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2 Abkürzungsverzeichnis 

Abb.   Abbildung 

ATP   Adenosintriphosphat 

cDNA  complementary desoxyribonucleic acid, komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CtrD   Chlamydia trachomatis Serovar D 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagles Medium 

DMPA   Depot-Medroxyprogesteronacetat 

E2   β-Estradiol  

EB   elementary body/Elementarkörperchen 

ER α/β   estrogen receptor α/β, Östrogenrezeptor α/β 

ERK1/2  extracellular signal regulated kinase, p44/42 

et al.  et alia 

etc.  et cetera 

FGT   female genital tract, weiblicher Genitaltrakt 

FKS  Fetales Kälberserum 

FT-Zellen  fallopian tube cells, primäre Eileiterzellen 

GLUT1   Glukose-Transporter 1 

h   Stunden 

HeLa  Henrietta Lacks-Zellen, humane Epithelzelllinie eines Zervixkarzinoms 

HEp-2   Human Epidermoid cancer cell, humane Epithelzelllinie eines Larynxkarzinoms 

HIF-1α  Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 alpha 

Hox  Hypoxie (hier in der Regel definiert als 2% O2) 

HPV  Humanes Papillomavirus 

HRP  Horse radish peroxidase 

HSP (60)  Heat shock protein (60) 

HSV-2   Herpes simplex Virus Typ 2 

IFN-γ   Interferon gamma 

Inc  Inclusion membrane protein 

IFU  Inclusion forming unit 

IPAM  Inclusion protein acting on microtubuli 

IL   Interleukin 

LDHA   Laktat-Dehydrogenase A 

LPS  Lipopolysaccharid 
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MAPK  Mitogen activated protein kinase 

MHC  Major histocompatibility complex 

mRNA  Messenger ribonucleic acid, messenger-Ribonukleinsäure 

NFκB  Nuclear Factor kappa light chain enhancer of activated B-cells 

Nox  Normoxie (hier i.d.R. definiert als 20% O2) 

ns  nicht signifikant 

O2   Sauerstoff 

P4   Progesteron (Pregn-4-en-3,20-dion) 

PAMP  Pathogen associated molecular pattern 

PBS  Phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

pERK1/2  phosphorylierte extracellular signal regulated kinase, pp44/42 

p.i.   post infectionem (Angabe in Stunden nach der Infektion) 

PID   pelvic inflammatory disease 

PKC  Proteinkinase C 

PRR   Pattern recognition receptor 

RB   reticulate body, Retikularkörperchen 

REM  Rasterelektronenmikroskopie 

rRNA  ribosomal ribonucleic acid, ribosomale Ribonukleinsäure 

qRT-PCR quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

SDS  Sodiumdodecylsulfat 

SEM  Standard error of the mean, Standardfehler 

Spp.   Species 

STD   sexually transmitted disease, sexuell übertragbare Krankheit 

Tab.  Tabelle 

TEM  Transmissionselektronenmikroskopie 

TFI   tubal factor infertility, eileiterbedingte Infertilität 

TLR   Toll-like Rezeptor 

TNF  Tumornekrosefaktor
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3 Zusammenfassung 

Die Infektion mit C. trachomatis ist die weltweit häufigste sexuell übertragbare bakterielle 

Erkrankung. Folgen wie die chronische Entzündung des kleinen Beckens (pelvic 

inflammatory disease, PID) oder Infertilität durch vernarbtes Eileitergewebe (tubal factor 

infertility, TFI) sind möglich. Infektions-Zellmodelle sollen neue Erkenntnisse über den 

Verlauf der Infektion hervorbringen und langfristig die Grundlage für neue Präventions- 

und Therapievorschläge bilden. 

Für diese Modelle werden häufig Karzinomzelllinien verwendet, die hinsichtlich ihrer 

Handhabbarkeit viele Vorteile bieten. Diese Zellen sind jedoch genetisch modifiziert, was 

Ergebnisse beeinflussen kann. Ein Ziel dieser Arbeit war daher, Primärzellen aus 

weiblichen Eileitern (fallopian tube-/FT-Zellen) zu verwenden und diese als 

Infektionsmodell zu charakterisieren. Hierfür wurden FT-Zellen isoliert, kultiviert und 

infiziert. Anschließend wurde das Modell hinsichtlich verschiedener Parameter wie 

Infektionsraten und Wirtszellreaktion mit dem HeLa-Karzinomzellmodell verglichen. Es 

zeigte sich, dass das Primärzellmodell trotz einer hohen Variabilität der Ergebnisse als 

gutes Modell für die Chlamydieninfektion dienen kann.   

Weiterhin wurden die Einflüsse physiologisch im weiblichen Genitaltrakt (female genital 

tract, FGT) vorkommender Stimuli wie eine niedrige O2-Konzentration (Hypoxie) oder 

Sexualhormone auf die Chlamydieninfektion im Zellmodell untersucht. So ist der 

chlamydiale Lebenszyklus durch den Wechsel zweier Erscheinungsformen, der infektiösen 

Elementarkörperchen (elementary body, EB) und der eher stoffwechselaktiven 

Retikularkörperchen (reticular body, RB) gekennzeichnet. Innerhalb des intrazellulären 

Einschlusses differenzieren sich binnen der Zyklusdauer von 48 h EBs zu RBs und 

anschließend wieder zu EBs.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die in vivo niedrigere O2-Konzentration im 

FGT in beiden Zellmodellen die Differenzierung von RBs in EBs verzögert, was in einer 

verminderten Infektiosität der Einschlüsse resultiert. Das Sexualhormon Estradiol führt 

nur in HeLa-Zellen und nicht in Primärzellen zu einer gesteigerten Infektionsrate. In HeLa-

Zellen zeigt sich jedoch kein Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL (Interleukin)-

1β, IL-6 und IL-8. Im Primärzellmodell wird durch die Behandlung mit Estradiol IL-1β 
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induziert. Ein Einfluss von Progesteron konnte in unseren Versuchen nicht gezeigt 

werden.   

Zusammenfassend ergeben die gewonnenen Daten, dass sich die Infektion mit C. 

trachomatis im HeLa- und im FT-Zellmodell untersuchen und charakterisieren lässt. In 

beiden Infektionsmodellen können unterschiedliche Stimuli die Infektionsrate, den 

chlamydialen Lebenszyklus und die Reaktion der Wirtszelle beeinflussen. Wir stellen 

daher die Hypothese auf, dass die physiologischen Einflüsse im FGT auch die in vivo-

Infektion und den klinischen Verlauf verändern können.  
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4 Einleitung 

4.1 Grundlagen zum Pathogen 

4.1.1 Allgemeines zu C. trachomatis 

Chlamydia trachomatis ist ein obligat intrazellulär lebendes, gramnegatives Bakterium aus 

der Familie der Chlamydiaceae, Gattung Chlamydia. Dieses Pathogen ist weltweit 

verbreitet und kann sowohl Menschen als auch Tiere befallen. Derzeit sind 18 

verschiedene Serotypen humanpathogener C. trachomatis bekannt, die 

unterschiedlichste Krankheitsbilder hervorrufen können. Infektion mit den Serotypen A-C 

verursachen das Trachom, eine chronische Bindehautentzündung. Die Serotypen D-K 

werden sexuell übertragen und sorgen für schwere Entzündungen des weiblichen 

Genitaltraktes, die sogar zu Infertilität führen können. Die Serotypen L1-L3 sind Erreger 

des Lymphogranuloma venereum, einer hauptsächlich in Entwicklungsländern 

vorkommenden, ulzerierenden Geschlechtskrankheit.  

Neben der Gattung Chlamydia, die neben C. trachomatis noch C. muridarum und C. suis 

umfasst, existiert innerhalb der Familie Chlamydiaceae noch die Gattung Chlamydophila. 

Zu dieser zählen unter anderen weitere humanpathogene Arten wie C. pneumoniae, C. 

psittaci und C. pecorum. 

All diese Species weisen denselben einzigartigen, biphasischen Lebenszyklus auf (Abb. 

4.1). In diesem finden sich zwei Formen des Mikroorganismus: der infektiöse, gegen 

Umwelteinflüsse resistentere Elementarkörper (elementary body, EB), sowie der 

metabolisch aktivere, teilungsfähige, jedoch nicht infektiöse Retikularkörper (reticulate 

body, RB). Ein Lebenszyklus dauert unter normalen Bedingungen circa 48 - 72 Stunden 

und beginnt mit der Adhäsion der EBs an die Zellmembran der zukünftigen Wirtszelle, 

möglicherweise an eine Untereinheit des Östrogenrezeptor-Komplexes1,2. Anschließend 

werden chlamydiale Proteine über ein Typ-III-Sekretionssystem in die Zelle abgegeben 

und verursachen eine Endozytose der EBs und die Bildung einer Einschlussvakuole. In 

dieser differenzieren EBs zu den deutlich größeren RBs, welche sich mithilfe binärer 

Zellteilung vermehren. Dies führt zu einer Größenreduktion der RBs, wodurch die 

Rücktransformation in EBs ausgelöst wird3. Die Wirtszelle wird dann entweder lysiert oder 
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der Einschluss mit der Wirtszellmembran fusioniert, wodurch EBs freigesetzt werden, um 

aufs Neue Zellen zu infizieren4,5.  

Neben Retikular- und Elementarkörperchen wird allerdings noch eine weitere, 

morphologisch abweichende Form beschrieben, die oft als „aberrante RBs“ (aRBs) oder 

auch als „persistente Form“ bezeichnet wird. Der Übergang in diese erfolgt, wenn 

aufgrund widriger Umgebungsbedingungen RBs nicht zu EBs redifferenzieren können. Als 

aberrante Form können sie längere Zeit überdauern, bevor sie bei günstigeren äußeren 

Einflussbedingungen erneut zu EBs werden und der Lebenszyklus fortgesetzt wird. 

Morphologisch ähnelt diese Form stark vergrößerten, jedoch keine Zellteilung 

betreibenden RBs6,7. Aberrante Chlamydien wurden bisher hauptsächlich in vitro 

beschrieben; eine Korrelation mit der klinischen Persistenz der Infektion wird vermutet8.  

 
 

 
 
 Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von Chlamydia spp.  
Der infektiöse Elementarkörper (EB) adhäriert an die Wirtszellmembran (1) und wird internalisiert 
(2). In der neu gebildeten Einschlussvakuole differenzieren EBs zu den metabolisch aktiveren 
Retikularkörpern (RBs, 3), die sich mittels binärer Zellteilung vermehren (4). Nach 24 – 48 h 
kommt es zur Re-Differenzierung zu EBs (5), welche über Lyse der Wirtszelle (6) oder Fusionierung 
von Vakuole und Wirtszellmembran (nicht dargestellt) freigesetzt werden und 48 – 72 h nach der 
primären Infektion erneut Zellen infizieren können (1). Der Übergang in die aberrante Form (aRBs, 
3a) und der anschließende Wiedereintritt in den Entwicklungszyklus bei günstigeren 
Umgebungsbedingungen (3b) werden im Zellmodell beschrieben, die klinische Relevanz ist unklar.  
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Bekannte Auslöser für die Umwandlung in die aberrierende Form sind Interferon gamma 

(IFN-γ)9,10, das in der Immunantwort des Menschen eine große Rolle spielt, einige 

Antibiotika11–13 sowie ein Mangel an Eisen14,15 in der Mikroumgebung. Für das Auftreten 

persistenter Chlamydien in vivo gibt es Anhaltspunkte, dies ist jedoch Gegenstand 

aktueller Forschungen, ebenso wie ein möglicher Zusammenhang mit der aberrierenden 

Form in vitro16–18.  

Für eine produktive Infektion sind Chlamydien auf die Zufuhr von Nährstoffen aus der 

Wirtszelle angewiesen, da sie nur über einen Teil der zur ATP-Gewinnung notwendigen 

Enzyme verfügen. Chlamydiale Einschlüsse enthalten Glykogen als Energiereserve, das 

teils über die Vakuolenmembran aufgenommen wird und teils aus Vorstufen wie 

importierter phosphorylierter Glukose neu synthetisiert wird19. Darüber hinaus gehen die 

unterschiedlichen Phasen im chlamydialen Lebenszyklus auch mit unterschiedlicher 

Stoffwechselaktivität von EBs und RBs einher20. So galten EBs lange Zeit als 

stoffwechselinaktiv. Es wurde jedoch inzwischen gezeigt, dass sie unter bestimmten 

Bedingungen zur Energiegewinnung aus Wirtszellsubstraten imstande sind. EBs nehmen 

vor allem Glucose-6-Phosphat auf und generieren mithilfe des aeroben 

Glukosekatabolismus Energie für die Umwandlung in RBs. Diese wiederum nehmen direkt 

ATP aus der Wirtszelle auf und nutzen es als Energiequelle für Proteinsynthese und 

Nährstofftransport, was einer effizienten Replikation dient20,21. Neben Kohlenhydraten 

werden weitere Stoffwechselprodukte wie Aminosäuren22, Nukleotide23 und Fette24,25 

durch die Vakuolenmembran aufgenommen und von dem Pathogen metabolisiert.  

 

Jedoch sind Chlamydien nicht nur in der Lage, Substrate aus der Zelle aufzunehmen, 

sondern können zelleigene Mechanismen auch zu ihren Gunsten beeinflussen. 

Beispielsweise modifizieren von C. trachomatis sezernierte Effektorproteine wie IPAM 

(inclusion protein acting on MTs) intrazelluläre Mikrotubuli und Actin26, was zu einer 

Stabilisierung der Vakuolenmembran und Umstrukturierung zelleigener Organellen wie 

dem endoplasmatischem Retikulum und dem Golgi-Apparat führt27–29. Dies dient 

möglicherweise der erleichterten Aufnahme von Nährstoffen für die Energiegewinnung 

zur Replikation und somit der produktiven Infektion.  

Ein weiterer Mechanismus, mit dem Chlamydien ihre Wirtszelle manipulieren, ist die 

Verhinderung der intrinsischen Apoptose. Dies wird unter anderem durch Proteine in der 
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Einschlussmembran (inclusion membrane proteins, Incs) bedingt, bei deren Fehlen 

physiologische Apoptosemechanismen in der Wirtszelle observiert werden können30. Die 

Hemmung zelleigener DNA-Reparaturmechanismen durch microRNA kann eine Rolle 

spielen31. Durch eine Chlamydieninfektion wird darüber hinaus der TNF-Rezeptor 

internalisiert; konsekutiv werden TNF-vermittelte apoptotische Signalwege blockiert32. 

Die für die intrinsische Apoptose wichtige Freisetzung von Cytochrom c in das 

Wirtszellzytoplasma wird verhindert33. Auch wurde eine durch die Infektion bedingte 

Hochregulation antiapoptotischer Proteine der Wirtszelle beschrieben34. Die 

Beeinflussung der zellulären Apoptosemechanismen ist wichtig für das Pathogen, damit 

der Entwicklungszyklus nicht vorzeitig terminiert und die Replikation dadurch 

eingeschränkt wird.  

Der dritte wichtige Manipulationsmechanismus ist die Beeinflussung der Immunreaktion 

des Wirtes. Physiologischerweise werden im Rahmen der angeborenen Immunantwort 

chlamydiale Antigene wie LPS und HSP60 von PRRs (Pattern recognition receptors) der 

Wirtszelle, insbesondere TLR2 und TLR4 (Toll-like receptors 2 und 4), erkannt. Die 

infizierten Epithelzellen setzen daraufhin proinflammatorische Zytokine frei, die 

Leukozyten rekrutieren, die die Infektion bekämpfen. Wichtig für die PRR- und TLR-

vermittelten intrazellulären Kaskaden ist der Transkriptionsfaktor NFκB35. Eine 

Untereinheit davon kann selektiv von chlamydialen Proteasen gespalten werden, 

wodurch die Chlamydieninfektion die Signalkaskade beeinflusst36. Ebenfalls wird mit der 

adaptiven Immunantwort des Wirtes interferiert. So wird im Rahmen der Infektion die 

Expression von MHC-I und MHC-II herunterreguliert, die für die T-Zell-vermittelte 

Immunantwort wichtig ist37,38.  

Dies sind beispielhafte Mechanismen, die eine Manipulation der Wirtszelle durch 

Chlamydien aufzeigen. Die zahlreichen Interaktionen des Pathogens mit seiner Wirtszelle 

sind sehr komplex und bisher nicht vollständig verstanden39,40. 

4.1.2 Klinik und Komplikationen der Chlamydieninfektion 

Die Infektion mit Chlamydia trachomatis ist die häufigste sexuell übertragbare bakterielle 

Infektion weltweit. Im Jahr 2016 wurden alleine in den USA mehr als 1,6 Millionen Fälle 

gemeldet, was fast 500 Fällen pro 100.000 Einwohner entspricht. Die Tendenz ist dabei 

deutlich steigend – im Jahr 2000 wurden noch 251,4 Fälle auf 100.000 Einwohner 

gemeldet41. Das Risiko einer Frau, sich bis zum Alter von 44 Jahren mindestens einmal mit 
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Chlamydien infiziert zu haben, beträgt 42,9%42. Als Risikogruppe gelten hierbei vor allem 

junge Frauen unter 25 Jahren mit mehr als einem Sexualpartner. Auch Zugehörigkeit zu 

einer ethnischen Minderheit, Rauchen und niedriger Bildungsstandard werden als 

Risikofaktoren genannt43–45. Ebenso korrelieren Koinfektionen mit N. gonorrhoeae oder 

HPV sowie die bakterielle Vaginose mit dem Auftreten einer Chlamydieninfektion46. Viele 

dieser Studien wurden jedoch in Zentren für Familienplanung oder in Beratungsstellen für 

STDs durchgeführt, sodass die Ergebnisse möglicherweise nicht repräsentativ für andere 

Populationen sind. 

Chlamydien infizieren bei Primärinfektion des unteren Genitaltraktes in erster Linie 

epitheliale Zellen. Dies äußert sich bei Frauen oft in Form einer Urethritis, Cervicitis oder 

Endometritis. Die Ausbreitung der Infektion in den oberen Genitaltrakt führt bei Frauen 

zur Salpingitis und kann sich zur so genannten pelvic inflammatory disease (PID) 

ausweiten, einer entzündlichen Erkrankung des kleinen Beckens47. Bei Männern beginnt 

die Infektion oft als Urethritis und erweitert sich ohne Behandlung zur Prostatitis oder 

Epididymitis.  

Problematisch ist, dass 50% – 70% aller Infektionen asymptomatisch verlaufen48. Die 

unbemerkte und daher unbehandelte Infektion kann schwerwiegende Komplikationen 

verursachen, da die chronische Entzündung bei der PID über die Aktivierung 

immunologischer Prozesse zu einem Gewebeumbau und zur Fibrosierung führt. Dies kann 

eine Vernarbung und letztlich den Verschluss der Eileiter zur Folge haben49. Klinisch 

äußert sich dies in eileiterbedingter Unfruchtbarkeit oder im Auftreten von ektopen 

Schwangerschaften, die im Extremfall tödlich enden können.   

Welche Rolle das Mikromilieu des FGT für die Pathogenese dieser Komplikationen 

einnimmt, ist noch unklar. Mithilfe von Infektionsmodellen, die dies berücksichtigen, 

könnten neue Erkenntnisse über den Krankheitsverlauf nach Chlamydieninfektion 

gewonnen werden.  

4.2 Verschiedene Versuchsansätze in der Chlamydienforschung 

4.2.1 Unterschiedliche Infektionsmodelle im Vergleich 

Studien, die sich mit dem Infektionsverlauf von C. trachomatis befassen, werden meist im 

Zellmodell (in vitro) oder im Tiermodell (in vivo) durchgeführt. Unter den Tiermodellen 

lassen sich besonders die Infektion von Mäusen mit C. muridarum und die Infektion von 
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Schweinen mit C. suis hervorheben, da diese beiden Chlamydienspecies wie auch C. 

trachomatis zum selben Genus Chlamydia gehören und die Infektion verglichen mit 

anderen Tiermodellen einen ähnlichen Ablauf wie die Infektion im Menschen zeigt. 

Jedoch müssen Ergebnisse aus derlei Studien trotzdem mit Vorsicht betrachtet werden, 

da es einige wichtige Unterschiede gibt50: die C. muridarum-Infektion in der Maus 

terminiert sich beispielsweise innerhalb von 4 Wochen selbst und führt zur partialen oder 

vollständigen Immunität gegenüber Reinfektionen, die Infektion im Menschen hingegen 

erfordert in der Regel antibiotische Behandlung und kann wiederholt auftreten. Auch 

hinsichtlich Immunreaktion und intrazellulären Signalkaskaden finden sich 

Unterschiede51. Auf der anderen Seite lässt sich die Dynamik der Infektion unter der 

ablaufenden Immunantwort im Tiermodell besser beurteilen als im Zellmodell. 

Zellmodelle haben dafür den Vorteil der einfachen Handhabung, der Verfügbarkeit und 

der Reproduzierbarkeit; jedoch auch den Nachteil, dass es sich bei den herkömmlichen 

Zelllinien wie HeLa- und HEp-2 um immortalisierte Karzinomzelllinien handelt. Diese 

weisen hinsichtlich Genexpression und Stoffwechsel Unterschiede zu normalen Zellen auf. 

Als Beispiel lassen sich die fehlende Stimulation durch Wachstumsfaktoren oder der 

veränderte Zellmetabolismus anführen52. Daher lassen sich auch aus Zellmodellen nur 

eingeschränkt Rückschlüsse auf die in vivo-Situation im Menschen ziehen. Ex vivo-

Modelle mit Primärzellen aus Geweben des FGT bieten in dieser Hinsicht einen guten 

Kompromiss, da sie die biologische Variabilität verschiedener Spenderinnen abbilden und 

die Speciesbarriere nicht einkalkuliert werden muss, und somit einige der Nachteile der 

beiden zuvor genannten Modelle vermieden werden.  

4.2.2 Beschreibung der Immunreaktion in herkömmlichen Modellen 

Bei der Infektion der Epithelzellen werden Chlamydien, wie auch andere bakterielle 

Pathogene, über so genannte PAMPs (pathogen associated molecule patterns) erkannt. 

Dies geschieht mithilfe von PRRs, wobei unter diesen der TLR2 bei der 

Chlamydieninfektion im Vordergrund steht53. Die weitere Induktion der Immunantwort 

erfolgt unter anderem über den MAP (mitogen activated protein)-Kinase-Signalweg. 

MAP-Kinasen sind in allen eukaryotischen Zellen vorhanden und steuern wichtige 

Zellfunktionen wie Proliferation, Apoptose und Genexpression. Die MAP-Kinase ERK1/2 

(extracellular signal regulated kinase, p44/42) wird vor allem von extrazellulären Stimuli 

sowie Pathogenen beeinflusst und spielt eine große Rolle bei Infektion durch C. 
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trachomatis. Sowohl Phosphorylierung als auch Kinaseaktivität von ERK1/2 steigen in mit 

Chlamydien infizierten Zellen signifikant an. Dies passiert jedoch nicht, wenn die 

chlamydiale Proteinsynthese gehemmt wird, was eine Beeinflussung durch das Pathogen 

nahelegt54.  

Für die Immunantwort ist ERK1/2 ebenfalls relevant, da bei Aktivierung IL-8 vermehrt 

exprimiert wird55. Dieses Zytokin hat eine chemotaktische Funktion und ist an der 

Immunabwehr nach Chlamydieninfektion beteiligt. Inhibierung von IL-8 hemmt die 

Invasion von neutrophilen Granulozyten, allerdings auch die durch diese vermittelte 

Gewebeschädigung56,57. Für die optimale Induktion von IL-8 sind jedoch auch andere 

intrazelluläre Signalkaskaden wichtig58,59.  

Weitere Zytokine, die an der proinflammatorischen Antwort nach Infektion beteiligt sind, 

sind IL-1α und IL-1β aus der IL-1-Familie sowie IL-660,61. IL-1β fördert zusätzlich die 

Expression von IL-6 und IL-8 über Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und p3861,62, was 

die Bedeutung dieser Signalwege in der proinflammatorischen Reaktion unterstreicht. 

Zytokine fördern die Entzündungsreaktion und beeinflussen somit den klinischen 

Krankheitsverlauf. 

Klinisch konnte gezeigt werden, dass die Serumspiegel von IL-1β mit Chlamydieninfektion 

und Komplikationen wie tubarer ektoper Schwangerschaft korrelieren63. In Eileitern mit 

ektoper Schwangerschaft wurde verglichen mit gesunden Eileitern ebenfalls signifikant 

mehr IL-6 und IL-8 exprimiert64.  

4.2.3 Beschreibung der Stoffwechseladaptation in herkömmlichen Modellen 

Wenn Zellen mit C. trachomatis infiziert werden, führt dies nicht nur zu einer 

Entzündungsreaktion der Zelle, sondern auch zu Veränderungen im Zellstoffwechsel als 

zelleigener Anpassungsreaktion65. Zwei der Schlüsselenzyme hierfür sind der 

membranständige Glukosetransporter 1 (GLUT1) und die Laktatdehydrogenase A (LDHA). 

Die Verfügbarkeit von Glukose in der Wirtszelle, die unter anderem über den GLUT1 in die 

Zelle transportiert wird, ist der limitierende Faktor für die Rate der Energiegewinnung. 

Nach Infektion mit C. trachomatis konnte daher eine vermehrte Induktion von GLUT1 

nachgewiesen werden66. In C. psittaci-infizierten HeLa-Zellen war dies insbesondere in der 

stark stoffwechselaktiven Phase des chlamydialen Lebenszyklus der Fall67. Als weiterer 

bekannter Stimulus für die Induktion von GLUT1 gelten geringe O2-Konzentrationen68,69.  
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Auch LDHA wird durch Hypoxie induziert. Pyruvat als Substrat dieses Enzyms kann bei 

fehlendem Sauerstoff nicht mehr in den Mitochondrien oxidiert werden, fällt vermehrt an 

und wird durch die LDH anaerob zu Laktat abgebaut69. Vor allem für Tumorzellen ist diese 

Energiegewinnung aus der anaeroben Glykolyse kennzeichnend (Warburg-Effekt)52,70. 

Stoffwechselveränderungen im Sinne des Warburg-Effektes werden allerdings trotz 

ausreichender O2-Versorgung auch bei der C. trachomatis-Infektion beobachtet, da 

erhöhte Level von Pyruvat, Glutamat und Laktat nachgewiesen werden konnten71. 

Insgesamt zeigt sich also, dass sich der Metabolismus der Wirtszellen der 

Chlamydieninfektion anpasst, um den gesteigerten Bedarf an Substraten zu decken.  

4.3 Modifikationen herkömmlicher Modelle: ex vivo-Infektionsversuche in Primärzellen 

Ein ex vivo-Modell mit primären humanen Eileiter-Epithelzellen fand bereits Anwendung 

in der Erforschung der Genese des serösen Ovarialkarzinoms72,73. Für Infektionsversuche 

mit C. trachomatis wird ein leicht modifiziertes Protokoll verwendet. In Vorversuchen 

zeigen sich nach Infektion in der Rasterelektronenmikroskopie (REM) morphologisch 

geschwollene, teils lysierte Zellen, in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 

können Einschlüsse mit EBs und RBs dargestellt werden74. Mittels Immunfluoreszenz 

konnten ein Verlust der Polarität und eine Schädigung des Epithelzellverbandes gezeigt 

werden75. Ebenfalls gelang mittels TEM und Immunfluoreszenz die Darstellung von 

aberranten RBs in endozervikalen epithelialen Primärzellen nach Behandlung mit IFN-γ 

oder Ampicillin, die beide auch in HeLa-Zellen die aberrante Form induzieren können76. 

Hinsichtlich der proinflammatorischen Reaktion auf die Infektion spielt IL-1β in primären 

FT-Zellen eine tragende Rolle bei der Initiierung der entzündlichen Reaktion und der 

Gewebeschädigung61. In endozervikalen Epithelzellen wird ebenfalls IL-1β induziert77. 

Auch die p38-vermittelte Induktion von IL-8 durch IL-1β konnte nachgewiesen werden61. 

Primärzellen aus Endometrium und Endozervix zeigten noch bis zu 96 h nach Infektion 

einen signifikanten Anstieg von IL-678. Zervixzellen von C. trachomatis-positiven Frauen 

mit Fertilitätsproblemen zeigten eine stärkere Induktion von IL-1β und IL-6 als bei 

infizierten, aber fertilen Frauen79.  

Dies zeigt, dass sich viele Charakteristika der Chlamydieninfektion in Karzinomzelllinien 

auch in Primärzellen wiederfinden. Darüber hinaus können diese mehr Informationen 

liefern, wo herkömmliche Zellmodelle wie HeLa oder HEp-2 aufgrund veränderter 

intrazellulärer Mechanismen an ihre Grenzen stoßen. Primärzellen haben jedoch auch 
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Nachteile, allen voran die eingeschränkte Verfügbarkeit sowie die kurze Lebensdauer80,81. 

In vielen Versuchen wird außerdem beschrieben, dass das Ausmaß der Zytokinexpression 

bei unterschiedlichen Versuchspersonen stark variiert78. Auch ist in Primärzellen oft eine 

deutlich höhere Infektionsdosis notwendig, um eine ähnliche Infektionsrate 

hervorzurufen wie in HeLa-Zellen76,82,83.  

4.4 Modifikationen herkömmlicher Modelle: variierende Sauerstoffkonzentrationen 

Die Sauerstoffkonzentrationen im weiblichen Genitaltrakt sind durchschnittlich deutlich 

niedriger als in der Umgebungsluft, bewegen sich nämlich zwischen 0,5% in der Vagina84 

und 5,5% in der Cervix85. Darüber hinaus variieren sie im Rahmen von sexueller Aktivität84 

und weiblichem Zyklus86. Im Rahmen der Entzündung sind sie zusätzlich erniedrigt. Aus 

diesem Grund ist es wichtig, den Einfluss von Hypoxie, also niedrigen 

Sauerstoffkonzentrationen zwischen 0,5% und 5,5%, im Gegensatz zur Normoxie von ca. 

20% O2 in der Umgebungsluft, auf die Chlamydieninfektion zu untersuchen.   

Es wird berichtet, dass C. pneumoniae unter 4% Hypoxie ein gesteigertes Wachstum zeigt, 

C. trachomatis jedoch nicht87. Beide Chlamydien-Spp. weisen dann vergrößerte 

Einschlüsse auf87. Das gesteigerte Wachstum von C. pneumoniae wird durch den 

Glukosekatabolismus der Wirtszelle vermittelt88. Auch die metabolische Aktivität von C. 

trachomatis wird durch veränderte Sauerstoffbedingungen beeinflusst. In EBs und RBs 

wird die de-novo-Proteinsynthese bei 10% und noch mehr bei 2,5% O2 in der Umgebung 

gesteigert, geht unter anaeroben Bedingungen jedoch verloren20.  

Das Verhalten unter der ablaufenden Immunantwort ändert sich ebenfalls je nach 

umgebender Sauerstoffkonzentration. IFN-γ als wichtiger Bestandteil der körpereigenen 

Immunabwehr induziert bei 20% O2 die Bildung aberranter RBs, was mit einem 

Herunterfahren des chlamydialen Stoffwechsels und möglicher klinischer Persistenz 

einhergeht. In Hypoxie unter 3% O2 hingegen wird das Wachstum von C. trachomatis 

nicht gehemmt und das Pathogen bleibt infektiös89. Wenn die normoxischen und durch 

IFN-γ morphologisch aberranten RBs in eine hypoxische Umgebung transferiert werden, 

wird der Wachstumszyklus wieder aufgenommen und aberrante RBs wieder zu 

infektiösen EBs reaktiviert89. Hinsichtlich der Entzündungsreaktion zeigen Zellkulturen mit 

IFN-γ-behandelten und durch Hypoxie reaktivierten Chlamydien niedrigere Spiegel der 

phosphorylierten MAP-Kinase pERK1/2 sowie der Interleukine 6 und 8 als die IFN-γ-
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induzierten aberranten RBs aus normoxischen Bedingungen. Die Immunantwort ist unter 

Hypoxie trotz Reaktivierung also abgeschwächt90.  

Darüber hinaus wird nicht nur das Verhalten gegenüber der körpereigenen 

Immunabwehr, sondern auch das Ansprechen auf antibiotische Behandlung durch die O2-

Konzentration beeinflusst. So zeigen Chlamydien ein geringeres Ansprechen auf zwei 

Erstlinientherapeutika, Azithromycin und Doxycyclin, wenn sie unter Hypoxie kultiviert 

werden. Dieser Effekt ist möglicherweise durch die Laktatproduktion der anaeroben 

Glykolyse mit konsekutiv erniedrigtem pH-Wert im Mikromilieu oder durch 

Veränderungen des Energiestoffwechsels verursacht91. 

Zum Verhalten von Primärzellen unter Hypoxie gibt es bislang nur wenige Erkenntnisse. 

Die Bildung aberranter RBs durch IFN-γ sowie die Reaktivierung durch Transfer der Zellen 

in eine sauerstoffarme Umgebung konnte auch in menschlichen Eileiterzellen gezeigt 

werden89.  

Hinsichtlich des Glukosestoffwechsels wurde beschrieben, dass in distalen Bereichen 

menschlicher Eileiter mehr GLUT1 nachweisbar ist, dieser Transporter also auch in vivo 

bei geringer Verfügbarkeit von Sauerstoff exprimiert wird92. 

Über den Einfluss von Hypoxie auf den chlamydialen Wachstumszyklus und die 

Entzündungsreaktion in Primärzellen ohne IFN-γ-Vorbehandlung ist jedoch aktuell nicht 

viel bekannt. 

4.5 Modifikationen herkömmlicher Modelle: der Einfluss von Sexualhormonen 

Das Mikromilieu des FGT unterliegt hormonellen Einflüssen, insbesondere durch 

Östrogene und Gestagene. So ist es naheliegend, dass auch die Chlamydieninfektion 

durch diese beeinflusst wird. Im Folgenden soll die bisherige Datenlage zur Auswirkung 

von Estradiol (E2) und Progesteron (P4) als deren wichtigste Vertreter zusammengefasst 

werden. 

4.5.1 Der Einfluss von Estradiol auf die Chlamydieninfektion 

Es wird oft beschrieben, dass in Zellmodellen das Östrogen Estradiol zu einer Verstärkung 

der Infektion mit gesteigerter Adhäsion an die Wirtszellmembran und zahlenmäßig mehr 

Einschlüssen führt83,93,94. Möglicherweise ist dies durch Adhäsion an die Protein-Disulfid-

Isomerase vermittelt, ein Protein, das zur Stabilisierung des Östrogenrezeptorkomplexes 

beiträgt1. Auch wird das Protein Clathrin, das zelluläre Endozytose vermittelt und somit 
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die Bildung von intrazellulären EB-haltigen Vakuolen ermöglicht, von E2 beeinflusst95. 

Eine Blockade der Östrogenrezeptoren ER α und ER β durch Antikörper führt zu einer 

Verminderung der Infektiosität von Chlamydien96. Auch in endometrialen Primärzellen 

führt die Behandlung mit E2 zu einer Zunahme der chlamydialen Adhäsion an 

Wirtszellen83,97. Primäre Zellen aus dem Genitaltrakt von weiblichen Schweinen zeigten 

sich empfänglicher für die Infektion mit C. suis, wenn sie in der östrogendominanten 

Phase und nicht in der progesterondominanten Phase des Zyklus entnommen wurden98. 

Ähnliche Ergebnisse zeigten auch Versuche mit anderen Pathogenen. So stieg die virale 

Replikation in mit dem Herpes simplex-Virus Typ 2 (HSV-2) infizierten endometrialen und 

zervikalen Primärzellen an, wenn diese mit E2 behandelt wurden, und fiel ab, wenn sie 

mit P4 kultiviert wurden99. Die in vivo-Chlamydieninfektion von weiblichen 

Meerschweinchen nach Vorbehandlung mit Estradiol führte verglichen mit nicht 

vorbehandelten Tieren zu einer Ausdehnung der Infektion und mehr infizierten Zellen des 

Genitaltraktes100. Es gibt Hinweise, dass die Einnahme von östrogenhaltigen oralen 

Kontrazeptiva mit einem erhöhten Risiko für Chlamydieninfektion korreliert101,102.  

Jedoch weisen auch einige Studien in andere Richtungen. Im Rattenmodell führte die E2-

Vorbehandlung zu signifikant verringerter Immunantwort und weniger infizierten 

Zellen103. Ein Zellmodell zeigte unter E2-Einfluss morphologisch aberrante RBs, die in der 

Genanalyse ein ähnliches Muster aufwiesen wie bei der Induktion dieses Phänotyps durch 

IFN-γ und daher möglicherweise wieder mit klinischer Persistenz in Verbindung stehen. 

Hinsichtlich des Stoffwechsels gab es ebenfalls Ähnlichkeiten104.  

Auch die Entzündungsreaktion nach Chlamydieninfektion kann durch Estradiol beeinflusst 

werden. Es wird beschrieben, dass unterschiedliche Estradiolspiegel in C. trachomatis-

positiven Frauen mit unterschiedlichen Zytokinexpressionsmustern assoziiert sind105. Bei 

Frauen mit Fertilitätsproblemen korrelieren hohe β-Estradiol-Spiegel im Serum mit hohen 

Konzentrationen von IFN-γ und IL-6106. An diesem Effekt sind möglicherweise 

Stromazellen des FGT beteiligt, da in einer Co-Kultur von Stromazellen mit Epithelzellen 

erhöhte Spiegel von IL-6 und IL-8 sowie eine verstärkte Phosphorylierung von ERK durch 

E2-Behandlung beschrieben werden96. Auch die über dendritische Zellen und CD4-

positive T-Zellen vermittelte Immunantwort wird im Zellmodell durch E2 signifikant 

beeinflusst107. Primäre Zellen der Ektozervix zeigten nach LPS-Behandlung und E2-

Stimulation höhere Zytokinspiegel als nach LPS-Behandlung ohne E2-Stimulation108. Aber 
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auch unabhängig von der Chlamydieninfektion werden immunologische Vorgänge in 

Primärzellen durch hormonelle Einflüsse reguliert. In humanen, nicht infizierten FT-Zellen 

stieg die Expression von IL-8, wenn diese mit E2109 bzw. mit estradiolhaltiger 

Follikelflüssigkeit110,111 behandelt wurden. Dies konnte ebenfalls in porcinen Primärzellen 

reproduziert werden112. Es ist beschrieben, dass proinflammatorische Zytokine wie IL-1β 

die Steroidhormonrezeptorbesetzung in vitro modifizieren können, was die Dynamik der 

Chlamydieninfektion unter dem Einfluss von Hormonen möglicherweise ebenfalls 

verändert113.  

Es ist bisher nicht viel darüber bekannt, auf welchen Signalwegen die unterschiedlichen 

Estradiol-vermittelten Effekte zustande kommen. Eine Möglichkeit ist die Aktivierung von 

Östrogenrezeptoren (ERs), wobei nicht alle verwendeten Zelllinien über ERs verfügen. So 

exprimieren HeLa-Zellen häufig nicht den gut erforschten ER α, sondern eher ER β114. Eine 

andere Möglichkeit sind nicht rezeptorvermittelte Signalwege, wie beispielsweise der 

Wnt-Signalweg115. Er wird dennoch über E2 und P4 reguliert, beispielsweise im Rahmen 

des weiblichen Zyklus116. Inhibition von Wnt resultiert in einer Hemmung der produktiven 

Chlamydieninfektion, zusätzlich konnten aberrante RBs nachgewiesen werden117. Des 

Weiteren ist Wnt möglicherweise an der chlamydienbedingten Gewebeschädigung 

beteiligt75. Auch die Proteinkinase C (PKC) wird in ER-negativen Zellen durch E2-

Stimulation moduliert118 und beeinflusst möglicherweise die Chlamydieninfektion119.  

4.5.2 Der Einfluss von Progesteron auf die Chlamydieninfektion 

Häufig wird beschrieben, dass Progesteron (P4) gegenteilige Effekte zu Estradiol hat oder 

dessen Wirkung antagonisiert. So wird die durch E2 bedingte Verstärkung der Infektivität 

und Produktivität der Chlamydieninfektion im Co-Kultur-Zellmodell durch die Zugabe von 

P4 aufgehoben120. Gleiches gilt für die Adhäsion an endometriale Primärzellen83,97. Auch 

P4 alleine führt verglichen mit der E2-Behandlung zu einer Abschwächung der 

Infektion120,121, jedoch nicht verglichen mit hormonfreien Kulturen120.  

Mit Progesteron vorbehandelte Zellen zeigen erhöhte Genexpression zahlreicher 

Immunmediatoren121. In einer Analyse des Transkriptoms P4-vorbehandelter Chlamydien 

konnte ebenfalls eine teilweise Antagonisierung von E2-Signalwegen gezeigt werden. 

Darüber hinaus wird unter P4 der katabole Kohlenhydrat-Stoffwechsel verstärkt, wobei 

der Grund dafür bislang unklar ist104.  
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Im Tiermodell mit Ratten verlief die Infektion stärker, wenn die Ratten mit P4 

vorbehandelt wurden103. Bei Menschen, die zur Verhütung Depot-

Medroxyprogesteronacetat (DMPA) verwendeten, wurde ebenfalls ein erhöhtes Risiko für 

Chlamydieninfektionen gefunden101,122. DMPA und Progesteron üben jedoch stark 

unterschiedliche Wirkungen auf die Transkriptionsprofile genitaler Primärzellen aus, 

sodass die Wirkung von DMPA nicht mit der von Progesteron gleichzusetzen ist123. Auch 

gibt es Hinweise, dass DMPA und Progesteron Einfluss auf Immunfunktionen nehmen, 

sodass ein eventuell erhöhtes Risiko möglicherweise darüber und nicht über die direkte 

Progesteronwirkung vermittelt wird124,125.  

4.6 Eigene Fragestellung 

50% - 70% aller C. trachomatis-Infektionen im weiblichen Genitaltrakt verlaufen 

asymptomatisch104. Klinische Komplikationen sind oft schwerwiegend. Mithilfe der 

Infektion von Zellmodellen wird daher versucht, Erkenntnisse über den Ablauf der 

Infektion und die Reaktion der Wirtszelle zu gewinnen.   

Die häufig verwendete HeLa-Karzinomzelllinie kann aufgrund genetischer Modifikation 

Ergebnisse aus diesem Zellmodell beeinflussen. Ein Ziel dieser Arbeit ist daher die 

Verwendung von primären Zellen aus humanen Eileitern und deren Etablierung und 

Charakterisierung als Infektionsmodell. Die Vergleichbarkeit mit dem HeLa-Zellmodell 

wird überprüft, um mögliche Unterschiede der beiden Modelle aufzuzeigen. 

Wir nehmen an, dass das Mikromilieu des FGT ebenfalls imstande ist, die 

Chlamydieninfektion zu beeinflussen. So sind die Sauerstoffkonzentrationen des FGT 

physiologisch niedriger als in der Raumluft. Die weiblichen Sexualhormone Estradiol und 

Progesteron wirken zyklisch auf den weiblichen Genitaltrakt ein. Daher untersucht diese 

Arbeit als zweites Ziel Zellkultur und Infektion in hypoxischer Umgebung sowie unter 

hormoneller Stimulation im HeLa- und Primärzellmodell.  

Für den Vergleich der beiden Infektions-Zellmodelle und die Auswirkungen von Hypoxie 

und Hormonen werden verschiedene Aspekte der Infektion ausgewertet: Zum einen 

werden Proliferation und Lebenszyklus der Chlamydien untersucht. Zum anderen werden 

Wirtsfaktoren wie die Immunantwort über die MAP-Kinase ERK1/2 und für den 

Infektionsverlauf wichtige Zytokine wie IL-1β, IL-6 und IL-8 erforscht. Auch eine mögliche 

Beeinflussung der metabolischen Aktivität der Wirtszelle soll analysiert werden.  



4 Einleitung 
 

20 
 

Die gewonnenen Erkenntnisse können zu einem besseren Verständnis für den Verlauf der 

C. trachomatis-Infektion führen. Möglicherweise bieten sie Ansatzpunkte für die 

Erforschung unterschiedlicher klinischer Verläufe und könnten somit langfristig das Risiko 

für TFI oder PID senken.  
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5 Material 

5.1 Geräte 

Blotapparatur Mini Trans-Blot Cell    Bio-Rad Laboratories GmbH, München  

Brutschränke (37 °C, 5% CO2) 

Forma Series II 3131    Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Typ: BB 6220     Heraeus Instruments GmbH, Hanau 

Brutschränke (37 °C, 5% CO2, N2-Regulation,  
O2-Sensor) 

Forma Series II 3141    Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Hypoxiekammer THC08 124   Toepffer Lab Systems, Göppingen 

Elektrophoresekammer Mini-Protean Tetra   Bio-Rad Laboratories GmbH, München  

Heizblock PCH-2      Grants-Instruments Ltd, Shepreth, GB  

Imagingsystem Fusion FX7     Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell  

Kritischer Punkt-Trockner    Plano GmbH, Wetzlar 

LightCycler 1.0      Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Magnetrührer       RMO Gerhardt GmbH, Königswinter  

Mikroskope 

Axioskop 2, 25, 40    Carl Zeiss MikroImaging, Göttingen 

Axiovert 25     Carl Zeiss MikroImaging, Göttingen 

BZ-9000     Keyence, Osaka, Japan 

Transmissionselektronenmikroskop   JOEL Ltd., Tokyo, Japan 
JOEL 1011   

pH-Meter MP220      Mettler Toledo, Gießen  

Pipettierhilfe accu-jet     Brand GmbH, Wertheim 

PowerPac 3000      Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Präzisionswaage KB     Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommen 

Sicherheitswerkbänke  

EN 12469      Clean Air Technik B.V.,Woerden, NL  

SterilGard Hood Class IIA/B3    Baker Company, Stanford, ME, USA  

Taumelschüttler Polymax 1040    Heidolph Instruments GmbH, Schwalbach 

Thermocycler C1000     Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Vortex Schüttler REAX 2000     Heidolph Instruments GmbH, Schwalbach  

Zentrifugen  



5 Material 
 

22 
 

Centrifuge 5417R     Eppendorf AG, Hamburg  

Megafuge 2.0 R     Heraeus Instruments GmbH, Hanau  

Multifuge 3 S-R     Heraeus Instruments GmbH, Hanau 

5.2 Verbrauchsmaterialien 

6-, 24-Wellplatte     Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Blotpapier      Schleicher & Schuell, Dassel 

Deckgläser, Ø10 mm     Menzel-Gläser, Braunschweig 

Gelkämme: Mini Protean 3 (1,0 mm)   Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Glasplatten: Mini Protean 3 (1,0 mm)   Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

LightCycler Kapillaren (20 μl)    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Neubauer-Zählkammer     Hassa Laborbedarf, Lübeck 

Objektträger (76 x 26 mm)    Menzel-Gläser, Braunschweig 

Pipetten Eppendorf Reference 10, 100, 1000 μl  Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen Biosphere filter tips 10, 100, 1000 μl Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, Prot/Elec tips 1-200 μl   Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Precellys-Keramik-Kit 1,4/2,8 mm   PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen 

Reaktionsgefäße (0,5/1,5 ml)    Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 

Falcon Röhrchen (12, 15, 50 ml)    Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 

Skalpell: Feather Disposable Scalpel No.11  Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan 

Skalpell: Feather Disposable Scalpel No.21  Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan 

Transferpipetten (5, 10, 25 ml)    Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 

Zellkulturflaschen Cellstar Filter Top (175 cm2)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Zellkulturschalen (d = 10 cm)    Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 

Zellschaber  TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen, Schweiz 

5.3 Chemikalien und Reagenzien 

1,4-Dithiothreitol (DTT)     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Acrylamid-Bis (40%) Lösung, 19:1   Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Araldit  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Azur II Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Bambanker-Kryokonservierungsmittel   Wako Chemicals GmbH, Neuss 

Bromphenolblau     Serva Elecrophoresis GmbH, Heidelberg 

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Calciumchlorid (CaCl2)     Merck KGaA, Darmstadt 
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Cycloheximid  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x 12 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 

Dimethylarsinsäure-Natriumsalz    Merck KGaA, Darmstadt 

β-Estradiol BioReagent powder  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Ethanol, absolut     Merck KGaA, Darmstadt 

FKS (Fetales Kälberserum)     GE Healthcare,Fairfield, CT, USA 

Glutaraldehyd      Merck KGaA, Darmstadt 

Glycerol      Merck KGaA, Darmstadt 

Glycin  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

HRP-Substrat Super Signal West Femto   Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Immunfluoreszenz-Antikörper 

 Anti-Chlamydien-LPS, Maus   Prof. H. Brade, FZ Borstel 
polyklonal, Verdünnung 1:50 

 Anti-Kaninchen IgG, FITC konjugiert, Ziege Invitrogen, Darmstadt 
polyklonal, Verdünnung 1:100 

Anti-Maus IgG, FITC konjugiert, Kaninchen  Dako Deutschland GmbH, Hamburg 
polyklonal, Verdünnung 1:250 

Kaliumchlorid (KCl)     Merck KGaA, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)   Merck KGaA, Darmstadt 

Kontrastierlösung     Laurylab, Saint-Fonds Cedex, Frankreich 

Leitkleber EM (Kohlenstoff-Zement)   Plano GmbH, Wetzlar 

L-Glutamin (10 mg/ ml)     PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA  

Methanol      Merck KGaA, Darmstadt 

Methylenblau  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

di-Natriumtetraborat     Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl)     Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat   Merck KGaA, Darmstadt 
(NaH2PO4 x H2O) 

Osmiumtetroxid     Merck KGaA, Darmstadt 

Paraformaldehyd 10%     Merck KGaA, Darmstadt 

PCR Nukleotid Mix (dNTP)    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Prestained Protein Marker, Broad Range  New England Biolabs, Ipswich, USA 

Progesterone BioReagent powder Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Propylenoxid  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 
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Saccharose       Merck KGaA, Darmstadt 

Sodiumdodecylsulfat (SDS)    Merck KGaA, Darmstadt 

Tris-HCl  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Trockenmilchpulver   Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Trypanblau (0,4%)  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Trypsin/ EDTA (1x)     PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

Tween-20      Serva Elecrophoresis GmbH, Heidelberg 

Western Blot-Antikörper 

 Anti-human- β-Aktin, Kaninchen, polyklonal,  Cell Signaling Technology, USA 
Verdünnung 1:2000 

 Anti-human-pERK1/2, Kaninchen, polyklonal,  Cell Signaling Technology, USA 
Verdünnung 1:1000 

 Anti-Kaninchen IgG, HRP konjugiert, Ziege,  Cell Signaling Technology, USA 
polyklonal, Verdünnung 1:4000 

5.4 Medien, Puffer und Lösungen 

Die verwendeten Medien und Medienzusätze stammen, sofern nicht anders angegeben, von der 

Fa. PAA Laboratories GmbH, Cölbe. 

 

Blockpuffer (5%)   5 g Trockenmilchpulver, 100 ml T-TBS- 
Puffer 

Blotpuffer   3 g Tris, 14,4 g Glycin, 200 ml Methanol, 
ad 1 l destilliertes Wasser 

Cycloheximid (Stammlösung) 1 g Cycloheximid, ad 1 ml destilliertes 
Wasser 

Dauerkulturmedium  DMEM mit Glucose (4,5 g/ l) und L-
Glutamin, 10% FKS, 20 μg/ ml Gentamycin, 
33,2 mM HEPES-Puffer 

Elektrophoresepuffer (5×)   15 g Tris, 72 g Glycin, 5 g SDS, ad 1 l 
destilliertes Wasser, pH 8,3 

Infektionsmedium  RPMI 1640 ohne L-Glutamin, 5% FKS, 0,1 
mg/ ml L-Glutamin, 1x NEAA 

Isolationsmedium  MEM, 1,4 mg/ ml Pronase, 0,1 mg/ ml 
DNase Lysispuffer   3,94 g Tris-
HCL, 40 ml Glycerol, 8 g SDS, 20 ml DTT (1 
M), Bromphenolblau, ad 200 ml 
destilliertes Wasser, pH 7,2 
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Monti’s Fixanz  156 ml Natrium-Kacodylat-Puffer 0,1 M, 
25 ml Glutaraldehyd 25%, 19 ml 
Paraformaldehyd 10%, 3 ml CaCl2-Lösung 
3%, ad 312 ml destilliertes Wasser, pH 
3,75 

Natrium-Kacodylat-Puffer (0,2 M)  42,80 g Dimethylarsinsäure-Natriumsalz, 
68,46 g Saccharose, ad 1 l destilliertes 
Wasser 

PBS (Phosphatgepufferte Salzlösung)  80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na2HPO4 12×H2O, 
2 g KH2PO4, ad 1 l destilliertes Wasser, pH 
7,2 

Sammelgel (4%)   3,2 ml H2O, 1,25 ml Sammelgelpuffer, 0,5 
ml Acrylamid, 50 μl 10% SDS-Lösung, 5 μl 
TEMED, 25 μl 10% APS-Lösung 

Sammelgelpuffer   30 g Tris, ad 500 ml destilliertes Wasser, 
pH 6,8 

 
TBS-Puffer (10 ×)   24,2 g Tris, 80 g NaCl, ad 1 l destilliertes 

Wasser, pH 7,6 
 
Trenngel (10%)   2,45 ml H2O, 1,25 ml Trenngelpuffer, 1,25 

ml Acrylamid/Bisacrylamid, 50 μl 10% SDS-
Lösung, 2,5 μl TEMED, 10% APS-Lösung 

Trenngelpuffer   90,5 g Tris, ad 500 ml destilliertes Wasser, 
pH 8,8 

T-TBS-Puffer   100 ml TBS (10×), 1 ml Tween-20, ad 1 l 
destilliertes Wasser 

 
USG-Zellkulturmedium  50:50 DMEM/HAM’s F12, 1% Penicillin/ 

Streptomycin, 2% Ultroser G (Pall 
Corporation, NY, USA) 

5.5 Zelllinien 

Tab. 1: Übersicht über die verwendeten Dauerkulturzelllinien 

5.6 Enzyme und Kits 

DNase  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

IMAGEN Chlamydia Kit     Oxford, Cambridgeshire, Großbritannien 

Mykoplasmen-Test, Venor GeM   Minerva Biolab, Berlin 

Name  Ursprung  Nummer  Vertrieb  

HEp-2  Epidermoides Larynx- 
karzinom  

CCL-23  ATCC, Manassas, USA  

HeLa-229  Epitheloides Cervix- 
karzinom  

ACC 57  DSMZ, Braunschweig  
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NucleoSpin RNA II     Macherey Nagel GmbH & Co. KG, Düren 

Primer für die cDNA Synthese     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
(Random Hexamer Primer p(dN)) 

Primer für die quantitative RT-PCR   TIB MOLBIO, Berlin 

Pronase  Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA 

Reverse Transkriptase, RevertAid Premium  Fermentas, St. Leon-Rot 

RNase-Inhibitor, RiboLock    Fermentas, St. Leon-Rot 

Sensi Mix Capillary Kit     Bioline GmbH, Luckenwalde 

 

Tab. 2: Primersequenzen für die quantitative RT-PCR 

Primerpaar  Spezies  Sequenz 5` > 3`  

18S rRNA  Human  Forward TCAAGAACGAAAGTCGGAGG  

Reverse GGACATCTAAGGGCATCACA  

IL-1β  Human  Forward TCCCCAGCCCTTTTGTTGA  

Reverse TTAGAACCAAATGTGGCCGTG  

IL-6  Human  Forward CCTTCCAAAGATGGCTGAAA  

Reverse CAGGGGTGGTTATTGCATCT  

IL-8  Human  Forward CCAGGAAGAAACCACCGGA  

Reverse GAAATCAGGAAGGCTGCCAAG  

Die Verdünnung erfolgte nach Herstellerangaben mit RNase-freiem Wasser in eine Arbeits-

konzentration von 20 μM.  

5.7 Software 

AxioVision Rel. 4.5  Carl Zeiss MikroImaging, Göttingen 

Bio1D Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell 

BZ Analyzer Software Keyence, Osaka, Japan 

GraphPad Prism 5.0  GraphPad Software, La Jolla, CA, USA 

Image J National Institutes of Health, USA 

LightCycler Data Analysis Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Microsoft Office 2007 Microsoft Cooperation, Redmond, USA 
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6 Methoden 

6.1 Zellkultur der Karzinomzelllinien (HeLa/HEp-2) 

6.1.1 Zellkultur von Dauerkulturzellen 

Bei den verwendeten Dauerkulturzellen handelt es sich um adhärente epitheliale 

Karzinomzelllinien. Für die Kultivierung wurden 175 mm2-Zellkulturflaschen mit je 25 ml 

Dauerkulturmedium verwendet, die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5% CO2. Alle 3 - 4 

Tage wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA (1x) von der Zellkulturflasche gelöst und im 

Verhältnis 1:8 bis 1:10 in 25 ml Dauerkulturmedium auf neue Zellkulturflaschen 

aufgeteilt. Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch Mykoplasmen-Kontamination 

auszuschließen, wurde bei jeder Teilung ein Aliquot der zu teilenden Zellen entnommen 

und mithilfe des Venor GeM Mycoplasmen-Kits auf Mykoplasmen getestet. 

6.1.2 Bestimmung der Zellzahl  

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Suspension wurde eine Neubauer-Zählkammer 

verwendet. Hierfür wurden 90 μl Trypanblau mit 10 μl der Zellsuspension vermischt und 

10 μl der 1:10 verdünnten Zellen in eine 0,1 mm tiefe Neubauer-Zählkammer pipettiert. 

Die lebenden (weißen) Zellen wurden in jedem Großquadrat ausgezählt und die Zellzahl 

pro ml mithilfe folgender Formel berechnet: 

 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑚𝑙⁄ =
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙∗𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛∗𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟∗104

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝐺𝑟𝑜ß𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒
 

6.1.3 Konservierung und Auftauen von Dauerkulturzelllinien 

Die Zellen einer konfluent bewachsenen Zellkulturflasche wurden mit Trypsin/ EDTA (1x) 

von der Zellkulturflasche gelöst, in 8 ml Dauerkulturmedium aufgenommen und bei 700 x 

g für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet in 1 

ml Bambanker-Kryokonservierungsmittel aufgenommen und bei -80 °C eingefroren. Am 

folgenden Tag wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt und bis zur weiteren 

Verwendung gelagert. 

Zur Anzucht von eingefrorenen Zellen wurden diese aus dem flüssigen Stickstoff 

entnommen und in ein 37 °C warmes Wasserbad überführt. Direkt nach dem Auftauen 

wurden die Zellen mit 10 ml Dauerkulturmedium versetzt und für 5 min bei 700 x g 

zentrifugiert, bevor das Pellet in 25 ml Dauerkulturmedium aufgenommen wurde und die 
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Zellen über Nacht in einem Inkubator bei 37 °C und 5% CO2 adhärierten. Am nächsten Tag 

erfolgte ein Mediumwechsel mit Dauerkulturmedium. 

6.2 Gewinnung und Zellkultur primärer epithelialer Eileiterzellen (FT-Zellen) 

6.2.1 Tubenpräparation und Isolation primärer epithelialer Eileiterzellen 

Humane Eileiter wurden nach der Sektion in mit 50 ml gekühltem Infektionsmedium 

gefüllte Falconröhrchen gegeben. Direkt im Anschluss erfolgte die Präparation. Um ein 

Austrocknen des Präparates zu vermeiden, wurden die vollständigen Eileiter in eine 

Petrischale (Durchmesser d = 10 cm) mit 25 ml Infektionsmedium gegeben. Das den 

Eileiter umgebende Bindegewebe sowie alle durch die Sektion kauterisierten Bereiche 

wurden vorsichtig entfernt und verworfen. Die Eileiter wurden longitudinal eröffnet und 

in kleine Stücke mit einer Kantenlänge von ca. 0,5 x 0,5 cm geschnitten. Diese wurden zur 

Isolation der epithelialen Zellen in 6 Well-Platten mit je 5 ml Isolationsmedium überführt. 

Bei Erhalt von zwei Eileitern derselben Patientin wurden diese aufgrund der Annahme 

identischer Umgebungsbedingungen wie ein Eileiter behandelt und die präparierten 

Stücke gemeinsam inkubiert und isoliert.  

Die Inkubation im Isolationsmedium erfolgte über 36-48 h bei 4 °C auf einem Schüttler. 

Anschließend wurde der Inhalt der 6 Well-Platte in ein Falconröhrchen überführt, mit 5 

ml FKS ergänzt, mit Isolationsmedium auf 50 ml aufgefüllt und vorsichtig geschwenkt. 

Nach Absinken der größeren Gewebestücke wurde das Medium auf zwei 50 ml-

Falconröhrchen aufgeteilt und für 10 min bei 700 x g zentrifugiert. Anschließend wurde 

das Medium dekantiert und das Zellpellet mit 50 ml USG-Zellkulturmedium gewaschen. 

Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 25-50 ml Medium aufgenommen und 

auf sterile Zellkulturflaschen verteilt. Es erfolgte eine Inkubation über 3 Stunden bei 37 °C 

und 5% CO2, um die in der Suspension enthaltenen Fibroblasten an der Zellkulturflasche 

adhärieren zu lassen und somit von den epithelialen Eileiterzellen zu trennen. Diese 

verblieben im Medium, welches abgenommen und mit frischem USG-Zellkulturmedium 

aufgefüllt wurde. Anschließend wurde das Medium in 175 mm2-Zellkulturflaschen 

aufgeteilt. Diese wurden bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Erstmalig nach 24 h und dann 

alle 48 h wurde das Medium gegen 25 ml frisches USG-Zellkulturmedium ausgetauscht.  
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6.2.2 Kultur und Wachstum primärer epithelialer Eileiterzellen 

Aufgrund der im Vergleich zu Karzinomzelllinien verringerten und je nach Eileiter stark 

variierenden Proliferationsrate konnte kein fester Zeitpunkt für die Überführung der 

Zellen auf 6 Well-Platten bestimmt werden. Üblicherweise erfolgte diese, sobald eine 

Proliferation der fimbrientragenden Epithelzellen und ein sich bildender Zellrasen 

lichtmikroskopisch nachgewiesen werden konnten (i.d.R. binnen 1-2 Tagen, bei zu 

geringer Proliferation wurden die Zellen aufgrund der Gefahr der Entdifferenzierung 

verworfen). Die Eileiterzellen wurden dann mit Trypsin/EDTA (1x) von der 

Zellkulturflasche gelöst, analog zu HeLa-Zellen mithilfe der Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt und für die Infektionsexperimente in 6 Well-Platten ausgesät. Zu diesem 

Zeitpunkt erfolgte je nach Versuchsaufbau die eventuelle Zugabe von Sexualhormonen in 

die Wells.  

Verwendet wurden ausschließlich anatomisch unauffällige Eileiter von prämenopausalen 

Frauen. Patientinnen mit akuter Chlamydieninfektion oder aktiver Krebserkrankung zum 

Zeitpunkt der Eileiterentnahme wurden ausgeschlossen. Insgesamt wurden Eileiter von 

41 Patientinnen präpariert. Die Qualität des biologischen Materials variierte jedoch stark, 

sodass eine erfolgreiche Zellkultur mit anschließender Auswertung nur in 18 Fällen 

gelang. Problematisch waren häufig eine zu geringe Proliferationsrate oder eine 

Verkeimung der Kulturen mit bakterieller Überwucherung und Absterben der Zellen.  

6.3 Infektionsbiologische Methoden 

6.3.1 Herstellung eines C. trachomatis Serovar D-Infektionsstocks 

Zur Herstellung eines neuen Infektionsstocks wurden aufgereinigte und eingefrorene 

Chlamydien-Aliquots aus bereits vorhandenen Infektionsstocks verwendet. Zu Beginn 

wurden 10 mit HEp-2 Zellen konfluent bewachsene 6-Well-Zellkulturplatten mit 4 

IFUs/Zelle von C. trachomatis in SPG-Puffer infiziert. Die Platten wurden eine Stunde bei 

30 °C und 700 x g zentrifugiert und anschließend bei 37 °C und 5% CO2 bebrütet. Nach 72 

Stunden Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Plattenboden gelöst 

und je 25 ml der Zellsuspension in ein 50 ml Gefäß mit 5 ml sterilen Glaskügelchen 

überführt. Anschließend wurden die Zellen auf einem Rüttler durch den mechanischen 

Stress lysiert, wodurch die Chlamydien in das Medium freigesetzt wurden. Bei erneuter 

Zentrifugation (5 min, 200 x g, 4 °C) setzte sich ein Pellet mit den Zellresten am Boden ab, 
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der chlamydienhaltige Überstand wurde entnommen, je 40 ml davon auf 50 ml-Gefäße 

aufgeteilt und für 99 min bei 15.500 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand 

verworfen, das Pellet in 1 ml SPG Puffer homogenisiert, zu je 20 μl aliquotiert und bei -80 

°C eingefroren. Die biologische Aktivität wurde in einem Infektionsversuch mit HEp-2-

Zellen überprüft und die Anzahl an IFUs/ml bestimmt. 

6.3.2 Infektion von Karzinomzelllinien 

Am Vortag der Infektion wurden HeLa-Zellen mit einer Zellzahl von 2,5x105 je 6-Well in 

Infektionsmedium ausgesät und bei 37 °C und 5% CO2 im Inkubator bebrütet. Nach 24 

Stunden erfolgte bei einer angestrebten Konfluenz der Zellen von >70% die Infektion. 

Hierzu wurde ein 20 μl C. trachomatis Serovar D-Aliquot aus dem -80 °C Gefrierschrank 

entnommen und im Verhältnis 1:50 mit Infektionsmedium versehen, gut gemischt und 

9,6x105 IFUs/ml in das Infektionsmedium in den 6 Well-Platten gegeben. Nach einer 

einstündigen Zentrifugation bei 700 x g und 30 °C folgte die Bebrütung bei 37 °C und 5% 

CO2 im normoxischen oder hypoxischen Inkubator. 

6.3.3 Infektion von humanen primären epithelialen Eileiterzellen 

Die isolierten epithelialen Eileiterzellen (Abschnitt 6.2.2) wurden bei 

lichtmikroskopischem Nachweis von proliferierenden Zellen mit Trypsin/EDTA (1x) von 

der Zellkulturflasche abgelöst, in einer Neubauer-Zählkammer gezählt und mit einer 

Zellzahl von 1,75x105 Zellen in 6 Well-Platten ausgesät. Die Anzahl und somit der Umfang 

des Versuchsaufbaus war stets von der Menge gezählter, lebendiger Zellen abhängig, die 

von Eileiter zu Eileiter variierte. Die Bebrütung der uninfizierten Zellen erfolgte bei 37 °C, 

5% CO2, je nach Versuchsaufbau unter Zugabe von Sexualhormonen. 24 Stunden vor 

Infektion wurden die Zellen gewaschen und das Medium erneuert. Dies geschah, sobald 

der Zellrasen größere konfluente Areale aufwies (i.d.R. nach 24 h - 48 h). Zu diesem 

Zeitpunkt wurden die Zellen je nach Versuchsaufbau in den normoxischen oder 

hypoxischen (2% O2) Inkubator gegeben. Zur Infektion wurde ein 20 μl C. trachomatis 

Serovar D-Aliquot aus dem -80 °C Gefrierschrank entnommen, im Verhältnis 1:50 mit 

Infektionsmedium versehen und gut gemischt. Es wurden 3,24x107 IFUs/ml in das Well 

pipettiert. Anschließend folgte eine Stunde Zentrifugation bei 700 x g und 30 °C, gefolgt 

von der Bebrütung im normoxischen oder hypoxischen Inkubator bei 37 °C und 5% CO2. 

Die Dauer variierte je nach Experiment (24 oder 48 h). 
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6.3.4 Zellkultur und Infektion unter Zugabe von Sexualhormonen 

Die Herstellung der Lösung aus den pulverförmigen Hormonen erfolgte gemäß der 

Angaben des Herstellers mit reinem Ethanol. Die Verdünnung auf die gewünschte 

Konzentration erfolgte schrittweise. Hormonhaltiges Medium enthielt entweder 400 

pg/ml Estradiol oder 25 ng/ml Progesteron.  

Um der physiologischen Situation möglichst nahe zu kommen, wurden die 

Sexualhormone stets ab dem Zeitpunkt der Zellaussaat in die zur Infektion bestimmten 6 

Well-Platten hinzugegeben. Bei den HeLa-Zellen erfolgte ab diesem Zeitpunkt kein 

Mediumwechsel mehr. Bei den humanen Eileiterzellen wurde das Medium je nach 

Wachstumsgeschwindigkeit des Zellrasens durch frisches hormonhaltiges Medium ersetzt 

(bei langsam wachsenden Zellen vor der Infektion alle 48 h, um eine Minderversorgung 

mit Nährstoffen zu vermeiden; jedoch stets 24 h vor Infektion und nicht mehr nach 

erfolgter Infektion, um eine Beeinflussung zu vermeiden). 

6.3.5 Bestimmung infektiöser C. trachomatis mithilfe der Reinfektionsraten 

Um den Einfluss verschiedener Bedingungen auf die Entwicklung und Infektiosität der 

Chlamydien zu vergleichen, wurden Chlamydien aus dem Experiment erneut kultiviert 

und die Anzahl der Einschlüsse der Reinfektionen mittels Immunfluoreszenz ausgewertet. 

Dazu wurden die in den Versuchen verwendeten und infizierten Zellkulturen sorgfältig 

abgeschabt und innerhalb der Wells mit dem Medium resuspendiert. 2 ml aus jedem Well 

wurden zusammen mit 1 ml Glaskügelchen für 5 min auf einem mechanischen Rüttler bei 

1300 rpm geschüttelt, um die Zellen möglichst gründlich zu lysieren und die Chlamydien 

aus den Einschlüssen zu extrahieren. 250 μl aus dem chlamydienhaltigen Medium wurden 

in ein Well einer vorbereiteten konfluent mit HEp-2 Zellen bewachsenen 24-Well-

Zellkulturplatte überführt und gut gemischt. Jedes Well wurde zuvor mit 10 μl 0,1 mM 

Cycloheximid versetzt. Aus dem ersten Well wurden 250 μl entnommen und in das 

folgende Well pipettiert und gemischt. Auf diese Weise wurde eine 1:5-Verdünnungsreihe 

mit mindestens sechs unterschiedlichen Konzentrationen erstellt. Anschließend wurde 

die Zellkulturplatte 1 h bei 700 x g und 30 °C zentrifugiert, für 48 h in einem Inkubator mit 

37 °C und 5% CO2 inkubiert, das Medium verworfen und die Zellen mit je 1 ml Methanol 

fixiert. Die Zellkulturplatte wurde bis zur indirekten Immunfluoreszenzfärbung (Abschnitt 

6.4.2) bei -20 °C aufbewahrt.  
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6.4 Analyse mittels Färbungen und Auszählung 

6.4.1 Direkter Immunfluoreszenztest von Chlamydien und Bestimmung der Infektionsrate 

Um phänotypische Eigenschaften von Chlamydien und Zellen sowie die Infektionsrate zu 

analysieren, wurde eine direkte Färbung von mit infizierten Zellen bewachsenen 

Deckgläsern durchgeführt. Es wurde der direkte Immunfluoreszenztest auf Chlamydien-

LPS der Firma IMAGEN verwendet. Hierfür wurden die Deckgläser aus der Zellkulturplatte 

zum entsprechenden Zeitpunkt nach der Infektion entnommen und bis zur Analyse bei 

-20 °C in Methanol fixiert. Vor der Färbung wurde das Methanol entfernt, die Deckgläser 

bei 56 °C für 5 min getrocknet und mit 8 μl der 1:1 mit PBS verdünnten Antikörperlösung 

überschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 37 °C wurden die 

Deckgläser dreimal mit PBS gespült, mit Mounting Fluid bedeckt und mit der 

bewachsenen Oberfläche auf einem Objektträger fixiert. 

Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop. Es wurde stets ein 

Bildausschnitt gewählt, der eine möglichst konfluente Fläche gesund imponierender 

Zellen erhielt. Diese wurden vollständig gezählt. Anschließend wurden im selben 

Bildausschnitt Zellen mit chlamydialen Einschlüssen gezählt, sodass mithilfe folgender 

Formel die Infektionsrate in % bestimmt werden konnte: 

 

𝐼𝑛𝑓𝑒𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 [%] =  
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑒𝑖𝑛𝑠𝑐ℎ𝑙𝑢𝑠𝑠ℎ𝑎𝑙𝑡𝑖𝑔𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑖𝑚 𝐵𝑖𝑙𝑑

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑖𝑚 𝐵𝑖𝑙𝑑
∗ 100 

 

Pro Deckglas wurden 3 solcher Bilder ausgezählt, um einen repräsentativeren 

Gesamteindruck der Infektionsbedingungen zu erhalten. Die Auszählung erfolgte 

unverblindet.  

6.4.2 Indirekter Immunfluoreszenztest und Quantifizierung infektiöser Chlamydien 

Das Methanol wurde von den zu färbenden 24 Well-Platten entfernt, diese wurden 

zweimal mit PBS gespült. Anschließend wurden 300 μl der primären Antikörperlösung 

gegen Chlamydien-LPS in jedes Well gegeben und 45 Minuten bei 37 °C und 5% CO2 

inkubiert. Der primäre Antikörper wurde entfernt und die Wells erneut zweimal gespült, 

bevor 300 μl der sekundären Antikörperlösung zugegeben wurden. Nach der weiteren 

Inkubation wurden die Wells erneut zweimal gewaschen, mit 300 μl PBS überschichtet 
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und bis zur mikroskopischen Auswertung im Dunkeln und mit Alufolie umwickelt bei 4 °C 

gelagert. 

Für die Auszählung wurde ein Fluoreszenzmikroskop verwendet. Hierzu wurde aus der 

Verdünnungsreihe ein Well mit einer zählbaren Menge an Einschlüssen (optimalerweise 

zwischen 10 und 50) gewählt und bei 20-facher Vergrößerung die Einschlüsse pro 

Gesichtsfeld (0,557 mm2) gezählt. Mithilfe der bekannten eingesetzten Menge an 

chlamydienhaltiger Suspension sowie der Fläche eines Wells einer 24-Wellplatte (200 

mm2) konnte die Anzahl der inclusion forming units (IFUs)/μl nach folgender Formel 

berechnet werden: 

 

𝐼𝐹𝑈𝑠 𝜇𝑙 =
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝐸𝑖𝑛𝑠𝑐ℎ𝑙ü𝑠𝑠𝑒 ∗ 200 𝑚𝑚²

𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝐺𝑒𝑠𝑖𝑐ℎ𝑡𝑠𝑓𝑒𝑙𝑑𝑒𝑟 ∗ 𝑒𝑖𝑛𝑔𝑒𝑠𝑒𝑡𝑧𝑡𝑒 𝜇𝑙 ∗ 0,557 𝑚𝑚²
⁄  

Da die absoluten Zahlen zwischen den Wiederholungen eines Experiments häufig stark 

variierten, für die Auswertung jedoch vorwiegend die Unterschiede zwischen den 

einzelnen Konditionen innerhalb einer Wiederholung relevant waren, wurden die IFUs 

nicht in der absoluten Zahl, sondern als Prozentangaben der unstimulierten 

normoxischen Kontrolle (= 100%) angegeben. Die Prozentzahlen der einzelnen 

Wiederholungen wurden in der Statistik miteinander verglichen und sind in den Graphen 

der Ergebnisse abgebildet. 

6.5 Proteinbiochemische Auswertung mittels Western Blot 

6.5.1 Probengewinnung für die Western Blot-Analyse 

Von den zu analysierenden Zellkulturen wurde das Medium entfernt. Anschließend 

wurden 250 µg Western Blot-Lysispuffer in die Wells gegeben und durch vorsichtiges 

Abschaben und Auf- und Abpipettieren mit den Zellen homogenisiert. Die dadurch 

entstandene Suspension wurde bis zur Auswertung in einem Eppendorf-Gefäß bei -20 °C 

eingefroren. 

6.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Blotverfahren 

Um die Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen, wurde eine SDS-

Gelelektrophorese verwendet. Hierzu wurden ein 10%-iges Trenn- und ein 4%-iges 

Sammelgel gegossen und in eine vertikale Gelelektrophoresekammer eingespannt, 

welche mit 1 x Elektrophoresepuffer aufgefüllt wurde. Währenddessen wurden die bei  
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-20 °C eingefrorenen Proben 5 Minuten lang bei 95 °C denaturiert. Je 20 µl der Proben 

sowie 7,5 µl Molekulargewichtsmarker wurden in die Taschen des Sammelgels gefüllt. Bei 

einer Spannung von 70 V für 15 Minuten und 200 V für 55 Minuten erfolgte die 

Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse innerhalb des 

Trenngels.  

Eine Nitrozellulosemembran wurde auf die Größe des Gels zugeschnitten und in 

Blotpuffer eingelegt (Nass-Blot-Verfahren). Zur Proteinübertragung wurden Gel und 

Membran zusammen in eine vertikale Blotkammer eingespannt, diese mit gekühltem 

Blotpuffer gefüllt und unter dauerhafter Kühlung eine Spannung von 75 V angelegt. Nach 

1,5 Stunden wurde die Membran entnommen und für 1 Stunde in einer 5%-igen 

Trockenmilchlösung sanft auf einem Schüttler bewegt, um unspezifische Proteinbindung 

zu blockieren. Anschließend wurde der Primärantikörper bei 4 °C über Nacht zusammen 

mit der Membran inkubiert. Vor Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde die 

Membran je zweimalig mit T-TBS abgespült und für 15 Minuten bei Raumtemperatur auf 

dem Schüttler gewaschen. Der HRP-gekoppelte Sekundärantikörper wurde anschließend 

bei Raumtemperatur für 1 Stunde zur Membran gegeben, danach wurden die 

Waschschritte wiederholt. Mithilfe eines Luminol-haltigen Substrats konnten die Proteine 

über das Fusion FX7-System detektiert werden. Die densitometrische Quantifizierung der 

Signalintensivität erfolgte mithilfe der Bio1D-Software. Die Proteinmenge wurde auf das 

Signal von β-Aktin als konstitutiv exprimiertem Haushaltsgen der Zellen der jeweiligen 

Probe normalisiert. 

6.6 Molekularbiologische Analysemethoden 

6.6.1 RNA-Isolation und reverse Transkription 

Zur Isolation der RNA aus den Zellkulturen wurde das Nucleo Spin RNA II Kit der Firma 

Macherey Nagel GmbH nach Angaben des Herstellers verwendet. Die isolierte RNA wurde 

entweder bei -80 °C eingefroren oder im Anschluss direkt in cDNA umgeschrieben. Hierzu 

wurden die reverse Transkriptase der Firma Fermentas sowie ein Thermo Light Cycler der 

Firma BioRad Laboratories verwendet. Die cDNA wurde bis zur Analyse bei -80 °C in 

Eppendorf-Gefäßen aufbewahrt.  
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6.6.2 RT-PCR 

Zur Auswertung der Geninduktion wurde die quantitative Reverse Transkriptase-

Polymerase-Ketten-Reaktion (qRT-PCR) eingesetzt. Hierzu wurden Glaskapillaren der 

Firma Roche und das SYBR Green Kit SensiMix der Firma Bioline verwendet. Die 

spezifischen Primersequenzen befinden sich im Abschnitt 5.6. Zur Auswertung der Daten 

wurde die LightCycler Data Analyzer Software verwendet. Das Ergebnis der stimulierten 

Probe wird jeweils als „fold change“ bzw. „x-fache Änderung“ gegenüber der 

unstimulierten Kontrolle dargestellt. Dies berechnet sich folgendermaßen:  

𝑓𝑜𝑙𝑑 𝑐ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒=2−(𝑥−𝑦). x entspricht hierbei der stimulierten, y der unstimulierten Probe. Die 

Auswertung und Angabe der Ergebnisse erfolgt stets normalisiert gegen das Referenzgen 

18s-rRNA. 

6.7 Auswertung und statistische Datenanalyse 

Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism 5.0 Software. Die Graphen 

zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung (Mean ± SD, standard deviation). Wenn 

nicht anders angegeben, beträgt n = 3. Es wurden stets echte Wiederholungsexperimente 

(biologische Replikate) durchgeführt, sodass jedes n einer Patientin entspricht. 

Messwiederholungen wurden nicht durchgeführt.  

Aufgrund der geringen Fallzahlen konnten keine Varianzhomogenität und keine 

Gauß’sche Verteilung nachgewiesen werden, weshalb in der gesamten Arbeit 

nichtparametrische Verfahren verwendet wurden. Wurden zwei Faktoren analysiert, 

wurde der Wilcoxon-Rangsummentest durchgeführt, bei mehrfaktoriellen Analysen 

wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei diesen wurde im Falle signifikanter 

Ergebnisse als post-hoc-Test der Dunn’s Test verwendet. Als Signifikanzniveau wurde α = 

0,05 festgelegt, p-Werte von ≤ 0,05 gelten somit als statistisch signifikant.  
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7 Ergebnisse 

7.1 Ablauf der Chlamydieninfektion in HeLa- und FT-Zellen im Vergleich 

Die Infektion von HeLa-Zellen ist ein gut erforschtes Modell für Infektionen mit dem 

Bakterium Chlamydia trachomatis. Um die Nachteile einer Karzinomzelllinie zu 

vermeiden, untersuchten wir die Infektion von humanen primären Epithelzellen aus 

menschlichen Eileitern (FT-Zellen). Diese beiden Infektionsmodelle werden nun in 

mehreren Punkten hinsichtlich des Ablaufes der Chlamydieninfektion und der dadurch 

entstehenden intrazellulären Prozesse miteinander verglichen. 

7.1.1 Zellkultur und Chlamydieninfektion unter Normoxie und Hypoxie 

Um das Wachstum und den Einfluss von unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen auf 

die beiden Zellmodelle und auf die Infektion zu untersuchen, wurden HeLa- und FT-Zellen 

jeweils entweder bei 20% O2 (Normoxie) oder 2% O2 (Hypoxie) kultiviert. Hierunter 

erfolgte die Infektion mit humanpathogenen C. trachomatis. 24 Stunden nach Infektion 

(post infection/p.i.) wurde die prozentuale Infektionsrate mittels einer 

Immunfluoreszenzfärbung bestimmt. Bei Infektionsexperimenten mit C. trachomatis wird 

eine Infektionsrate zwischen 20% und 40% angestrebt. 

Die durchschnittlich erreichte Infektionsrate in HeLa-Zellen lag unter Normoxie bei 33,9% 

und unter Hypoxie bei 35,6% (Abb. 7.1 A). In FT-Zellen war eine deutlich höhere Menge 

an IFUs notwendig, um ähnliche Infektionsraten zu erzielen. Diese lagen bei 22,5% unter 

Normoxie und 24% unter Hypoxie (Abb. 7.1 B). Die veränderte Infektionsdosis für 

Primärzellen (3,24x107 IFUs/ml in FT-Zellen, 9,6x105 IFUs/ml in HeLa-Zellen) wurde zuvor 

in einer separaten Versuchsreihe bestimmt (Daten hier nicht gezeigt). Zwischen Normoxie 

und Hypoxie zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Infektionsrate.  
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Als weiteres Ergebnis fällt die unterschiedliche Morphologie der beiden Zelltypen auf 

(Abb. 7.1 C, D). HeLa-Zellen zeigen unter Normoxie einen homogenen Zellrasen mit 

kugeligem Phänotyp der Zellen, unter Hypoxie jedoch ein erschwertes Wachstum mit 

Lücken im Zellrasen und lang gezogenen Zellausläufern. Eileiterzellen hingegen 

erscheinen größer und schwerer voneinander abgrenzbar. Lichtmikroskopisch ließen sich 

vereinzelt vitale fimbrientragende Zellen mit Bewegung der Fimbrien erkennen.  

Unterschiede in Wachstum und Zellkultur fanden sich jedoch nicht nur verglichen mit 

HeLa-Zellen, sondern auch zwischen unterschiedlichen Tuben. Ein Beispiel hierfür war die 

stark unterschiedliche Proliferation, die dazu führte, dass einzelne Eileiter aufgrund zu 
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Abb. 7.1: Infektionsraten in HeLa und FT unter Normoxie und Hypoxie  
Quantitative Auswertung der Infektionsraten von Chlamydien unter Normoxie und 
Hypoxie im HeLa- (A) und im FT-Zellmodell (B). Immunfluoreszenzfärbung von HeLa-
Zellen (linke Seite) und FT-Zellen (rechte Seite) 24 h p.i. unter Normoxie (C) und Hypoxie 
(D). rot: Zellen, grün: chlamydiale Einschlüsse. Mean ± SD, n = 5 (HeLa), n = 3 (FT-Zellen) 

A B 

C 

D 
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geringer Zellzahl oder Vitalität nicht verwendet werden konnten. In einigen Fällen zeigte 

sich eine bakterielle Besiedlung, die eine Überwucherung der Zellkultur nach sich zog. 

Auch im Ausbreitungsmuster der Zellen scheint es Unterschiede zu geben, sodass sich 

insgesamt bereits rein optisch eine biologische Variabilität der Eileiter verschiedener 

Patientinnen konstatieren lässt (Abb. 7.2).  

 

 

Zusätzlich zur Anzahl infizierter Zellen können noch mehr Informationen über den Ablauf 

der Chlamydieninfektion gewonnen werden. Wir untersuchten den Entwicklungsstatus 

der Chlamydien innerhalb der Zellen. Dazu dient die Bestimmung der Reinfektionsraten, 

bei denen die Einschlüsse in den Zellen mechanisch eröffnet und die freigesetzten 

Chlamydien benutzt werden, um erneut Zellen zu infizieren. Aus der daraus 

resultierenden Infektionsrate können Schlüsse gezogen werden, ob die Chlamydien in den 

primären Einschlüssen vorwiegend als weniger infektiöse, metabolisch aktive 

Retikularkörper oder eher als infektiösere Elementarkörper vorliegen. Ergänzend wurden 

elektronenmikroskopische Bilder angefertigt, die ebenfalls Aufschluss über den 

Entwicklungsstand der Chlamydien geben.  

         

      
 

        
 
Abb. 7.2: Unterschiede in Morphologie und Wachstum humaner Eileiterzellen 
Immunfluoreszenzfärbung von primären FT-Zellen von zwei unterschiedlichen 
Patientinnen (A + B sowie C + D) unter Normoxie (A, C) und Hypoxie (B, D). 24 h p.i., 
Bildausschnitte exemplarisch gewählt, rot: Zellen, grün: chlamydiale Einschlüsse.  

A B 

C D 
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Die Reinfektionsraten von Einschlüssen aus hypoxischen Bedingungen sind 24 h p.i. in 

HeLa-Zellen signifikant geringer als die aus normoxischen Bedingungen. In FT-Zellen zeigt 

sich dies nach 24 h ebenfalls als Tendenz. Bekräftigt werden kann dies mithilfe von 

elektronenmikroskopischen Bildern von HeLa-Zellen, die 24 und 48 Stunden p.i. 

angefertigt wurden. Unter Normoxie dominieren 24 h p.i. die kleineren EBs (Abb. 7.3 A), 

wohingegen unter Hypoxie mehr von den größeren RBs vorliegen (Abb. 7.3 B). In 

zusätzlich angefertigten Bildern nach 48 Stunden scheint sich der Zustand angeglichen zu 

haben. Nun dominieren unabhängig von den Sauerstoffbedingungen EBs in den 

Einschlüssen (Abb. 7.3 C, D). Dies wird von den ausgezählten Reinfektionsraten bestätigt. 

Wenn die Reinfektionsraten aus der Hypoxie in Prozent von den Reinfektionsraten aus 

der Normoxie (= 100%) angegeben werden, steigen diese von 23,9% 24 h p.i. auf 94,2% 

48 h p.i. an (Abb. 7.3 E). Die normoxischen und hypoxischen Proben sind nach 48 h also 

ähnlich infektiös.  

In menschlichen Eileiterzellen zeigen sich ähnliche Ergebnisse. Angegeben in % der 

normoxischen Reinfektionsraten sind 24 h p.i. nur 29,8% der hypoxischen Einschlüsse 

infektiös, nach 48 h sind Chlamydien aus hypoxischen Proben mindestens ebenso 

infektiös wie solche aus normoxischen Zellkulturen (Abb. 7.3 F).  
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Abb. 7.3: Darstellung der Reinfektionsraten unter Normoxie und Hypoxie 
Elektronenmikroskopische (TEM-) Bilder von C. trachomatis-Einschlüssen in HeLa-Zellen 
unter Normoxie (links) und Hypoxie (rechts) 24 h (A, B) und 48 h (C, D) p.i. sowie die 
quantitative Analyse der Reinfektionsraten in HeLa- (E) und FT- (F)-Zellen nach 24 und 48 
Stunden, Ergebnisse aus Hypoxie angegeben in % der Werte aus Normoxie. Roter Pfeil: 
infektiöser Elementarkörper (EB), grüner Pfeil: weniger infektiöser Retikularkörper (RB). 
Wilcoxon-Rangsummentest: *p<0,05, Mean ± SD, n = 5 (HeLa, 24 h p.i.), n = 3 (übrige) 
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7.1.2 Analyse der Entzündungsreaktion der Zellen unter Normoxie und Hypoxie 

Als Marker für die Immunreaktion auf die pathogene Zellexposition wurde eine Western 

Blot-Analyse der MAP-Kinase pERK1/2 durchgeführt. Ergänzend wurde die Induktion der 

proinflammatorischen Interleukine IL-1β, IL-6 und IL-8 mittels qPCR untersucht. Um eine 

Aussage über den zeitlichen Verlauf der Immunreaktion machen zu können, wurden 

Proteinexpression und Zytokinspiegel 24 und 48 Stunden nach Infektion bestimmt.  

In HeLa-Zellen fand nach Infektion mit Chlamydien eine vermehrte Phosphorylierung von 

ERK statt, nachweisbar als infektionsbedingter Anstieg von pERK im Western Blot und in 

der densitometrischen Analyse (Abb. 7.4 A, B). Dies lässt sich als Trend sowohl 24 h als 

auch 48 h p.i. erkennen.  

  

 

Im Eileiterzellmodell konnte densitometrisch kein Anstieg der Phosphorylierung nach 

Chlamydieninfektion gezeigt werden. Im Western Blot fällt jedoch auf, dass auch in nicht 

infizierten Zellen ERK in phosphorylierter Form nachzuweisen ist (Abb. 7.5 A, B).  
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Abb. 7.4: Western Blot-Analyse zur Phosphorylierung von ERK1/2 in HeLa-Zellen 
Repräsentativer Western Blot von HeLa-Zellen mit Nachweis der Proteine pERK 1/2 und β-
Actin aus unterschiedlichen Zeitpunkten und Sauerstoffkonditionen (A) und dazugehörige 
densitometrische Analyse (B). Angabe der Werte in % bezogen auf uninfizierte normoxische 
Zellen. CtrD: Infektion mit C. trachomatis Serovar D, Mean ± SD, n = 3 

A 

B 
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Um Unterschiede in beiden Zellmodellen hinsichtlich der Zytokinexpression zu 

untersuchen, wurden die Spiegel von IL-1β, IL-6 und IL-8 24 und 48 Stunden p.i. bestimmt. 

In HeLa-Zellen findet sich 24 Stunden nach Chlamydieninfektion ein Anstieg der 

Interleukine 6 und 8 sowohl unter normoxischen (IL-8) als auch unter hypoxischen (IL-6, 

IL-8) Bedingungen, der bei IL-6 unter Hypoxie signifikant ist. Ein infektionsbedingter 

Anstieg zeigt sich bei IL-6 und IL-8 auch nach 48 Stunden (Abb. 7.6 B, C), der bei IL-6 unter 

Normoxie signifikant ausfällt. Dieser infektionsbedingte Anstieg von IL-6 und IL-8 lässt sich 

als Trend auch unter den anderen gemessenen Bedingungen erkennen. Im Durchschnitt 

liegen 48 h p.i. deutlich höhere relative Anstiege vor als nach 24 h.  

Ein anderes Aktivierungsmuster zeigt das Interleukin 1β, welches 24 h p.i. nicht durch die 

Infektion, sondern bei niedrigem Sauerstoffgehalt der Umgebung vermehrt induziert 

wird. Der in CtrD-infizierten Zellen signifikante Anstieg bei Hypoxie zeigt sich unter allen 

gemessenen Bedingungen als Tendenz (Abb. 7.6 A). 
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Abb. 7.5: Western Blot-Analyse zur Phosphorylierung von ERK1/2 in FT-Zellen 
Repräsentativer Western Blot von FT-Zellen mit Nachweis der Proteine pERK 1/2 und β-Actin zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten und Sauerstoffkonditionen (A) und dazugehörige densitometrische 
Analyse (B). Angabe der Werte in Prozent bezogen auf uninfizierte normoxische Zellen. CtrD: 
Infektion mit C. trachomatis Serovar D, Mean ± SD, n = 3 
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Humane Eileiterzellen weisen ein etwas anderes Induktionsmuster als HeLa-Zellen auf. IL-

1β verhält sich konform mit IL-6 und IL-8, wird also durch die Chlamydieninfektion und 

nicht durch die Hypoxie induziert. 24 h p.i. sind die Zytokinspiegel nach Infektion in 

hypoxischen Zellen stets etwas niedriger als in normoxischen Bedingungen. Dieser Effekt 

ist allerdings nicht signifikant und 48 h p.i. weniger deutlich zu erkennen (Abb. 7.7 A-C). 

Die relativen Anstiege sind generell im Vergleich zu HeLa-Zellen nach 48 h niedriger als 

nach 24 h. Es muss jedoch auch auf die höheren Standardabweichungen hingewiesen 

werden.  
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Abb. 7.6: mRNA-Induktion der proinflammatorischen Zytokine in HeLa-Zellen 
qPCR-Analyse von IL-1β (A), IL-6 (B) und IL-8 (C) 24 h und 48 h nach Infektion. Die Ergebnisse 
sind auf 18s-mRNA normalisiert. IL-1β wird unter Hypoxie vermehrt induziert, IL-6 und IL-8 
nach Chlamydieninfektion. Dunn‘s Test als post hoc-Test bei Vorliegen eines signifikanten 
Kruskal-Wallis-Tests: *p<0,05; CtrD: Infektion mit C. trachomatis Serovar D, Mean ± SD, n = 5 
(IL-1β/IL-6/IL-8 nach 24 h sowie IL-8 nach 48 h), n = 4 (IL-6 nach 48 h), n = 3 (IL-1β nach 48 h). 
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Es ließ sich also zeigen, dass in HeLa-Zellen für IL-6 und IL-8 der stärkste Stimulus die 

Infektion ist. Der Sauerstoffgehalt der Umgebung spielt eine untergeordnete, 

modulierende Rolle. IL-1β hingegen wird am meisten durch Zellkultur unter Hypoxie 

beeinflusst. In Eileiterzellen sorgt die Infektion für einen Anstieg der Interleukine unter 

Normoxie und weniger stark ausgeprägt auch unter Hypoxie. IL-1β verhält sich hier wie IL-

6 und IL-8.  
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Abb. 7.7: mRNA-Induktion der proinflammatorischen Zytokine in in FT-Zellen 
qPCR-Analyse der Interleukine 1β (A), 6 (B) und 8 (C) 24 h (links) und 48 h (rechts) nach 
Infektion. Die Ergebnisse sind auf 18s-mRNA normalisiert. Dunn‘s Test als post hoc-Test bei 
Vorliegen eines signifikanten Kruskal-Wallis-Tests: *p<0,05; CtrD: Infektion mit C. trachomatis 
Serovar D, Mean ± SD, n = 3 
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7.1.3 Vergleich der Zellmodelle hinsichtlich des Stoffwechsels unter Normoxie/Hypoxie 

Neben dem chlamydialen Wachstumsverhalten und der zellulären inflammatorischen 

Reaktion sollen die beiden Zellmodelle hinsichtlich ihres Stoffwechsels untersucht und 

verglichen werden. Dieser wird in herkömmlichen Zellmodellen sowohl durch die 

Infektion als auch durch wechselnde Sauerstoffkonzentrationen in der Umgebung 

beeinflusst. Stellvertretend für wichtige zelluläre Stoffwechselwege wurden zwei 

Schlüsselenzyme der Energiegewinnung mithilfe der qPCR bestimmt: der 

membranständige Glukosetransporter GLUT1 und die Laktatdehydrogenase A LDHA.  

Wie aus Abb. 7.8 ersichtlich, führt in HeLa-Zellen vor allem Hypoxie 24 h p.i. zu einem 

Anstieg der Schlüsselenzyme. Durch die Infektion wird die Transkription von GLUT1 und 

LDHA nicht beeinflusst (Abb. 7.8 A, B).  

In menschlichen Eileiterzellen kann ein anderes Aktivierungsmuster nachgewiesen 

werden. Der niedrige Sauerstoffgehalt der Umgebung bewirkt in nicht-infizierten Zellen 

wie bei HeLa-Zellen einen Anstieg von GLUT1. Die Infektion mit C. trachomatis induziert 

jedoch im FT-Modell auch GLUT1 (Abb. 7.8 C).  LDHA zeigt tendenziell das gleiche Muster 

wie GLUT1. Es können also auch im Stoffwechsel beider Zellmodelle deutliche 

Unterschiede gezeigt werden.  
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7.2 Der Einfluss von Estradiol auf HeLa- und FT-Zellen im Vergleich 

Eine große Rolle im Mikromilieu des weiblichen Genitaltraktes spielen die 

Sexualhormone, wobei Estradiol (E2) und Progesteron (P4) unter diesen die beiden 

wichtigsten sind. Daher wurden beide Zellmodelle vor der Infektion mit physiologischen 

Konzentrationen von entweder E2 oder P4 vorbehandelt. Es wurden erneut Unterschiede 

in Infektionsraten und Reaktion der Wirtszellen untersucht. 

7.2.1 Infektionsraten nach Stimulation mit Estradiol 

Wenn HeLa-Zellen mit Estradiol vorbehandelt und anschließend mit C. trachomatis 

infiziert werden, zeigen sich mehr Zellen mit Einschlüssen als in nicht vorbehandelten 

Zellen, ein Effekt, der unter Normoxie signifikant ist. Die durchschnittlichen 

Infektionsraten steigen nach Estradiolbehandlung von 34% auf 41% unter Normoxie und 

von 35,6% auf 43,5% unter Hypoxie, was also unabhängig vom Sauerstoffgehalt der 

Umgebung zu sein scheint (Abb. 7.9 E). Bei menschlichen Eileiterzellen hingegen, die nach 
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Abb. 7.8: Schlüsselenzyme im Zellstoffwechsel von HeLa- und FT-Zellen 
qPCR-Analyse der mRNA der Enzyme GLUT1 und LDHA 24 Stunden p.i. in HeLa (A, B)- und FT 
(C, D)-Zellen mit Nachweis der Induktion von GLUT1 und LDHA unter Hypoxie in HeLa-Zellen. 
Dunn‘s Test als post hoc-Test bei Vorliegen eines signifikanten Kruskal-Wallis-Tests: *p<0,05; 
CtrD: Infektion mit C. trachomatis Serovar D, Mean ± SD, n = 5 (HeLa), n = 3 (FT-Zellen) 
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demselben Versuchsaufbau infiziert wurden, zeigt Estradiol weder unter Normoxie noch 

unter Hypoxie einen Effekt auf die beobachteten Infektionsraten (Abb. 7.9 F). 

 

                

 

 

Aber auch hier kann nicht nur die Infektionsrate, sondern auch die Infektiosität der neu 

gebildeten Einschlüsse Auskunft über den Infektionsverlauf geben. Hierzu wurden 24 h 

p.i. erneut die Reinfektionsraten bestimmt. Abb. 7.10 zeigt erneut die in Abschnitt 7.1.1 

dargestellte erniedrigte Reinfektionsrate nach 24 h. Diese fällt in HeLa-Zellen signifikant 

aus, wird jedoch auch in FT-Zellen abgebildet und scheint in beiden Fällen unabhängig 

vom Estradiolspiegel zu sein. Das Sexualhormon scheint daher in keinem der beiden 

Zellmodelle Auswirkungen auf die Infektiosität zu haben. 
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Abb. 7.9: Der Einfluss von Estradiol auf die Infektionsraten in HeLa- und FT-Zellen 
C. trachomatis-Infektionsraten in % ohne und mit Estradiolzugabe unter Normoxie (links) und 
Hypoxie (rechts), gezeigt in repräsentativen Immunofluoreszenzfärbungen von infizierten (Inf) 
unstimulierten HeLa- (A) und FT- (B) sowie mit E2 stimulierten HeLa- (C) und FT-Zellen (D). In 
der Auswertung zeigen sich höhere Infektionsraten nach E2-Gabe in normoxischen HeLa- (E), 
aber nicht in FT-Zellen (F). Dunn‘s Test als post hoc-Test bei Vorliegen eines signifikanten 
Kruskal-Wallis-Tests: *p<0,05; 24 h p.i., Mean ± SD, n = 5 (HeLa), n = 3 (FT) 
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7.2.2 Proinflammatorische Reaktion der Zellen auf Infektion nach Estradiolstimulation 

Um den Einfluss von Estradiol auf intrazelluläre Kaskaden zu untersuchen, wurde wieder 

exemplarisch eine Western Blot-Analyse der MAP-Kinase pERK1/2 durchgeführt.  
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Abb. 7.10: Der Einfluss von Estradiol auf die Infektiosität von C. trachomatis  
Auszählung der Reinfektionsraten 24 h p.i. in infizierten (Inf) HeLa- (A) und FT- (B) Zellen ohne 
und mit Estradiol (E2)-Stimulierung, Angabe in Prozent bezogen auf die normoxischen, 
unstimulierten Proben. Dunn‘s Test als post hoc-Test bei Vorliegen eines signifikanten Kruskal-
Wallis-Tests: *p<0,05; Mean ± SD, n = 5 (HeLa), n = 3 (FT) 
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Abb. 7.11: Western Blot-Analyse vom pERK1/2 nach hormoneller Stimulation 
Repräsentativer Western Blot in HeLa-Zellen (A) mit den Variablen Infektion (CtrD/Inf/Uninf), 
Estradiol- (E2) und Progesteronstimulation (P4, nicht in der Auswertung enthalten). 
Korrespondierende densitometrische Auswertung (B). Entsprechender Versuchsaufbau ohne P4 
in FT-Zellen (C, D). CtrD: Infektion mit C. trachomatis Serovar D, Mean ± SD, n = 3 
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In HeLa-Zellen zeigt sich wie bereits in 7.1.2 beschrieben eine als Trend sichtbare 

vermehrte Phosphorylierung nach Infektion mit C. trachomatis sowohl in E2-

vorbehandelten als auch in unbehandelten Zellen (Abb. 7.11 A, B). Unter Hypoxie ist 

dieser Effekt geringer. Estradiol beeinflusst die Phosphorylierung von ERK1/2 weder 

positiv noch negativ. Auch in Eileiterzellen ist kein Einfluss von Estradiol auf die MAP-

Kinase nachweisbar. Hinzuweisen ist allerdings auf die deutlich sichtbaren Proteinbänder 

der Blot-Analyse auch in unbehandelten Zellen (Abb. 7.11 C, D). 

Mithilfe der qPCR wurden die Zytokinspiegel von IL-1β, IL-6 und IL-8 untersucht. Wie 

zuvor beschrieben, wird in HeLa-Zellen IL-1β vorwiegend durch den Sauerstoffgehalt der 

Umgebung beeinflusst und steigt in allen Fällen unter Hypoxie an (Abb. 7.12 A). Das 

Zytokin IL-6 scheint als proinflammatorische Reaktion auf die Chlamydieninfektion 

vermehrt induziert zu werden (Abb. 7.12 C). Das gleiche gilt für IL-8, wobei unter Hypoxie 

die Zytokininduktion tendenziell abgeschwächt zu sein scheint (Abb. 7.12 E). Die 

Vorbehandlung mit Estradiol scheint die Interleukine nicht oder nur unspezifisch zu 

beeinflussen.   

In menschlichen Eileiterzellen findet sich wiederum ein anderes Induktionsmuster: IL-1β 

wird weder durch Infektion noch durch Hypoxie beeinflusst. Estradiol hingegen sorgt für 

eine Induktion von IL-1β, die unter Hypoxie signifikant ist (Abb. 7.12 B). Dieser Anstieg 

findet sich als Tendenz auch in IL-8 (Abb. 7.12 F), wobei die Infektion wie zuvor 

beschrieben ebenfalls zu einem Anstieg der untersuchten Zytokine führt. Es ist jedoch 

auffällig, dass die Daten sehr weit streuen.   
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7.2.3 Der Zellstoffwechsel unter dem Einfluss von Estradiol 

Um einen Einfluss von Estradiol auf den Metabolismus von HeLa- und Eileiterzellen zu 

untersuchen, wurden GLUT1 und LDHA mittels qPCR bestimmt. Wie bereits in 7.1.3 

beschrieben, scheint in HeLa-Zellen Hypoxie der bedeutendste Stimulus für die Induktion 

von GLUT1 und LDHA zu sein (Abb. 7.13 A, C). Dies bestätigt sich auch hier. Estradiol übt 

keinen signifikanten Einfluss auf die Induktion beider Enzyme aus.  
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Abb. 7.12: Unterschiede in der Zytokininduktion nach Infektion und E2-Gabe 
qPCR-Analysen der Interleukine IL-1β, IL-6 und IL-8 in infizierten (Inf) und uninfizierten (Uninf) 
HeLa- (A, C, E) und FT- Zellen (B, D, F). Die Normalisierung erfolgte auf 18s-rRNA. Dunn‘s Test 
als post hoc-Test bei Vorliegen eines signifikanten Kruskal-Wallis-Tests: *p<0,05; 24 h p.i., 
Mean ± SD, n = 3 
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In Eileiterzellen wird ebenfalls eine nicht signifikante Induktion von GLUT1 und LDHA 

durch Hypoxie erzeugt. LDHA scheint jedoch auch unspezifisch durch Infektion und 

Estradiolzugabe beeinflusst zu werden.  

 

7.2.3 Der Einfluss von Progesteron auf die Infektion mit C. trachomatis 

Alle der bisher erwähnten Experimente mit HeLa-Zellen wurden ebenfalls mit 

physiologischen Konzentrationen des Sexualhormons Progesteron (P4) anstelle von 

Estradiol durchgeführt. Obwohl die absolute Konzentration von P4 in etwa um den Faktor 

10² - 10³ höher ist als diejenige von Estradiol, scheint Progesteron keinerlei Einfluss auf 

die Chlamydieninfektion zu haben. Ein weiterer Ansatz war eine dem weiblichen Zyklus 

entsprechende Kultivierung unter einer Kombination von Progesteron und Estradiol in 

physiologischen Konzentrationen, die ebenfalls keinen Effekt zeigen konnte. Daher wurde 

darauf verzichtet, die Ergebnisse hier einzeln darzustellen. Aufgrund fehlender 

Auswirkungen auf HeLa-Zellen wurden auch keine Experimente mit Progesteron in 

menschlichen Eileiterzellen durchgeführt.  
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Abb. 7.13: Unterschiede im Zellstoffwechsel nach Infektion und E2-Gabe 
qPCR-Analysen der Enzyme GLUT1 und LDHA in infizierten (Inf) und uninfizierten (Uninf) HeLa- 
(A, C) und FT-Zellen (B, D) ohne und mit Estradiolstimulation (+E2). Dunn‘s Test als post hoc-
Test bei Vorliegen eines signifikanten Kruskal-Wallis-Tests: *p<0,05; 24 h p.i., Mean ± SD, n = 5 
(GLUT1 in HeLa), n = 3 (übrige) 
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8 Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit war, ein besseres Verständnis der C. trachomatis-Infektion unter 

Berücksichtigung des physiologischen Mikromilieus des weiblichen Genitaltraktes zu 

erlangen. Zum einen sollte hierfür das Zellmodell mit primären humanen Eileiterzellen 

näher charakterisiert werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen aus diesem Modell 

wurden mit dem etablierten HeLa-Infektionsmodell verglichen. Zum anderen sollte die 

Infektion unter dem Einfluss von Stimuli aus dem Mikromilieu des FGT näher untersucht 

werden. In dieser Arbeit wurde hierbei das Augenmerk auf die niedrige 

Sauerstoffkonzentration und auf das Sexualhormon Estradiol gelegt. Analysiert wurden 

stets die Infektionsrate und die Infektiosität des Pathogens, die inflammatorische 

Reaktion der Wirtszelle über die Interleukininduktion und die intrazelluläre MAP-Kinase 

pERK1/2 sowie der Wirtszellmetabolismus unter der Chlamydieninfektion.  

8.1 Herausforderungen bei der Arbeit mit humanen primären Eileiterzellen 

In dieser Arbeit wurden das HeLa-Zellmodell und das Primärzellmodell miteinander 

verglichen. Primärzellen unterscheiden sich jedoch nicht nur in den 

Auswertungsergebnissen von HeLa-Zellen, es bestehen auch große Unterschiede in der 

Handhabung.  

Wenn FT-Zellen mit derselben Menge an C. trachomatis-IFUs infiziert werden wie HeLa-

Zellen, ist die resultierende Infektionsrate sehr niedrig und daher kaum auswertbar. Wir 

entschieden uns daher dafür, die IFU-Zahl um das circa 30-fache zu erhöhen, um 

vergleichbare Infektionsraten von 20% - 40% zu erzielen und andere 

Auswertungsmethoden besser miteinander vergleichen zu können. Diese erschwerte 

Infizierbarkeit ist auch in anderen Studien, die mit genitalen Primärzellen arbeiten, 

beschrieben76,82,83,98. Wir erklären dies mit einer besser erhaltenen natürlichen Funktion 

der Primärzellen. Die Proteinstruktur der Zellmembran der beiden verschiedenen 

Zelltypen weist Unterschiede auf76, was die Adhäsion des Pathogens an der Zelle 

erschweren kann. So werden beispielsweise die TLRs im FGT sehr unterschiedlich 

exprimiert126. Der in der Pathogenese der Chlamydieninfektion wichtige TLR4 findet sich 

vermehrt in Eileiterzellen, jedoch nicht in ekto- oder endozervikalen Zellen127, was zu 

Differenzen der beiden Zellmodelle führen könnte.  
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Eine alternative Erklärung sind infektionshemmende Mediatoren oder Proteine, die von 

den FT-Zellen in das umgebende Medium abgegeben werden. FT-Zellen können Muzine81 

oder Matrix-Metalloproteinasen128 sezernieren, die möglicherweise mit infektiösen EBs 

interferieren. Die Menge der sezernierten Proteine variiert mit dem Zyklus zum Zeitpunkt 

der Entnahme81. HeLa-Zellen sind aufgrund ihrer Ursprungsbiologie oder des Verlusts 

natürlicher Zellfunktionen in dieser Hinsicht möglicherweise eingeschränkt und daher für 

Pathogene leichter zu infizieren. Eine Analyse der Kulturmedien der beiden Zellmodelle 

auf die genannten Mediatoren sowie die Untersuchung möglicher Interaktionen von 

diesen mit der C. trachomatis-Infektion könnte hier weitere Erkenntnisse bringen.  

Als weiterer Punkt fällt bereits optisch die unterschiedliche Morphologie der beiden 

Zelltypen auf. Während HeLa-Zellen homogen und rundlich erscheinen, erscheinen FT-

Zellen größer und über Zellausläufer vernetzt. Während des Wachstums lassen sich 

lichtmikroskopisch Inseln erkennen, die im Verlauf eine konfluente Fläche bilden. 

Außerdem sind vereinzelt Bewegungen von Fimbrien zu erkennen. Dies weist zum einen 

Vitalität der Zellen nach, zum anderen zeigt es, dass Primärzellen aus mehreren 

histologischen Subtypen bestehen, die auch in vivo im FGT zu finden sind. Die inselartige 

Proliferation mit ihren Vernetzungen kann auf eine bessere Interaktion innerhalb des 

Zellverbundes hinweisen. Möglicherweise trägt dies zu der verringerten Empfänglichkeit 

gegenüber Chlamydien bei. Hierfür spräche, dass chlamydienhaltige Vakuolen häufig eher 

im Randbereich der „Inseln“ gefunden werden und nicht gleichmäßig über den Zellrasen 

verteilt auftreten, wie dies bei HeLa-Zellen der Fall ist.  

Diese im Vergleich zu HeLa-Zellen unterschiedliche Morphologie des FT-Zellmodells 

könnte sowohl die erschwerte Infizierbarkeit als auch weitere Ergebnisse beeinflussen. 

Wie oben beschrieben zeigten sich lichtmikroskopisch vereinzelt zilientragende Zellen. 

Vor allem in diesen kommen die Rezeptoren TLR2 und TLR4 vor35,127,130. TLR2 und TLR4 

aktivieren den NFκB-Signalweg, der von der Chlamydieninfektion moduliert wird36. Diese 

Zellen sind nicht im HeLa-Modell zu finden, was möglicherweise zu Unterschieden in den 

Ergebnissen beiträgt. Die Rolle der zilientragenden Zellen und die Verteilung der 

Rezeptoren könnten daher in weiteren Studien untersucht werden.  

Weiterhin zeigen sich nicht nur im Vergleich zu HeLa-Zellen Unterschiede in Wachstum 

und Zellmorphologie, auch die Tuben unterschiedlicher Patientinnen weichen 
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voneinander ab. Dies zeigt sich oft schon optisch (vgl. Abb. 7.1, 7.2, 7.9, Primärzellen 

jeweils von unterschiedlichen Patientinnen stammend), spiegelt sich jedoch auch in den 

ausgewerteten Daten wider: die Streuung der Daten ist in der Regel höher als bei HeLa-

Zellen, obwohl der Versuchsaufbau stets identisch ist. In der Literatur werden die 

größeren Abweichungen der einzelnen Versuche untereinander ebenfalls 

beschrieben78,98, ebenso wie die variierende Proliferation der Primärzellen und 

Unterschiede bezüglich vorhandener Immunzellen und sezernierten Proteinen80,81,129. Wir 

nehmen daher an, dass das FT-Zellmodell die biologische Variabilität der einzelnen 

Patientinnen abbildet. Dies ist hinsichtlich einer angestrebten Annäherung an eine 

physiologische Infektionssituation ein Vorteil gegenüber dem etablierten HeLa-

Zellmodell. Ursächlich für die Diversität der Eileiter könnten beispielsweise das genetische 

Spektrum unterschiedlicher Eileiterspenderinnen, frühere Infektionen, entzündliche 

Erkrankungen oder das Alter der Frau sein. Eine Korrelation zwischen diesen Faktoren, 

der Kultur der Eileiterzellen und den Ergebnissen wäre vor allem hinsichtlich des 

klinischen Erkenntnisgewinns und der Etablierung möglicher Marker für variable 

Infektionsverläufe ein hochinteressanter Ansatzpunkt für weitere Studien mit 

Primärzellen.  

Als letzter Punkt stellt allerdings die eingeschränkte Verfügbarkeit von Primärzellen ein 

Problem bei der Planung und Auswertung von Versuchen dar. Bei geringer Zellzahl lassen 

sich oft nicht alle gewünschten Konditionen innerhalb eines Versuchsaufbaus 

untersuchen. Hinsichtlich der statistischen Auswertung lässt sich bei geringer 

Stichprobenzahl keine Verteilungsannahme treffen. Deshalb wurden bei der Auswertung 

nichtparametrische Tests verwendet, die sich durch eine geringere Power auszeichnen als 

parametrische Tests. Ergebnisse, die bei größerer n-Zahl möglicherweise statistisch 

signifikant ausfallen würden, sind in dieser Arbeit oft nur als Tendenz darstellbar. Die hier 

gezeigten Daten (n ≤ 5) sind daher mit Vorsicht zu interpretieren. Auch die oben genannte 

Korrelation mit klinischen Daten ist bei geringer Patientinnenzahl nicht durchführbar. 

Studien mit größerer Fallzahl könnten in vielerlei Hinsicht die hier vorgestellten 

Ergebnisse  ergänzen.  

Zusammenfassend unterstreicht diese Arbeit den Stellenwert von Versuchen mit 

Primärzellen. Das hier vorgestellte Modell ist nicht nur gut als Infektionsmodell für die 

Infektion mit C. trachomatis geeignet, es zeigt auch Unterschiede zum HeLa-Zellmodell 
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auf, die für den Infektionsverlauf relevant sein können. Zudem ist die Abbildung der 

biologischen Variabilität innerhalb des Modells bemerkenswert und bietet interessante 

Ansatzpunkte für weitere Studien, die möglicherweise an der Schnittstelle zwischen in 

vitro- und in vivo-Forschung zum Verständnis der Pathogenese der Chlamydieninfektion 

beitragen könnten.   

8.2 Hypoxie beeinflusst den chlamydialen Lebenszyklus 

Wir stellen die Hypothese auf, dass im FGT physiologisch vorkommende Stimuli wie eine 

niedrige O2-Konzentration Einfluss auf die Chlamydieninfektion nehmen. Der 

Sauerstoffgehalt liegt in verschiedenen Geweben des weiblichen Genitaltraktes in vivo 

zwischen 0,5% und 5% und ist variabel84–86. Überprüft wurde, ob und auf welche Weise 

der Verlauf einer Chlamydieninfektion ebenfalls durch Hypoxie beeinflusst wird.  

Die erhobenen Daten zeigen, dass sich die Infektionsrate in Zellen des FGT durch 

unterschiedliche O2-Konzentrationen nicht ändert (Abb. 7.1). Jedoch ist in HeLa- und FT-

Zellen die Zahl von infektiösen IFUs, die sich 24 h p.i. in Reinfektionsexperimenten 

bestimmen lassen, unter Hypoxie erniedrigt (Abb. 7.3 E, F).  

Da stets dieselbe IFU-Zahl für die Primärinfektion verwendet wurde und die Infektionsrate 

dieselbe ist, muss der Grund hierfür entweder in einer geringeren Anzahl an Chlamydien 

in den Einschlüssen oder in einer verringerten Infektiosität der Bakterien liegen. Die TEM-

Bilder lassen eine Kombination von beidem vermuten: unter Hypoxie wirken die 

Einschlüsse leerer, außerdem sind mehr und deutlich vergrößerte RBs zu finden als in 

zeitgleichen Normoxie-Aufnahmen (Abb. 7.3 A-D). Nach 48 h hat sich die relative Menge 

an IFUs unter Normoxie und Hypoxie angeglichen (Abb. 7.3 E) bzw. scheint in FT-Zellen 

nun tendenziell höher zu sein (Abb. 7.3 F). Dies spricht gegen eine Verminderung der 

absoluten Chlamydienzahl in den Einschlüssen. Wahrscheinlicher ist eine Beeinflussung 

des chlamydialen Lebenszyklus in der Form, dass in den Einschlüssen mehr RBs und 

weniger infektiöse EBs zu finden sind, die Redifferenzierung zu EBs im Vergleich zur 

Normoxie also verzögert eintritt. Dies würde in einer verringerten IFU-Zahl in der 

Sekundärinfektion resultieren, die wir hier 24 h p.i. zeigen konnten. 48 h p.i., sprich zum 

Ende des chlamydialen Lebenszyklus hin, hätte sich dieser Unterschied dann wieder 

ausgeglichen. Es ist zu beachten, dass die Reproduktionszyklen unabhängig vom 
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Sauerstoff physiologisch nie vollständig synchron ablaufen und eine gewisse Varianz der 

Ergebnisse daher unvermeidbar ist. 

Es wurde beschrieben, dass die chlamydiale Proteinsynthese unter Hypoxie zunimmt20. 

Darüber hinaus wird die RB-zu-EB-Transformation durch eine Größenreduktion der RBs 

ausgelöst3. Möglicherweise bedingt die verstärkte Proteinsynthese die in den TEM-Bildern 

sichtbare Größenzunahme der hypoxischen RBs. Die Schwelle, die für die RB-zu-EB-

Transformation überschritten werden muss, wird bei hypoxischen vergrößerten RBs somit 

erst später erreicht als bei normoxischen, „normal großen“ RBs. Dies bietet eine mögliche 

Erklärung für unsere Hypothese der hypoxiebedingten Verzögerung der RB-zu-EB-

Transformation und die somit verringerte Infektiosität 24 h nach Infektion. Nach 48 h ist 

diese nicht mehr sichtbar, da die Rücktransformation zu diesem Zeitpunkt nicht mehr 

durch die Größe der RBs behindert wird und sich eine Verzögerung bei asynchron 

ablaufenden Zyklen nach zunehmender Zeit nach Infektion immer weniger abbilden lässt. 

Unterschiede in der Energieversorgung der Zellen unter Hypoxie sind ebenfalls eine 

mögliche Erklärung für die Wachstumsverzögerung. Diese zeigt sich im Übrigen sowohl in 

HeLa- als auch in humanen Eileiterzellen. 

In einer früheren Studie zeigte sich keine veränderte Infektiosität, wenn die Infektion 

unter Hypoxie stattfand87. Möglicherweise ist die dort verwendete O2-Konzentration von 

4% im Gegensatz zu den hier verwendeten 2% ursächlich, da auch die Proteinsynthese bei 

abnehmender O2-Konzentration zunimmt20 und der Effekt dann nicht mehr so deutlich 

ausgeprägt wäre.  

Dass variable Sauerstoffbedingungen Unterschiede in der Infektiosität zur Folge haben 

können, ist möglicherweise auch für klinische Untersuchungen bedeutsam. Eine unter 

Hypoxie veränderte Empfindlichkeit gegenüber antibiotisch wirksamen Substanzen wie 

Azithromycin und Doxycyclin wurde bereits früher beschrieben91. Zukünftige Studien 

könnten daher mögliche Korrelationen von Einflussfaktoren auf die O2-Konzentration im 

FGT (Zykluszeitpunkt der Infektion, bereits bestehende entzündliche Prozesse) und 

Chlamydieninfektion und -verlauf in vivo näher untersuchen.  

8.3 HeLa- und FT-Zellen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Entzündungsreaktion 

Laut derzeitigem Stand der Forschung trägt die aus einer Chlamydieninfektion 

resultierende Entzündung mehr zu den klinischen Konsequenzen bei als die Schädigung 
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der Zellen durch das Pathogen, weshalb diese nun näher betrachtet wird61,63,64,79. In HeLa-

Zellen ist die inflammatorische Reaktion auf die Chlamydieninfektion bereits in vielerlei 

Hinsicht erforscht. Zum besseren Verständnis  der Pathogenese der C. trachomatis-

Infektion im Menschen werden nun auch in FT-Zellen Marker der Immunantwort 

bestimmt und mit den Ergebnissen aus HeLa-Zellen verglichen. 

Als wichtiger Bestandteil der intrazellulären inflammatorischen Signalkaskade wurde die 

Phosphorylierung der intrazellulären MAP-Kinase ERK1/2, die u.a. IL-8 induzieren kann, 

unter Normoxie und Hypoxie in infizierten und nicht infizierten Zellen analysiert. Hierbei 

zeigte sich, dass die Infektion von HeLa-Zellen tendenziell zu einer Hochregulierung von 

pERK und somit zu einer proinflammatorischen Reaktion der Wirtszelle führt. Unter 

Hypoxie stellt sich dieser Effekt abgeschwächt dar. Hypoxie alleine beeinflusst die 

Phosphorylierung von ERK nicht signifikant. Dies zeigt sich in Übereinstimmung mit 

bisherigen Studien54.  

In primären FT-Zellen konnte densitometrisch keine Induktion durch Stimuli wie Infektion 

oder Hypoxie nachgewiesen werden. Jedoch ergab die Blotanalyse eine deutlich sichtbare 

Proteinbande bereits in normoxischen, unstimulierten Zellen, so dass pERK in 

Primärzellen bereits über eine hohe basale Aktivierung verfügt und ein eventueller 

relativer Anstieg daher wahrscheinlich nicht zu sehen wäre (Abb. 7.5 A). Eine mögliche 

Erklärung stellt der durch Entnahme, Bearbeitung und Kultivierung der Zellen ausgeübte 

Stress dar, der für die vermehrte Phosphorylierung sorgt. Dies wäre eine 

unphysiologische Ausgangssituation, in der keine weitere Stimulation mehr möglich wäre.  

Eine Vermeidung dieser möglichen Stressreaktion wäre generell bei in vitro-Versuchen 

nicht sicher auszuschließen, da unabhängig von Kultivierung und Infektion die operative 

Gewebeentnahme als mögliche Stressursache erfolgen muss. Eine Untersuchung 

bekannter Stressmarker der Zelle, wie  beispielsweise proapoptotische Signalwege oder 

Apoptosemarker, könnte hier sinnvoll sein. Alternativ nimmt pERK in menschlichen 

Eileiterzellen eine andere Rolle ein als in HeLa-Zellen und ist dauerhaft hochreguliert, um 

andere, nicht infektionsbedingte Signalwege über diese Kaskade zu vermitteln.  

Für eine umfassende Charakterisierung der Immunantwort ist auch die Zytokininduktion 

wichtig. In HeLa-Zellen führt Chlamydieninfektion zu einer Hochregulierung der 

proinflammatorischen Interleukine 6 und 8. Dies geschieht in Übereinstimmung mit 
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bisherigen Literaturangaben55,60 und ist auch klinisch mit erhöhter Komplikationsrate 

assoziiert64. Für HeLa-Zellen ist allerdings beschrieben, dass IL-1β über pERK und die MAP-

Kinase p38 die Interleukine 6 und 8 induzieren kann62. Da IL-1β in unseren Versuchen 

signifikant durch Hypoxie und nicht durch die Infektion beeinflusst wird und IL 6 und 8 

vorwiegend nach Infektion erhöht sind, können wir dies nicht bestätigen. Dass 

Aktivierung von pERK über einen anderen Auslöser zu einer Induktion von IL-6 und IL-8 

führt, ist jedoch mit unseren Ergebnissen vereinbar.  

Infektionsassoziierte IL-1β-Induktion konnte bereits in endozervikalen, mit Chlamydien-

HSP60 behandelten Primärzellen gezeigt werden77. Passend hierzu lässt sich in unseren 

Versuchen im Primärzellmodell ein Anstieg von IL-1β, IL-6 und IL-8 nach 

Chlamydieninfektion beobachten. Tendenziell ist die infektionsbedingte Zytokininduktion 

in unter Hypoxie kultivierten FT-Zellen nach 24 h p.i. schwächer als unter Normoxie, nach 

48 h zeigen sich vergleichbare Ergebnisse. Zu beachten ist aber, dass die Zytokinspiegel 

relative Anstiege abbilden. Analog zur pERK-Aktivierung ist es also möglich, dass durch die 

Verarbeitung der Eileiter auch unstimulierte FT-Zellen eine basale Zytokininduktion 

aufweisen können, die die Beeinflussung durch Stimuli wie Infektion oder Oxygenierung 

abmildern könnte.  

In der Gegenüberstellung beider Zellmodelle zeigen Hela-Zellen nach 48 h bei fast allen 

Zytokinen einen deutlich höheren relativen Anstieg als nach 24 h p.i. (bspw. IL-6: ca. 10-

fach höher). Dies könnte durch eine größere Anzahl betroffener Zellen durch die 

Freisetzung infektiöser EBs 48 h p.i. zu erklären sein. HeLa-Zellen weisen außerdem als 

Karzinomzellen eine hohe Proliferationsrate auf, was sich mit einer lichtmikroskopischen 

Untersuchung der Konfluenz bestätigen lässt. In Eileiterzellen ist der Effekt jedoch 

umgekehrt: die relativen Anstiege der Zytokine sind 24 h p.i. stets höher als 48 h nach 

Infektion. Die höhere Zytokininduktion zum früheren Zeitpunkt kann einerseits auf eine 

im Vergleich zu HeLa-Zellen besser erhaltene natürliche Reaktionsfähigkeit der 

Primärzellen hindeuten. Andererseits nimmt die Proliferation von FT-Zellen und 

möglicherweise auch deren Reaktionsfähigkeit im Laufe der Zeit ab, weshalb der 

Unterschied der relativen Anstiege im zeitlichen Verlauf auch durch Unterschiede in der 

absoluten Zellzahl und der Vitalität der beiden Zellmodelle zu erklären sein kann.  
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IL-1β wird in Primärzellen nicht durch Hypoxie, sondern tendenziell eher durch die 

Infektion induziert und unterscheidet sich hierin von HeLa-Zellen. In früheren Studien 

konnte gezeigt werden, dass IL-1β bei C. trachomatis-positiven Frauen mit klinischen 

Komplikationen wie ektoper Eileiterschwangerschaft assoziiert ist63. Laut unseren 

Ergebnissen ist die eigentlich für HeLa-Zellen vorbeschriebene Induktion von IL-6 und IL-8 

durch IL-1β über die MAP-Kinasen pERK55 und p3862 im Primärzellmodell durchaus 

möglich. Da pERK im Gegensatz zu IL-8 nicht von Infektion und Oxygenierungsstatus 

beeinflusst wird, wäre hier die Bestimmung von p38 interessant, um die Relevanz dieses 

Signalwegs in menschlichen Eileiterzellen zu überprüfen.  

Die Entzündungsreaktion von FT-Zellen auf die Chlamydieninfektion unter dem Einfluss 

der Hypoxie wurde bisher noch nicht untersucht. Hier konnte nun gezeigt werden, dass 

Zytokinspiegel von Primärzellen auch durch variable Oxygenierung moduliert werden, was 

insofern interessant ist, als dass die O2-Konzentration im FGT ebenfalls Schwankungen 

unterliegt. Hinzu kommt die Beeinflussung des chlamydialen Lebenszyklus durch Hypoxie. 

Hypothetisch könnte daher die Chlamydieninfektion in vivo abhängig von der 

Sauerstoffversorgung des FGT-Gewebes latenter oder fulminanter verlaufen. Genau wie 

die gezeigte verstärkte oder abgeschwächte Immunreaktion könnte dies dann in 

unterschiedlichen klinischen Erscheinungsbildern resultieren.  

Das Primärzellmodell ist laut unseren Erkenntnissen gut geeignet für die Analyse der 

Chlamydieninfektion. Obwohl FT-Zellen bzw. menschliche Eileiter in vivo eine hypoxische 

Umgebung gewohnt sind, lassen sich Auswirkungen von Infektion und Hypoxie darstellen. 

Im Gegensatz zu HeLa-Zellen sind jedoch die intrazellulären Signalkaskaden noch nicht 

ausreichend charakterisiert und bedürfen weiterer Forschungen.  

8.4 Metabolische Unterschiede beider Zellmodelle 

Es wurde beschrieben, dass C. trachomatis über Mechanismen verfügt, den zellulären 

Stoffwechsel zu manipulieren. Ob dies speziell für den Glukosestoffwechsel zutrifft, sollte 

im Primärzellmodell überprüft werden. Wir wählten für die Analyse den 

membranständigen Glukosetransporter 1 (GLUT1), der laut früheren Untersuchungen 

durch Hypoxie und durch C. trachomatis-Infektion induziert werden und dem 

Zellstoffwechsel mehr Glukose als wichtigste Energiequelle bereitstellen kann66,67. Da 

frühere Studien zeigen, dass die Induktion von GLUT1 bei hoher metabolischer Aktivität 



8 Diskussion 
 

60 
 

des Pathogens circa 24 h p.i. am stärksten ausgeprägt ist67, wurde exemplarisch dieser 

Zeitpunkt für unsere Untersuchungen gewählt.  

Wir konnten eine teilweise signifikante Induktion von GLUT1 durch Hypoxie in HeLa-

Zellen zeigen (Abb. 7.8 A). Interessanterweise nahm entgegen unseren Erwartungen und 

der Studienlage66 die Infektion mit C. trachomatis in unseren Untersuchungen keinen 

Einfluss auf die Induktion. Die Zellen befanden sich bei der hier verwendeten 

Infektionsrate möglicherweise in einem Zustand ausreichender Energieversorgung, sodass 

die in der Literatur beschriebene notwendige Mehrversorgung mit Glukose und die 

dadurch bedingte GLUT1-Induktion erst bei stärkerer Infektion sichtbar wird. Eventuell ist 

jedoch auch das HeLa-Modell aufgrund der Immortalisierung der Zellen nicht imstande, 

adäquat auf die Infektion zu reagieren. Die Zusammensetzung des Nährmediums könnte 

ebenfalls eine Rolle spielen. Daher könnte die Induktion vopn GLUT1 in zukünftigen 

Versuchen in einem glukosedeprivierten Medium untersucht werden.  

Im Gegensatz dazu konnte mithilfe dieser Arbeit gezeigt werden, dass GLUT1 in humanen 

Eileiterzellen im Unterschied zu HeLa-Zellen nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch 

die Chlamydieninfektion induziert wird (Abb. 7.8 C). Dies deutet darauf hin, dass die 

Zellen bzw. das intrazelluläre Pathogen mehr Glukose zur ATP-Gewinnung benötigen. 

Eileiterzellen reagieren scheinbar empfindlicher auf Stressoren wie die Infektion als die 

immortalisierten HeLa-Zellen. Möglich ist auch, dass die bei FT-Zellen höhere Zahl an IFUs, 

die für eine produktive Infektion erforderlich ist, die Zellen trotz der ähnlichen 

Infektionsrate bereits mehr beeinträchtigt als HeLa-Zellen und FT-Zellen daher zur 

Aufrechterhaltung ihrer Grundfunktionen mehr Energie benötigen.  

LDHA wird in Tumorzellen bei Hypoxie vermehrt induziert. Dies ist durch den so 

genannten Warburg-Effekt bedingt, der besagt, dass Tumorzellen vorwiegend anaerobe 

Glykolyse zur Energiegewinnung nutzen. Pyruvat wird also nicht in den Mitochondrien 

oxidiert, sondern zu Laktat abgebaut. Hierdurch entstehen mehr Substrate für den 

Ribonukleotidstoffwechsel der Zellen, sodass sich der Warburg-Effekt vor allem bei 

schnell proliferierenden Zellen mit hohem Energiebedarf findet. In infizierten HeLa-Zellen 

konnte daher ein signifikanter Anstieg der LDHA durch Hypoxie gezeigt werden (Abb. 7.8 

B). Interessant ist, dass die Infektion mit C. trachomatis nicht zu einer Induktion von LDHA 

führt. Genau wie bei GLUT1 würden wir ebenfalls eine Induktion durch die Infektion 
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erwarten, da die Laktatproduktion in chlamydieninfizierten Zellen ansteigt67 und laut 

früheren Studien auch unter Normoxie infizierte Zellen den Warburg-Effekt aufweisen71. 

Auch hier könnte eine mögliche Erklärung sein, dass zelleigene Mechanismen in den 

Tumorzellen kompromittiert sind, oder diese durch die Infektion alleine noch nicht so 

eingeschränkt sind, dass dies in einer messbaren Hochregulierung sichtbar werden 

würde. Es ist darüber hinaus denkbar, dass lediglich die Enzymaktivität gesteigert wird 

und eine zusätzliche Induktion nicht nötig ist. Man könnte daher zusätzlich die 

Laktatkonzentration im Medium bestimmen, um ein Vorhandensein des Warburg-Effekts 

in unserem Versuchsaufbau zu überprüfen.  

FT-Zellen zeigen unter Normoxie eine Tendenz zur LDHA-Induktion durch die 

Chlamydieninfektion, jedoch nicht unter Hypoxie. In nicht infizierten, hypoxischen Zellen 

ist jedoch auch ein nicht signifikanter Anstieg der Induktion sichtbar (Abb. 7.8 D). Diese 

Ergebnisse würden die bisherige Studienlage unterstreichen und zeigen, dass der 

Metabolismus von Primärzellen im Gegensatz zu HeLa-Zellen auf die unterschiedlichen 

Stimuli reagiert und sich dem erhöhten Energie- und Substratbedarf anpasst. Dies könnte 

ein möglicher Vorteil des FT-Zellmodells gegenüber der genetisch modifizierten 

Karzinomzelllinie HeLa sein. Die Ergebnisse für die LDHA sind jedoch nicht signifikant und 

daher nur eingeschränkt beurteilbar.  

8.5 Die Beeinflussung der Infektionsrate durch Estradiol 

Die physiologische Konzentration der Sexualhormone Estradiol und Progesteron im FGT 

variiert deutlich, sowohl nach Alter und Fruchtbarkeitsstatus der Frau als auch im Rahmen 

des weiblichen Zyklus. Eine tagesgenaue Übersicht an Referenzwerten für E2 und P4 

diente als Orientierung für die Versuchsreihen131. Dieser zufolge weist E2 während des 

Zyklus durchschnittliche Serumkonzentrationen von 50-400 pg/ml auf, P4 von ca. 5-25 

ng/ml. In einer ersten Versuchsreihe (Daten nicht gezeigt) wurden E2-Konzentrationen in 

50 pg/ml-Schritten aufwärts bis 400 pg/ml getestet, wobei sich der deutlichste Effekt auf 

die Infektionsrate bei der Maximalkonzentration zeigte. In weiteren Versuchen wurde 

daher stets diese verwendet. Gleiches gilt für die Progesteron-Maximalkonzentration (25 

ng/ml). 

Für HeLa-Zellen ist bekannt, dass unter E2-Einfluss die Adhäsion und Infektionsrate der 

Chlamydien an die Zellen zunimmt83,93,94. Wir konnten die Zunahme der Infektionsrate in 
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unseren Versuchen bestätigen, da sich unter Normoxie signifikant mehr Zellen mit 

Einschlüssen fanden als in nicht mit E2 stimulierten Kontrollen (Abb. 7.9 E). Auch unter 

Hypoxie lässt sich ein Anstieg erkennen. Mögliche Erklärungen könnten folgende 

rezeptorvermittelte Mechanismen sein: Zum einen wird die chlamydiale Endozytose über 

zelluläres Clathrin vermittelt132. Clathrin interagiert mit dem gut erforschten 

Östrogenrezeptor ERα und beeinflusst nach E2-Behandlung intrazelluläre Signalwege95. 

Zum anderen ist die Adhäsion an die Wirtszelle über die Protein-Disulfid-Isomerase 

vermittelt, eine Untereinheit des Östrogenrezeptorkomplexes1, der möglicherweise nach 

Stimulation mit E2 eine vermehrte Adhäsion ermöglicht.  

Ob diese Mechanismen hier eine Rolle spielen, ist jedoch unklar, insbesondere deshalb, 

weil oft beschrieben wird, dass HeLa-Zellen ERα nicht stabil exprimieren133,134. Natürlich 

ist eine Restaktivität dennoch möglich, da andere E2-Experimente in HeLa-Zellen 

ebenfalls signifikante Ergebnisse aufweisen135. Zudem gibt es weitere 

Östrogenrezeptorvarianten wie ERβ, ERRα, GPER oder verschiedene Splicingvarianten, die 

physiologischerweise im FGT vorkommen und daher auch in unseren Zellen eine Rolle 

spielen können136,137. Diese Varianten verfügen möglicherweise auch über die oben 

genannten Mechanismen und stellen hierüber einen Zusammenhang zwischen erhöhter 

Infektionsrate und Estradiolbehandlung her.  

Es sind jedoch auch rezeptorunabhängige Mechanismen für HeLa-Zellen und andere, ER-

negative Zellen beschrieben118,137,138. So führt zum Beispiel Estradiol in ERα- und ERβ-

negativen HCC38-Brustkrebszellen zu einem signifikanten Anstieg der Proteinkinase C118. 

In HeLa-Zellen konnte wiederum gezeigt werden, dass diese Proteinkinase bei C. 

trachomatis-Infektion vermehrt an die Membran der Einschlussvakuole angelagert und 

dort phosphoryliert wird119, wo sie wiederum unter anderem die chlamydialen Inc-

Membranproteine phosphorylieren kann139. Da Inc-Proteine die intrinsische Apoptose der 

Wirtszelle verhindern können30, sind möglicherweise mehr Zellen mit Einschlussvakuolen 

darstellbar, die ohne die PKC-Inc-Aktivierung bereits apoptotisch geworden wären und 

sich somit in der Immunfluoreszenzfärbung nicht mehr hätten darstellen lassen. Dies ist 

ein möglicher Erklärungsansatz für die vermehrte Infektionsrate, der in weiteren 

Experimenten erforscht werden könnte. Unabhängig davon sollten die hier verwendeten 

HeLa-Zellen auf das Vorhandensein von unterschiedlichen Östrogenrezeptoren 

untersucht werden. 
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Die Einwirkung von Estradiol auf die Chlamydieninfektion in humanen Primärzellen ist 

bisher nur wenig untersucht. Wir konnten in diesen keinen Einfluss auf die Infektionsrate 

nachweisen (Abb. 7.9 F). Ursächlich hierfür ist eventuell eine andere Suszeptibilität der 

Zellen für das Hormon, weshalb auch hier die Östrogenrezeptoren untersucht werden 

sollten. Die Rolle der PKC und andere mögliche, nicht rezeptorvermittelte Signalwege in 

Primärzellen des Eileiters sind bisher ebenfalls kaum untersucht.  

Ein Zusammenhang mit der geringeren Empfänglichkeit der Primärzellen für die 

Pathogene selbst (die in Abschnitt 8.1 beschriebene für eine suffiziente Infektion 

notwendige deutlich höhere IFU-Zahl) ist möglich. Bei Verwendung einer höheren IFU-

Zahl wäre ein eventueller Anstieg der Infektionsrate unter E2-Einfluss möglicherweise 

nachweisbar.  

8.6 Infektiosität, Entzündungsparameter und Wirtszellmetabolismus unter E2-Stimulation 

Um zu überprüfen, ob Estradiol und seine Auswirkungen auf die Infektionsrate auch die 

Infektiosität der Chlamydien beeinflussen, wurden Reinfektionsversuche nach E2-

Stimulation durchgeführt.  Die Entzündungsreaktion und der Glukosemetabolismus der 

Wirtszelle nach Infektion unter E2-Stimulation wurden ebenfalls untersucht. Wir nahmen 

an, dass aufgrund der größeren Anzahl an Einschlüssen in HeLa-Zellen insgesamt mehr 

EBs vorliegen, was wiederum eine höhere Reinfektionsrate zur Folge hätte. Dies konnte 

jedoch nicht gezeigt werden. Auch konnte entgegen unseren Erwartungen kein Einfluss 

von Estradiol und der erhöhten Infektionsrate auf die Induktion von 

proinflammatorischen MAP-Kinasen, Zytokinen oder den Stoffwechselenzymen GLUT1 

und LDHA nachgewiesen werden. Mehr Einschlüsse scheinen also nicht automatisch mehr 

infektiöse Chlamydien oder mehr Entzündung zu bedingen. 

Dies könnte folgendermaßen erklärt werden: Es ist beschrieben, dass Estradiol die 

Transkription chlamydialer Gene verändert. Unter anderem wird der chlamydiale Lipid- 

und Nukleotidstoffwechsel herunterreguliert104. Zudem konnte eine vermehrte 

Transkription von Genen nachgewiesen werden, die mit der Bildung von aberranten RBs 

in Verbindung gebracht werden, und darüber hinaus morphologisch aberrante RBs 

gezeigt werden104. Es wird oft vermutet, dass die morphologisch aberranten RBs mit 

klinischer Persistenz einhergehen. Eine mögliche durch Estradiol ausgelöste 

persistierende Infektion wird in der Literatur diskutiert98,140.  
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Unsere Ergebnisse könnten also durch eine E2-bedingte Veränderung des chlamydialen 

Stoffwechsels, eventuell im Sinne der Entwicklung aberranter RBs, zu erklären sein. 

Hinweise liefern für eine Bildung aberranter RBs könnte die Morphologie, nämlich die 

Einschlussgröße in der Immunfluoreszenzfärbung und die Anfertigung 

elektronenmikroskopischer Bilder. Das Chlamydientranskriptom, insbesondere Gene des 

Lebenszyklus (z.B. euo, hctA oder omcB), sollte zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

untersucht werden. Wenn Stoffwechsel oder Phänotyp in unseren Infektionsversuchen 

nach E2-Stimulation Veränderungen im Rahmen einer möglicherweise persistierenden 

Infektion aufweisen würden, könnte dies die unveränderte Reinfektionsrate trotz der 

höheren Zahl an Einschlüssen erklären.  

Bei Doxycyclin-induzierter chlamydialer Persistenz wird eine verringerte Expression der 

hier untersuchten Zytokine beschrieben, möglicherweise durch geringere chlamydiale 

Stoffwechselaktivität141. Eine durch Hypoxie ausgelöste Reaktivierung von persistenten 

Chlamydien nach IFN-γ-Behandlung zeigt verglichen mit einer normoxischen 

Chlamydieninfektion ebenfalls eine abgeschwächte Entzündungsreaktion90. Sollte in 

unseren Versuchen also eine Umstellung des chlamydialen Stoffwechsels in Richtung 

estradiol-induzierter Persistenz darstellbar sein, wäre dies eine mögliche Erklärung für die 

hier nicht nachweisbare verstärkte Entzündungsreaktion unter E2. 

Ein weiterer Signalweg, der mit unseren Ergebnissen in Verbindung stehen könnte, ist der 

Wnt-Signalweg. Dieser wird rezeptorunabhängig von E2 beeinflusst116 und kann sowohl 

durch chlamydiale Infektion moduliert werden75 als auch selbst die Infektion 

modulieren117. Er dient darüber hinaus als Aktivator zellulären Überlebens und 

Proliferation. Eine Überschneidung mit inflammatorischen und metabolischen 

Signalwegen ist daher denkbar und sollte ebenfalls in zukünftigen Studien untersucht 

werden. 

FT-Zellen, die keine Unterschiede in der Infektionsrate aufwiesen, zeigten ebenfalls keine 

signifikant veränderte Reinfektionsrate. Ein bei stärkerer Infektion nachzuweisender 

Einfluss ist ähnlich wie bei der Infektionsrate nicht auszuschließen. Der 

Glukosetransporter 1 wird durch E2, anders als durch Hypoxie und Chlamydieninfektion, 

nicht vermehrt induziert. Die Laktatdehydrogenase A wird tendenziell durch Hypoxie 
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induziert; ein Effekt, der durch E2-Behandlung eher verstärkt und durch die Infektion 

abgemildert zu werden scheint (Abb. 7.13 D).  

In vivo sind Eileiterzellen hormonellen Einflüssen, also auch Estradiol, ausgesetzt. Unsere 

Ergebnisse für GLUT1 bilden möglicherweise den Normalzustand in vivo ab, was erklären 

würde, weshalb sich in vitro keine Auswirkungen auf den Glukosestoffwechsel darstellen 

ließen. Da die Primärzellen auch aus einer in vivo hypoxischen Umgebung stammen, 

erklärt sich bei der LDHA der Unterschied zwischen Normoxie und Hypoxie eventuell nicht 

durch eine vermehrte Induktion unter Hypoxie, sondern durch eine verringerte Induktion 

unter Normoxie. Bei mehr Sauerstoff in der Umgebung kann mehr aerobe Glykolyse 

stattfinden, sodass die Zelle weniger LDHA induziert. Da in FT-Zellen die Infektion durch 

Estradiol insgesamt kaum beeinflusst wird, ist bei den metabolischen Veränderungen 

davon auszugehen, dass diese direkt durch die E2-Behandlung bedingt sind und nicht, wie 

in HeLa-Zellen, durch Veränderungen der Infektion durch C. trachomatis.   

8.7 Estradiol induziert IL-1β in humanen Eileiterzellen 

Das Interleukin 1 hat zwei Unterformen, IL-1α und IL-1β, die beide an den IL-1-Rezeptor 

binden können und über MAP-Kinasen an der Entzündungsreaktion beteiligt sind. IL-1β 

wird in endozervikalen Primärzellen durch chlamydiale HSPs induziert77 und gilt als 

wichtiger Faktor bei Entzündungsreaktion und Gewebeschädigung, insbesondere für die 

zilientragenden Zellen des FT-Zellmodells. Bei Antagonisierung durch den IL-1-

Rezeptorantagonisten (IL-1RA) konnte trotz florider Chlamydieninfektion keine 

Gewebeschädigung mehr nachgewiesen werden61. Für die Gewebeschädigung bei 

Infektion ist also nicht nur die chlamydienvermittelte Zelllyse verantwortlich. IL-1β selbst 

verfügt zwar nicht über chemotaktische Funktionen, ist jedoch imstande, IL-8 zu 

induzieren und somit die Invasion von Neutrophilen in das infizierte Gewebe zu fördern. 

In der Pathogenese klinischer Komplikationen kommt diesem Interleukin daher eine 

besondere Rolle zu. Dies konnte von in vivo-Studien bekräftigt werden63. 

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass Estradiol in humanen Primärzellen 

IL-1β induziert. Dieser Effekt ist in hypoxischen, uninfizierten Zellen signifikant, lässt sich 

jedoch auch in infizierten Zellen sowie unter Normoxie als Tendenz gut erkennen. Da IL-

1β die systemische Entzündungsreaktion fördert und andere Zytokine, darunter IL-8, 

induziert, wird somit die proinflammatorische Antwort des Zellverbandes nach 
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Chlamydieninfektion verstärkt. Wir stellen daher die Hypothese auf, dass der 

Hormonstatus während der Chlamydieninfektion über IL-1β den klinischen Verlauf 

beeinflussen kann. Bei prämenopausalen Frauen könnte in diesem Fall eine Infektion in 

den estradioldominierten ersten zwei Wochen des Zyklus in einer stärkeren 

Gewebeschädigung resultieren als in den letzten zwei Wochen des weiblichen Zyklus. In 

Primärzellen aus weiblichen Schweinen konnte bereits ein Zusammenhang zwischen 

Infektionsverlauf und zyklusabhängigem Zeitpunkt der Infektion gezeigt werden98. Die 

Beeinflussung des Interleukins 1β durch E2 ist also möglicherweise einer der 

Mechanismen, der dies verursacht, wenn auch wahrscheinlich nicht der einzige.  

Den Zytokinen kommt möglicherweise noch eine andere Bedeutung zu: gesunde 

schwangere Frauen, deren Zervix- und Vaginalschleim zwischen der 22. und 34. 

Schwangerschaftswoche auf Zytokine untersucht wurde, zeigten ein erhöhtes Risiko für 

eine Frühgeburt, wenn die Proben niedrige Konzentrationen von IL-1α und/oder IL-1β 

enthielten142. Der Körper produziert im Laufe der Schwangerschaft zunehmend mehr 

Östrogen. Wenn E2 wiederum proinflammatorisches IL-1β induziert, könnte dieses bei 

einer beginnenden Infektion frühzeitig Zellen des Immunsystems rekrutieren und damit 

eine Ausbreitung der Infektion auf die Fruchthöhle verhindern. E2-induziertes IL-1β 

könnte sich somit im Falle einer Infektion protektiv auf die Schwangerschaft auswirken.  

Die Induktion von IL-1β durch E2 scheint jedoch nicht zu einer pERK-Induktion zu führen 

oder pERK-vermittelt zu sein, da in unseren Versuchen kein Einfluss von Infektion, 

Hypoxie oder Estradiol auf die Phosphorylierung der MAP-Kinase nachzuweisen ist. Eine 

IL-1β-vermittelte Induktion von IL-8 ist laut unseren Ergebnissen möglich, jedoch nicht 

eindeutig darstellbar. Die Induktion von IL-8 wird jedoch über eine Vielzahl von 

Signalwegen reguliert, sodass andere Kaskaden und Stimuli hier eventuell im Vordergrund 

stehen.  

8.8 Bedeutung und Ausblick 

Infektionsmodelle, die auf Karzinomzelllinien basieren, haben aufgrund der genetischen 

Veränderung dieser Zellen nur eine eingeschränkte Aussagekraft hinsichtlich des 

Verlaufes einer Infektion mit C. trachomatis. Darüber hinaus wird in diesen Versuchen 

häufig das Mikromilieu des weiblichen Genitaltraktes, das unter anderem durch niedrige 

Sauerstoffwerte und hormonelle Modulation gekennzeichnet ist, nicht berücksichtigt. Der 



8 Diskussion 
 

67 
 

Versuchsaufbau der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente bezieht daher die 

Verwendung von Primärzellen aus dem weiblichen Eileiter und Zellkultur mit 

Sexualhormonen oder unter Hypoxie mit ein.   

Das Primärzellmodell hat sich als geeignetes Modell für die Untersuchung von 

Chlamydieninfektionen in vitro erwiesen. Es gelangen der Nachweis von Einschlüssen und 

unterschiedliche Auswertungsmöglichkeiten wie Western Blot oder RT-PCR, so dass sich 

Ergebnisse aus Primärzellversuchen mit Resultaten aus dem bewährten HeLa-Modell 

vergleichen lassen. Erschwert wird dies durch die Variabilität von Zellkultur und 

Auswertungsergebnissen der Eileiter, sodass möglicherweise mehr Wiederholungen 

durchgeführt werden sollten, um die Aussagekraft der Versuche zu erhöhen. Auf der 

anderen Seite bildet das Primärzellmodell hiermit die biologische Variabilität 

unterschiedlicher Patientinnen ab, was Ansatzpunkte für klinische Studien liefern kann. In 

Zusammenschau sollte das FT-Zellmodell weiter etabliert werden und auch hinsichtlich 

anderer Stimuli erforscht werden. Ein weiterer aktueller Ansatz ist die Etablierung von 

Organoidmodellen, die die Handhabung von Primärzellen möglicherweise erleichtern 

können143,144, oder die Co-Kultur mit Stromazellen, um Interaktionen der verschiedenen 

Zellen zu überprüfen120. 

Im weiblichen Genitaltrakt herrschen im Allgemeinen niedrige Sauerstoffkonzentrationen 

vor. Unter Kulturbedingungen wirkt Hypoxie sowohl auf das Pathogen als auch auf die 

Wirtszellkultur ein. Unsere Versuche konnten zeigen, dass eine Oxygenierung von 2% O2 

in einer Verzögerung des chlamydialen Lebenszyklus resultiert. Um dieses Ergebnis 

genauer zu untersuchen, sollte die Transkription der entsprechenden Gene des 

Proliferationszyklus bestimmt werden. Des Weiteren könnten die dafür ursächlichen 

Signaltransduktoren untersucht werden, z.B. auf eine mögliche Beteiligung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1α. Für den klinischen Aspekt ist jedoch die resultierende 

Entzündungsreaktion relevanter, da diese zu großen Teilen die Schädigung des 

Tubengewebes bedingt. Die in unseren Versuchen bestimmten Entzündungsparameter 

zeigten jedoch keine hypoxiebedingten Veränderungen. Es wäre interessant, die 

Sauerstoffkonzentrationen im FGT von infizierten Frauen näher zu untersuchen, um eine 

eventuelle Korrelation in vivo festzustellen. 
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Das Sexualhormon Estradiol beeinflusst sowohl die Entzündungsreaktion als auch den 

Wirtszellstoffwechsel. Da der weibliche Genitaltrakt stets wechselnden Konzentrationen 

von E2 ausgesetzt ist, spielt auch dieses Hormon eine Rolle im Verlauf der Infektion. Die 

Mechanismen, über welche die Wirkung von E2 vermittelt wird, sind jedoch noch unklar 

und sollten weiter erforscht werden. So könnten sich zukünftige Versuche mit beteiligten 

Rezeptoren und intrazellulären Signalkaskaden in beiden Zellmodellen befassen. Die 

mögliche E2-vermittelte Persistenzinduktion in HeLa-Zellen oder Veränderungen im 

Metabolismus des Pathogens kann mithilfe des Chlamydientranskriptoms evaluiert 

werden. Die E2-vermittelte Induktion von IL-1β in FT-Zellen ist ebenfalls ein interessanter 

Anhaltspunkt. In vitro sollten IL-1β-vermittelte Reaktionen wie die Induktion weiterer 

proinflammatorischer Mediatoren oder eine mögliche Schädigung der Zellstruktur 

analysiert werden. In vivo konnte die Korrelation zwischen hohen IL-1β-Spiegeln und 

tubarer Infertilität bereits gezeigt werden63. Zusätzlich sollte in klinischen Studien der 

Hormonstatus infizierter Frauen bestimmt werden, um eventuelle Auswirkungen des 

weiblichen Zyklus auf IL-1β und auf klinische Komplikationen in vivo zu eruieren. 

Um neben Hypoxie und hormoneller Stimulation weitere Faktoren aus der 

Mikroumgebung des FGT mit einzubeziehen, könnten sich zukünftige Versuche mit dem 

Einfluss des genitalen Mikrobioms beschäftigen. Als Mikrobiom bezeichnet man die 

Gesamtheit an mikrobiellen Organismen, die den FGT besiedeln. Es stellt eine wichtige 

Einflussgröße für zahlreiche Erkrankungen des FGT dar. Auswirkungen auf die 

Chlamydieninfektion können beispielsweise durch Co-Infektionsversuche mit 

physiologisch im FGT vorkommenden Bakterien näher untersucht werden.  

Mit dem Ziel, in vitro gewonnene Erkenntnisse aus dem FT-Zellmodell mit klinischen 

Aspekten in Verbindung zu bringen,  können Resultate einzelner Tuben mit der 

Krankheits- oder Sozialanamnese der jeweiligen Eileiterspenderin korreliert werden. Es 

kann für weitere Versuche relevant sein, ob beispielsweise frühere 

Chlamydieninfektionen mit einer geringeren Entzündungsantwort einhergehen, oder ob 

die hier untersuchten Parameter als Biomarker oder Prädiktoren für den klinischen 

Verlauf dienen könnten. Hierfür ist jedoch eine deutlich größere Zahl an Spenderinnen 

und Versuchsreihen vonnöten, als für diese Arbeit vorhanden war.  
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In Zusammenschau der Ergebnisse zeigt sich, dass das Eileiterzellmodell als gutes Modell 

für Infektionsversuche mit C. trachomatis dient. Des Weiteren wurden die Auswirkungen 

von Hypoxie und Estradiol auf den Infektionsverlauf gezeigt. Diese Arbeit zeigt 

unterschiedliche Ansätze auf, herkömmliche Infektionsmodelle zu optimieren und 

physiologische Stimuli in Zellmodelle einzubeziehen. Ein solches Vorgehen kann 

möglicherweise zum Verständnis der Infektion in vivo und des klinischen Verlaufes 

beitragen und so die Prävalenz von genitalen C. trachomatis-Infektionen und deren 

Komplikationen senken.  
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