werden. Durch geeignete Testverfahren wurden molekulare Parameter der Blutgerinnung und 

frühe Transkriptionsfaktoren untersucht. 

Die Mehrzahl der zu untersuchenden Faktoren wurde auf zwei Ebenen untersucht, der Ebene 

der Gentranskription und der Ebene der Translation. Zur Analyse der Transkription wurde die 

Northern Blot Methode verwendet, die Proteinexpression wurde mittels proteinanalytischer 

Verfahren (zellulärer ELISA, Western Blot) untersucht. 
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2 Materialien 
 

2.1 Geräte 
 

Autoklav Webeco, Bad Schwabach 

Begasungsbrutschrank Heraeus, Osterrode 

Memmert, Schwalbach 

Betacounter Rackbeta 1217 LKB, Bromma, Schweden 

CASY 1 Cell Counter Schärfe System, Reutlingen 

Crosslinker, UV-Stratalinker 1800 Stratagene, Heidelberg 

Elektrophoreseapparatur für DNA/RNA-Gele BioRad, München 

Elektrophoreseapparatur für Proteingele Stratagene, Heidelberg 

ELISA-Photometer SLT, Crailsheim 

Filmkammer mit Verstärkerfolie Intas, Göttingen 

Hybridisierungsofen Stratagene, Heidelberg 

Laborwaage A & D Company, USA 

Magnetrührer Heidolph, Kelkheim 

Magnetrührer MR2002 Heidolph Elektro, Kelheim 

Mikroskop (Phasenkontrast) Olympus Optical, Japan 

Mikroskop Axiovert Carl Zeiss, Jena 

pH-Meter WTW, Weilheim 

Phosphorimager SF Molecular Dynamics, 

Sunnyvale, USA 

Photometer Genequant® Pharmacia, Freiburg 

Pipetten Gilson, Frankreich 

Eppendorf, Hamburg 

Push Column Beta Shield Device Stratagene, Heidelberg 

Rollinkubator Karl Hecht, Sondheim 

Schüttler Bühler 

Signalverstärkerfolien Cronex Lightning Plus DuPont, Boston, USA 

Spannungsgeräte BioRad, München 
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Sterile Arbeitsbänke 

 

Flow Laboratories, Meckenheim 

Heraeus, Osterrode 

Storage Phosphor Screen Molecular Dynamics, 

Sunnyvale, USA 

Ultraschallgerät Branson Sonifier Cell Disruptor Heinemann, Schwäbisch Gmünd

UV-Stratalinker 1800 Stratagene, La Jolla, USA 

Vakuumkonzentrator Bachhofer, Reutlingen 

Wasserbad Köttermann, Hänigsen 

Zellzählgerät Schärfe System, Reutlingen 

Zentrifugen:  

Sorvall RC 3 (Rotor HG-4) 

Haereus Megafuge 1.0 (Rotor #3360) 

Tischzentrifuge Eppendorf  

 

Sorvall, Langenselbold 

Haereus, Hanau 

Eppendorf, Hamburg 

 

 

2.2 Gebrauchsartikel 
 

Falcon-Röhrchen Becton Dickinson, Lincoln Park, 

USA 

Filme X-OMAT AR Eastman Kodak Co., Rochester, 

USA 

Gewebekulturröhrchen: Polystyrene-Röhrchen 6 ml, steril Greiner, Frickenhausen 

Glasplättchen (für Kultur in Gewebekulturröhrchen), 

Ø12mm 

Nunc, Roskilde, Dänemark 

Glaswaren Schott, Mainz 

Knopfkanülen und Nadeladapter Greiner, Frickenhausen 

Kulturflaschen 25 cm² und 80 cm² (aus Polystyrene, steril) Nunc, Roskilde, Dänemark 

Mikrotiterplatten (mit 96 Vertiefungen) Nunc, Roskilde, Dänemark 

Nitrozellulose Transfermembran BA 85 Schleicher und Schuell, Dassel 

Nylonmembran Hybond N+- Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, UK 

Reinigungssäulen NucTrap Stratagene, Heidelberg 

Sedimentationsröhrchen 12 ml und 50 ml (Polypropylen) Greiner, Frickenhausen 
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Spritzen Braun, Melsungen 

Zellschaber, 23 cm Nunc, Roskilde, Dänemark 

Zentrifugenröhrchen 1,5 und 2 ml Eppendorf, Hamburg 

 

 

2.3 Chemikalien 
 

Allgemeine Laborchemikalien, Lösungsmittel und 

Feinchemikalien in p.a. Qualität 

Boeringer, Mannheim 

Merck, Darmstadt 

Pierce, Köln 

Roth, Karlsruhe 

Serva, Heidelberg 

Sigma, Deisenhofen 

 

 

2.4 Medien und Zusätze 
 

Amphoterizin B GibcoBRL, Karlsruhe 

Ampicillin GibcoBRL, Karlsruhe 

Cyclohexemid Sigma, Deisenhofen 

Endothelzellmedium Customers Formulation Promocell,  

Fötales Kälberserum, hitzeinaktiviert GibcoBRL, Karlsruhe 

Gentamicin Serva, Heidelberg 

Hanks’ Salzlösung (HBSS) GibcoBRL, Karlsruhe 

L-Glutamin GibcoBRL, Karlsruhe 

Minimal essential Medium mit „Earles salts“ und 25 mM 

HEPES 

GibcoBRL, Karlsruhe 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) GibcoBRL, Karlsruhe 

Penicillin Serva, Heidelberg 

Streptomycin Serva, Heidelberg 

Vitaminlösung GibcoBRL, Karlsruhe 
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2.5 Proteine und Antikörper 
 

Anti-Chlamydia-Antikörper (Pathfinder Chlamydia Culture 

Conformation System, FITC-gekoppelt, Maus) 

Sanofi Diagnostics Pasteur, USA

Anti-c-jun(H79)-Antikörper (IgG, Hase) Santa Cruz Laboratories, USA 

Anti-Hasen-IgG-Antikörper (POD-gekoppelt, Ziege) Dianova, Hamburg 

Anti-Maus-IgG-Antikörper (POD-gekoppelt, Ziege) Dianova, Hamburg 

Anti-PECAM-1-Antikörper (IgG, Maus) Institut für Hämostaseologie und 

Transfusionsmedizin 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 

Anti-Thrombomodulin-Antikörper (IgG, Maus) 

 

Institut für Hämostaseologie und 

Transfusionsmedizin 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 

Proteingrößenstandard Prestained SDS-Page Standard Low 

Range 

BioRad, München 

 

 

2.6 Nuklide, Oligonukleotide und DNA 
 

[α32P] dATP Amersham Buchler, 

Braunschweig 

DNA-Längenstandards GibcoBRL, Karlsruhe 

PAI-1 cDNA Institut für Hämostaseologie, 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 

Plasmid E300 (Vektor pUC18, Insert c-fos) 

Flankierende Restriktionsschnittstellen: Sac I, Hpa I 

IMT, Marburg 

AG Prof. Dr. R. Müller 

Plasmid pHJ (Vektor Bluescript SK, Insert c-jun) 

Flankierende Restriktionsschnittstellen: EcoR I, Hind III 

Institut für Hämostaseologie, 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 

Plasmid pJDM1118 (Vektor CMVneo, Insert EGR-

2/KROX-20) 

Flankierende Restriktionsschnittstellen: Mlu I, Xba I 

Institut für Hämostaseologie, 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 

Thrombomodulin cDNA Institut für Hämostaseologie, 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 
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β-Aktin cDNA Institut für Hämostaseologie, 

Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim 

 

 

2.7 Enzyme 
 

Kollagenase GibcoBRL, Karlsruhe 

Trypsin GibcoBRL, Karlsruhe 

DNA-Restriktionsendonukleasen 

(Sac I, Hpa I, EcoR I, Hind III, Mlu I, Xba I) 

Pharmacia Biotech, Freiburg 

 

 

2.8 Spezielle Materialien 
 

ECL-Lösung Amersham Buchler, 

Braunschweig 

High Prime DNA Labelling Kit 

• High Prime Reaktionsgemisch 

• dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

Boehringer, Mannheim  

Hybridisierungslösung Quickhyb Stratagene, Heidelberg 

QIAquick Gel Extraktion Kit 

• Puffer QX1 

• Puffer PE 

• Puffer EB 

Qiagen, Hilden 

Bicinchonic Acid (BCA) Assay Kit 

• Lösung A 

• Lösung B 

Pierce, USA 
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2.9  Hergestellte Puffer, Medien und Lösungen 
 

Auftragspuffer (2x) für 

Denaturierende Agarosegele 

0,08 

4 

15 

82,5 

4 

0,2 

M 

mM 

% (v/v) 

% (v/v) 

% (w/v) 

% (w/v) 

Triethanolamin pH 7,5 

EDTA 

37% Formaldehyd 

Formamid (deionisiert) 

Ficoll 400 

Bromphenolblau 

 

Auftragspuffer (5x) für Agarosegele 25 

150 

0,05 

25 

mM 

mM 

% (w/v) 

% (w/v) 

Tris/HCl, pH 7,0 

EDTA 

Bromphenolblau 

Glycerin 

 

Auftragspuffer für denaturierende 

Agarosegele 

0,35 

10,28 

36 

0,6 

0,012 

M 

% 

% 

M 

% 

Tris/HCl, pH 6,8 

SDS 

Glycerin 

DTT 

Bromphenolblau 

 

Blotpuffer für Western Blot 20 

216 

20 

mM 

mM 

% 

Tris 

Glycin 

Methanol 

 

Coomassie-Färbelösung 0,25 

45,40 

12,80 

% (w/v) 

% (v/v) 

% (v/v) 

Coomassie Brilliant Blue R 250 

Methanol 

Essigsäure 

 

Entfärbelösung für Coomassie 20,0 

7,5 

3,0 

% (v/v) 

% (v/v) 

% (v/v) 

Isopropanol 

Essigsäure 

Glycerin 
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GuSCN-Puffer 4 

25 

0,5 

M 

mM 

% (w/v) 

Guanidinthiozyanat 

Natriumzitrat 

N-Lauroylsarkosin 

 

HBS 137 

4 

11 

10 

 

mM 

mM 

mM 

mM 

NaCl 

KCl 

Glucose 

HEPES 

Mit 1M NaOH pH 7,5 einstellen 

 

Laufpuffer für denaturierende 

Agarosegele 

0,04 

2 

8,3 

M 

MM 

% (v/v) 

Triethanolamin pH 7,5 

EDTA 

37% Formaldehyd 

 

LB-Agarplatten 1 

0,5 

1 

1,5 

% (w/v) 

% (w/v) 

% (w/v) 

% (w/v) 

NaCl 

Hefeextrakt 

Casein Hydrolysat 

Agar 

autoklavieren, zugeben von 

Ampicillin und ausplatieren in 

sterile Petrischalen (25ml) 

 

LB-Medium 1 

0,5 

1 

% (w/v) 

% (w/v) 

% (w/v) 

NaCl 

Hefeextrakt 

Casein Hydrolysat 

Autoklavieren und Zugabe von 

Ampicillin (100µg/ml) 

 

Lysepuffer 200 

1 

mM 

% 

NaOH 

SDS 

 

Methylenblau+-Lösung 0,04 

0,5 

% (w/v) 

M 

Methylenblau 

Natriumacetat pH 5,2 
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MTT-Lösung 5 mg/ml MTT in PBS 

 

NaOAc-Lösung 16,42 

40 

35 

 

g 

ml 

ml 

NaOAc 

ddH2O 

Eisessig 

pH 4 einstellen, ad 100ml ddH2O 

 

Neutralisationspuffer 3 M KOAc, pH 5,5 

 

PBS 140,0 

2,7 

10,1 

1,8 

mM 

mM 

mM 

mM 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4

KH2PO4 

 

Pierce Reagenz 10 

0,2 

ml 

ml 

Lösung A des BCA-Assay Kits 

Lösung B des BCA-Assay Kits 

Ponceau S-Lösung 10 

40 

ml 

ml 

Ponceau S 

PBS 

 

Resuspendierungspuffer 50 

10 

100 

mM 

mM 

µg/ml 

Tris/HCl, pH 8,0 

EDTA 

Rnase A 

RIPA-Puffer 50 

7,5 

2,5 

1,25 

250 

Ml 

ml 

ml 

g 

ml 

1 M Tris/HCl, pH 7,5 

5 M NaCl 

Nonidet P-40 

Desoxycholat-Natriumsalz 

ddH2O 

RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitor 4,8 

0,2 

ml 

ml 

RIPA-Puffer 

Protease-Inhibitor 25 x 

Rotiphorese Gel 30 30 

0,8 

% 

% 

Acrylamid 

N,N'-Methylen-Bis-Acrylamid 
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SDS-Auftragspuffer (6x) 0,35 

10,3 

36 

0,6 

0,01 

M 

% (w/v) 

% (v/v) 

M 

% (w/v) 

Tris/HCl, pH 6,8 

SDS 

Glycerin 

DTT 

Bromphenolblau 

SDS-Laufpuffer 50 

384 

0,2 

mM 

mM 

% (w/v) 

Tris base 

Glycin 

SDS 

SOC-Medium, pH 7,0 2 

0,5 

10 

2,5 

10 

10 

20 

% (w/v) 

% (w/v) 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

Casein Hydrolysat 

Hefeextrakt 

NaCl 

KCl 

MgCl2 

MgSO4

Glucose 

 

SSC 0,15 

0,015 

M 

M 

Natriumchlorid 

Natriumzitrat 

 

Standardmedium 10 

1,2 

2,5 

50 

2 

 

 

% (v/v) 

µg/ml 

µg/ml 

µg/ml 

mM 

Fötales Kälberserum 

Cyclohexemid 

Amphotericin B 

Gentamicin 

L-Glutamin 

in minimal essential Medium mit 

“Earles Salts” und 25 mM HEPES 

 

STE-Lösung 100 

10 

1 

mM 

mM 

mM 

NaCl 

Tris-HCl (pH 7,5) 

EDTA 

 

 

 

 



Materialien   26  

Substratpuffer für cELISA 4 

9 

1 

100 

mg 

ml 

ml 

µl 

O-Phenyldiamin 

0,1M di-Natriumhydrogenphosphat 

0,5M Zitronensäuremonohydrat 

H2O2 

 

TAE-Puffer 40 

1 

20 

mM 

mM 

mM 

Tris-Base 

EDTA 

Natriumazetat 

 

TBE-Puffer 0,1 

0,1 

0,002 

M 

M 

MM 

Tris-Base 

Borsäure 

EDTA, pH 8,0 

 

Trypsin/EDTA 20 

5 

0,72 

0,005 

mM 

mM 

% (v/v) 

% (v/v) 

HEPES-Puffer, pH 7,6 

EDTA 

NaCl 

Trypsin 
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2.10  Zellen und Zelllinien 
 

2.10.1  Prokaryontische Zellen 
 

Chlamydophila pneumoniae: 

GiD; Herkunft: Institut für medizinische Mikrobiologie, Justus-Liebig-Universität Gießen 

(Isolat eines Patienten mit akuter Bronchitis)57

 

Escherichia coli: 

JM109; Herkunft: Promega 

 

 

2.10.2  Eukaryontische Zellen 
 

HEp-2 Zellinie: 

Humane Larynxkarzinomzellinie mit epithelialer Morphologie, HeLa- Charakteristika 

(ECACC Nr.:86030501; ATCC Nr. CCL 23) 

 

Humane umbilikal-venöse Endothelzellen (HUVEC): 

Eigene Präparation aus humanen Nabelschnüren (freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

vom Hochwaldkrankenhaus, Bad Nauheim und der Hessenklinik, Wetzlar) 
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3 Methoden 
 

3.1 Experimentelle Bedingungen 
 
Sofern nicht anders erwähnt wurden alle Reaktionen bei Raumtemperatur durchgeführt. 
 

3.2 Zellkultur 

 

3.2.1 Kultur von HEp-2 Zellen 

 

3.2.1.1 Kulturstart 

 

Die in flüssigem Stickstoff gelagerten HEp-2 Zellen wurden in einem 37°C warmen 

Wasserbad aufgetaut. Die Suspension wurde in 20 ml Standardmedium aufgenommen. Es 

folgte eine Zentrifugation über 10 Minuten bei 43,3 g. Das Sediment wurde mit 8 ml 

Standardmedium vorsichtig resuspendiert und in eine Kulturflasche überführt. 

 

3.2.1.2 Passage der Kultur 

 

Nach erreichen der Konfluenz wurden die HEp-2-Zellen mit 5 ml Trypsin vom Boden des 

Kulturgefäßes gelöst. Der Prozess wurde mit 5 ml Standardmedium abgestoppt. Die 

Zellsuspension wurde in ein 50 ml Sedimentationsröhrchen überführt. Es folgte eine 

Zentrifugation über 10 Minuten bei 43,3 g. Das Zellpellet wurde in 7 ml Standardmedium 

aufgenommen und 1:4 in neue Kulturgefäße ausgesät. 

 

3.2.1.3 Herstellung eines HEp-2 Lysates 

 

Die HEp-2-Zellen wurden vom Boden der Kulturflasche mit Hilfe eines Zellschabers 

mechanisch abgelöst. Die Zellsuspension aus vier Flaschen wurden vereinigt. Es erfolgte eine 

Ultraschallbehandlung der Zellsuspension für 30 s bei 75 Watt. Die anschließende 

Differentialzentrifugation wurde zweimal über 10 Minuten bei jeweils 1560 g durchgeführt.  
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Der gewonnene Überstand wurde aliquotiert und mit gleicher Menge Einfriermedium 

versetzt. Die Lagerung erfolgte bei –70°C. 

 

3.2.2 Kultur von humanen umbilikal-venösen Endothelzellen 

 

3.2.2.1 Isolierung 

 

Die verwendeten Nabelschnüre wurden maximal drei Tage bis zur Endothelzellpräparation 

bei 4°C gelagert. Die Isolierung der humanen umbilikal-venösen Endothelzellen (HUVE-

Zellen) erfolgte nach der Methode von Jaffe et. al auf einer sterilen Arbeitsbank54. 

In die Vene der gereinigten Nabelschnur wurde eine Knopfkanüle eingeführt. Durch spülen 

der Nabelschnur mit HBS wurde sie von Blut weitgehend gesäubert. Das andere Ende der 

Vene wurde nun mit einem sterilen Nadeladapter versehen und verschlossen. Die 

Nabelschnur wurde mit Kollagenaselösung prall gefüllt und bei 37°C für 5 Minuten inkubiert. 

Nach vorsichtiger Massage der Nabelschnur wurde sie erneut mit HBS gespült. Der 

Durchfluss wurde in einem 50 ml Sedimentationsröhrchen mit 1 ml foetalem Kälberserum 

aufgefangen. 

Das Sedimentationsröhrchen wurde 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen. Das Zellpellet wurde in 5 ml Endothelzellmedium resuspendiert und in einer mit 

0,2%iger Gelatine-beschichteten Petrischale ausgesät. 

 

3.2.2.2 Passage 

 

Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie mit Trypsin/EDTA vom Schalenboden gelöst. 

Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 5 ml Endothelzellmedium gestoppt. Die 

Zellsuspension wurde anschließend in ein 50 ml Sedimentationsröhrchen überführt. Durch 

Zentrifugation bei 300 g für 50 Minuten sedimentierten die Zellen. Der Überstand wurde 

verworfen und die Zellen in Endothelzellmedium resuspendiert. Es folgte eine Zellzählung 

mit einem automatischen Zellzählapparat. 

Anschließend wurden die Zellen mit einer Dichte von 10.000 Zellen/cm² in Kulturgefäße 

überführt. 
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Für Northern und Western Blot Versuche dienten 25 cm²-Kulturflaschen mit 5 ml 

Endothelzelledium und für zelluläre ELISAs und Zellaktivitätstests 96-Vertiefungs-Platten 

mit je 100 µl Endothelzellmedium. 

Die Infektion erfolgte vier Tage nach der ersten Passage. In den letzten 24 Stunden wurde 

Endothelzellmedium gegen Infektionsmedium ausgetauscht. Als Kontrollgruppe dienten 

Zellen, die mit Endothelzellmedium weiterkultiviert wurden. 

 

3.2.3 Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid -Test 

 

Lebende Zellen nehmen das schwach gelbe Tetrazolium-Salz Methylthiazolyldiphenyl-

tetrazoliumbromid (MTT) auf und setzen zu einem stark blauem, wasserunlöslichen Farbstoff 

um88. Die Intensität der Blaufärbung korreliert mit der metabolischen Aktivität der Zellen. 

Zu 100 µl Medium wurde je 100 µl MTT-Lösung hinzugegeben und gemischt. Nach 3 

Stunden Inkubation bei 37°C wurde das Medium entfernt und je 20 µl 3% SDS und 100 µl 

Isopropanol hinzugegeben und die Zellen damit lysiert. Durch Schütteln der Zellkulturplatte 

mit 100 rpm wurde die Lösung gemischt.  

Nach 15 Minuten erfolgte eine Messung der Extinktionen mittels eines ELISA-Readers bei 

562 nm. Als Referenz diente die Extinktion bei 630 nm. 

 

3.2.4 Mycoplasmen-Test 
 

Die Dauerkultur von Chlamydophila pneumoniae in HEp-2-Zellen wurde in regelmäßigen 

Abständen auf Mycoplasmen-Kontamination untersucht. Dies erfolgte mittels Mycoplasmen-

PCR im Zentrum für medizinische Mikrobiologie des Klinikums der Justus-Liebig-

Universität Gießen. 
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3.3 Infektion humaner Zellen mit Chlamydophila pneumoniae 

 

3.3.1 Chlamydienkultur 

 
3.3.1.1 Kulturstart 

 

Zur Anzucht der Chlamydien wurde ein etabliertes Verfahren nach Roblin verwendet101. 

Die bei -70°C gelagerten C. pneumoniae Lösungen wurden bei 37°C aufgetaut. Jeweils 1 ml 

Lösung diente zum Infizieren einer 25 cm² Kulturflasche mit konfluenten HEp-2-Zellen. 

Eine Zentrifugation über 60 Minuten bei 1320 g und 30°C führte zur Aufnahme der 

Chlamydien in die HEp-2-Zellen. Nach weiteren 60 Minuten Inkubation in einem 

Brutschrank bei 37°C erfolgte ein Mediumwechsel mit Standardmedium. Nach drei Tagen 

Kultur erfolgte die Passage. 

 

3.3.1.2 Passage der Chlamydienkultur 

 

Die infizierten HEp-2-Zellen wurden vom Boden der Kulturflasche mit Hilfe eines 

Zellschabers mechanisch abgelöst. Die Zellsuspension aus vier Flaschen wurden vereinigt. Es 

erfolgte eine Ultraschallbehandlung der Zellsuspension für 30 Sekunden bei 75 Watt. Mit 

einer anschließenden Differentialzentrifugation über zweimal 10 Minuten bei jeweils 1560 g 

bei Raumtemperatur erreichte man eine Abtrennung der größeren Zellbruchstücke von den 

Clamydien. Der chlamydienhaltige Überstand wurde mit der gleichen Menge 

Standardmedium verdünnt und für einen erneuten Infektionszyklus auf konfluente HEp-2-

Zellen überführt.  

Zur Kontrolle des Chlamydientiters wurden HEp-2-Zellen in Gewebekulturröhrchen mit 

Chlamydiensuspensionen verschiedener Verdünnungsstufen (10-1 – 10-4) infiziert.  

 

3.3.1.3 Immunfluoreszenzfärbung infizierter Zellen 

 

Die Fixation der mit C. pneumoniae infizierten Zellen erfolgte durch Methanol. Nach 10 

Minuten wurde das Methanol entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen.  
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Anschließend wurden 20 µl der Pathfinder-Lösung (Anti-C. pneumoniae-Antikörper mit 

Evans blue) hinzugegeben, der Zellrasen für 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei 37°C 

inkubiert und mit PBS gewaschen. 

Mit dem Fluoreszenzmikroskop konnten die Chlamydien nun als grüne Einschlüsse 

nachgewiesen werden. 

 

3.3.1.4 Ermittlung des Chlamydientiters 

 

Die Anzahl Chlamydieneinschlusskörper im konfluenten Zellrasen wurden mit einem 

Fluoreszenzmikroskop gezählt. Der Titer wurde in inclusion-body forming units (IFU, 

Einschlusskörper-bildende Einheiten) angegeben. 

Es wurde die Verdünnungsstufe ausgewertet, in welcher die Chlamydieneinschlusskörper klar 

zu erkennen und gut zu zählen waren. Der Titer der Chlamydiensuspension ergab sich nach 

folgender Formel:  

][
/

mleMediummeng
sfaktorVerdünnungkörperEinschlussderAnzahlmlIFU ∗

=  

 

3.3.1.5 Ernte und Lagerung der Chlamydien 

 

Bei ausreichend hoher Zahl an Chlamydieneinschlusskörpern (>106/ml) konnte die erhaltene 

Chlamydiensuspension für Infektionsexperimente verwendet werden. 

Die Suspension wurde nach Differentialzentrifugation mit gleichen Teilen des SPG-Puffers 

versetzt und aliquotiert. Anschließend wurde sie bei -70°C gelagert. 

Um Einflüsse des Einfriervorgangs auf den Titer der Chlamydiensuspension auszuschließen, 

erfolgte die endgültige und verbindliche Titerbestimmung einige Tage später nach auftauen 

eines Aliquots. Damit alle Einschlusskörper fehlerfrei gezählt werden konnten, wurden 

Mehrfachbestimmungen in Gewebekultur-Multititerplatten mit konfluentem HEp-2-Zellrasen 

durchgeführt. 
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3.3.2 Infektion humaner umbilikal-venöser Endothelzellen 

 

3.3.2.1 Infektion 

 

Vor der Durchführung der Experimente wurden die HUVE-Zellen in drei bis vier 

verschiedene Gruppen unterteilt. Für jedes Experiment wurde eine Gruppe der Zellen 

tatsächlich mit C. pneumoniae in HUVE-Zell-Infektionsmedium infiziert, eine Gruppe wurde 

mit einem HEp-2-Lysat gleicher Verdünnung in HUVE-Zell-Infektionsmedium behandelt und 

bei einer Gruppe wurde mit Endothelzellmedium weiter inkubiert (Abbildung 3). Für die 

ELISA-Experimente wurde eine weitere Gruppe nur mit HUVE-Zell-Infektionsmedium 

behandelt. 

HUVE-Zellpopulationen 
(Primärkultur, homogenisiert) 

 

a) mit C.pneumoniae  
 infiziert 
b) nicht infiziert 
 (HEp-2 Zelllysat) 
c) nur Infektionsmedium 

Versuchsgruppen Referenzgruppe 
Inkubation mit  

Endothelzellmedium 

  

Behandlung nach 
Infektionsprotokoll 

Inkubation bei 37°C 
 

 

Abbildung 4: Einteilung der unterschiedlichen Gruppen 

Die Kulturflaschen mit HUVE-Zellen wurden in Versuchsgruppe und Referenzgruppe unterteilt. Die 
Versuchsgruppen wurden jeweils mit C. pneumoniae infiziert, mit HEp-2 Lysat oder mit Infektionsmedium 
inkubiert und nach Infektionsprotokoll behandelt. Die Referenzgruppe wurde nur mit Endothelzellmedium 
inkubiert und unbehandelt gelassen. 
 
Die HUVE-Zellen wurden mit 107 IFU/cm² Kulturflasche infiziert. Die Verdünnung der 

Chlamydiensuspension in HUVE-Zell-Infektionsmedium ergab sich aus dem zuvor 

bestimmten Titer (siehe 2.4.2.3). Das HEp-2-Lysat wurde ebenfalls 1:10 verdünnt.  
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Es folgte eine Zentrifugation für 60 Minuten bei 1340 g bei 30°C und anschließend eine 

Inkubation für 60 Minuten im Brutschrank bei 37°C. 

Die Zellen wurden zu den vorgesehenen Zeiten fixiert bzw. geerntet.  

 

3.3.2.2 Ernte der Zellen für Northern Blot 

 

Um Mediumrückstände zu entfernen, wurden die Zellen zunächst mit PBS gespült. 

Anschließend erfolgte eine Zelllyse mit 400µl GuSCN-Puffer/0,7% β-Mercaptoethanol. Nach 

2 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mechanisch mit einem 

Zellschaber vom Boden gelöst und in ein 1,5ml Zentrifugenröhrchen überführt. Die Proben 

wurden homogenisiert und sofort auf -20°C überführt. 

 

3.3.2.3 Fixierung der Zellen für zellulären Enzyme linked immuno-sorbent assay 

 

Nach gründlicher Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit 100 µl 2% Formaldehyd 

pro Vertiefung für 30 Minuten fixiert. Jede Vertiefung wurde dann mit 200 µl HBS und 100 

µl 0,1% Tween PBS gespült. Als immunologische Blockierung dienten 200 µl 3% 

Milchpulver in PBS pro Vertiefung. Bis zur Auswertung mittels cELISA wurden die Platten 

auf 4°C gelagert. 

 

3.3.2.4 Ernte der Zellen für Western Blot 

 

Die konfluenten HUVE-Zellen wurden in der 25 cm²-Kulturflasche zweimal mit PBS 

gewaschen. Im nächsten Schritt wurden 1 ml RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitor zugegeben. 

Nach 30 Minuten auf einem Schüttler bei 4°C wurden die Zellen mechanisch mit einem 

Zellschaber abgelöst und in ein 1,5 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Anschließend wurde 

die Suspension homogenisiert und schockgefroren mittels Flüssigstickstoff. Die Suspension 

wurde bis zur Weiterverarbeitung aliquotiert und auf -70°C gelagert. 
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3.4 Nukleinsäurechemie 

 

3.4.1 Gelelektrophorese von Nucleinsäuren 

 

Die Auftrennung von RNA- und DNA Fragmenten erfolgte durch Gelelektrophorese unter 

unterschiedlichen Bedingungen73,110. 

 

3.4.1.1 Analytische und präparative Agarosegelelektrophorese 

 

Zur Auftrennung von cDNA-Fragmenten, zur Analyse von Restriktionen und zur 

Konzentrationsbestimmung wurde ein 0,5-2%iges Agarosegel verwendet. Die Agarose 

wurden in 80 ml TBE-Puffer zum Kochen gebracht und nach Zugabe von 0,8 µl 

Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,1 µg/ml) zu einem Gel gegossen. Nach abkühlen des 

Gels wurde der Kamm entfernt und der Gelschlitten in eine mit Laufpuffer gefüllte 

Gelkammer eingesetzt. Als Laufpuffer diente TBE-Puffer. Zur präparativen Auftrennung von 

cDNA-Fragmenten wurde anstatt TBE-Puffer TAE-Puffer verwendet. 

Die DNA-Fragmente wurden nun durch eine Spannung von 5 V/cm getrennt. Die 

spezifischen DNA-Ethidiumbromid-Komplexe wurden nach 90 Minuten Elektrophorese 

mittels UV-Licht sichtbar gemacht. 

 

3.4.1.2 Denaturierendes Formaldehyd-Gel 

 

Die Auftrennung der mRNA-Fragmente erfolgte unter denaturierenden Bedingungen. 

Dies wurde mit der Anwesenheit von Formaldehyd erreicht. 

1,13 g Agarose wurde zusammen mit 65 ml ddH2O, 3 ml Triethanolamin und 0,3 ml EDTA-

Lösung zum Kochen gebracht. Nach abkühlen auf 60°C wurden 6,25 ml 37% Formaldehyd 

und 0,75 ml SDS-Lösung (10x) hinzugegeben und zu einem Gel gegossen.  

Nach abkühlen und entfernen des Kamms wurde der Gelschlitten in eine mit Laufpuffer für 

denaturierende Gele gefüllte Gelkammer eingesetzt. Die Auftrennung der RNA erfolgte durch 

eine angebrachte Spannung von 5V/cm. 
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3.4.2 Nukleinsäurekonzentrationsbestimmung 

 

3.4.2.1 Bestimmung durch Vergleich der Fluoreszenz-Intensitäten 

 

Die cDNA-Konzentrationen wurden im Gelbild bestimmt, da mit dieser Methode auch 

Konzentrationen <2µg/ml quantifiziert werden können. 

Die cDNA wurde mit gemeinsam mit Lösungen einer definierten Standard-DNA-

Konzentrationsreihe auf einem analytischen Gel beurteilt. Durch Interkalation des 

Ethidiumbromids konnte die DNA im durchscheinenden UV-Licht sichtbar gemacht werden. 

Die Bestimmung der Konzentration erfolgte mittels Abschätzung durch Vergleich mit einer 

Markerbande gleicher Konzentration. 

 

3.4.2.2 Spektralphotometrische Bestimmung 

 

RNA-Konzentrationen wurden mit dieser Methode bestimmt. 

Die Absorption der Nukleinsäuren ist im Wellenlängenbereich von 260 nm maximal.  

2 µl RNAlösung wurden zu 78 µl ddH2O hinzugegeben. Mit einem Photometer wurde nun die 

Nukleinsäurekonzentration bestimmt. Die Konzentration wurde anhand der Extinktion der 

Flüssigkeit gegenüber Wasser bestimmt. Für die Konzentration reiner RNA-Lösungen gilt: 

 

sfaktorVerdünnungODmlgionKonzentratRNA ∗∗=− 40]/[ 260µ  

OD260: optische Dichte bei 260 nm 

 

In diesem Fall hatte der Verdünnungsfaktor ebenfalls den Wert 40. 

Mit der Absorption bei 280 nm konnten eventuelle Proteinverunreinigungen festgestellt 

werden. Für reine Nukleinsäurelösungen sollte der Quotient aus der Absorption bei 260 nm 

und der bei 280 nm den Wert 2,0 annehmen. 
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3.4.3 Plasmidpräparation 

 
3.4.3.1 Transformation von kompetenten Escherichia coli-Bakterien 
 

Die Plasmide wurden in kompetente JM109-Zellen transformiert. Dies erfolgte anhand der 

Anwendungsprotokolle des Herstellers. 50 µl JM109-Zellen wurden mit 3 µl Plasmid 

vermischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz 30 Sekunden bei 

42°C inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation auf Eis für 2 Minuten. Es folgte eine 

Resuspendierung in SOC-Medium und eine Inkubation für 60 Minuten bei 37°C auf einem 

Schüttler. 

30 µl der erhaltenen Suspension wurden auf eine ampicillinhaltige LB-Platte ausplatiert und 

über Nacht im Bakterienbrutschrank auf 37°C inkubiert. Eine Kolonie wurde in 5 ml LBamp-

Medium in einem 12 ml Röhrchen suspendiert. Nach erneuter Inkubation über Nacht auf 

37°C unter Schütteln erfolgte eine Plasmidpräparation aus der Übernachtkultur. 

 

3.4.3.2 Präparation von Plasmid-Desoxyribonukleinsäure 
 

Die Präparation der Plasmid-DNA erfolgte nach der von Birnboim und Doly beschriebenen 

Methode12. 

Von der Übernachtkultur (Punkt 3.4.3.1) wurden 2 ml in ein 2 ml Zentrifugenröhrchen 

überführt. Durch Zentrifugation mit 8000g bei 4°C sedimentierten die Zellen. Der Überstand 

wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 150 µl Resuspendierungspuffer gelöst. 150 µl 

Lysepuffer wurden hinzugegeben, vorsichtig gemischt und die Lösung 5 Minuten auf Eis 

inkubiert. Anschließend wurden 150 µl Neutralisationspuffer addiert und erneut 5 Minuten 

auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation mit 10.000g bei 4°C. Der Plasmid-haltige 

Überstand wurde in neue 1,5 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Die Plasmid-DNA wurde 

durch Zugabe von 1 ml Ethanol gefällt. Eine anschließende Zentrifugation mit 10.000g diente 

zur Sedimentierung der Plasmid-DNA. Nach Entfernung des Überstandes wurde das Pellet 

zweimalig mit 70% Ethanol gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde 5 Minuten bei 

10.000g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurde das Zellpellet vier 

Minuten in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 µl ddH2O gelöst. 
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3.4.3.3 Restriktionsverdau von Plasmid- Desoxyribonukleinsäure 
 

Der Restriktionsansatz wurde mit 0,5 µg des unverdauten Plasmids in ddH2O im Gelbild 

verglichen. Beide Ansätze wurden mit Auftragspuffer (5x) verdünnt. Zur Größenbestimmung 

der Fragmente diente eine 1kb DNA-Leiter. Nach 5 Minuten erhitzen auf 65°C und 

anschließendem kurzen Eisbad wurden die Proben aufgetragen. 

Die Elektrophorese erfolgte bei 100V über 90 Minuten. Das Ergebnis wurde in einem 

analytischen Gel beurteilt.  

Bei erfolgreicher Restriktion schloss sich ein präparativer Verdau über Nacht an. Die in dem 

präparativen Verdau erhaltenen Fragmente wurden in einem präparativen Gel aufgetrennt. 

Der Restriktionsansatz wurde mit Auftragspuffer (5x) verdünnt. Zum Größenvergleich 

dienten eine 1kb DNA-Leiter und fakultativ eine 100bp DNA-Leiter. Durch Erhitzen auf 

65°C und anschließendes schnelles abkühlen mit Eis wurden die cDNA-Doppelstränge 

getrennt. 

Die Elektrophorese erfolgte bei 75V über 120 Minuten. 

 

3.4.3.4 Isolierung der Desoxyribonukleinsäure-Fragmente aus einem präparativen Gel 
 

Die Extraktion der cDNA aus dem Gel erfolgte mit einem QIAquick™ Gel Extraction Kit 

nach Angaben des Herstellers. 

Das gewünschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mittels eines Skalpells aus dem Gel 

herausgetrennt, in einem Zentrifugenröhrchen mit 3 Teilen Puffer QX1 versetzt und bei 50°C 

für 10 Minuten inkubiert. Die Lösung wurde nun auf eine QIAquick-Zentrifugensäule geladen 

und eine Minute bei 10.000g zentrifugiert. Die Säule wurde erneut mit 500µl Puffer QX1 

geladen und bei 10.000g für eine Minute zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen. Nach 

zweimaligem waschen der Säule mit 750µl Puffer PE und anschließendem trocknen der Säule 

für fünf Minuten erfolgte eine Elution der DNA mit 50µl Puffer EB. Die erhaltene DNA 

wurde bei –20°C aufbewahrt. 
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3.4.4 Ribonukleinsäure-Präparation 

 

Die RNA-Präparation erfolgte anhand der von Chomczynski und Sacchi beschriebenen 

Methode21.  

Es wurden in jedes Gefäß mit Zelllysat 40 µl NaOAc-Lösung, 400 µl Phenol (H2O-gesättigt) 

und 80 µl Chloroform/Isoamylalkohol im Verhältnis 49:1 hinzugegeben. Zwischen und nach 

den einzelnen Schritten wurden die Proben homogenisiert. Es folgten 15 Minuten Inkubation 

auf Eis. Durch eine Zentrifugation über 20 Minuten bei 10.000g und 4°C erfolgte eine 

Phasentrennung. Die obere RNA-haltige wässrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt. 

Zu der Lösung wurde die gleiche Menge Isopropanol hinzugegeben. Nach gründlicher 

Durchmischung folgte eine Inkubation über eine Stunde bei -20°C. Die Proben wurden 

anschließend erneut 20 Minuten bei 10.000g und 4°C präzipitiert. Der Überstand wurde 

verworfen. Das Sediment trocknete für 2 Minuten. Anschließend wurde das Sediment in 200 

µl GuSCN-Puffer aufgenommen. 200 µl Isopropanol wurden addiert. Nach gründlicher 

Durchmischung folgte eine Inkubation für 30 Minuten auf -20°C. Durch Wiederholung der 

Zentrifugation entstand erneut ein Sediment. Der Überstand wurde entfernt. 

Das erhaltene Sediment wurde mit 50 µl 70% Ethanol in ddH2O gewaschen. Nach 15 

Minuten Zentrifugation mit 10.000g und 4°C wurde das Ethanol abgesaugt. 

Das Sediment trocknete für 5 Minuten. 

Durch vorsichtiges Erhitzen bis 60°C wurde die RNA in ddH2O gelöst. 

 

3.4.5 Radioaktive Markierung von Desoxyribonukleinsäure 
 

Zur radioaktiven Markierung der cDNA-Sonden wurden 60 ng cDNA in einem 1,5 ml 

Zentrifugenröhrchen auf 8 µl mit ddH2O aufgefüllt. Durch 10 Minuten erhitzen in einem 

kochenden Wasserbad und abschrecken in einem Eis-Ethanol-Gemisch denaturierte die 

cDNA. Auf Eis wurden 4 µl High-Prime-Reaktionsgemisch und je 1 µl dCTP, dTTP und 

dGTP-Lösung (5 mM) hinzugegeben. Anschließend fügte man 5 µl (50 µCi) [α32P] dATP 

hinzu. Das Gemisch inkubierte 30 Minuten bei 37°C. Die Reaktion wurde mit 50 µl STE-

Lösung gestoppt. 
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Anschließend wurden die freien Nukleotide mit Hilfe einer Reinigungssäule abgetrennt. 

Hierzu wurde das Gemisch auf eine mit 70 µl STE-Lösung äquilibrierte Reinigungssäule 

gegeben. Die freien Nukleotide wurden abgetrennt. Anschließend erfolgte eine Messung der 

Cerenkow-Strahlung von 1 µl der erhaltenen Sonde mit einem Betacounter. 

 

3.4.6 Northern Blot 

 
Die Northern Blot Analyse der Expression spezifischer mRNA erfolgte mittels 

Gelelektrophorese, Kapillarblot und anschließender Hybridisierung mittels radioaktiv 

markierter cDNA-Sonden64,113. Die durch Gelelektrophorese aufgetrennte RNA wird mittels 

spezifischer radioaktiv markierter Sonden detektiert. Die Menge der gebundenen Sonde wird 

mit Hilfe eines Röntgenfilms detektiert und ist proportional zur gesuchten RNA. 

 

3.4.6.1 Elektrophorese 

 

Vor Durchführung der Elektrophorese wurde die Konzentration der RNA bestimmt. 

Je 7,5 µl RNA-Auftragspuffer wurden in RNAse-freie 1,5 ml Zentrifugenröhrchen vorgelegt. 

12 µl RNA wurden hinzugegeben und die Lösung mit ddH2O auf 15 µl aufgefüllt. Nach 

Homogenisierung wurden die Proben 10 Minuten auf 65°C denaturiert und im Eisbad 

abgekühlt. Anschließend wurde ein denaturierendes Formaldehyd-Gel mit den Proben 

beladen und die Gelelektrophorese wie beschrieben durchgeführt. 

 

3.4.6.2 Kapillarblot 

 

Vor dem Blotvorgang wurde das Gel mit ddH2O gewaschen und mit 20x SSC äquilibriert. 

Es wurde umgekehrt auf eine mit 10x SSC angefeuchtete Blotapparatur luftblasenfrei 

aufgelegt. Eine mit 10x SSC angefeuchtete Hybond N+-Membran passender Größe deckte 

das Gel ab. Zum Kapillartransfer dienten drei Whatman-3MM-Filterpapiere und ein Stapel 

Papiertücher. Der Stapel wurde mit Hilfe einer Glasplatte und eines Gewichtes beschwert und 

fixiert. 

Der Blotvorgang wurde über Nacht durchgeführt. 

 

3.4.6.3 Fixierung und Färbung der Membran 
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Durch UV-Licht bei 1200 µJoule x100 wurde die RNA an der Membran fixiert. 

Nach Reinigen der Membran mit ddH2O wurde die Membran 5 Minuten mit 

Membranfärbelösung gefärbt und anschließend mit 40% Ethanol entfärbt. Die Membran 

wurde fotografiert. Luftdicht in einer Folie verpackt lagerte die Membran bis zur 

Hybridisierung auf 4°C. 

 

3.4.6.4 Hybridisierung der Membran 

 

Als Vorbereitung auf die Hybridisierung wurde die Membran 90 Minuten mit 20 ml 

QuickHyb-Lösung prähybridisiert. Die Membran rollte diese Zeit in einem 

Hybridisierungsofen bei 68°C. 

Für eine Hybridisierung wurden 1-2 x 106 cpm markierte Sonde pro ml Hybridisierlösung 

eingesetzt. Zu der Sonde wurden 200 µl Lachssperma-DNA (10 mg/ml) zur Verhinderung 

unspezifischer Bindungen gegeben. 

Die Sonde wurde für 10 Minuten auf 95°C denaturiert und durch 5 Minuten auf Eis wieder 

abgekühlt. Anschließend wurde die vorbereitete Sonde in 5 ml QuickHyb-Lösung gegeben. 

Nach abgießen der Prähybridisierungslösung wurde die Sonde auf die Membran gegeben. 

Man ließ die Membran nun 60 Minuten bei gleicher Temperatur im Hybridisierungsofen 

rollen. 

Die überschüssige und unspezifisch gebundene Sonde wurden mit den 0,1% SDS in SSC in 

mehreren Waschschritten von der Membran entfernt. Nach jedem Waschschritt wurde die β-

Strahlung mit Hilfe eines Geiger-Müller-Zählrohres gemessen. Bei Unterschreiten von 15 cps 

wurde das Waschen eingestellt und die Membran in eine Folie luftdicht eingeschweißt. 

Über Nacht wurde die Membran mit einem X-OMAT Röntgenfilm in einer Filmkammer mit 

Verstärkerfolie exponiert. 

Nach Kontrolle der Banden am nächsten Morgen konnte die Membran zur Auswertung für 

mehrere Tage mit einem Storage Phosphor Screen exponiert werden. 

Die Quantifizierung der Signale erfolgte an einem Phosphorimager mit der Software 

Imagequant zur Ermittlung der Signalintensitäten. 

 

3.4.6.5 Standardisierung des Northern Blots mittels β-Aktin 
 

Um die Ergebnisse der Expression spezieller mRNA zu standardisieren und unabhängig von 

etwaigen Abweichungen in der Menge der aufgebrachten RNA zu machen, wurde jede 

Membran zunächst mit einer Sonde für das Housekeeping-Gen β-Aktin hybridisiert. Die 
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ermittelten Werte dienten bei der Auswertung später als Ausgleichsfaktoren für die mRNA-

Expression. Es wurde für die Auswertung der Expression ein Quotient aus Expression der zu 

untersuchenden mRNA und der β-Aktin mRNA gebildet. 

 

3.4.6.6 Auswertung 
 

Nach der Standardisierung durch β-Aktin-Expression erfolgte der Bezug auf die 

Referenzgruppe. Die Expression der zu untersuchenden mRNA in der unbehandelten 

Referenzgruppe wurde als 100% definiert. Somit ergibt sich für jede Probe folgende 

Berechnung der mRNA-Menge im Vergleich zur Referenzgruppe: 

AktinAktin

/.
ββ REFERENZ

REFERENZ
PROBE
PROBE

Expressionrel mRNAmRNA=  

PROBEmRNA: Signalintensität der Probe mit spezifischer cDNA-Sonde 
PROBEβ-Aktin: Signalintensität der Probe mit β-Aktin-Sonde 
REFERENZmRNA: Signalintensität der Referenzprobe mit der zu untersuchenden mRNA 
REFERENZβ-Aktin: Signalintensität der Referenzprobe mit β-Aktin-Sonde 
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3.5 Immunologische und proteinchemische Verfahren 

 

3.5.1 Zellulärer Enzyme linked immuno-sorbent Assay 

 

Die Methode des enzyme linked immuno-sorbent assays (ELISA) stellt eine Methode zur 

quantitativen Analyse von Proteinen dar29. Der zelluläre ELISA (cELISA) stellt eine 

Abwandlung der ELISA-Technik dar. Hier werden Oberflächenmoleküle fixierter Zellen 

mittels eines spezifischen Antikörpers gebunden. Dieser Antikörper wird durch einen später 

hinzugegebenen Zweitantikörper erkannt. Der Zweitantikörper ist mit Peroxidase markiert. 

Durch Zugabe des Substrats kommt es zu einem Farbumschlag, welcher proportional zur 

Menge des Oberflächenmoleküls ist. 

 

3.5.1.1 Durchführung des cELISAs 

 
Zu Beginn der Auswertung mittels eines zellulären enzyme-linked immuno sorbent Assays 

(cELISA) wurde jede Vertiefung dreimal mit 100 µl 0,1% Tween 20 PBS gespült. 100 µl des 

Erstantikörpers wurden in jede Vertiefung hinzugegeben. Als Erstantikörper dienten ein Anti-

Thrombomodulin-Antikörper und ein Anti-PECAM-1-Antikörper. Beide stammten von einer 

Maus. Der Anti-TM-Antikörper wurde in der Verdünnung 1:25 in 0,1% Tween 20 PBS 

eingesetzt, der Anti-PECAM-1-Antikörper in der Verdünnung 1:40. Es wurden je 100 µl pro 

Vertiefung verwendet. 

Die Platten wurden daraufhin 90 Minuten bei 20°C auf einem Schüttler inkubiert. 

Anschließend wurde jede Vertiefung dreimal mit 100 µl 0,1% Tween 20 PBS gespült. 

Als Zweitantikörper stand ein Peroxidase(POD)-konjugierter gegen Maus-IgG gerichteter 

Antikörper zur Verfügung. Er wurde zu 100 µl in der Verdünnung 1:4000 in 0,1% Tween 20 

PBS pro Vertiefung eingesetzt. 

Es folgte eine erneute Inkubation für 60 Minuten bei 20°C auf einem Schüttler. 

Nach erneutem dreimaligen Spülen der Vertiefungen mit 0,1% Tween 20 PBS konnte die 

Auswertung des cELISAs beginnen. 

 

3.5.1.2 O-Phenyldiamin-Entwicklung 
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Pro Vertiefung wurden 100 µl Substratpuffer gegeben. Nach 30 Minuten Inkubation im 

Dunkeln bei Raumtemperatur erfolgte ein Abstoppen der Farbreaktion mittels 50 µl H2SO4 

pro Vertiefung. 

Zur Auswertung wurde die Extinktion bei 492 nm Wellenlänge gemessen. Als Referenz 

diente eine Messung bei 620 nm. 

 

3.5.2 Western Blot 

 

Der Western Blot stellt eine Methode zur quantitativen Detektion von wasserlöslichen 

Proteinen dar114. Die unterschiedlichen Proteine werden mittels Gelelektrophorese getrennt. 

Daraufhin werden die Proteine durch Anlegen elektrischer Spannung auf eine Membran 

transferiert. Durch Inkubation der Membran mit spezifischen Antikörpern, Zugabe eines 

peroxidasemarkierten Zweitantikörpers und Inkubation mit Substrat kommt es zu einem 

Farbumschlag. Dieser ist proportional zur Menge des detektierten Proteins. 

 

3.5.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung 

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA-Assay-Reagenz nach 

Lowry80. Der Proteingehalt des Lysats wurde ermittelt, indem 20µl jeder Probe mit 200µl 

Pierce-Reagenz bei 37°C für 30 Minuten inkubiert und danach die Extinktion bei 550 nm 

gegen einen Leerwert gemessen wurde. Die Konzentration wurde anschließend mit Hilfe 

einer Kalibriergeraden aus in 20 mM Tris/HCl gelösten bovinem Serumalbumin ermittelt. 
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3.5.2.2 SDS-Polyacrylamidelektrophorese 

 
Die Trennung von Proteinen nach ihren Molmassen erfolgte durch SDS-

Polyacrylamidelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen71. 

Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel ist in der folgenden Tabelle aufgeführt: 

 

 Trenngel  

(10% Agarose) 

Sammelgel  

(5 % Agarose) 

ddH2O 3,85 ml 5,65 ml 

Rotiphorese Gel 30 3,35 ml 1,65 ml 

3 M Tris/HCl pH 8,8 2,50 ml  

0,5 M Tris/HCl pH 6,8 - 2,40 ml 

50 % Glycerin 200 µl 200 µl 

10 % SDS 100 µl 100 µl 

10 % APS 100 µl 200 µl 

TEMED 10 µl 5 µl 

 

Pro Probe wurden 10 µg Protein mit ddH2O auf 20 µl aufgefüllt und mit 4 µl 6x SDS-

Auftragspuffer versetzt. Die Lösungen und 5 µl Proteingrößenstandard-Marker wurden 10 

Minuten auf 95°C erhitzt und anschließend auf die SDS-Page aufgetragen. Es folgte eine 

Elektrophorese in einer Protean II-Minigelapparatur über 120 Minuten bei 100 V. 

 

3.5.2.3 Elektrotransfer 

 
Der Elektrotransfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde in einer Mini-Trans-

Blot-Zelle in Blotpuffer durchgeführt. Diese wurde durch Eis gekühlt. Der Transfer erfolgte 

bei 100 V und 240 A über 90 Minuten. 

 

3.5.2.4 Färbung 

 
Die Färbung der Membran erfolgte mit Ponceau S-Lösung. Daraufhin wurde die Membran 

eingescannt und das Bild digital gespeichert. Es diente zur Feststellung, ob der Elektrotransfer 

gleichmäßig geschehen war. Nach Entfärbung mit ddH2O wurde die Membran eingeschweißt 

und bis zur Auswertung auf 4°C gelagert. 
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3.5.2.5 Auswertung 

 
Um unspezifische Antikörperbindungen zu vermeiden, wurde die Membran über Nacht mit 

10% Milchpulver in PBS in einem 50 ml Röhrchen auf einem Roller bei 4°C inkubiert. 

Jede Antikörperbindung und die Elektrochemolumineszenz(ECL)-Detektion erfolgte nach 

waschen mit 0,1% Tween 20 PBS in einem 50 ml Röhrchen bei 4°C. 

Zuerst rollte die Membran 60 Minuten mit dem spezifischen Antikörper (anti-c-jun (IgG, 

Hase) 1:500 in 0,1% Tween 20 PBS). Die Detektion erfolgte mit einem Peroxidase (POD)-

gekoppelten Antikörper. Hierzu wurde die Membran nach Entfernung des ungebundenen 

spezifischen Antikörpers 30 Minuten mit dem POD-gekoppelten (anti-Hase (POD-

gekoppeltes IgG, Ziege) 1:5000 in 0,1% Tween 20 PBS) Antikörper inkubiert. 

Die ECL-Detektion erfolgte mit der ECL-Lösung. Nach einer Minute Inkubation wurde die 

Membran eingeschweißt und mit einem X-OMAT-Röntgenfilm exponiert. Die 

Expositionszeiten variierten von 10 Sekunden bis zu 5 Minuten je nach Bandenstärke. 

 

3.6 Statistische Auswertung 

 
Die Angabe der Daten erfolgt als Mittelwert ±Standardabweichung. Die statistische 

Auswertung und die Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen 

erfolgte mittels Students t-Test unter Zuhilfenahme des Statistikprogrammes SPSS® für MS 

Windows® . Ein signifikantes Ergebnis wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 

angenommen. 
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4 Ergebnisse 
 

Chlamydophila pneumoniae wurde in HEp2-Zellen angezüchtet. Daraufhin wurden aus 

Nabelschnüren isolierte humane umbilikal-venöse Endothelzellen (HUVE-Zellen) mit C. 

pneumoniae infiziert. Die Zellen wurden aufgearbeitet und die mRNA- und Proteinexpression 

mit verschiedenen Methoden analysiert. 

 

4.1 Anzucht von Chlamydophila pneumoniae  

 
Da es sich bei Chlamydophila pneumoniae um ein obligat intrazelluläres Bakterium handelt, 

erfolgte die Kultur in lebenden Zellen. Als Wirtszellen dienten Zellen der humanen 

Larynxkarzinomzelllinie HEp-2.  

Die HEp-2-Zellen wurden ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz inkubiert. Die 

Infektion mit C. pneumoniae erfolgte nach genanntem Protokoll101. 

Vor jeder Passage wurde der Infektionsgrad mittels Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. 

Dies erfolgte durch direkte Mikroskopie des Zellverbandes. Eine starke Infektion zeigte sich 

durch Ablösen der Zellen vom Untergrund. 

Zudem konnten mit chlamydialen Einschlusskörper beladene abgekugelte Zellen beobachtet 

werden. 

In Abbildung 5 sieht man eine mit C. pneumoniae infizierte HEp-2-Kultur. Nach 

Immunfluoreszenzfärbung der chlamydialen Einschlusskörper und Färbung der 

Zellbestandteile mit Evans blue (beides enthalten in Pathfinder-Lösung) sind deutlich 

chlamydiale Einschlusskörper in jeder Zelle zu erkennen. Einige Zellen sind abgekugelt, 

einige lösen sich bereits von der Kulturplatte. Es ist ersichtlich, dass keine Konfluenz mehr 

vorhanden ist. 

Bei ausreichendem Infektionsgrad wurden C. pneumoniae nach Protokoll, wie in Kapitel 

2.4.1.5 beschrieben, geerntet, mit Lagermedium versetzt und aliquotiert bei –80°C gelagert. 

Nach einigen Tagen wurde 1 ml des Ansatzes aufgetaut und es erfolgte die endgültige 

Titerkontrolle. Hierfür wurde erneut ein konfluenter Zellrasen der Linie HEp-2 mit 

unterschiedlichen Verdünnungsstufen des C. pneumoniae–Ansatzes infiziert.  
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Die anschließende Titerkontrolle erfolgte nach Protokoll wie in Kapitel 2.4.1.4 beschrieben 

und ergab die in der Tabelle 1 aufgeführten Titer. Der Titer errechnet sich aus dem 

Quotienten der chlamydialen Einschlusskörper und der Menge der Chlamydiensuspension, 

die auf die Zellen gegeben wurde. 

 

 

Abbildung 5: HEp2-Zellen 4 Tage nach Infektion mit C. pneumoniae 

Die Färbung der Zellen erfolgte wie in Kap 2.4.1.3 beschrieben. Einige Zellen haben sich bereits vom Boden 
gelöst. Der ehemals konfluente Zellrasen weist einige lichte Stellen auf. 
In den am Boden haftenden Zellen sind die chlamydialen Einschlusskörper deutlich sichtbar. 
 

 

Chlamydienansatz 
 

errechneter Titer (IFU/ml) 

1 5,5*106

2 8,0*106

3 6,0*106

4 3,0*107

5 9,0*107

6 1,3*108

Tabelle 1: kultivierte Chlamydienansätze 

Die Kultivierung von C. pneumoniae in Zellen der Linie HEp-2 erbrachte Titer zwischen 5,5*106 und 1,3*108 
IFU/ml. Die chlamydialen Einschlusskörper wurden nach spezifischer Färbung im Fluoreszenzmikroskop 
gezählt. 
 

Die Titer wurden in Einschlusskörper formenden Einheiten (IFU) angegeben. 

Es wurden sechs Infektionsansätze mit Titern zwischen 5,5*106 und 1,3*108 IFU/ml 

gewonnen (Tabelle 1). Mittels Mycoplasmen-PCR konnte das Vorliegen von Mycoplasmen 

ausgeschlossen werden. 
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Für die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurde der Ansatz Nr. 4 verwendet. 

 

 

4.2 Infektion von humanen umbilikal-venösen Endothelzellen 

 

In dieser Arbeit sollte der Effekt einer Chlamydieninfektion auf humane Endothelzellen 

beobachtet werden. Von vorrangigem Interesse war deshalb die Frage, ob sich HUVE-Zellen 

mit C. pneumoniae infizieren lassen.  

Das Vorliegen chlamydialer Einschlusskörper ist Indiz für die Replikation der Chlamydien in 

der Zelle. Es wurden deshalb Versuche durchgeführt, die zum Ziel hatten, chlamydiale 

Einschlusskörper in HUVE-Zellen zu beurteilen.  

HUVE-Zellen wurden isoliert und nach der ersten Passage in Gewebekulturröhrchen zur 

Konfluenz gezüchtet. Die Zellen wurden wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben infiziert. Nach 

Infektion erfolgte eine Inkubation über vier Tage. Mittels Immunfluoreszenz (Kapitel 2.4.1.3) 

wurden Chlamydien und Zellstrukturen sichtbar gemacht. 

Schon in der einfachen Phasenkontrastmikroskopie zeigten sich nach zwei Tagen deutliche 

Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen. In den infizierten Zellen 

konnten im Zytoplasma Vakuolen beobachtet werden, die in nicht infizierten Zellen fehlten. 
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Abbildung 6: Mit C. pneumoniae infizierte (A) und nicht infizierte (B) HUVE-Zellen vier Tage nach 
Infektion 

In infizierten Zellen (A) kann man deutlich die Einschlusskörper erkennen, während in nicht infizierten Zellen 
(B) keinerlei Einschlusskörper zu sehen sind.  
 

Es konnten deutliche chlamydiale Einschlusskörper in einem Großteil der Zellen gefunden 

werden (siehe Abbildung 6A). Die Einschlusskörper variierten in Form und Größe. In nicht 

infizierten Zellen hingegen konnten keine Einschlusskörper beobachtet werden (siehe 

Abbildung 6B). Verglich man die Anzahl und Größe der Einschlusskörper in den HUVE-

Zellen mit denen in HEp-2-Zellen (Abbildung 5), so erkannte man einen deutlichen 

Unterschied. In HEp-2-Zellen waren weitaus mehr Einschlusskörper zu sehen. Das Volumen 

der Einschlusskörper war in HEp-2-Zellen deutlich größer als in HUVE-Zellen. Gegenüber 

infizierten HEp-2-Zellen waren die in HUVE-Zellen vorhandenen Einschlusskörper nicht in 

jeder Zelle vorhanden. Auch nahmen die Einschlusskörper im Zytoplasma nicht die 
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dominierende Rolle ein wie in HEp-2-Zellen, wo teilweise mehrere Einschlusskörper in einer 

Zelle beobachtet werden konnten. 

 

4.3 Änderungen der Thrombomodulin-Expression 

 

4.3.1 Kinetik der Proteinexpression 

 

Um Änderungen der Thrombomodulin-Expression durch C. pneumoniae-Infektion an der 

Zelloberfläche zu beurteilen, wurde ein zellulärer ELISA durchgeführt (Kapitel 3.5.1). Die 

Expression des vaskulären Adhäsionsmoleküls Platelet-Endothelial-Cellular-Adhesion-

Molecule-1 (PECAM-1) diente als Vergleichsparameter. Zu den Zeitpunkten 0, 16, 24 und 48 

Stunden wurden mittels des ELISA-Verfahrens in jedem Versuch sowohl die 

Thrombomodulin als auch die PECAM-1-Expression an der Zelloberfläche gemessen. Die 

Expression von Thrombomodulin und PECAM-1 an der Zelloberfläche in infizierten und 

nicht infizierten Zellen wurde in Relation zur nur mit HUVE-Zell-Infektionsmedium 

inkubierten Vergleichspopulation gesetzt. 

Zur Standardisierung der Ergebnisse wurde der PECAM- bzw der Thrombomodulin(TM)-

Quotient gebildet. Der PECAM-Quotient für infizierte Zellen bezeichnete den Quotienten aus 

mittlerer Extinktion der infizierten und der mittleren Extinktion der mit Medium inkubierten 

Zellen. Der PECAM-Quotient der nicht infizierten Zellen wurde durch den Quotienten aus 

der mittleren Extinktion der nicht infizierten Zellen und der mittleren Extinktion der mit 

HUVE-Zell-Infektionsmedium inkubierten Kontrollgruppe gebildet. 
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Diagramm 1: PECAM-1 Expression im zellulären ELISA 

In diesem Diagramm sind die PECAM-Quotienten von C. pneumoniae infizierten und nicht infizierten Zellen zu 
verschiedenen Zeitpunkten aufgetragen.  
In den hier dargestellten Versuchen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von PECAM-1 
in infizierten Zellen gegenüber nicht infizierten.  
 

Die Expression des PECAM-1-Moleküls blieb trotz Infektion nahezu unverändert (Diagramm 

1). Der PECAM-Quotient infizierter Zellen lag ebenso wie der PECAM-Quotient nicht 

infizierter Zellen zu allen Zeitpunkten nahe 1,0.  



Ergebnisse   53  

 

Auch zur Beurteilung der Thrombomodulin-Expression wurde für jeden Zeitpunkt ein 

Quotient aus infizierten bzw. nicht infizierten und der nur mit Medium behandelten 

Kontrollgruppe gebildet. 
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Diagramm 2: Thrombomodulin (TM)-Expression im zellulären ELISA 

In diesem Diagramm sind die TM-Quotienten von C. pneumoniae infizierten und nicht infizierten Zellen zu 
verschiedenen Zeitpunkten aufgetragen. Der TM-Quotient nicht infizierter Zellen änderte sich im Verlauf von 48 
Stunden nur wenig. 24 und 48 Stunden nach Infektion fiel der TM-Quotient lediglich auf 0,95 ab. 
In C. pneumoniae infizierten Zellen zeigte sich ein deutlicher Rückgang der Expression von Thrombomodulin. 
Der TM-Quotient infizierter Zellen war 16 bis 48 Stunden nach Infektion signifikant um 20-30% erniedrigt. 
 
 

Zum Zeitpunkt 0 war noch kein Unterschied in der Thropmbomodulin-Expression zwischen 

infizierten und nicht infizierten Zellen nachweisbar (Diagramm 2). Der TM-Quotient betrug 

für beide Zellpopulationen 1,0. 

Bereits 16 Stunden nach Infektion ging die Thrombomodulin-Expression in infizierten Zellen 

auf 80% zurück. Nach 24 Stunden betrug die Thrombomodulien-Expression infizierter Zellen 

nur noch 70% gegenüber Zellen, die mit HUVE-Zell-Infektionsmedium inkubiert wurden. 

Nach 48 Stunden stieg die Expression wieder leicht auf 75% an.  

Die Unterschiede in der Expression von Thrombomodulin von C. pneumoniae infizierten 

Zellen zu der von nicht infizierten Zellen waren zu den Zeitpunkten 16h, 24h und 48h mit 

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 im t-Test signifikant.  
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4.3.2 Untersuchung der mRNA-Expression 

 

Zur Verifizierung der Ergebnisse zur Expression von Thrombomodulin auf der 

Zelloberfläche, wurde die Thrombomodulinexpression auf der mRNA-Ebene untersucht. Da 

die Expression auf der Zelloberfläche 24 Stunden nach Infektion stark reduziert war, erschien 

es sinnvoll, zu diesem Zeitpunkt die mRNA-Expression von Thrombomodulin zu 

untersuchen.  

Die C. pneumoniae infizierten und nicht infizierten Zellen wurden 24 Stunden nach Infektion 

lysiert. Die Thrombomodulin-Expression wurde mittels Northern Blot quantitativ 

ausgewertet. Um die Ergebnisse zu normieren, wurde die Thrombomodulin-Expression mit 

der Expression des Haushalts-Gens β-Aktin abgeglichen. Unbehandelte, ebenfalls mit β-Aktin 

abgeglichene Zellen wurden auf 100% gesetzt und die Ergebnisse der infizierten und nicht 

infizierten Zellen hierzu in Relation gesetzt. 24 Stunden nach Infektion wurden die Zellen wie 

in 3.3.2.2 beschrieben verarbeitet und mittels Northern Blots analysiert. Abbildung 7 ist die 

Abbildung des Northern Blot Gelbildes von drei Infektionsversuchen. In den drei Spuren der 

infizierten Zellen findet sich ein deutlich geringeres Signal als in den Spuren der nicht 

infizierten Zellen. Diagramm 3 stellt die quantitative Auswertung von acht 

Infektionsexperimenten dar.  



Ergebnisse   55  

Thrombomodulin

β-Aktin

in
fiz

ie
rt

ni
ch

t i
nf

iz
ie

rt

1 2 2 33 1

 

Abbildung 7: Thrombomodulin-Expression 24 Stunden nach Infektion im Northern Blot 

Darstellung eines exemplarischen Thrombomodulin Northern Blots mit drei unabhängigen 
Infektionsexperimenten. Als Kontrolle der Gelladung ist der zugehörige β-Actin Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 3: Thrombomodulin(TM)-mRNA-Expression 24h nach Infektion mit C. pneumoniae 

Diagramm 3 stellt die Auswertung von acht unabhängigen Versuchen dar. Sowohl in infizierten als auch in nicht 
infizierten Zellen war die TM-mRNA Expression nach 24 Stunden erhöht. In nicht infizierten Zellen war diese 
Erhöhung jedoch bei weitem deutlicher. 
 

Die Thrombomodulin-mRNA-Expression war nach 24 Stunden sowohl in der infizierten als 

auch in der nicht infizierten Zellpopulation gegenüber der unbehandelten, mit Medium 

inkubierten Zellpopulation mit 170% bzw. 240% deutlich höher (Diagramm 3). 

Weiterhin ist in Diagramm 3 ersichtlich, dass die Expression von TM-mRNA in infizierten 

gegenüber nicht infizierten Zellen weitaus weniger beträgt. Im Mittel war die 

Thrombomodulin-mRNA-Expression nach Infektion gegenüber nicht infizierten Zellen um 

25% reduziert.  
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Der Unterschied ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p≤0,05 im t-Test signifikant. 
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Abbildung 8: Kinetik der Thrombomodulin-Expression bis 48 Stunden nach Infektion im Northern Blot 

Darstellung eines exemplarischen Thrombomodulin Northern Blots. Als Kontrolle der Gelladung ist der 
zugehörige β-Actin Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 4: Thrombomodulin-mRNA-Kinetik nach Infektion mit C. pneumoniae 

Diagramm 4 stellt die Auswertung von drei unabhängigen Versuchen dar. Die Thrombomodulin-Expression war 
sowohl in infizierten als auch in nicht infizierten Zellen gegenüber der Referenz (Kontrolle) erhöht. Im Zeitraum 
um 24h zeigte sich eine deutlich höhere Thrombomodulin-Expression in nicht infizierten Zellen als in infizierten 
Zellen. Zu späteren und früheren Zeitpunkten war dies jedoch nicht zu beobachten. 
 

Um die Kinetik der Thrombomodulin-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae 

beurteilen zu können, wurde die Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion 

ermittelt. 

Die Inkubation der infizierten und nicht infizierten Zellen wurde zu den Zeitpunkten 0, 6, 16, 

20, 24, 30, 40 und 48 Stunden gestoppt. Im Northern Blot wurde die Thrombomodulin-

mRNA Expression quantifiziert. Die Ergebnisse wurden mit der β-Aktin-Expression und der 

unbehandelten Referenzgruppe abgeglichen.  

Die Expression von Thrombomodulin mRNA war direkt nach Infektion sowohl in infizierten 

als auch in nicht infizierten Zellen mit 200-250% gegenüber der Referenzgruppe erhöht 
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(Diagramm 4). Bis zum Zeitpunkt 16 Stunden nach Infektion fiel die Expression von 

Thrombomodulin in beiden Versuchsgruppen auf 180%. Zu den Zeitpunkten 20, 24 und 30 

Stunden nach Infektion war in nicht infizierten Zellen die Expression von Thrombomodulin 

mit 200% bis 240% deutlich über der Expression von Thrombomodulin in infizierten Zellen, 

die nur bei 150% der Expression in der unbehandelten Referenzgruppe lag. 40 und 48 

Stunden nach Infektion zeigte sich kein Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten 

Zellen. 

 

 

4.4 Änderungen der Plasminogen Aktivator Inhibitor-1-

Expression 

 

4.4.1 Untersuchung der mRNA-Expression 

 
Konfluente HUVE-Zellen wurden mit C. pneumoniae infiziert. Die Kontrollzellen der 

gleichen Passage wurden ohne C. pneumoniae behandelt. Nach Zentrifugation der 

verschieden behandelten Zellpopulationen erfolgte eine Inkubation über 24 Stunden. 

Daraufhin wurden die Zellen lysiert und die RNA wie in Kapitel 3.3.2.2 beschrieben 

aufbereitet. Es folgte eine quantitative Analyse mittels radioaktiv markierter 

Thrombomodulin-cDNA im Northern Blot, in der auch eine Probe einer unbehandelten 

HUVE-Zellpopulation gleicher Passage aufgetragen wurde. Es erfolgte ein Abgleich mit dem 

Haushalts-Gen β-Aktin durch eine weitere Hybridisierung mittels radioaktiv markierter β-

Aktin-cDNA (Kapitel 3.4.6). Die so ermittelten Expressionen wurden in Relation mit der 

PAI-1-Expression der unbehandelten Zellen gesetzt. 
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Abbildung 9: PAI-1-Expression 24 Stunden nach Infektion im Northern Blot 

Darstellung eines exemplarischen PAI-1 Northern Blots mit drei unabhängigen Infektionsexperimenten. Als 
Kontrolle der Gelladung ist der zugehörige β-Actin Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 5: PAI-1-mRNA-Expression 24h nach Infektion mit C. pneumoniae 

Diagramm 5 stellt die Auswertung von acht unabhängigen Versuchen dar. Die PAI-1 Expression erhöhte sich 
sowohl in infizierten als auch in nicht infizierten Zellen. 
Die Expression von PAI-1 war in infizierten Zellen im Mittel mit 280% der Kontrolle jedoch deutlich stärker als 
in nicht infizierten. Dort betrug sie 150% der Kontrolle. 
 

Die PAI-1-Expression nahm nach 24 Stunden sowohl in infizierten als auch in nicht 

infizierten Zellen zu. In infizierten Zellen stieg sie auf über 250% gegenüber unbehandelten 

Zellen an, in nicht infizierten Zellen auf 150% (Diagramm 5). Der Unterschied ist mit einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 im t-Test signifikant. 
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Um die Kinetik der PAI-1-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae beurteilen zu 

können, wurde die Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion ermittelt. 

Die Inkubation der infizierten und nicht infizierten Zellen wurde zu den Zeitpunkten 0, 6, 16, 

20, 24, 30, 40 und 48 Stunden gestoppt. Im Northern Blot wurde die PAI-1-mRNA 

Expression quantifiziert (Abb.10). Die Ergebnisse wurden mit der β-Aktin-Expression und 

der unbehandelten Referenzgruppe abgeglichen 

infiziert nicht infiziert Referenz
0h 0h48h 48h

PAI-1

β-Aktin

 

Abbildung 10: Kinetik der PAI-1 Expression bis 48 Stunden nach Infektion im Northern Blot 

Darstellung eines exemplarischen PAI-1 Northern Blots mit drei unabhängigen Infektionsexperimenten. Als 
Kontrolle der Gelladung ist der zugehörige β-Actin Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 6: PAI-1-mRNA-Kinetik nach Infektion mit C. pneumoniae  

Diagramm 6 stellt die Auswertung von zwei unabhängigen Versuchen dar. Die PAI-1 Expression erhöhte sich 
sowohl in infizierten als auch in nicht infizierten Zellen. 
In nicht infizierten stieg sie annähernd stetig an und erreichte zu den gemessenen Zeitpunkten nie einen Wert 
von über 200% der Kontrolle. 
Die Expression von PAI-1 stieg in infizierten Zellen bis 24 Stunden post infectionem stetig auf 320% der 
Kontrolle an. 30 Stunden nach Infektion betrug sie nur noch im Mittel 250%, um dann wieder auf 320% nach 48 
Stunden anzusteigen. 
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Bis sechs Stunden nach Infektion konnte kein Unterschied in der PAI-1-mRNA-Expression 

infizierter und nicht infizierter Zellen nachgewiesen werden (Diagramm 6). Bereits 16 

Stunden nach Infektion zeigte sich eine deutliche Zunahme der PAI-1-Expression in 

infizierten Zellen auf 200% der unbehandelten Kontrollgruppe. Die PAI-1-Expression in nicht 

infizierten Zellen blieb auf 140% zurück. Nach 20 Stunden nahm die PAI-1-Expression in 

infizierten Zellen weiter zu und stieg auf 240%, die PAI-1-Expression in nicht infizierten 

Zellen stieg auf 160%. Nach 24 Stunden lag die PAI-1-Expression in infizierten Zellen bei 

320% der unbehandelten Kontrollgruppe. Die PAI-1-Expression in nicht infizierten Zellen 

blieb bei 160%. 30 Stunden nach Infektion zeigte sich ein Rückgang der PAI-1-mRNA-

Expression in infizierten Zellen. Sie betrug nun 250%. Nicht infizierte Zellen exprimierten 

doppelt so viel PAI-1-mRNA wie unbehandelte Zellen. Nach 40 Stunden stieg die PAI-1-

Expression in infizierten Zellen wieder auf 280% an, in nicht infizierten Zellen fiel sie auf 

170%. 48 Stunden nach Infektion betrug die PAI-1-mRNA-Expression in infizierten Zellen 

320% und in nicht infizierten Zellen 190% der Expression in unbehandelten Zellen. 
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4.5 Änderungen der Expression von Transkriptionsfaktoren 

 

Das mRNA- und Proteinexpressionsmuster einer Zelle wird durch Transkriptionsfaktoren 

gesteuert. Auf unterschiedliche Reize werden verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert. 

Zu den schnell reagierenden, sogenannten immediate early transcription factors gehört der 

Aktivatorprotein-1-Komplex (AP-1). Dieses Dimer setzt sich aus je einem Molekül der jun-

Familie und fos-Familie zusammen. Ein weiterer schnell reagierender Transkriptionsfaktor ist 

der Transkriptionsfaktor KROX-20, auch egr-2 genannt.  

 

4.5.1 Untersuchung des Aktivator-Protein-1-Komplexes 

 

Um die Einflüsse der Chlamydieninfektion auf die unmittelbare intrazelluläre 

Signaltransduktion zu untersuchen, wurde die Expression des Aktivator-Protein-1-Komplexes 

(AP-1) auf Nukleinsäure- und Protein-Ebene untersucht. Die Zellen wurden in kurzen 

Zeitabständen nach Infektion mit C. pneumoniae analysiert.  
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4.5.1.1 Expression des AP-1-Proteins 
 

Zur Ermittlung der AP-1 Proteinexpression wurden konfluente HUVE-Zellen mit C. 

pneumoniae infiziert bzw als Kontrollgruppe nicht infiziert inkubiert (Kapitel 3.3.2). 

Die Auswertungszeitpunkte waren 0, 0,5, 1 und 4 Stunden. Als Kontrolle dienten 

unbehandelte HUVE-Zellen gleicher Passage. Die Zellen wurden lysiert und für ein 

Proteingel aufbearbeitet (Kapitel 3.3.2.4). 

Im Western-Blot kamen mit Hilfe eines gegen die c-jun Untereinheit gerichteten Antikörpers 

Änderungen in der Proteinexpression zur Darstellung. 
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Abbildung 11: Proteinexpression von AP-1 im Western Blot 

Abbildung 11 zeigt eine exemplarische Auswertung eines c-jun/AP-1 Western Blots. Es ist deutlich zu sehen, 
dass vermehrt Aktivator-Protein-1-Komplexe schon direkt nach Infektion mit C. pneumoniae nachzuweisen war. 
Auch 30 Minuten und eine Stunde nach Infektion war die Menge an AP-1-Protein in den Zellen deutlich höher 
als in nicht infizierten Zellen. Vier Stunden nach Infektion war die Expression von AP-1 in infizierten Zellen 
wieder auf den Wert der Referenzgruppe abgesunken. Die Expression von AP-1 war in nicht infizierten Zellen 
nur nach 30 Minuten gegenüber der Referenzgruppe aus unbehandelten Zellen leicht erhöht. 
 

Die Expression von AP-1 nahm sowohl in infizierten als auch in nicht infizierten Zellen 

gegenüber der Kontrolle mit unbehandelten Zellen zu. Vier Stunden nach Infektion war die 

Expression wieder auf den Wert der Kontrollgruppe abgesunken. Es ist zu erkennen, dass die 

Expression des c-jun/AP-1-Moleküls bereits direkt nach Infektion mit C. pneumoniae 

gegenüber der Kontrollgruppe deutlich höher lag. Nach einer halben Stunde war dieser 

Unterschied noch deutlicher sichtbar. Im weiteren Verlauf der Infektion fiel die Expression 

wieder ab. Der Unterschied in der Expression von AP-1 zwischen infizierten und nicht 

infizierten Zellen war nach einer Stunde kaum noch wahrzunehmen. Vier Stunden post 

infectionem war die Expression nach Infektion mit C. pneumoniae auf die Höhe der 

Kontrollgruppe abgesunken.  
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4.5.1.2 mRNA-Expression des AP-1 Monomers c-jun 
 

Da AP-1 aus zwei Untereinheiten besteht, die von Protoonkogenen der c-fos- und c-jun-

Familie gebildet werden, wurde die mRNA-Expression der jeweiligen Hauptvertreter 

ermittelt.  

Konfluente HUVE-Zellen wurden mit C. pneumoniae infiziert und die mRNA-Expression 

von c-jun mit der nicht infizierten Kontrollgruppe verglichen. 
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Abbildung 12: Expression von c-jun nach Infektion mit C. pneumoniae 

Darstellung eines exemplarischen c-jun Northern Blots. Als Kontrolle der Gelladung ist der zugehörige β-Actin 
Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 7: c-jun mRNA-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae 

Diagramm 7 stellt die Auswertung von vier unabhängigen Versuchen dar. Es fanden sich deutliche Unterschiede 
in der Expression von c-jun mRNA zu den untersuchten Zeitpunkten.Direkt nach Infektion war eine Zunahme 
der c-jun Expression in infizierten Zellen auf 400% und in nicht infizierten auf 200% der Referenzgruppe 
sichtbar, die sich nach 30 Minuten noch verstärkte. Eine Stunde nach Infektion nahm sowohl in infizierten als 
auch in nicht infizierten Zellen die Expression von c-jun ab. Nach vier Stunden war c-jun Expression in 
infizierten und nicht infizierten Zellen auf 200% bzw. 100% der Referenzgruppe zurückgegangen. 
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Das Ergebnis der Western Blots ließ sich hier auf mRNA-Ebene verifizieren (Diagramm 7). 

In infizierten Zellen und auch in der Gruppe der nicht infizierten Zellen erhöhte sich die 

mRNA-Expression von c-jun und sank nach 4 Stunden wieder auf den Wert von 

unbehandelten Zellen ab. Nach Infektion mit C. pneumoniae war die Expressionssteigerung 

jedoch deutlicher zu erkennen. Zum Zeitpunkt 0 der Infektion, nach 60 Minuten 

Zentrifugation, lag die Expression von c-jun in mit C. pneumoniae infizierten Zellen 

gegenüber der Referenzgruppe bei nahe 350%, die nicht infizierter Zellen bei 200%. Nach 30 

Minuten stieg die Expression in infizierten Zellen auf 500% an, wohingegen die Expression 

von nicht infizierten Zellen sich auf 400% erhöhte. Eine Stunde nach Infektion betrug die 

Expression in infizierten Zellen 450% in nicht infizierten Zellen 390%. Nach 4 Stunden war 

die Expression in infizierten Zellen auf 250% und in nicht infizierten auf 150% gesunken. 

 

4.5.1.3 mRNA-Expression des AP-1 Monomers c-fos 

 

Der zweite Bestandteil des AP-1-Komplexes wird aus einem Mitglied der fos-Familie 

gebildet. Deshalb wurde die mRNA-Expression von c-fos untersucht. 

Nach Infektion mit C. pneumoniae wurde die c-fos mRNA-Expression in infizierten Zellen 

mit der in nicht infizierten Zellen verglichen. 
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Abbildung 13: Expression von c-fos nach Infektion mit C. pneumoniae 

Darstellung eines exemplarischen c-fos Northern Blots. Als Kontrolle der Gelladung ist der zugehörige β-Actin 
Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 8: c-fos mRNA-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae 

Diagramm 8 stellt die Auswertung von drei unabhängigen Versuchen dar.Die Expression von c-fos in nicht 
infizierten Zellen änderte sich gegenüber der Kontrolle nur geringfügig, in infizierten Zellen jedoch deutlich. 
Direkt nach Infektion war eine Zunahme der c-fos Expression sichtbar, die sich 30 Minuten später noch 
verstärkte. Ein Maximum erreichte die Expression von c-fos in infizierten Zellen nach einer Stunde. Nach vier 
Stunden war kein Unterschied zur Kontrolle mehr sichtbar. 
 
 

In der Kontrollgruppe kam es zu keiner Induktion von c-fos. Die Expression von c-fos in 

zentrifugierten, nicht infizierten Zellen blieb im Verlauf der vier Stunden nach Infektion 

unverändert zu unbehandelten Zellen. 

Die Expression von c-fos in infizierten Zellen war jedoch deutlich erhöht (Diagramm 8). 

Die Expression von c-fos nach Infektion mit C. pneumoniae war direkt nach Zentrifugation 

auf 200% der Kontrolle angestiegen. An den weiteren gemessenen Zeitpunkten 30 Minuten 

und eine Stunde blieb die Expression in infizierten Zellen bei 200% der Kontrolle um dann 

auf unter die Expression der Kontrollgruppe abzusinken. 
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4.5.2 Untersuchung des Transkriptionsfaktors Egr-2/KROX-20 

 

Als Ergänzung des Aktivator-Komplexes-1 wurde die Expression des Transkriptionsfaktors 

Egr-2/KROX-20 analysiert. 
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Abbildung 14: Expression von Egr-2/KROX-20 nach Infektion mit C. pneumoniae im Northern Blot 

Darstellung eines exemplarischen Egr-2/KROX-20 Northern Blots. Als Kontrolle der Gelladung ist der 
zugehörige β-Actin Northern Blot dargestellt. 
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Diagramm 9: Egr-2/KROX-20 mRNA-Expression nach Infektion mit C. pneumoniae 

Diagramm 9 stellt die Auswertung von drei unabhängigen Versuchen dar. Die Expression von Egr-2/KROX-20 
nicht infizierten Zellen hatte sich im Verlauf von vier Stunden nur geringfügig verändert.  
In infizierten Zellen hingegen konnte ein deutlicher Anstieg der Egr-2/KROX-20 Expression festgestellt werden. 
Direkt nach Infektion und nach 30 Minuten war bereits eine Steigerung in der Expression festzustellen. Eine 
Stunde nach Infektion erreichte die Expression ihren Höhepunkt, um dann nach vier Stunden wieder auf Niveau 
der Kontrolle abzusinken. 
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Auch bei dem Transkriptionsfaktor Egr-2/KROX-20 konnte man einen Unterschied in der 

Expression zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen finden (Diagramm 9).  

Direkt nach Zentrifugation betrug die Expression von Egr-2/KROX-20 in infizierten Zellen 

320% der Expression in der Referenzgruppe, in nicht infizierten Zellen 200%. Nach 30 

Minuten war die Expression in infizierten Zellen auf 500% angestiegen. Nicht infizierte 

Zellen hatten zu diesem Zeitpunkt eine Expression von 300%. Nach einer Stunde war die Egr-

2/KROX-20 Expression in infizierten Zellen auf 400% und in nicht infizierten Zellen auf 

250% abgesunken. Nach 4 Stunden betrug die Egr-2/KROX-20 Expression in infizierten 

Zellen nur noch 150%, während die Expression in nicht infizierten Zellen auf den Wert von 

unbehandelten Zellen zurückgesunken war. 
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4.6 Ermittlung der Zellaktivität 

 

Ein weiterer Parameter, der bestimmt werden sollte, war die Stoffwechselaktivität der 

infizierten Zellen im Vergleich zu nicht infizierten Zellen. 

Zur Einschätzung der Stoffwechselleistungen diente der MTT-Test. 

Das schwach gelbe Tetrazoliumsalz MTT wird von lebenden Zellen mit Hilfe mitochondrialer 

Dehydrogenasen in einen blauen wasserunlöslichen Farbstoff umgewandelt. Die Anzahl der 

Zellen und die metabolische Aktivität korrelieren beide mit der Intensität der Blaufärbung. 

Der Umsatz des Tetrazoliumsalzes wurde mit Hilfe der für die unlösliche Form des Salzes 

spezifischen Absorption bei 570 nm Wellenlänge gemessen. Als Referenz diente die 

Wellenlänge 630 nm. 
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Diagramm 10: Umsatz von MTT 

Diagramm 10 zeigt die Auswertung von drei unabhängigen Versuchen zur Quantifizierung der Zellvitalität 
mittels MTT. Der Umsatz von MTT wurde photometrisch gemessen.  
Der Umsatz von MTT in infizierten Zellen ist gegenüber nicht infizierten Zellen um 20% reduziert. 
 

Um die Stoffwechselleistung der infizierten Zellen zu quantifizieren, wurde der MTT-

Quotient eingeführt. Er ist Maß für den Umsatz von MTT in infizierten Zellen bzw in nicht 

infizierten Zellen in Relation zum Umsatz in der Kontrollgruppe der nur mit HUVE-Zell-

Infektionsmedium behandelten Zellen. 

Der Umsatz, und somit die Zellaktivität, unterschied sich nicht signifikant zwischen den 

beiden Versuchsgruppen. 
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5 Diskussion 
 

Die Theorie, dass Chlamydophila pneumoniae Arteriosklerose auslösen können, ist seit ca. 15 

Jahren im Gespräch104. Es gibt zahlreiche Anzeichen hierfür, aber ein endgültiger Beweis 

konnte bisher noch nicht erbracht werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression 

von Thrombomodulin, einem wichtigen antikoagulatorischen Faktor, Plasminogen Aktivator 

Inhibitor-1, einen Inhibitor der Fibrinolyse sowie verschiedenen zentralen 

Transkriptionsfaktoren auf zellulärer Ebene untersucht. 

 

5.1 Wahl des Experimentalsystems 

 

5.1.1 Überlegungen zum experimentellen Design 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der C. pneumoniae infizierten Endothelzelle. 

Endothelzellen gehören neben Thrombozyten, Leukozyten, Monozyten und glatten 

Muskelzellen zu den wichtigsten Zellpopulation bei der Entwicklung der Arteriosklerose10.  

Der Endothelzelle kommt aufgrund ihrer regulativen Funktionen eine entscheidende Rolle bei 

der Entstehung der Arteriosklerose zu. Für die beschriebenen Versuche wurden humane 

umbilikal-venöse Endothelzellen (HUVE-Zellen) gewählt. Es handelt sich hierbei um Zellen, 

die aus menschlichen Nabelschnüren direkt für die beschriebenen Versuche präpariert 

wurden. HUVE-Zellen sind somit primäre Endothelzellen, was einen entscheidenden Vorteil 

gegenüber permanenten Zelllinien darstellt. Da die Möglichkeit besteht, dass sich die 

Zelleigenschaften in späteren Passagen verändern, wurden ausschließlich Zellen der ersten 

Passage verwendet. Die aus den Nabelschnüren gewonnen Zellen wurden, nachdem sie zur 

Konfluenz gewachsen waren, gemischt und dann ausgesäht. Dadurch wurde eine 

Homogenisierung der Zellpopulation erreicht. Durch die Kulturdauer und die Passage wurde 

zudem weitgehend ausgeschlossen, dass eine relevante Zahl interagierender Leukozyten sich 

im Überstand befinden und die Ergebnisse verfälschen können. 

Ein Nachteil von HUVE-Zellen ist jedoch, dass es sich hierbei um venöse Zellen handelt. Das 

Krankheitsbild der Arteriosklerose betrifft jedoch Arterien. Da HUVE-Zellen jedoch ein 

anerkanntes System zur Erforschung von Einflüssen auf makrovaskuläre Endothelzellen 
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darstellen und ihre Gewinnung standardisiert und reproduzierbar ist, wurden in den 

beschriebenen Versuchen HUVE-Zellen verwendet.  

Eine Analyse des Einflusses der Infektion mit C. pneumoniae auf eine genau definierte 

Zellpopulation hat zudem gegenüber dem Tiermodell den Vorteil, das die Einflussfaktoren in 

vielerlei Hinsicht gut gesteuert werden können. Der Effekt des Immunsystems und anderer 

Zellpopulationen wie glatter Muskelzellen kann hier ausgeschlossen werden. 

Nachteil der Analyse auf zellulärer Ebene ist Abstand zur physiologischen Situation und eine 

nicht direkte Übertragbarkeit auf erkrankte Menschen oder Tiere. Die ausschließliche Analyse 

einer bestimmten Zellpopulation wirft zweifelsohne die Frage der Relevanz im klinischen 

pathophysiologischen Zusammenhang auf. 

Zur Kultur der Zellen wurde ein standardisiertes Endothelzellmedium verwendet, welches zur 

Aufzucht endothelialer Zellen optimiert war. Um jedoch diese Endothelzellen zu infizieren, 

wurde auf ein anderes Medium zurückgegriffen, welches für die Chlamydieninfektion 

optimiert war. Zu den wichtigen Unterschieden zählen die erhöhte Glukosekonzentration und 

das Fehlen von Heparin. Da Chlamydien parasitär die Nukleotide der Wirtszelle nutzen, 

müssen diese verstärkt produziert werden. Hierfür wird Glukose als Substrat in höherer 

Konzentration zugesetzt101. Das Weglassen von Heparin als Zusatz des Mediums spielt eine 

essentielle Rolle, da nach neueren Erkenntnissen für die physiologische Adhäsion und 

Internalisation von C. pneumoniae ein Heparinrezeptor eine entscheidende Rolle spielt119. Das 

Wachstum unbehandelter HUVE-Zellen wird durch dieses modifizierte Medium nur 

geringfügig beeinträchtigt. 

Zur Infektion der Endothelzellen wurde der C. pneumoniae Stamm GiD, gewonnen aus dem 

Sputum eines Patienten mit einer Infektion des oberen Respirationstraktes, verwendet57. 

Der Vorteil gegenüber den aus Atheromen isolierten Stämmen, wie sie von vielen 

Forschergruppen verwendet werden, ist der, dass hier ein C. pneumoniae Isolat verwendet 

wurde, das seine Pathogeneität als Erreger von Atemwegsinfektionen bereits bewiesen hat. Es 

sollte gezeigt werden, dass Chlamydien, die respiratorische Infekte auslösen, auch diejenigen 

sind, die den Arterioskleroseverlauf modifizieren können. Obwohl die aus Atheromen 

isolierten Chlamydien genetisch übereinstimmen mit den bekannten Erregern einer 

interstitiellen Pneumonie57,70, konnte so die Möglichkeit unterschiedlicher Erregergruppen 

von vorneherein ausgeschlossen werden. Nur von Molestina et al. konnten Unterschiede 

zwischen dem von ihrer Forschergruppe aus einem Koronaratherom isolierten C. 

pneumoniae-Stamm und respiratorischen C. pneumoniae Erregern festgestellt werden85. 
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Das Bakterium Chlamydophila pneumoniae ist ein sich obligat intrazellulär vermehrendes 

Bakterium. Ort der Primärinfektion beim Menschen ist das Epithel des Nasen-Rachen-

Raumes70. Auch in der Kultur dieses Bakteriums spielen Epithelzellen des Nasen-Rachen-

Raumes eine große Rolle. Wir verwenden zur Kultur der Chlamydien Zellen der humanen 

Larynxkarzinomzelllinie Hep 2, wie von Roblin et al. Beschrieben101.  

Durch die Kultur von C. pneumoniae wurden hohe Titerstufen erreicht. Die erzielten Titer 

von 5,5 x 106 bis 1,3 x 108 IFU/ml sind ausreichend, um HUVE-Zellen in 10-facher 

Verdünnung zu ca. 80% zu infizieren (Kapitel 3.3.2). 

Zur Infektion humaner Zellen mit C. pneumoniae existieren zwei verbreitete Methoden. Die 

eine besteht in der Inkubation von Zielzellen mit einer konzentrierten C. pneumoniae-

Lösung38. Der Nachteil dieser Methode ist, dass hohe Titerstufen nur durch eine sich an die 

Kulturphase anschließende Gradientenzentrifugation erreicht werden können42. Der Vorteil 

besteht darin, dass hierbei Adhäsion und Integration der Chlamydien unter weitgehend 

physiologischen Bedingungen stattfinden können. 

Die zweite Methode besteht darin, dass durch Differentialzentrifugation gereinigte 

Chlamydien einem Medium zugesetzt werden und durch Zentrifugation in die Zelle gelangen, 

um sich dort zu reproduzieren38. Hier besteht der Vorteil in der hohen Infektiosität. Mit der 

geeigneten Konzentration erreicht man eine Infektion von nahezu jeder Zelle (Abbildung 6). 

Der Nachteil besteht in der weitgehenden Umgehung der initialen Adhäsions- und 

Integrationsphase. 

Für die Versuchsplanung wurde ein System benötigt, in dem alle Zellen infiziert werden. Da 

hierbei weniger Wert auf Adhäsions- und Integrationsvorgänge als auf persistierende 

Infektion der Zellen gelegt wurde, war die Infektion via Zentrifugation die geeignetere 

Methode. 

Durch diesen von uns gewählten Infektionsmodus konnte die Bildung von Einschusskörper 

induziert werden. Dieser Befund ist ein Beweis für die Replikation von C. pneumoniae in den 

Endothelzellen. Eine wichtige Voraussetzung ist somit erfüllt. C. pneumoniae kann humane 

unbilikal-venöse Endothelzellen infizieren und sich dort replizieren. Dies wurde auch von 

anderen Forschungsgruppen – auch für andere Endothelzellen – gezeigt38,42.  

In den Befunden aus der Immunfluoreszenz ist deutlich zu erkennen, dass in HUVE-Zellen 

die Chlamydien sich weitaus schwächer replizieren als in HEp-2-Zellen (Abbildung 5). Da 

dem Kulturmedium für HEp-2-Zellen Cyclophosphamid zugesetzt wurde, sind diese 

Ergebnisse für die Analyse des Wachstumsverhaltens von C. pneumoniae in 
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unterschiedlichen Zellpopulationen nicht benutzbar. Dies war auch kein zentrales Anliegen 

dieser Arbeit. 

 

5.1.2 Änderungen von Vitalität und Phänotyp nach Infektion 

 
Nach Infektion der HUVE-Zellen mit C. pneumoniae wurden die Zellen bis zum 

Analysezeitpunkt inkubiert. Je nach zu untersuchendem Molekül handelte es sich um 

Inkubationszeiten von bis zu 48 Stunden. Zu diesen Zeiten kam es zu morphologisch 

sichtbaren Veränderungen der infizierten gegenüber nichtinfizierten Zellen. Bei den 

infizierten Zellen imponierte eine Vakuolenbildung. Der Zellrasen zeigte sich jedoch 

innerhalb dieser Zeiten sowohl in den infizierten als auch in den nichtinfizierten Zellen als 

konfluent. Daraus kann geschlossen werden, dass es zu keinem nennenswerten Zelluntergang 

von HUVE-Zellen nach Infektion mit C. pneumoniae kommt. Von Beatty et al. wird eine 

Chlamydienpersistenz beschrieben7. Diese Forschergruppe geht davon aus, dass schlechte 

intra- oder extrazelluläre Wachstumsbedingungen zu einem Ausbleiben der Zelllyse und 

vergrößerten Einschlusskörpern führen. Dieses Verhalten könnte erklären, warum es in den 

hier beschriebenen Versuchen zu keinem Zelluntergang in HUVE-Zellen gekommen ist. Im 

Hinblich auf die Theorie der Arterioskleroseentstehung durch C. pneumoniae bietet diese 

Theorie eine Erklärung für den möglichen chronischen Verlauf der Infektion in 

Koronarendothelzellen. 

Von Fryer et al. wurden Untersuchungen zur Zytotoxizität von C. pneumoniae auf 

Endothelzellen durchgeführt38. Hier kam man aufgrund eines 51Cr-Tests zu dem Schluß, dass 

C. pneumoniae auf Endothelzellen zytotoxisch wirkt.  

Zu diesem Zweck wurde auch in dieser Arbeit eine Zytotoxizitätsuntersuchung mittels MTT-

Test durchgeführt. Hierbei zeigte sich keine signifikante Reduktion der Zellaktivität.  

Nachteil des MTT-Tests und der von Fryer et al. durchgeführten Untersuchung ist, dass beide 

auf den Stoffwechselleistungen der infizierten Zellen beruhen. Der in dieser Arbeit 

durchgeführte Test basiert auf der Umsetzung von MTT durch mitochondriale Enzyme, der 

von Fryer et al. auf der Freisetzung von 51Cr durch absterbende Zellen. Diese sind jedoch 

aufgrund des intrazellulären Parasitismus der Chlamydien ohnehin stark modifiziert. Deshalb 

ist der MTT-Test zwar bezüglich der Stoffwechselleistungen aussagekräftig. Der Schluss, 

dass eine Verminderung der Stoffwechselleistungen in diesen Tests gleichzusetzen ist mit 

einer Verminderung der Zellzahl, ist jedoch nicht zulässig. Ebensowenig erfüllt der 51Cr-Test 

in diesem Fall seinen Zweck. Eine gleichmäßige Aufnahme von 51Cr durch die Zellen muss 
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für diesen Test gewährleistet sein. Dies kann aber aufgrund der Stoffwechselveränderungen 

durch C. pneumoniae nicht als sicher angesehen werden.  

In dem hier beschriebenen zellulären ELISA zur Analyse des Oberflächenmoleküls 

Thrombomodulin wurde als Parameter für die Zellzahl das für Endothelzellen 

charakteristische Oberflächenmolekül PECAM-1 verwendet. Beekhuizen et al. beschrieben 

keine Veränderung der Expression von PECAM-1 auf eine Staphylococcus aureus Infektion 

der Endothelzellen9. Von Rival et al. wurde jedoch eine Herabregulierung dieses 

Oberflächenmoleküls durch IFNγ und TNFα beschrieben100. 

Es fand sich eine Konstanz in der Umsetzung des Substrats in der ELISA-Untersuchung der 

PECAM-1 Expression bei infizierten und nichtinfizierten Zellen. 

Da PECAM-1 nach heutigem Stand der Wissenschaft von Infektionsreizen nicht 

heraufreguliert wird, ist bei gleichbleibender PECAM-1-Oberflächenexpression von einer 

Konstanz der Zellzahl auszugehen. Der verminderte Nachweis von Thrombomodulin beruht 

also in der Tat auf einer verminderten Expression und nicht auf einer Reduktion der Zellzahl.  

Aufgrund der Konfluenz in der Phasenkontrastmikroskopie und der im ELISA erlangten 

Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die Expression von PECAM-1 durch 

Infektion mit C. pneumoniae im beobachteten Zeitraum nicht verändert wird, und somit die 

Zellzahl in den beobachteten Zeiträumen konstant bleibt.  

Dies deutet darauf hin, dass HUVE-Zellen die Infektion mit C. pneumoniae zu einem 

gewissen Maße tolerieren und nicht die Apoptose einleiten. Eine persistierende Infektion von 

Endothelzellen mit C. pneumoniae ist demzufolge möglich. Es muss jedoch darauf 

hingewiesen werden, dass die hier erbrachten Hinweise auf ein fehlendes Absterben der 

HUVE-Zellen im beobachteten Zeitraum äußerst indirekt sind. Es kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass ein ,wenn auch geringer Teil der Endothelzellen, in den ersten 48 Stunden nach 

Infektion mit C. pneumoniae direkt durch die Vermehrung von C. pneumoniae lysiert wird 

oder durch Apoptose auf die intrazelluläre Vermehrung reagiert. 
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5.2 Differentielle Genexpression nach Chlamydophila pneumoniae 

Infektion 

 
Godzik et al. konnten zeigen, dass sowohl Endothelzellen, glatte Muskelzellen als auch 

Makrophagen durch C. pneumoniae infizierbar sind42. 

Verschiedene Forschungsgruppen konnten eine Änderung der Genexpression bzw. der 

Proteinsynthese in Endothelzellen nachweisen, die spezifisch auf eine C. pneumoniae-

Infektion zurückzuführen sind93. So konnte von Fryer et al. eine Induktion des 

Gewebsthromboplastins (Tissue factor/TF) nach C. pneumoniae –Infektion nachgewiesen 

werden38. Weitergehende Studien zeigten eine Vermehrung von Adhäsionsmolekülen auf der 

Zelloberfläche. Krüll und Kollegen zeigten eine Erhöhung von E-Selektin, ICAM-1 und 

VCAM-168. 

 

5.2.1 Einfluss der Chlamydophila pneumoniae Infektion auf 

Hämostasefaktoren  

 

Im Anschluss an bereits durchgeführte Untersuchungen sollte in dem gewählten 

Experimentalsystem der Effekt einer Infektion mit C. pneumoniae auf weitere essentielle 

Hämostasefaktoren dargestellt werden. So wurde von Fryer et al. der Effekt auf die 

Expression von Gewebsthromboplastin zwar beschrieben38. Die im Hämostasesystem ebenso 

wichtigen Parameter Thrombomodulin und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 blieben jedoch 

bis jetzt weitgehend unerforscht. Lediglich Dechend et al. konnten im Western Blot einen 

Anstieg der Konzentration von PAI-1 auf eine Infektion mit C. pneumoniae zeigen27. 

Zur Analyse der Thrombomodulinexpression wurden zwei Ansätze verwendet. Die 

Expression wurde sowohl auf Protein- als auch auf Nucleinsäureebene untersucht. 

Die Probleme bei der Etablierung des ELISAs bezüglich einer eventuellen Zytotoxizität der 

von C. pneumoniae wurden unter Punkt 5.1.2 bereits ausführlich diskutiert. 

Um alleine die Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen beurteilen zu 

können, wurde der TM-Quotient eingeführt. Sowohl die infizierten Zellen als auch die nicht 

infizierten Zellen in jedem Versuch stammten aus derselben Zellpopulation. Abgesehen von 

der Infektion mit C. pneumoniae wurden sie gleich behandelt. Der TM-Quotient ermöglichte 

einen Vergleich zwischen den Versuchen.  
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Wie in Kapitel 4.3 beschrieben ist die Thrombomodulinexpression an der Zelloberfläche 16 

bis 48 Stunden nach Infektion gegenüber der nicht infizierten Kontrollgruppe signifikant um 

über 20% reduziert. Die Analyse der Thrombomodulin-mRNA-Expression erfolgte mittels 

Northern Blot. Gegenüber der Referenzgruppe zeigte sich ein deutlicher Anstieg der 

Thrombomodulin-mRNA-Expression nach 24 Stunden sowohl in der infizierten als auch in 

der nicht infizierten Zellpopulation.  

Ein weiteres Problem stellte die unspezifische Zunahme der mRNA-

Thrombomodulinexpression in den Versuchsgruppen gegenüber der Referenzgruppe dar. Die 

Thrombomodulin-mRNA-Expression in der nicht infizierten Kontrollgruppe war gegenüber 

der Referenzgruppe nach 24 Stunden um den Faktor 2,4 gesteigert. Dieser Effekt kann auf die 

unspezifische Stimulation der Zellen durch die Behandlung und vor allem das 

unterschiedliche Medium zurückgeführt werden, ist aber für die Bewertung der Ergebnisse 

letztlich ohne Bedeutung. Für die hier getroffenen Aussagen ist lediglich der Unterschied 

unter den Versuchsgruppen entscheidend. 

Sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene konnte somit gezeigt werden, dass die 

Expression von Thrombomodulin in infizierten Zellen gegenüber gleichbehandelten nicht 

infizierten Zellen reduziert wird.  

 

Die Expression von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI)-1 wurde auf mRNA-Ebene 

analysiert. Somit konnte zusätzlich der von Dechend et al. festgestellten Erhöhung der 

Proteinkonzentration eine Induktion der Transkription gezeigt werden27. Es konnte somit 

ausgeschlossen werden, dass die Erhöhung der Serumkonzentration von PAI-1 nur ein 

kurzfristiger Effekt ist, der auf einer Freisetzung der Substanz aus präformierten Granula 

beruht. 

Zur Quantifizierung der PAI-1 mRNA-Expression wurde die Northern Blot Methode 

verwendet. Wie auch im Fall des Thrombomodulins erfolgte auch bei PAI-1 eine 

unspezifische Stimulation durch die Behandlung und das Medium. Sie fällt jedoch weitaus 

weniger deutlich aus. Nach 24 Stunden war die Expression von PAI-1 um den Faktor 1,5 in 

nicht infizierten Zellen gegenüber der Referenzgruppe erhöht. Dagegen ist die Expression von 

PAI-1 mRNA in infizierten Zellen nach 24 Stunden annähernd um den Faktor drei gestiegen. 

Dieses deutliche Ergebnis wird auch durch die in Kapitel 4.4 beschriebene 

Kinetikuntersuchung bestätigt. Es zeigt sich zu allen Zeitpunkten ein deutlicher Unterschied 

in der PAI-1 mRNA-Expression zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen. Zu 

bemerken ist, dass dieser Unterschied nach 24 Stunden am größten ist. Während die 
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Expression von PAI-1 mRNA Expression in nicht infizierten Zellen kontinuierlich bis auf 

200% nach 48 Stunden ansteigt, erlangt die Expression von PAI-1 mRNA in infizierten 

Zellen nach 24 Stunden ein Maximum und fällt dann leicht ab. 

Eine Erklärungsmöglichkeit hierfür ist der chlamydiale Vermehrungszyklus, der 24-48 

Stunden beträgt7. Somit ist die Replikation der Chlamydien in den ersten 24 Stunden am 

stärksten. Die stärkste Beeinflussung der Zelle ist somit auch in diesem Zeitraum zu erwarten. 

 

Sowohl Thrombomodulin als auch PAI-1 spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der 

Arteriosklerose30,122. Von Laszik und Kollegen wurde gezeigt, dass Thrombomodulin in 

Endothelzellen arteriosklerotischer Plaques auf Protein-Ebene herunterreguliert ist72. Auch 

eine erhöhte PAI-1-Expression konnte mit Arteriosklerose in Zusammenhang gebracht 

werden. Zhu und Kollegen konnten im Tiermodell zeigen, dass PAI-1 die Bildung der 

Neointima fördert122. Eine weitere Forschergruppe beschrieb das vermehrte Auftreten von 

Koronarthrombosen in transgenen Mäusen, welche PAI-1 überexprimieren30. Beide 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass das vermehrte Angebot von PAI-1 in einem 

Gefäßabschnitt zu sowohl einer Progression der Arteriosklerose als auch später zu 

Komplikationen durch verminderte Fibrinolyse führen kann. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich replizierende Chlamydien in Endothelzellen 

sowohl eine Reduktion der Expression von Thrombomodulin als auch eine Induktion der 

Expression von PAI-1 bewirken (Kapitel 4.3 und 4.4). 

Für Thrombomodulin konnte sowohl eine Reduktion auf mRNA-Ebene mittels Northern Blot 

mit anschließender quantitativer Analyse als auch auf Proteinebene mittels eines zellulären 

ELISAs dargestellt werden. Für PAI-1 erfolgte die Analyse zusätzlich zu bereits bekannten 

Ergebnissen auf Proteinebene nur auf Ebene der mRNA-Expression27. 

Die in den durchgeführten Versuchen dargestellten Veränderungen zeigen in 

Übereinstimmung zu vorherigen Untersuchungen, dass die durch C. pneumoniae in 

Endothelzellen hervorgerufenen Veränderungen den Phänotyp der betroffenen Endothelzellen 

zugunsten eines prokoagulatorischen Phänotyps umwandeln68. Dieser Schritt spielt vor allem 

im Stadium der komplexen Läsion für den klinischen Verlauf des betroffenen Patienten eine 

herausragende Rolle10. Die Induktion bzw. im Falle des Thrombomodulins eintretende 

Reduktion bewirken eine starke Aktivierung des Gerinnungssystems und führen somit zur 

verstärkten Thrombusbildung im Falle einer Plaqueruptur. 

Neben dieser Wirkung im Sinne einer Akzelleration der Gefäßstenose kommt der Reduktion 

des Thrombomodulins eine weitere, für den Verlauf der Arteriosklerose nicht minder 
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bedeutende Rolle zu. Die Tatsache, dass es sich bei Thrombomodulin um einen Rezeptor für 

Thrombin handelt, ist hierfür ausschlaggebend. Thrombin ist ein bekannter 

wachstumsfördernder Faktor für glatte Muskelzellen37,69,117. Thrombomodulin als Rezeptor 

für das im Serum vorhandene Thrombin reduziert somit in betroffenen Gefäßabschnitten die 

Konzentration von biologisch aktivem Thrombin. Dies kann zur Folge haben, dass glatte 

Muskelzellen in der Gefäßwand verstärkt proliferieren.  

Von Coombes et al. wird ein „endothelial cell-derived soluble factor(s)“ postuliert, welcher 

die Proliferation glatter Muskelzellen anregt22. Die hier dargelegten Ergebnisse legen jedoch 

nahe, dass nicht eine Erhöhung eines Wachstums-beschleunigenden Faktors die 

beschriebenen Auswirkungen hervorruft, sondern vielmehr die Verminderung eines 

Wachstums-inhibierenden Faktor, nämlich Thrombomodulin. 

Weiterhin ist bekannt, dass Thrombin eine Aktivierung des Nuclear Factor-κB (NFκB) 

hervorruft. Es konnte gezeigt werden, dass dies zu einer deutlich verstärkten Expression von 

E-Selektin auf der Zelloberfläche durch TNFα Stimulation führt3. Hier trifft ebenfalls zu, dass 

eine durch C. pneumoniae induzierte verminderte Thrombomodulinexpression die Menge an 

ungebundenem Thrombin steigern und somit zu einer vermehrten Expression von 

proinflammatorischen Oberflächenmolekülen führen könnte. 
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5.2.2 Einfluss der Chlamydophila pneumoniae Infektion auf 

Transkriptionsfaktoren 

 
Verschiedene Forschergruppen konnten eine Veränderung der Gen-Transkription in 

Endothelzellen nach C. pneumoniae-Infektion zeigen27,38,68. Somit lag es nahe, die Induktion 

verschiedener Transkriptionsfaktoren zu untersuchen. Krüll et al. konnten eine Induktion des 

Transkriptionsfaktors NF-κB finden68, der die Expression vieler unterschiedlicher Gene 

reguliert, die nach heutigen Erkenntnissen beim Arterioskleroseprozess eine Rolle spielen. 

c-jun und c-fos sind Mitglieder einer Familie von Proteinen, die das Aktivator-Protein-1 

bilden. Das Aktivator-Protein-1 (AP-1) ist neben NF-κB ein wichtiger Transkriptionsfaktor. 

Er spielt bei der Regulation der Zellproliferation und des Überlebens einer Zelle eine 

herausragende Rolle61. So wird eine erhöhte mRNA-Expression der Monomere c-jun und c-

fos beispielsweise nach Stimulus durch den Wachstumsfaktor PDGF beobachtet 36,108. Zudem 

ist AP-1 wie auch NF-κB in die nachgeschaltete Signaltransduktion von Toll-like Rezeptoren 

involviert1. 

Die Erhöhung der Aktivität des Transkriptionsfaktors Aktivator-Protein-1 kann auf zweierlei 

Weise erfolgen. Einerseits führt die Phosphorylierung durch Serin-Threonin-Kinasen der 

Gruppe der Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinasen zur aktiven Form, indem die 

Monomere aus der jun- und der fos-Familie sich zu einem Homo- bzw. Heterodimer 

verbinden61.  

Desweiteren kann durch eine Zunahme der AP-1 Konzentration in der Zelle die Antwort auf 

einen späteren Reiz amplifiziert werden. 

Zu der Gruppe der frühen Transkriptionsfaktoren gehört auch die Egr-Familie. Aus dieser 

Familie wurde der für Endothelzellen noch kaum beschriebene Vertreter Egr-2/KROX-20 

untersucht. Vertreter aus der Egr-Familie spielen ebenfalls in der Zellproliferation eine 

wichtige Rolle39,59,99,106,121. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die genannten Transkriptionsfaktoren bezüglich der 

Reaktion auf eine C .pneumoniae Infektion untersucht. Der c-jun/Aktivator-Protein-1-

Komplex wurde auf Proteinebene und die c-jun und c-fos Expression auf mRNA-Ebene 

untersucht. Zusätzlich wurde der Transkriptionsfaktor Egr-2/KROX-20 auf mRNA-Ebene 

untersucht. 

Bei der Untersuchung im Western Blot der c-jun/AP-1 Expression findet sich keine sichtbare 

Expressionssteigerung der nicht infizierten Kontrollgruppe (Kapitel 4.5.1). Deutlich zu 
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erkennen ist dahingegen eine starke Expressionssteigerung von c-jun/AP-1 nach einer Stunde, 

die nach vier Stunden auf Höhe der nicht infizierten Kontrollgruppe und der Referenz 

abgefallen ist.  

Bei der Untersuchung der mRNA-Expression von c-jun und c-fos findet sich eine ähnliche 

Aussage. Zu bemerken ist jedoch, dass hier eine unspezifische Stimulation auch der nicht 

infizierten Kontrollgruppe sichtbar ist. Bei beiden Molekülen findet sich eine Erhöhung der 

Expression bereits direkt nach der Infektion. Das Maximum wird nach 30-60 Minuten erreicht 

und die Expression fällt wieder ab. Nur bei infizierten Zellen bleibt c-jun nach 4 Stunden 

deutlich über dem Level der nicht infizierten Kontrollgruppe und der Referenzgruppe. 

Man erkennt einen Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen. Sowohl c-

jun als auch c-fos werden durch C. pneumoniae Infektion verstärkt exprimiert. 

Das Verhalten von Egr-2/KROX-20 ist annähernd deckungsgleich mit dem der anderen 

untersuchten Transkriptionsfaktoren. Auch hier findet sich eine unspezifische Stimulation 

sowie eine spezifische Stimulation durch C. pneumniae Infektion. 

Im vorliegenden Egr-2/KROX-20 Northern Blot sind zwei Banden zu sehen. Die obere, 

welche breiter und diffuser erscheint, liegt auf Höhe der 28S-RNA. Sie wurde als eine 

unspezifische Hybridisierung der Sonde mit der 28S-RNA interpretiert und somit nicht zur 

Auswertung herangezogen. Die Auswertung bezog sich nur auf die darunter laufende scharf 

abgrenzbare Bande. 

In der Auswertung der Egr-2/KROX-20 Expression fielen starke Standardabweichungen auf. 

Hierzu ist jedoch festzustellen, dass sich bei der Auswertung der einzelnen Versuche das 

Verhältnis zwischen der Expression in infizierten zu der in nicht infizierten Zellen konstant 

verhielt. Erst bei der Normierung mit der jeweiligen Referenzgruppe entstanden diese großen 

Varianzen. Da für jedes Experiment neu präparierte HUVE-Zellen verwendet wurden, ist eine 

Erklärungsmöglichkeit hierfür eine eventuell  vorhandene Vorstimulation einer 

Zellpopulation, die zu einem verminderten oder erhöhten Ansprechen der Zellen auf die hier 

gesetzten Reize führten. Es ist jedoch zu bemerken, dass lediglich ein quantitativer 

Unterschied, nicht jedoch ein qualitativer Unterschied zwischen den Experimenten bestand. 

 

Die Reaktionen der hier untersuchten Transkriptionsfaktoren stimmen in der Weise überein, 

dass sie allesamt nach einer kurzen Zeit ein Expressionsmaximum erreichen und danach 

wieder abfallen. Dies bedeutet, dass C. pneumoniae zwar kurzfristig eine Expressionerhöhung 

von AP-1 und Egr-2/KROX-20 bewirkt, diese aber nicht über längere Zeit aufrecht erhalten 

wird. 
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Mit den hier dargelegten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass sowohl die Untereinheiten 

des AP-1 Heterodimers, c-jun und c-fos, stark durch eine C. pneumoniae-Infektion 

heraufreguliert werden als auch nachweisen, dass das Protein AP-1 in mit C. pneumoniae 

infizierten Endothelzellen in höherer Konzentration vorliegt als in nicht infizierten. 

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Huang und Kollegen erhobenen Daten überein. Im 

Tiermodell mit C. pneumoniae infizierten Mäusen konnten Huang und Mitarbeiter zeigen, 

dass die Transkriptionsfaktoren PPARγ, NFκB und AP-1 in aortalen Endothelzellen nach 

Infektion erhöht sind51. 

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Auswirkungen von Scherkräften auf Endothelzellen, 

so findet man ähnliche Ergebnisse. Auch hier werden die zentralen Transkriptionsfaktoren c-

jun und c-fos heraufreguliert20,50.  

 

5.2.3 Auswirkungen auf den Arterioskleroseverlauf 
 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es nach Infektion mit C. 

pneumoniae in humanen Endothelzellen zu einer passageren Heraufregulation des AP-1 

Komplexes kommt. Darauf folgt eine prolongierte Herabregulation des Oberflächenmoleküls 

Thrombomodulin und eine ebenso prolongierte Heraufregulation des prokoagulatorischen 

Faktors PAI-1. Auf eine kurze proinflammatorische Phase folgt demnach eine prolongierte 

prokoagulatorische und proarteriosklerotische Antwort. Dies könnte in vivo zur Folge haben, 

dass durch die verminderte Expression von Thrombomodulin es zu einem vermehrten 

Auftreten des Liganden Thrombin führt. Für Thrombin ist gezeigt, dass es als 

Wachstumsfaktor für glatte Muskelzellen wirken kann37,69,117. Somit ist dies eine 

Erklärungsmöglichkeit für die vermehrte Muskelzellproliferation in arteriosklerotischen 

Läsionen. Desweiteren wirkt Thrombomodulin im Zusammenspiel mit APC 

antikoagulatorisch. Eine verminderte Expression von Thrombomodulin führt somit zu einem 

prokoagulatorischem Zustand der Gefäßwand. Insbesondere bei der akuten Exazerbation der 

Arteriosklerose, der Plaqueruptur, kann dies die Thrombosierung und somit den Verschluss 

des Gefäßes fördern. 

Einen ähnlichen Einfluß hat PAI-1. Als prokoagulatorischer Faktor inhibiert PAI-1 die 

Fibrinolyse. Die vermehrte Bildung von PAI-1 hat somit zur Folge, dass die intravasale 

Fibrinolyse, welche im Gleichgewicht mit der Gerinnung steht, gehemmt wird. Dies bewirkt 

ebenso wie die Herunterregulation von Thrombomodulin einen prokoagulatorischen Effekt. 



Diskussion   81  

Die hier dargestellten Daten erhärten den Verdacht, dass eine Infektion humaner 

Endothelzellen mit C. pneumoniae den Arterioskleroseverlauf entscheidend beeinflussen 

kann. Die in den Versuchen verwendeten humanen umbilikal-venösen Endothelzellen zeigen 

nach Infektion einen prokoagulatorischen, aktivierten Phänotyp. Die in dieser Arbeit 

beschriebenen Veränderungen nach C. pneumoniae Infektion stimmen überein mit Daten, die 

aufgrund von Studien bei Arteriosklerose-Patienten und in experimentellen Tiermodellen 

erhoben wurden10,72. 
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5.3 Perspektiven 

 
Die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche konnten klären, inwiefern C. pneumoniae die 

Expression von einigen ausgesuchten Genen in HUVE-Zellen verändert. Dieses Modell muss 

in weiteren Versuchen erweitert und auf arterielle Zellen des Gefäßsystems ausgedehnt 

werden. Zusätzlich muss geklärt werden, ob die hier beobachtete Zunahme der Expression der 

untersuchten Transkriptionsfaktoren auch zu einer Erhöhung der Aktivität führt. Geeignete 

Untersuchungen wären der electric mobility shift assay (EMSA) und die Untersuchung der 

Expression von Zielgenen. 

Des weiteren sollten zukünftige Untersuchungen klären, ob die Beobachtungen nur auf sich in 

Endothelzellen replizierende Chlamydien zurückzuführen sind oder ob ebenfalls durch 

erhitzen oder UV-Bestrahlung abgetötete Bakterien die gleichen Effekte hervorrufen können. 

Ein Einfluß des nicht-adaptiven Immunsystems über chlamydiales HSP60 und Toll-like 

Rezeptor 4 muss eventuell über funktionsblockierende Antikörper oder RNA-silencing 

ausgeschlossen werden. 

Doch auch hierbei wird man an die Grenzen der in vitro Modelle stoßen. Für die Klärung des 

Zusammenhangs zwischen einer Infektion mit C. pneumoniae und Arteriosklerose müssen 

deshalb zusätzlich zu den in vitro Modellen weitere in vivo Untersuchungen erfolgen. Die 

hier bereits durchgeführten Untersuchungen sind uneinheitlich. Eine Induktion der 

Arteriosklerose im Kaninchen durch C. pneumoniae konnte durch Fong und Kollegen 

nachgewiesen werden35. Dagegen konnten Caliguri und Kollegen in ApoE-defizienten 

Mäusen durch C. pneumoniae-Infektion keine Akzelleration des Arterioskleroseverlaufs 

feststellen17. 

Zudem sollte nicht außer Acht gelassen werden, dass es neben der in dieser Arbeit 

vorgestellten Möglichkeit der Arterioskleroseakzelleration durch C. pneumoniae-Infektion der 

Endothelzellen noch eine andere Theorie existiert, die C. pneumoniae mit der Arteriosklerose 

in Verbindung bringt. Ein Zusammenwirken von durch eine C. pneumoniae Infektion 

induzierten Antikörpern gegen das humane HSP60 und der Infektion verschiedener 

Zellpopulationen ist durchaus denkbar16. 

Ob und zu welchem Anteil C. pneumoniae den Arterioskleroseverlauf beeinflusst, konnte 

aber bis heute nicht endgültig geklärt werden. Diese und auch andere Arbeiten konnten jedoch 
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zeigen, dass auf zellbiologischer Ebene C. pneumoniae die Genexpression von Endothelzellen 

verändern kann.  

Somit wurden mittels serologischen Studien, Nachweis von C. pneumoniae in Atheromen, in-

vitro und in-vivo Modellen Hinweise für die chlamydiale Beeinflussung der Arteriosklerose 

gefunden. 

Es bleibt abzuwarten, welche Ergebnisse die bereits angelaufenen 

Antibiotikainterventionsstudien erbringen. Die bis jetzt abgeschlossenen Studien zeigen kein 

einheitliches Bild2,19,45,89,111. 

Wenn auch diese Studien darauf hinweisen würden, dass Antibiotika die Prävalenz von 

Arteriosklerose vermindern, so könnte man den Beweis, dass C. pneumoniae Arteriosklerose 

beeinflusst, als erbracht ansehen. 

Die aktuell veröffentlichte, groß angelegte PROVE-IT-Studie zeigt jedoch in der 

Sekundärprophylaxe von Herzinfarkten keinen Vorteil bei Patienten, die mit Antibiotika 

behandelt werden18. 

Ein Nachteil von vielen aktuellen Studien ist, dass dort Antibiotika als Sekundärprophylaxe 

verwendet werden. Man kann jedoch die Frage stellen, ob es zu diesem Zeitpunkt schon zu 

spät ist, die Bakterien mittels Antibiotika zu therapieren. 

Eine endgültige Beurteilung, ob Chlamydophila pneumoniae ursächlich an der 

Arterioskleroseentwicklung beteiligt ist, kann zu dem jetzigen Zeitpunkt nicht mit Gewissheit 

gesagt werden. Die vielen widersprüchlichen Ergebnisse klinischer Studien lassen diesen 

Schluss nicht zu. 
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6 Zusammenfassung 
 

Chlamydophila pneumoniae ist ein gram-negatives, obligat intrazelluläres Bakterium. Beim 

Menschen ist es als Erreger von Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes weit 

verbreitet. Seit einigen Jahren mehren sich die Hinweise für eine C. pneumoniae vermittelte 

Initiation oder Akzelleration der Arteriosklerose. Der pathogenetische Zusammenhang ist 

jedoch noch weitgehend unklar.  

Ziel dieser Arbeit war es, die Reaktionen von humanen Endothelzellen auf Infektion mit C. 

pneumoniae zu untersuchen. 

Von besonderem Interesse waren hierbei Hämostasefaktoren (Plasminogen-Aktivator-

Inhibitor-1 (PAI-1) und Thrombomodulin (TM)) und frühe Transkriptionsfaktoren (c-jun, c-

fos, Egr-2/KROX-20). 

Zu diesem Zweck wurden sowohl C. pneumoniae als auch humane umbilikal-venöse 

Endothelzellen (HUVE-Zellen) kultiviert. Die HUVE-Zellen wurden daraufhin mit C. 

pneumoniae infiziert, inkubiert und nach bestimmten Zeiten analysiert. Als Vergleich diente 

eine nicht infizierte Referenzgruppe.  

Die Analyse der Endothelzellreaktion erfolgte im Bezug auf Zellaktivität, mRNA-Expression 

und Protein-Synthese. Die verwendeten Verfahren waren Northern Blot, zellulärer Enzyme-

linked immuno sorbent Assay (ELISA) und Western Blot. 

Bei den untersuchten Hämostasefaktoren zeigte sich nach 24 Stunden eine erniedrigte 

Thrombomodulin-mRNA-Expression (um 20%) und eine erhöhte PAI-1-mRNA-Expression 

(um 40%) gegenüber der Kontrollgruppe. Die Differenz zu der Kontrollgruppe ließ sich bei 

der PAI-1-mRNA-Expressionskinetik noch bis zu 48 Stunden nach Infektion nachweisen. In 

der Präsenz von Thrombomodulin an der Zelloberfläche konnte mittels eines zellulären 

ELISAs ebenfalls ein Unterschied zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Es fand sich ein 

Rückgang des Thrombomodulin-Antigens um 20-30% in einem Zeitraum von 48 Stunden 

nach der Infektion.  

Es konnte eine deutliche Erhöhung der mRNA-Expression der untersuchten frühen 

Transkriptionsfaktoren festgestellt werden. Bei allen kontrollierten Zeitpunkten zeigte sich ein 

Expressionsunterschied von infizierten Zellen zu nicht infizierten. Ein Maximun erreichte die 

Expression nach 30 Minuten bei c-jun und Egr-2/KROX-20, nach 1 Stunde bei c-fos. Im 

Western Blot wurde bei infizierten Zellen ebenfalls eine Erhöhung von c-jun/AP-1 ermittelt. 
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Die Ergebnissse legen nahe, daß eine Infektion mit C. pneumoniae humane Endothelzellen in 

einen aktivierten, prokoagulatorischen Zustand versetzen. Eine Infektion mit C. pneumoniae 

bewirkt somit pro-arteriosklerotische Veränderungen der Gefäße. 

Ob dies jedoch in der klinischen Praxis eine Rolle spielt, kann man aufgrund dieser 

Ergebnisse nicht vorhersagen. Diese Aussage muß weiteren Untersuchungen vorbehalten 

bleiben. 
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7 Summary 
 

Chlamydophila pneumoniae is a gram-negative, intracellular bacterium. It is well known as 

cause of upper and lower respiratory tract infections. For some years evidence has been found 

that C. pneumoniae induces or accelerates atherosclerosis. However, the underlying 

pathophysiology still remains unclear. 

It was therefore aim of this study to examine the effects of C. pneumoniae infections on 

endothelial cells which are involved in the process of atherosclerosis.  

This study focuses on hemostasis factors, such as plasminogen-activator-inhibitor-1 (PAI-1) 

and thrombomodulin (TM), as well as immediate early transcription factors, such as c-jun, c-

fos and Egr-2/KROX-20. 

Human umbilical venous cells (HUVEC) were infected with C. pneumoniae isolated from a 

patient suffering from an acute infection. The mRNA respectively protein expression of 

infected HUVE-cells were analysed and compared to not infected control cells.  

HUVE-cells showed a significantly decreased thrombomodulin- and a significantly increased 

PAI-1-mRNA-expression 24h after infection with C. pneumoniae. The presence of 

thrombomodulin at the cell surface was decreased to up to 30% as analyzed using a cellular 

ELISA. 

The analysis of immediate early transcription factors unveiled a strong increase of c-jun, c-fos 

and Egr-2/KROX-20 mRNA shortly after infection showing maximal mRNA levels at 30-

60min after infection. Additionally an increase of the important proinflammatory transcription 

factor c-jun/AP-1  was observed on protein level by Western Blot analysis. 

The results show that infection with C. pneumoniae alters the expression patterns of 

endothelial cells towards an activated, procoagulatory state. An infection with C. pneumoniae 

leads to pro-atherosclerotic changes in endothelial cells supporting the hypothesis that C. 

pneumoniae can act as an initiating and accelerating factor in the cause of atherosclerosis. 

However, if this is an important risc factor for developing atherosclerosis in patients cannot 

be answered by this study. This has to be analysed in further patient orientated studies. 
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