Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitiat Bonn
Landwirtschaftliche Fakultat

Lehr- und Forschungsschwerpunkt
sUmweltvertrigliche und Standortgerechte Landwirtschaft*

Forschungsbericht
Nr. 168

Antichlamydiale Wirkung mehrfach ungesattigter
Fettsauren
Verfasser:

Prof. Dr. Dr. Helga Sauerwein

Dr. Anke Jaudszus

Institut fiir Tierwissenschaften
Abteilung Physiologie & Hygiene

st



Herausgeber:

Projektleitung:

Projektbearbeiter:

Zitiervorschlag:

Lehr- und Forschungsschwerpunkt ,,Umweltvertrdgliche und Standort-
gerechte Landwirtschaft”, Landwirtschaftliche Fakultdt der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn

Meckenheimer Allee 172, 53115 Bonn
Tel.: 0228 — 73 2285; Fax.: 0228 — 73 1776
www.usl.uni-bonn.de

Forschungsvorhaben im Auftrag des Ministeriums fiir Umwelt und
Naturschutz, Landwirtschaft und Verbraucherschutz des Landes
Nordrhein-Westfalen

Bonn, Januar 2012

ISSN 1610-2460

Prof. Dr. Dr. Helga Sauerwein

Dr. Anke Jaudszus
Dr. Christian Degen

Institut fiir Tierwissenschaften
Abteilung Physiologie und Hygiene
Katzenburgweg 7-9

53115 Bonn

JAUDSZUS, A. UND H. SAUERWEIN (2012): Antichlamydiale Wirkung mehrfach ungesittigter
Fettsduren. Landwirtschaftliche Fakultdt der Universitdt Bonn, Schriftenreihe des Lehr- und
Forschungsschwerpunktes USL, Nr. 168, 39 Seiten.



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

o 0 1 N W

Einleitung

1.1  Chlamydienerkrankungen in Rinderbestinden und Mdglichkeiten der
Kontrolle

1.2 Ungesittigte Fettsduren als neuer Ansatzpunkt zur Therapie und

Priavention von Chlamydieninfektionen

Untersuchung der antichlamydialen Wirkung von verschiedenen PUFA
und CLA im Zellkulturmodell
2.1 Versuchsplan und methodische Ergebnisse

2.1.1 Optimale Einsaatdichte

2.1.2 Optimale Infektionsdosis

2.1.3 Toxizitédtstest

2.1.4 Metabolismus der Fettsduren

Wirksamkeit einzelner Fettsduren im Hinblick auf die Chlamydien-
infektionsrate

3.1  Wirksamkeit in humanen Zervixepithelzellen (HeLa-Zellen)

3.2 Wirksamkeit in humanen Lungenepithelzellen (A549-Zellen)

3.3 Wirksamkeit in bovinen Lungenepithelzellen (EBL-Zellen)

Wirksamkeit von CLA-Isomerengemischen auf die Chlamydien-

infektionsrate

4.1 Wirksamkeit der kombinierten CLA-Isomere in humanen
Zervixepithelzellen (HeLa-Zellen)

4.2 Wirksamkeit der kombinierten CLA-Isomere in humanen Lungen-
epithelzellen (A549-Zellen)

4.3  Wirksamkeit der kombinierten CLA-Isomere in bovinen Lungen-
epitzelzellen (EBL)

Diskussion
Schlussfolgerungen
Literaturverzeichnis

Liste iiber Veroffentlichungen

Kurzfassung

Seite

11

12
12
13
14
14

16

16

17

19

19

20

20

21

22

29

30

38
39



Abkiirzungsverzeichnis

AA
ALA
cfu
CLA
COX
DMSO
EPA
FS
HMEC
IGF
LA
yLnA
MP6
OA
PCR
PDGF
PDI
PPAR
PTGy
PUFA
SD
WAVE2

Arachidonséure
a-Linolensdure

Colony forming unit
Conjugated linoleic acids
Cyclooxygenase
Dimethylsulfoxid
Eicosapentaenséure

Fettsaure

Human Mammary Epithelial Cells
Insulin-like Growth factor
Linolsdure

v-Linolensdure
Mannose-6-Phosphat

Olsiure

Polymerase Chain Reaction
Platelet-derived Growth Factor
Proteindisulfitisomerase
Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor
Proteinphosphatase gamma
polyunsaturated fatty acids
Standardabweichung

Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2



1 Einleitung
1.1 Chlamydienerkrankungen in Rinderbestinden und Moglichkeiten der Kontrolle

Chlamydien sind eine Gattung obligat-intrazelluldrer Bakterien, die unter anderem die
humanpathogene Art Chlamydia trachomatis und die zoonotischen Spezies Chlamydophila
pneumoniae und Chlamydophila psittaci umfafit. Die Erreger rufen beim Menschen
vielfdltige, schwere Erkrankungen hervor (z.B. Trachom, Infektionen des Urogenitaltraktes,
Psittakose). Das Robert-Koch-Institut gibt die Zahl der C. trachomatis-Infektionen in
Deutschland mit jéhrlich etwa 300.000 an und Cp. pneumoniae wird fiir 5 - 15 % der akuten
Lungenentziindungen verantwortlich gemacht (RKI, 2001 a; RKI 2001b).

In der Tierhaltung kommt den Chlamydien groBle Bedeutung zu: Aktuelle Erhebungen
ergaben positive Befunde (PCR-Erregernachweis) bei 61 % der untersuchten Kuhherden in
NRW (Kemmerling et al. 2009). Die in den vergangenen 20 Jahren publizierten Daten deuten
weltweit auf eine sehr hohe Seropridvalenz chlamydialer Infektionen hin: auf Herdenebene
werden 45 bis 100% Seropositivitit berichtet, wobei kein Unterschied zwischen zufillig
ausgewdihlten Herden und solchen auf Basis spezifischer Gesundheitsprobleme vorselektierter
Herden zu bestehen scheint. Die generell hohe Seroprivalenz hat zu der Annahme gefiihrt,

dass Chlamydieninfektionen bei Rindern ubiquitdr vorkommen (Kaltenboeck et al., 2005).

Die mit Chlamydieninfektionen assoziierten Krankheitsbilder —umfassen primér
Fruchtbarkeitsstorungen, entziindliche Reaktionen der Atemwege und Polyarthritis, auch
Keratokonjunktivitiden, Encephalomyelitis und Wachstumsretradierung sind beschrieben (s.
Ubersicht bei Reinhold et al., 2011). Die Bedeutung von Chlamydieninfektionen erschien
lange Zeit fraglich, weil kaum klinische Verdanderungen beobachtet werden. In den letzten
Jahren wurde aber deutlich, dass Chlamydieninfektionen in Rinderbestinden zwar meist latent
und subklinisch verlaufen, aber dabei die Herdengesundheit in durchaus messbarer Weise
beeintrachtigen. Die Fahigkeit der Chlamydien verschiedene Organe chronisch zu infizieren
sowie ihre ubiquitdre Verteilung erleichtert andauernde, wenn auch geringgradige Infektionen
des Euters und des Respirations- und Verdauungstrakts und beeinflusst damit die Milch-,
Fruchtbarkeits- und Wachstumsleistung negativ. Die konkreten Auswirkungen solcher
subklinischer Infektionen sind nur schwer festzumachen, weil es oftmals keine einfache
Ursachen-Wirkungsbeziehung gibt. Oftmals konnen nur multivariate Ansdtze Korrelationen

zwischen Infektion und Krankheit bzw. ,,Storung* aufdecken (Reinhold et al., 2011).



Chlamydien werden durch direkten oder indirekten Kontakt iibertragen, als
Hauptiiberragungsmedium wird Kot betrachtet. Chlamydien konnen aber wahrscheinlich auch
iiber vaginale, okulare und nasale Sekrete sowie iiber uterine Fliissigkeiten, Plazentagewebe,
Urin und Sperma ausgeschieden werden. Der fdkal-orale Weg ist als der primaére
Ubertragungsweg anzusehen, daneben auch die Inhalation kontaminierter Luft (Longbottom
& Coulter, 2003). Die venerische Ubertragung iiber Sperma ist auch mdglich (Storz et al.,
1976; Armin et al., 1999), wohingegen eine vertikale Ubertragung in utero bislang nicht

berichtet wurde.

Weil die Antikorpertiter auch nach klinischer Erkrankung kaum ansteigen, wird davon
ausgegangen, dass die dominierende Wirtsantwort auf die Infektion weniger die humorale als
die zellulire Abwehr betrifft (Stephens, 2003). Diese Hypothese wird auch durch den
fehlenden Zusammenhang zwischen PCR und Antikorperdaten gestiitzt (Reinhold et al.,
2011). Neben den diagnostischen Problemen im Hinblick auf die Serologie, muss dies auch
bei der Konzeption von Strategien zur Kontrolle chlamydialer Infektionen beriicksichtigt
werden: Die primiren Ansatzpunkte sind Herdenmanagement, Antibiose und Impfung.
Hinsichtlich des Managements und der Haltung sind verschiedene kritische Punkte
identifiziert worden: der Zukauf fremder Tiere in die Herde, das Fehlen von separaten
Abkalbeboxen sowie der Gebrauch von Deckbullen bilden Risikofaktoren fiir
Chlamydieninfektionen; in der Haltung sind verschmutzte Liegeboxen und Laufginge und
mangelnde Sauberkeit der Tiere, besonders im Vaginalbereich zu nennen (Kemmerling et al.,
2009; Miiller & Sauerwein, 2009); bei Kélbern wurden auch erhohte Belegdichten als
Risikofaktor identifiziert (Jee et al., 2004).

Zur Behandlung von Chlamydieninfektionen sind keine speziellen Antibiotika verfiigbar, und
die Wirksamkeit von Substenzen wie Makroliden, Tetrazyklinen und Quinolonen, die zur
Therapie in verschiedenen Spezies getestet wurden, ist Gegenstand aktueller Diskussionen.
Fiir Chlamydia suis ist eine genetische Resistenz gegeniiber Tetrazyklinen bekannt (Dugan et
al., 2004; 2007; Di Francesco et al, 2008). Aufgrund der {iiberwiegend intrazellulér
verlaufenden Entwicklung der Chlamydien mit dem Vermodgen, in Anwesenheit von
Inhibitoren nicht-replizierende und persistierende Formen anzunehmen, die nach Entfernen
der Inhibitoren wieder zuriick zur infektiosen Form differenzieren, liegt nahe, dass eine
Antibiose die Ausbildung von persistenten, latenten Infektionen fordert (s. Ubersicht bei

Reinhold et al., 2011). Damit erscheint eine Behandlung mit Antibiotika zur Elimination von



Chlamydieninfektionen insgesamt ungeeignet, kann aber in bestimmten Situationen (Stress,
nach Besamung) hilfreich sein, um die Infektion zu unterdriicken (Wang et al., 2009).

Nach bisherigen Erfahrungen sind Impfungen gegen Chlamydien beim Rind nicht geeignet,
um eine sterile Immunitdt oder einen 100%-igen Schutz vor der Krankheit zu erzeugen
(Stemke-Hale et al., 2005; Wang et al., 2008). Um die Auswirkungen von subklinischen
Infektionen auf Herdenproduktionsparameter zu reduzieren und den Antibiotikaeinsatz zu
minimieren, kann aber eine Impfung sinnvoll sein: ,therapeutische® Impfungen gegen
Chlamydien konnen betrdchtliche Vorteile fiir Tiergesundheit und Produktion bieten, indem
sie die Beeintrachtigung durch Mastitis und reduzierter Fruchtbarkeit mildern (Stemke-Hale
et al., 2005; Biesenkamp-Uhe et al., 2007). Zwar sind lebend-inaktivierte Vakzinen gegen
Chlamydia abortus-verursachte Aborte bei kleinen Wiederkduern verfiigbar, jedoch ist eine
nachhaltige Verfiigbarkeit von geeigneten Vakzinen im Rinderbereich nicht gegeben und es
stehen dazu aufgrund des geringen Interesses seitens der Industrie offenbar auch keine
entsprechenden Entwicklungen an. Inwieweit eine unspezifische Stimulation des
Immunsystems, z.B. iiber sogenannte Paraimmunitédtsinducer, d.h. nichtimmunisierende,
bioregulative Vakzinen, basierend auf Pockenviren zur Unterstiitzung geeignet sein konnten,
ist offen; bei felinen Chlamydiosen (eine der Ursachen von ,,Katzenschnupfen®) werden aus
der Praxis derartige Pockeninducer therapieunterstiitzend empfohlen (s. z.B.
http://home.wtal.de/benny/k chlamydi.htm). Zur prophylaktischen Anwendung gibt es weder
fiir die Pocken-Inducer noch fiir andere Formen der Immunstimulation Belege zur

Wirksamkeit in Hinblick auf Chlamydien-Infektionen und deren Auswirkungen.

Insgesamt bleiben damit die Moglichkeiten der Kontrolle von Chlamydieninfektionen sehr
beschriankt und sind im Wesentlichen in HygienemaBBnahmen in den Bereichen Haltung und

Management im Sinne der Pravention und Ubertragungsminimierung zu sehen.

1.2 Ungesittigte Fettsiuren als neuer Ansatzpunkt zur Therapie und Privention

von Chlamydieninfektionen

Aufgrund der eingangs beschriebenen weltweiten Infektionslage (ubiquitires Vorkommen
von Chlamydien), der mit der Infektion entstehenden Leistungseinbuflen und der limitierten
Therapie- und Praventionsmdglichkeiten besteht groes Interesse an einer Verbesserung der

Situation. Sowohl im Infektionsschutz als auch bei Reduzierung der durch latente



Chlamydieninfektionen induzierten Beeintrachtigung von Tiergesundheit und -leistung sind
unterstlitzende Mallnahmen interessant. In diesem Zusammenhang werden — wie auch fiir
viele andere Krankheiten — mehrfach ungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids,
PUFA) als aussichtsreiche Kandidaten betrachtet. Strukturelles Charakteristikum von PUFA
sind die in der Regel durch eine Methylengruppe getrennten Doppelbindungen in der
Acylkette. Je mehr Doppelbindungen sich im Molekiil befinden, desto hoher ungesittigt ist
die Fettsdure, was ihre biochemischen Eigenschaften und damit ihre Funktion im Korper
entscheidend beeinflusst. So dienen kurz- und mittelkettige Fettsduren primdr der
Energiegewinnung, wéhrend lidngerkettige Fettsduren verestert in zelluliren Membranen
strukturgebend sind. Langkettige PUFA iibernechmen als Vorldufer bioaktiver Lipidmetabolite
(den Eicosanoiden, Abb. 2), die ma3geblich an der Steuerung von Entziindungsprozessen und
deren Auflosung beteiligt sind, immunmodulatorische Funktion. Hierbei werden prinzipiell
die Omega-3 (auch n-3) von den Omega-6 (n-6) PUFA unterschieden, wobei der Begriff die
Lage der ersten Doppelbindung vom Methylende aus gezidhlt bezeichnet (Abb. 1; daneben
gibt es die ,,Delta* Nomenklatur, die sich auf das Carboxylende bezieht).

Es besteht ein vielschichtiges Wechselspiel zwischen den n-6- (z.B. Linolsiure,
Arachidonsdure) und den n-3-Verbindungen (z.B. a-Linolensdure, Eicosapentaensiure).
Erstere scheinen fiir eine effektive Entwicklung des Immunsystems bei Neugeborenen
wesentlich zu sein, werden jedoch, bei tiberhohter Aufnahme durch die Nahrung, auch mit der
Entstehung von Allergien in Verbindung gebracht (Sausenthaler et al., 2006; Bolte et al.,
2005; Harbige, 2003). Demgegeniiber wurden n-3-PUFA bereits mit vielversprechenden
Ergebnissen in klinischen Studien zur Linderung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt

(Das, 2000; Tulleken et al., 1990).
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Abbildung 1: Stukturbeispiele einiger n-3 und n-6-Fettsduren

Die Eicosanoidvorldufer Eicosapentaensidure und Arachidonsdure konnen endogen in einer

hochentwickelten Kaskade aus Desaturations- (Einfligen von Doppelbindungen) und

Elongationsschritten (Kettenverlingerung) aus den essentiellen Fettsduren o—Linolensdure

bzw. Linolsdure biosynthetisiert werden, wobei die n-3 und n-6-Fettsduren dabei um die

gleichen Enzyme konkurrieren (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Biosynthese der n-3 und n-6 Fettsduren (modifiziert nach Schmitz & Ecker,

2008)



Die aus n-3 Fettsduren katalysierten Eicosanoide zeigen insgesamt eher antiinflammatorische,
vasodilatatorische und antithrombogene Wirkungen; die aus n-6 Fettsduren katalysierten
Eicosanoide hingegen sind eher proinflammatorisch und zeigen gerinnungsférdernde und

vasokonstriktorische Wirkungen (Horton et al., 2008).

Eine weitere PUFA-Familie mit immunmodulatorischen Eigenschaften sind die konjugierten
Linolsauren (engl. conjugated linoleic acids oder abgekiirzt CLA). Unter dem Akromyn CLA
wird eine Gruppe von Octadecadiensduren (C18:2) zusammengefasst, deren
Doppelbindungen in konjugierter Form vorliegen. Bis heute sind 8 Positionsisomeren mit
Doppelbindungen an den Positionen 6/8, 7/9, 8/10, 9/11, 10/12, 11/13, 12/14 oder 13/15
identifiziert worden (Delmonte et al., 2005). Da sich die Konjugation theoretisch an den
Positionen 2/4 bis 15/17 befinden kann und fiir jede Doppelbindung c- (cis-, Z-) und ¢- (trans-
, E-) Konfiguration moglich ist, sind 56 geometrische und Positionsisomeren denkbar. CLA
entstehen natiirlicherweise als Intermediate bei der Biohydrierung von (primér) Linolséure
unter dem Einfluss spezifischer Mikroorganismen (Butyrivibrio fibrisolvens, Polan et al.,
1964) im Pansen von Wiederkduern. Das gebildete Hauptisomere ist ¢9,11-CLA. Reduktion
liefert die #11-Octadecensdure (Vaccensdure, C18:1¢11), die ins Gewebe und milchbildende
Driisen transportiert und dort erneut via delta-9-Desaturation in ¢9,11-CLA umgewandelt
werden kann. Da die CLA-Synthese hauptsdchlich endogen vonstattengeht (Corl et al., 2001;
Piperova et al., 2002), ist ¢9,/11-CLA das dominierende natiirlich vorkommende CLA-
Isomere in Milch, Milchprodukten und Wiederkduerfleisch. Heute werden vorwiegend
chemisch hergestellte CLA-Préparate zu Forschungszwecken eingesetzt. Die industrielle
Herstellung von CLA ist allerdings weitgehend auf die Positionsisomeren 9,11 und 10,12
(Abbildung 3) beschriankt, so auch die wissenschaftlichen Berichte liber die Wirkungen von
CLA (http://fri.wisc.edu/cla.php). Zahlreiche in-vitro und in-vivo Studien zum selektiven
Effekt von ¢9,/11-CLA deuten auf ein entziindungshemmendes Potential dieser Fettsdure z.B.
im Hinblick auf asthmatische Erkrankungen (Jaudszus et al., 2005 und 2008; Turpeinen et al.,
2008), Arteriosklerose (Valeille et al., 2006; Tholstrup et al., 2008) oder Diabetes (Moloney
et al., 2007) hin.
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Abbildung 3: Struktur von Linolséure und der beiden hiufigsten CLA-Isomere

Einer der zahlreichen beschriebenen Effekte nach Gabe von Prédparaten, die hauptanteilig das
t10,c12-Isomere enthalten, ist die Depression der Milchfettsynthese laktierender Kiihe
(Baumgard et al., 2002; Peterson et al., 2003). Ziel der Gabe solcher #10,c12-CLA-haltiger
Supplemente in der Milchviehfiitterung ist die Verbesserung der Stoffwechselsituation in den
ersten Wochen nach der Kalbung, weil in dieser Phase die Futteraufnahme in der Regel nicht
den Energiebedarf fiir Erhaltung und Leistung deckt; in der Folge der entstehenden negativen
Energiebilanz kann es zu exzessiver Fettmobilisation kommen und dies gilt wiederum als
pradisponierend fiir verschiedene Stoffwechselkrankheiten aber auch wegen der damit
einhergehenden Immunsuppression fiir Infektionskrankheiten. Das als Supplement
zugelassene Priparat Lutrell (BASF) ist so formuliert, dass ein vorschneller Abbau im Pansen
reduziert werden soll. Allerdings wurden in einigen (Human-)Studien, in denen die
Sicherheitsaspekte einer Supplementation mit solchen CLA-Isomerengemischen beleuchtet
wurden, bedenkliche metabolische Wirkungen offenbar, z.B. eine gesteigerte Insulinresistenz
(Risérus et al., 2002a) verbunden mit erhohtem oxidativen Stress und
Entziindungsbiomarkern (Risérus et al., 2002b; Tholstrup et al., 2008). Proinflammatorische
und prodiabetische Effekte, die eindeutig mit dem ¢10,c12-CLA-Isomeren in Verbindung
gebracht werden konnten, wurden bereits in Tierstudien beschrieben und waren eng assoziiert
mit einem lipodystrophischen Phinotyp (Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Clément et al.,
2002; Kelley et al., 2004; Poirier et al., 2006).

Als Effektormechanismen fiir die immunmodulatorischen Wirkungen von PUFA werden
vorrangig unterschiedliche Wirkungen auf den Eicosanoidstoffwechsel und das
Prostaglandin- und Leukotrienprofil von Korperzellen, die Beeinflussung verschiedener
Transkriptionsfaktoren (z.B. der PPAR-Familie) und eine verdnderte Fluiditit der
Zellmembran angesehen (Fan et al. 2004, Kinsella et al. 1990, Schmitz & Ecker 2008). CLA
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sind Inhibitoren der  Cyclooxygenasen (COX), der Schliisselenzyme  der
Prostaglandinsynthese (Bulgarella et al. 2001, Yu et al. 2002, Ringseis et al. 2006). Dartiber
hinaus aktivieren CLA PPAR-Transkripitionsfaktoren (Belury et al. 2002) und kdénnten so die
Expression mehrerer Proteine herabregulieren, darunter Cyclin D und IGF-Rezeptor 1 (Kemp
et al. 2003, Cho et al. 2003). Diese Proteine sind fiir das Eindringen von Chlamydien in die
Wirtszelle relevant, so vermindert z.B. eine Blockade der COX-2 und die dadurch
verursachten niedrigeren Prostaglandin E,-Spiegel eine Chlamydieninfektion in vivo (Liu et
al. 2006). Chlamydien bewirken die vermehrte Bildung von Cyclin D (Mannonen et al. 2007),
das Eindringen der Bakterien in die Wirtszelle erfordert den IGF-Rezeptor 2 (Puolakkainen et
al. 2005).

Generell erscheinen im Hinblick auf Privention und Metaphylaxe von durch
Chlamydieninfektionen ausgelosten Gesundheitsstorungen und Leistungseinbu3en primér die
zellulire Abwehr betreffenden Aspekte der PUFA und CLA interessant: Wie eingangs
erwahnt, steigen die Antikorpertiter auch nach klinischer Erkrankung kaum an, weshalb die
dominierende Wirtsantwort auf die Infektion offenbar weniger die humorale als die zellulédre
Abwehr betrifft (Stephens, 2003). Dies wird auch durch den fehlenden Zusammenfang
zwischen PCR und Antikorperdaten gestiitzt (Reinhold et al., 2011). Ausgehend von den oben
dargestellten Daten waren die Ziele des Vorhabens:
1. die potenzielle antichlamydiale Wirkung verschiedener ungesittigter Fettsduren im
Zellkulturmodell quantitativ zu erfassen,
2. grundlegende Mechanismen herauszuarbeiten, deren Kenntnis eine gezielte weitere
Optimierung der eingesetzten Fettsduren erlaubt und
3. die prinzipielle Eignung der Fettsduren als Nahrungs- und Futtermittelzusatz zu

iiberpriifen.

2 Untersuchung der antichlamydialen Wirkung von verschiedenen PUFA und CLA
im Zellkulturmodell

Der im urspriinglichen Projektantrag vorgesehen Versuchsplan beinhaltete ein Screening von
acht verschiedenen Fettsduren (a-Linolensdure (C18:3n-3), y-Linolensidure (C18:3n-6),
Linolsiure (C18:2n-6), ¢9,/11-CLA, t10,c12-CLA, Olsiure (C18:1n-9), Arachidonsiure
(C20:4n-6), Eicosapentaensdure (C20:5n-3) und Docosahexaensdure (C22:6n-3) mit drei
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verschiedenen Chlamydienstimmnen (C. trachomatis DC10, Cp. pneumoniac DC40, Cp.
psittaci DC15) an zwei verschiedenen humanen Zelllinien [Hela (Zervixepithel) und A549
(Lungenepithel)]. Die geplanten mechanistischen Studien zum Wirkungsmechanismus, in
denen die mRNA Expression von Komponenten des Eicosanoidstoffwechsels, einzelner
Oberflachenmolekiile der Zelle und von Transkriptionsfaktoren (PPAR, NF«xB) gemessen
werden sollte, wurden wie im Zwischenbericht dargelegt, nicht verfolgt, sondern es wurde das
Spektrum der Zelllinien aufgrund des unmittelbareren Bezugs zur Milchwirtschaft um eine
bovine Linie (EBL, Lungenepithel) erweitert. Hinsichtlich der getesteten Chlamydienstimme
wurde der Schwerpunkt auf C. psittiaci gelegt, weil dies aus der geplanten Auswahl der
einzige Stamm mit Relevanz ist; in einer vorausgegangenen Studie zur Prévalenz von
Chlamydieninfektionen in Milchviehbestinden in Nordrhein Westfalen haben wir C.
pecorum, C. abortus und C. psittaci identifiziert (Kemmerling et al., 2009). Zudem wurde das
dritte Ziel, die prinzipielle Eignung der Fettsduren als Futtermittelzusatz zu priifen, auf die
CLA-Wirkungen fokussiert und dementsprechend das Isomerengemisch, das in dem
kommerziell erhiltlichen CLA-Supplement enthalten ist, in verschiedenen Kombinationen in
der Zellkultur getestet. Die beschriebenen Anderungen im Versuchsplan erkliren sich aus
dem damit direkteren Bezug zur Zielspezies Rind sowie der praxisrelevant moglichen

Supplementierungen.

2.1 Versuchsplan und methodische Ergebnisse

Abbildung 4 zeigt eine grafische Zusammenfassung des Versuchsplans. Vor der eigentlichen
Durchfiihrung der Zell-Infektionsversuche mit den einzelnen Fettsdurezusidtzen waren jedoch

noch umfangreiche Optimierungs- und Validierungsarbeiten notig:

2.1.1 Optimale Einsaatdichte

Zunichst war die optimale Einsaatdichte fiir die einzelnen Zelllinien zu bestimmen. Es sollte
einerseits gewdéhrleistet sein, dass die Zellen wahrend der Prdinfektionsphase (0-24 h) eine
hinreichende Dichte erlangen, andererseits aber ausgeschlossen werden, dass die Vitalitdt
iiber die Infektionsphase (24-72 h) durch zu dichten Bewuchs sinkt. Es wurden jeweils 1, 1,5
und 2 x10° Zellen pro mL verglichen, die optimalen Ergebnisse wurden bei allen Zelllinien
mit 1,5 x10° Zellen pro mL erzielt, weshalb diese Dichte in allen Folgeversuchen zugrunde

gelegt wurde.
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Abbildung 4: Grafische Darstellung des Versuchsdesigns zur Untersuchung der potentiellen,

antichlamydialen Wirkung von verschiedenen Fettsduren. Die drei untersuchten
Wirtszelllinien sind als weille Kreise in der oberen Bildhilfte symbolisiert (HeLa, A549 und EBL), die
untersuchten Chlamydienstdmme als schwarze Kreise in der unteren Bildhilfte (C. trachomatis DC10,
Cp. pneumoniae DC40, Cp. psittaci DC15). Es sollte jede Zelllinie mit jedem Chlamydienstamm
gestestet werden (= Verbindungslinien zwischen den weiflen und den schwarzen Kreisen) und dabei die
einzelnen Fettsduren in jeweils zwei verschiedenen Dosierungen (33 und 100 uM) untersucht werden.
Die gewihlten Fettsdurendosierungen sollten wiederum in sechs verschiedenen Ansdtzen gepriift
werden: Die Zellinien und/oder die Chlamydiernstimme wurden jeweils separat mit oder ohne den
Fettsdurezusatz vorinkubiert (24 h) und dann mit oder ohne Fettsdurezusatz fiir weitere 48 h
kokultiviert.

2.1.2 Optimale Infektionsdosis

Auch fiir die Chlamydien, die in den Versuchen zur Infektion der Zelllinien eingesetzt
wurden, war die entsprechend optimale Infektionsdosis zu finden. Zu geringe Infektionsraten
sind schlecht quantifizierbar, bei zu hohen Raten gerit das System in eine Séttigung und lasst
keine Zusammenhdnge mehr zwischen Dosis und Wirkung erkennen. Der Anteil infizierter
Zellen wurde durchflusszytometrisch (FACS-Analyse) bestimmt (Griin et al., 2009);
zusitzlich wurden Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der Zellkulturen erstellt; dabei
sind die Chlamydien wie in der FACS-Analyse durch Fluorochrom-gekoppelte Antikorper
markiert und werden als leuchtende Punkte auf dem gegengefirbten Zellrasen sichtbar.
Exemplarisch an den HeLa-Zellen getestet zeigte sich, dass beim Einsatz von 4 cfu/Zelle nach
48 h post infectionem (p.i.) etwa 30 % der Zellen infiziert waren. Diese 30 % waren gut

reproduzierbar, weshalb diese Infektionsdosis durchgéingig verwendet wurde.
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2.1.3 Toxizititstest

Fiir die Infektionsversuche in Gegenwart der einzelnen Fettsduren musste vorab sichergestellt
werden, dass die Fettsduren nicht als solche toxisch auf die Zellen wirken. Dazu wurden die
Zelllinien mit jeweils 100 uM (hochste eingesetzte Konzentration) der einzelnen zu testenden
Fettsduren {liber insgesamt 72 h (der Gesamtversuchsdauer entsprechend) inkubiert und
Zellzahl und Vitalitit (Propidiumiodidfarbung) in Vergleich zu unbehandelten, bzw. nur mit
Losungsmittel (DMSO) behandelten Kontrollen gesetzt: es zeigte sich fiir keine der einzelnen
acht Fettsduren eine Beeinflussung von Vitalitit und Zellwachstum bei den Zelllinien.

Abbildung 5 zeigt beispielhaft die Daten fiir die HeLa-Zelllinie.
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Abbildung 5: Wachstum (Balken, linke Achse) und Vitalitdt (Rhomben, rechte Achse) von
HeLa-Zellen in Gegenwart von verschiedenen Fettsduren im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (Ctrl) und nur mit Losungsmittel (DMSO-Ctrl) behandelten

Kontrollen (Mittelwerte = SD). Pl-negative Zellen: nicht mit Propidium-lodid gefirbte Zellen,
d.h. lebende Zellen. Nomenklatur der Fettsduren s. Legende zu Abbildung. 4.

2.1.4 Metabolismus der Fettsduren

Um eine Kausalitit zwischen der jeweils getesteten Fettsdure und den (potentiellen) Effekten
auf die Infektiositdt der Chlamydien sichern zu konnen, musste vorab auch geklért werden, ob
die Fettsduren in die Zellen iiberhaupt aufgenommen werden und dort moglicherweise
verstoffwechselt werden. Nur mit Nachweis der Ausgangssubstanz als solcher in der Zelle ist
auch von einer Wirkung auszugehen. Zur Analyse des Einbaus der Fettsduren in die Zellen
wurden die Gesamt-Lipide aus den Zellen extrahiert, die Fettsduren methyliert und die
resultierenden FAME (fatty acid methyl ester) gaschromatographisch gemessen (Abbildung
6). Im Medium zeigte sich auch ohne Fettsiurezusatz ein relativ hoher Olsiureanteil, da das
Medium bereits Olsiure in relevanten Konzentrationen enthilt. Fiir alle Fettsiuren konnte

deren proportionaler Einbau in die Lipidfraktion der Zelllinien gezeigt werden, wobei nach 24
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h die jeweils hochsten Werte erreicht wurden. Mit den gemessenen Konzentrationen konnen

mogliche Effekte der Fettsduren in den Zellen spéter korreliert werden.
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Abbildung 6: Partielles Chromatogramm der zelluldren Lipidextrakte aus HeLa nach 24 h
Inkubation mit 33 uM oder 100 uM Linolsdure (beispielhaft) im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle. Die Analyse erfolge mittels GC-FID-Technik.

Bei detaillierter Betrachtung des Fettsduremetabolismus in den verwendeten humanen
Zelllinien fiel zudem auf, dass die durch das Enzym FADS2 (fatty acid desaturase-2)
katalysierte Metabolisierung von Linolsdure nur in A549-Zellen, nicht aber in Hela-Zellen
erfolgte. Wird die Fettsdure, die der FADS2 nachgeschaltet ist, als Substrat zugegeben,
entstehen auch in den HeLa-Zellen alle Folgeprodukte bis zum néchsten Schritt, fiir den die
FADS2 benétigt wird. Das gleiche gilt fiir die n3-Fettsduren, die auf dasselbe Enzymsystem
zuriickgreifen. Diese Befunde deuten auf einen Gendefekt in dieser Zelllinie und konnten
mittels mRNA- Expression auch bestéitigt werden; ein entsprechendes Manuskript zur

Publikation ist in Vorbereitung.

3 Wirksamkeit einzelner Fettsduren in Hinblick auf die Chlamydieninfektionsrate

3.1 Wirksamkeit in humanen Zervixepithelzellen (HeLa-Zellen)

In Zusammenfassung der Ergebnisse konnten fiir zwei der untersuchten Fettsduren
Verianderungen der Chlamydien-Infektionrate festgestellt werden. In Abbildung 7 sind die
Ergebnisse beispielhaft fiir die mit C. psittaci infizierten HelLa-Zellen flir alle getesteten

Fettsduren im Einzelnen gezeigt. Fiir Arachidonsdure sowie fiir ¢9,/11-CLA wurden die
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Infektionsrate senkende Effekte beobachtet, wenn sowohl die Zellen als auch die Chlamydien
fiir 24 h mit den Fettsduren vorinkubiert wurden: in Gegenwart von Arachidonsdure sank die
Anzahl infizierter Zellen konzentrationsabhingig auf rund 60% der infizierten aber nicht mit
den Fettsduren behandelten Kontrolle. Bei 33 uM ¢9,¢/11-CLA war eine Reduktion der
Infektionsraten auf rund 70% der Ausgangswerte zu sehen, die sich mit 100 pM nicht weiter

steigern lieB3.
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Abbildung 7: Infektionsrate (Mittelwerte + SD) von HeLa-Zellen (1.5 x 10 Zellen/mL, 72 h
Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4) in Gegenwart verschiedener
Fettsduren in zwei unterschiedlichen Dosierungen (33 und 100 puM). Die Infektionsraten

sind als Prozentwert der Kontrollen (ohne Fettsdurezusatz, = 100%) dargestellt. Abkiirzungen der
einzelnen Fettsiduren: OA = C18:1c¢9 - Olsdure, LA = C18:2 - Linolsiure, y-LnA = C18:3 - y-
Linolensdure, AA = C20:4 - Arachidonsdure, ALA = C18:3 - o-Linolensdure, EPA = C20:5 -
Eicosapentaenséure, ¢9,/11-CLA = C18:2 - cis-9,trans-11-CLA, ¢10,c12-CLA = C18:2 - trans-10, cis-
12-CLA; CLA = Konjugierte Linolsdure
Der hemmende Effekt, der fiir ¢9,111-CLA gesehen wurde, wenn die HeLa, nicht aber die
Chlamydien, mit 33 uM der Fettsdure fiir 24 h vor der Infektion und iiber die Infektionsdauer
behandelt wurden (Abbildung 8 A, links), konnte auf das Doppelte erhoht werden, wenn
zusitzlich zu den HeLa auch die Chlamydien vorinkubiert wurden, ehe sie zu den Zellen
gegeben wurden (Abbildung 8 A, rechts). D.h., dass ¢9,¢/11-CLA in den Chlamydien per se
eine hemmende Wirkung zeigte. Durch Konzentrationserhdhung auf 100 pM wurde keine

weitere Reduktion erzielt (Abbildung 8 B). Ahnlich verhielt es sich mit Arachidonsdure, nur

dass hier der deutlichste Effekt erst bei 100 uM erreicht wurde (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8: Infektionsrate (Mittelwerte + SD) von HeLa-Zellen (1.5 x 10° Zellen/mL, 72 h
Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4) in Gegenwart verschiedener

Fettsduren (A: 33 uM; B: 100 uM). Abkiirzungen: FS = Fettsiure, Ctrl = Kontrolle, DMSO-Ctrl
= Losungsmittelkontrolle, LA = CI18:2 —Linolsdure, ¢9,/11-CLA = CI18:2 - cis-9,trans-11-CLA,
t10,c12-CLA = C18:2 - trans-10, cis-12-CLA; CLA = Konjugierte Linolséure

3.2  Wirksamkeit in humanen Lungenepithelzellen (A549-Zellen)

In Zusammenfassung der Ergebnisse fiir diese Zelllinie konnten ebenfalls fiir zwei Fettsduren
infektions-reduzierende Effekte beobachtet werden: wie bei den HeLa-Zellen erwiesen sich
auch hier Arachidonsdure und ¢9,¢11-CLA als die wirksamsten Komponenten (Abbildung 9).
Mit 100 mM Arachidonsdure sank die Anzahl infizierter Zellen auf rund 70% der Werte, die
ohne Fettsdurezusatz vorlagen. Bei ¢9,/11-CLA war nur bei 33 uM eine Reduktion zu sehen,
wohingegen sich die Werte bei 100 pM nicht von den unbehandelten Kontrollen
unterschieden. Der Vergleich der Effekte in den unterschiedlichen Versuchsansidtzen (nur
Chlamydien, oder nur Zelllinie mit Fettsduren vorinkubiert, ergab auch hier fiir die
kombinierte Behandlung die relativ stirkste Wirkung der beiden Fettsduren. Um zu erfassen,
wie stark der Fettsdureneffekt auf die Chlamydien ist, wurden nur sie, nicht aber die Zellen
vorinkubiert und es erfolgte keine weitere Fettsdurenbehandlung wahrend der Infektion. In
diesem Ansatz sanken die Infektionsraten um 12% in Gegenwart von ¢9.,/11-CLA und um

16% in Gegenwart von Arachidonsdure (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Infektionsrate (Mittelwerte + SD) von A549-Zellen (1.5 x 10° Zellen/mL, 72 h
Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4) in Gegenwart verschiedener
Fettsduren in zwei unterschiedlichen Dosierungen (33 und 100 uM). Die Infektionsraten
sind als Prozentwert der Kontrollen (ohne Fettsdurezusatz, = 100%) dargestellt. Abkiirzungen der
einzelnen Fettsiduren: OA = C18:1¢c9 - Olsiure, LA = C18:2 —Linolsiure, y-LnA = C18:3 -Linolensiure,
AA = C20:4 - Arachidonsdure, ALA = C18:3 — a-Linolensidure, EPA = C20:5 —Eicosapentaenséure,

c9,t11-CLA = C18:2 - cis-9,trans-11-CLA,
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Abbildung 10: Infektionsrate (Mittelwerte + SD) von A549-Zellen (1.5 x 10° Zellen/mL, 72
h Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4). Es wurden nur die
Chlamydien mit c9,t11-CLA oder AA in zwei unterschiedlichen Dosierungen (33 und
100 uM). Die Infektionsraten sind als Prozentwert der Kontrollen (ohne Fettsdurezusatz, = 100%)

dargestellt. Abkiirzungen der einzelnen Fettsduren:

AA = C20:4 - Arachidonsdure, ¢9,/11-CLA =

C18:2 - cis-9,trans-11-CLA, CLA = Konjugierte Linolséure
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33 Wirksamkeit in bovinen Lungenepithelzellen (EBL-Zellen)

Die auf HelLa- und A549-Zellen im Sinne des Infektionsschutzes als wirksam identifizierten
Fettsduren (Arachidonsdure und ¢9,¢/11-CLA) erwiesen sich auch auf den bovinen Zellen als
effektiv: Mit 100 uM Arachidonsdure wurden 42% weniger infizierte Zellen erreicht, mit 33 pM
des CLA-Isomers knapp 30% weniger (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Durchflusszytometrischer (obere Bild-Serie) und fluoreszenzmikroskopischer
Nachweis (mittlere Bilderserie) der Infektionsrate (untere Grafik; Mittelwerte = SD)
von EBL-Zellen (1.5 x 10° Zellen/mL, 72 h Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci
DC15, MOI 4) in Abwesenheit oder Gegenwart von 100 uM Arachidonséure (AA)
bzw. ¢9,¢11-CLA. Die in den oberen Durchflusszytogrammen genannten Prozentwerte
geben den Anteil insgesamt infizierter Zellen wider.

4 Wirksamkeit von CLA-Isomerengemischen auf die Chlamydieninfektionsrate

Bei der Austestung einzelner Fettsduren hatte sich das ¢9,/11-CLA-Isomere als wirksam in
allen drei untersuchten Zelllinien erwiesen. Dies ist im Hinblick auf die Praxis der
Milchviehhaltung besonders bemerkenswert: CLA hat beim Wiederkduer physiologisch
gesehen aufgrund der Synthese im Pansen bzw. der endogenen Synthese in peripheren

Geweben aus Vaccensdure (s.0.) besondere Bedeutung; zudem finden CLA-Supplemente



20

auch bereits in der Milchviehfiitterung Verwendung. Vor diesem Hintergrund wurde der
Versuchsplan insoweit veridndert als dass zusitzlich verschiedene Kombinationen der CLA-
Hauptisomere getestet wurden. Dabei wurde zum einen das Mischungsverhéltnis der CLA-
Isomere in synthetischen, kommerziell verfiigbaren Supplementen untersucht; dabei liegen
das ¢9,t11-CLA-Isomer und das ¢10,c12-CLA-Isomer im Verhiltnis 1:1 vor. Zum anderen
wurde ein den intermedidren Verhdltnissen nach CLA-Supplementation nahekommendes
Gemisch von 80% ¢9,/11-CLA und 20% ¢10,c12-CLA untersucht. Diese Kombinationen
wurden aus zeitlich/technischen Griinden ausschlieBlich anhand der Fluoreszenzmikroskopie

untersucht.

4.1  Wirksamkeit der kombinierten CLA-Isomere in humanen Zervixepithelzellen
(HeLa-Zellen)

Bei Einsatz beider Isomere ergaben sich iiberraschenderweise fiir keines der getesteten
infektionsreduzierende Effekte — im Gegenteil schien die Anfélligkeit der Wirtszellen
gegeniiber der Chlamydieninfektion erhoht zu sein (Abbildung 12).

CLA 50:50° CLA80:20°

dje 50% c9,t11
und #10,¢12

®80% ¢9,t11

¢S, t11 —CLA und 20% #10,c12

{100 pM}

Abbildung 12: Fluoreszenz-Mikrographie von HeLa-Zellen (1.5 x 10° Zellen/mL, 72 h
Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4) in Gegenwart von ¢9,/11-CLA
(Bild links unten) oder verschiedenen Kombinationen von ¢9,¢/11- und #10,c12-CLA in

zwei verschiedenen Dosierungen (33 und 100 pM) infiziert. Die nur mit Lsungsmittel
(DMSO) behandelte Kontrolle ist oben links im Bild gezeigt.

4.2  Wirksamkeit der kombinierten CLA-Isomere in humanen Lungenepithelzellen
(A549-Zellen)

In den A549-Zellen bestdtigte sich, dass die CLA-Isomerengemische die Infektionsrate eher
steigern (Abbildung 13).
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4.3 Wirksamkeit der kombinierten CLA-Isomere in bovinen Lungenepithelzellen
(EBL)

Auch in der bovinen Zelllinie ergaben sich analoge Befunde: in Gegenwart der CLA-
Isomerengemische waren die Infektionsraten augenscheinlich erhdht, wobei die 1 :1 Mischung in
33 uM aber keine gegeniiber der Losungsmittel-Kontrolle erhohte Infektionsrate erkennen ldsst
(Abbildung 14).

a.
je 80% ¢8,+11
DMS0-ctrl und £10.c12
b
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Abbildung 13: Fluoreszenz-Mikrographie von A549-Zellen (1.5 x 10° Zellen/mL, 72 h
Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4) in Gegenwart von ¢9,t11-CLA
(Bild links unten) oder verschiedenen Kombinationen von ¢9,¢11- und #10,c12-CLA in
zwel verschiedenen Dosierungen (33 und 100 uM) infiziert. Die nur mit Losungsmittel
(DMSO) behandelte Kontrolle ist oben links im Bild gezeigt.
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Abbildung 14: Fluoreszenz-Mikrographie von EBL-Zellen (1.5 x 10’ Zellen/'mL, 72 h
Inkubation) mit Chlamydien (C. psittaci DC15, MOI 4) in Gegenwart von ¢9,/11-CLA
(Bild links unten) oder verschiedenen Kombinationen von ¢9,¢/11- und #10,c12-CLA in
zwei verschiedenen Dosierungen (33 und 100 uM) infiziert. Die nur mit Lésungsmittel
(DMSO) behandelte Kontrolle ist oben links im Bild gezeigt.
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5 Diskussion

Gezielte Untersuchungen zur Wirkung von PUFA und CLA in Hinblick auf die Infektiositit

von Chlamydien sind in der Literatur nicht zu finden, es gibt aber eine Reihe von Studien, die

fiir verschiedene Komponenten der Wirtzelle, die bekanntlich eine Rolle bei der Infektion mit

Chlamydien spielen, PUFA-induzierte Verdnderungen berichten. Die genannten Komponeten

sind:

e der PDGF-R (Platelet Derived Growth Factor-Rezeptor),

e der M6P/IGF-2 Rezeptor (Mannose-6-Phosphat/Insulin-like Growth Factor-2-Rezeptor),

e der Ostrogenrezeptor,

¢ Glycoaminoglycane sowie

e die Lipidrafts, das sind Cholesterin-reiche Mikrodoméinen in Zellmembranen, in denen
sich Cholesterin, Glycolipide und Sphingolipide anreichern (Thomas et al., 2004; Korade
2008). Diese Dominen erhielten ihren Namen, weil sie wie FloBe (Rafts) auf der

zweidimensionalen Fliissigkeit der Lipidmembran schwimmen.

PDGFR: Elwell et al. (2008) untersuchten, in wie weit PDGFR C. trachomatis als
Rezeptor dient. Sie konnten feststellen, dass PDGFR wihrend der Infektion phosphoryliert
war. Diese Phosphorylierung spielt eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung des
Rezeptors; wird dieser nicht phosphoryliert konnen nachgeschaltete Prozesse der
Signaltransduktion nicht vollstdndig ablaufen. Jedoch zeigten Elwell et al. (2008) auch, dass
eine Entfernung des Rezeptors von der Kultur (HeLa Zellen und C. trachomatis) zwar zu
einer verminderten Wirtszellassoziation fiihrte, aber die Internalisierung von C. trachomatis
in die Wirtszelle nicht vermindert wurde. Das ldsst darauf schlieBen, dass PDGFR zwar eine
entscheidende und wichtige Rolle bei der Adhédsion spielt, aber nicht alleine dafiir
verantwortlich ist. Es scheint ferner moglich, dass PDGF einen anderen Rezeptor aktiviert,
welcher dann die erfolgreiche Adhésion und Internalisierung vermittelt. Interessanterweise
zeigten Tomaska & Resnick (1993), dass Olsdure, Linolsdure, Linolensiure und
Arachidonséure die Tyrosinkinase Aktivitdt, Dimerisierung und Autophosphorylierung um ca.
80% hemmen. Ebenso zeigten Nitta et al. (1998), dass die Eicosapentaensdure die Bindung
von PDGF an PDGFR um rund 33% hemmt. Da die Bindung von PDGF an dessen Rezeptor,
die darauf folgende Tyrosinkinase Aktivitidt, Dimerisierung und Autophosphorylierung
essentiell fiir eine erfolgreiche Aktivierung des Rezeptors und auf die nachgeschalteten
Signalkaskaden sind, wird durch die genannten PUFA’s die Interaktion mit PDGFR
unterbunden. Nach der Phosphorylierung von PDGFR werden auch die Proteine WAVE2 und
Cortactin aktiviert, welche eine Aktinpolymerisierung des Zytoskeletts bedingen. Durch diese
Polymerisierung wird den Chlamydien die Internalisierung erleichtert, da sie durch diese

strukturellen Verdnderungen des Zytoskeletts besser adhidrieren konnen. Diese
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Polymerisierung wiirde aber ebenfalls vermindert werden, wenn die PUFA’s bereits die

Aktivierung von PDGFR unterdriicken.

MG6P/IGF II Rezeptor ist nachweislich an der Adhédsion und Internalisierung von C.
pneumoniae und C. trachomatis beteiligt. So konnten Puolakkainen et al. (2005) zeigen, dass
der multifunktionale Rezeptor M6P/IGF 1II, C. pneumoniae als Rezeptor dient. Durch
Inkubation von HMEC-Zellen mit C. pneumoniae und M6P konnte eine ca. 80%ige
Reduktion der Infektiositit und eine ca. 60%ige Verminderung der Adhésion und
Internalisierung beobachtet werden. Jedoch zeigte C. trachomatis unter Inkubation mit M6P
keine Effekte. Dafiir reagierte C. trachomatis mit Mannan, einem Liganden des
Mannoserezeptors. Das deutet auf eine Spezies-spezifische Nutzung der Rezeptoren hin. C.
pneumoniae nutzt den M6P/IGF II Rezeptor und C. trachomatis den Mannoserezeptor. Da
jedoch die Entfernung, sowohl des M6P/IGF II Rezeptor als auch des Mannoserezeptors, von
der Kultur, keine 100%ige Hemmung der Adhésion, Internalisierung noch Infektiositidt mit
sich brachte, ist es ebenso wie bei PDGFR moglich, dass noch andere Rezeptoren an der
Adhision und Internalisierung der Chlamydien an die Wirtszelle beteiligt sind. Trotzdem
kann davon ausgegangen werden, dass M6P/IGF II als Rezeptor agieren kann, da bereits
Brunetti et al. (1995) und Zhu et al. (1995) belegen konnten, dass das Varicella zoster Virus
und Herpes simplex Virus M6P/IGF 11 als Rezeptor fiir deren Internalisierung nutzen. Die
Verbindung von PUFA’s zu dem M6P/IGF 11 Rezeptor stellen Kun et al. (2008) sowie Cho et
al. (2003) her: Kun et al. (2008) zeigten, dass Eicosapentaensidure und Docosahexaensédure die
Expression des Rezeptors in Epithelzellen hemmen. Cho et al. (2003) zeigten Unterschiede in
der Interaktion von den CLA Isomeren, #10,c12 und ¢9,¢11: wéhrend das #10,c12 CLA Isomer
die Sekretion von IGF II in Kolonepithelzellen um rund 30% senkt, erhoht das ¢9,711 CLA
Isomer die Sekretion von IGF II sogar um rund 30%. Da anscheinend nur C. pneumoniae
M6P/IGF 1I als Rezeptor nutzt, kann die Wirkung der PUFA’s hier auch nur diese
Chlamydien-Spezies modulieren. Eicosapentaensdure, Docosahexaensidure und das 710,c12
CLA Isomer zeigen hemmende Wirkungen auf die Expression des Rezeptors, jedoch in
geringeren Umfang, als bei PDGFR. Dennoch wiirden die Interaktionen von C. trachomatis
mit der Wirtszelle iiber MO6P/IGF II deutlich gestort werden. Besonders kritisch ist dennoch
zu betrachten, dass das ¢9,#111 CLA Isomer die Expression von IGF II erhoht hat. Dadurch
konnte eine Supplementierung dieses CLA-Isomers, sogar in einer gesteigerten Interaktion,
von C. pneumoniae und dem M6P/IGF II Rezeptor, resultieren und statt des gewlinschten
Effekts der verminderten Adhision, Internalisierung und Infektiositdt, die Interaktion mit der

Wirtszelle noch forcieren.

Ostrogenrezeptor: auch dieser Sexualhormonrezeptor wird mit der chlamydialen

Wirtszellinteraktion in Verbindung gebracht. Der Ostrogenrezeptor ist intrazellulir lokalisiert,
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einer seiner Bestandteile ist Proteindisulfitisomerase (PDI; Landel et al., 1995). CHO
(Chinese Hamster Ovary) -Zellen, die gegen die Adhédsion von C. trachomatis, C.
pneumoniae und C. psittaci resistent sind, weisen einen Defekt im Prozessieren der Leader
Sequenz von PDI auf (Conant & Stephens 2001). Mittels ,,Knockdown* von PDI in HelLa
Zellen, konnten Abromaitis & Stephens (2009) eine bis zu 90%ige Reduktion der PDI
Expression feststellen. Das konnte darauf hinweisen, dass PDI ein Wirtszellrezeptor ist. Da
jedoch PDI kein integrales Membranprotein ist, scheint es eher moglich, dass PDI Bestandteil
eines Multiproteinkomplexes ist, welcher der eigentliche Rezeptor ist. Zumal PDI Bestandteil
des Ostrogenrezeptor-Komplexes ist und Chlamydien unter anderem in Geweben hoch
exprimiert sind (z.B. Genitaltrakt), in denen auch der Ostrogenrezeptor lokalisiert ist, scheint
eine Beteiligung des Ostrogenrezeptors an der Adhision und Internalisierung in die Wirtszelle
wahrscheinlich. Eine Interaktion von PUFA’s und dem Ostrogenrezeptor ist nur bedingt
gegeben. Levine (2002) konnte zeigen, dass 17B—Estradiol, ein Ligand des Ostrogenrezeptors,
die Arachidonsdure-Freisetzung in Leberzellen stimuliert. Jedoch war diese Stimulation, nicht
auf die Aktivierung des Ostrogenrezeptors durch 17B-Estradiol zuriickzufiihren, sondern auf
einen Membraneffekt: Fluvestrant, ein Ostrogenrezeptorantagonist, welcher die Bindung von
17p-Estradiol an den Ostrogenrezeptor verhindert, hatte keinen Effekt auf die
Arachidonsédure-Freisetzung. Eine weitere indirekte Interaktion von PUFA’s mit dem
Ostrogenrezeptor wird durch Wang et al. (2006) beschrieben. 17 p—Estradiol stimuliert PTPy
(Proteinphosphatase gamma), die an der Tumorgenese von Mammakarzinomen beteiligt zu
sein scheint. Da CLA in vivo als auch in vitro antikarzinogene Wirkungen zugesprochen
werden, untersuchten Wang et al. (2006), ob CLA die PTPy-Expression in Brustepithelzellen
reguliert. Sie konnten zeigen, dass die Expression von PTPy durch die CLA-Isomere, 9,711
und ¢10,c12, erhoht wurde, jedoch das ¢10,c12 CLA Isomere insgesamt aktiver war.
Besonders in Ostrogenrezeptor-positiven Zellen zeigte das £10,c12 CLA-Isomere eine stirkere
Regulation von PTPy. Da die Interaktionen von Chlamydien mit dem Ostrogenrezeptor, sowie
die Interaktionen von PUFA’s und dem Ostrogenrezeptor nicht eindeutig belegt sind, ist es
derzeit nur eine Vermutung, dass PUFA’s, hier im speziellen CLA, die Interaktionen der
Chlamydien mit der Wirtszelle via den Ostrogenrezeptor beeinflussen kénnen und die

Adhision und Internalisierung vermindern.

Glycosaminoglycane: Aus dieser Familie von linear aus sich wiederholenden
Disacchariden aufgebauten, sauren Polysacchariden spielen besonders Heparin und
Heparansulfat eine wichtige Rolle bei der Adhésion von C. trachomatis, C. pneumoniae und
C. psittaci. In Anwesenheit der oben genannten Glycosaminoglycane konnte die Adhdsion der
Chlamydien um rund 90% vermindert werden (Zhang & Stephens, 1992; Gutierrez-Martin et
al., 1997; Wuppermann et al., 2001). Da hier, ebenso wie bei PDGFR und dem M6P/IGF 11
Rezeptor, keine 100%ige Inhibierung der Adhdsion erreicht werden konnte, ist es
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wahrscheinlich, dass Chlamydien mehrere Adhdsionspfade nutzen, um in die Wirtszelle
einzudringen. Dies erscheint auch biologisch sinnvoll, da sonst z.B. bei Wegfall einer
Interaktionsmoglichkeit mit der Wirtszelle keine Adhdsion mehr moglich wire und es zu
keiner Interaktion der Chlamydien mit der Wirtszelle kommen wiirde. Auch wenn die
Interaktion der Chlamydien mit der Wirtszelle iiber Glycosaminoglycane belegt ist, wurde

bislang keine Verbindung von Glycosaminoglycanen zu PUFA’s hergestellt.

Lipid Rafts: diese besonderen Strukturen der Wirtszellmembran sind am ,,Sortieren* und
Transport ~ von  Membranen  zwischen  Zellkompartimenten, sowie  vielen
Signaltransduktionsprozessen beteiligt (Doenecke et al. 2005). Stuart et al. (2003) zeigten,
dass C. trachomatis, C. pneumoniae und C. psittaci Lipid Rafts fiir die Adhdsion und
Internalisierung nutzen. Allerdings zeigte sich, dass nicht alle getesteten Serovare der
Chlamydien Lipid Rafts nutzen. So hatten Filipin und Nystatin, welche die Funktionen von
Lipid Rafts stéren indem sie die Permeabilitit der Zellmembran erhohen, keinen Effekt auf
die C. trachomatis Serovare A, B, C, MoPn und LGV. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Lipid Raft-vermittelte Internalisierung nicht auf eine Chlamydien-Spezies limitiert ist, es aber
trotzdem Serovar-spezifische Unterschiede in der Nutzung der Lipid Rafts gibt. Stillwell &
Wassall (2003) zeigten, dass Docosahexaenséure die Eigenschaften der Lipid Rafts veréndert,
indem sie die Fluiditét, das Phasenverhalten sowie die lonenpermeabilitdt moduliert. Chapkin
et al. (2008) stiitzen diese Beobachtungen, indem sie =zeigen konnten, dass
Docosahexaensdure das Cluster der Membranproteine verdndert habes. Durch die geringe
Bindungsstirke der Docosahexaensdure gegeniiber Cholesterin in den Lipid Rafts, kam es zur
verminderten Grofle und Stabilitdt der Lipid Rafts. Ferner konnte Yaqoob (2009) die
Verdriangung der Signalproteine in den Lipid Rafts durch Docosahexaensdure mit in der Folge
unzureichender Signaltransduktion belegen. Durch die eingeschrinkte Signaltransduktion
konnen keine Signale an die Wirtszellrezeptoren weitergeleitet werden, welche dann die
Adhidsion und Internalisierung vermitteln. Daher scheint es moglich, dass durch die
Docosahexaensdure induzierte, strukturelle Verdnderung der Lipid Rafts, die Interaktion der
Chlamydien mit der Wirtszelle gestort wird. Durch die Verdriangung der Signalproteine
konnen die Rezeptoren, die in den Lipid Rafts lokalisiert sind, z.B. PDGFR, die Adhésion und

Internalisierung von Chlamydien nur mehr unzureichend vermitteln.

Die Interaktion von PUFA und Zellen ist in Hinblick auf die Chlamydieninfektion nicht nur
iiber die 0.g. Komponenten relevant, sondern auch iiber die generelle Aktivierung des Epithels
zur Abwehr: So reduziert Docosahexaensdure die Expression von Adhésionsmolekiilen und
Interleukinen, welche fiir die Aktivierung des Endothels benétigt werden (De Caterina et al.
2000). Durch die Aktivierung des Endothels kénnen Leukozyten an diese Zellen binden, um

dann in das Zielgewebe zu emigrieren und darauthin Abwehr— und Reparaturprozesse bei
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Entziindungsreaktionen zu unterstiitzen (Prichard et al., 1995). Per se wire die Interaktion
zwischen Docosahexaensdure und dem Endothel eher negativ zu bewerten, da Leukozyten,
wie bereits erwédhnt, fiir Abwehr- und Reparaturprozesse bendtigt werden. In Versuchen der
Dissertation von Hippenstiel (2003) wurden Effekte von C. pneumoniae auf die Interaktion
mit Endothelzellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass C. pneumoniae die
Oberfliachenexpression endothelialer Adhdsionsmolekiile induzierte, was in vifro in einer
hocheffizienten Rekrutierung von Leukozyten resultierte. ,,Ob diese Aktivierung auch in vivo
nachweisbar ist und ob sie nur in der ersten, akuten Phase besteht, oder aber persistiert™
bedarf aber noch weiterer Klarung (Hippenstihl, 2003). Zusammengenommen weist das
darauf hin, dass C. pneumoniae die Fahigkeit besitzt, durch vermehrte Expression von
Adhisionsmolekiilen, die Interaktion von Entziindungszellen mit dem Endothel zu verstarken.
Bedingt durch die verminderte Expression der Adhédsionsmolekiile und Interleukine durch die
Docosahexaensédure, wiirde die Supplementierung dieser Fettsdure bei einer Infektion mit C.
pneumoniae die starke Expression der Adhidsionsmolekiille hemmen und in einem
verminderten Entziindungsgeschehen resultieren.

Daneben bestehen Hinweise auf die modulierenden Wirkungen von PUFA, die diese auf die
Proliferation und Apoptose (programmierter Zelltod) von Epithelzellen haben, und die
wiederum relevant flir die Infektionsprozesse von Chlamydien sind. Die moglichen
Interaktionen von Chlamydien mit der Wirtszelle sind unter Beriicksichtigung der Wirkung

von mehrfach ungesittigten Fettsduren in Abbildung 15 zusammengefasst.

Zwar sind die dargestellten Interaktionen in der Literatur nicht durch direkte Nachweise
belegt, sondern basieren primédr auf schlussfolgernden Interpretationen der gefunden
Zusammenhdnge zwischen den an der Infektion beteiligten Faktoren und deren Modulation
durch PUFA. Dennoch deuten viele Faktoren darauf hin, dass PUFA, besonders die
Eicosapentaensdure, Docosahexaensdure und CLA, Wirkmechanismen besitzen, die zu einer
deutlichen Verminderung der Adhésion und Internalisierung der Chlamydien fiihren. Die
dargestellten Wirkungen von PUFA auf eine Infektion mit Chlamydien, sind demnach nicht
Chlamydien-spezifisch. PUFA konnen ebenso die Infektion durch andere Mikroorganismen
reduzieren, die dhnliche Interaktionen mit den Wirtszellen haben wie Chlamydien. Zur
Wirkung von Docosahexaensdure kann aus der vorliegenden Studie nicht geschlossen werden,
allerdings konnten entsprechende in der Literatur beschriebene Wirkungsweisen einen noch
zu priifenden Hinweis auf den hier gesehenen Arachidonsdureeffekt geben, da diese endogen

auf dhnliche Weise wie Eicosapentaensidure und Docosahexensdure verstoffwechselt wird.

In unseren Untersuchungen wurde gezielt der Effekt verschiedener PUFA auf die
Infektionsanfilligkeit von verschiedenen Epithelzelllinien gegeniiber verschiedenen

Chlamydienspezies untersucht. Die Infektionsmodelle waren anhand umfangreicher
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Validierungsarbeiten soweit optimiert, dass belastbare Aussagen iiber einen moglichen
Infektionsschutz der Zellen durch diese PUFA getroffen werden konnten.

Von den hier untersuchten acht Fettsduren zeigten zwei deutliche Effekte im Sinne einer
Infektionsreduktion; alle anderen gepriiften Fettsduren verénderten die Infektionsraten nicht.
Fiir Arachidonsdure wurden bei einer Dosierung von 100 pM in allen drei der untersuchten
Epithelzelllinien Verminderungen der Infektionsraten zwischen 26 und 42% gefunden. Fiir

das ¢9,t11-CLA Isomer waren Werte zwischen -20 bis -30% zu verzeichnen.
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Abbildung 15: Zusammenfassende Darstellung der Interaktionen von Chlamydien mit der
Wirtszelle unter Beriicksichtigung der Wirkung von mehrfach ungesittigten
Fettsauren.
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Fiir beide Fettsduren war der Effekt jeweils am groften, wenn sowohl die Chlamydien als
auch die Zelllinien mit der jeweiligen Fettsdure vorinkubiert wurden und auch die darauf
folgenden Infektionsphase in Anwesenheit der Fettsdure erfolgte. Unter natiirlichen
Verhéltnissen liegen im Blut und in Geweben diese Fettsduren nicht einzeln, sondern in
komplexen Mischungen vor, wobei das Verhiltnis der einzelnen Fettsduren untereinander in
Abhéngigkeit der mit der Nahrung zugefiihrten Mengen, dem Metabolismus und der Tierart
schwanken. Eine selektive Erh6hung der Arachidonsdurewerte iiber die Nahrung ist wenig
realistisch, jedoch ist generell von giinstigen Effekten einer Linolsdure-reichen Nahrung in
Kombination mit der Vermeidung von klassischen Risikofaktoren wie z.B. Alkohol
(Nakamura et al., 1992) auszugehen. Die Situation beim Wiederkéuer diirfte sich hinsichtlich
der in der Zirkulation ankommenden PUFA aufgrund der mikrobiellen Desaturase im Pansen
quantitativ.  etwas  unterscheiden, jedoch gelten  grundsitzlich die gleichen
Funktionszusammenhinge wie beim Monogaster. Die Wirkung des ¢9,t111-CLA -Isomers
diirfte wiederum unter natiirlichen Bedingungen gerade beim Wiederkduer vorteilhaft sein,
weil aufgrund der mikrobiellen Synthese dieses Isomers im Pansen sowie der ebenfalls dort
gebildeten Vorstufe diesen Spezies intermedidr hohere Mengen zur Verfiigung stehen. In der
Humanerndhrung ist die Zufuhr dieses Isomers iiber Milch und Fleisch von Wiederkéduern, die
iber das Futter gut mit den nodtigen Vorstufen (gute Weide, linolsdurereiche Futterpflanzen)
versorgt waren, eine entsprechende Aufnahme gewihrleistet. Nicht uneingeschrankt positiv
sind die CLA-Wirkungen in Hinblick auf die Chlamydien-Infektiositdt zu sehen, wenn
Kombinationen von ¢9,¢11-CLA mit ¢10,c12-CLA vorliegen; dies entspricht der Situation bei
Supplementierung mit synthetischen CLA.

6 Schlussfolgerungen

Insgesamt lassen sich aus den Zellkulturversuchen zwar infektionsreduzierende Eigenschaften
einzelner PUFA (Arachidonsdure, ¢9,/11-CLA) ableiten, jedoch sind die Effekte
erwartungsgemaf nicht im Sinne eines hundertprozentigen Infektionsschutzes zu werten. Die
Beobachtung, wonach Kombinationen der beiden wichtigsten CLA, ¢9,/11-CLA und ¢10,c12-
CLA, im Gegensatz dazu offenbar auch eher die Chlamydieninfektiositidt begiinstigende
Effekte zeigten, ist derzeit nur als Hinweis auf potentiell adverse Wirkungen im Sinne der
zelluliren Empfinglichkeit gegeniiber Chlamydieninfektionen zu werten. Eine Ubertragung
der in vitro erzielten Ergebnisse auf die in vivo Situation ist umfanglich nicht moglich, auch
weil das Immunsystem in der in vitro Betrachtung naturgemill unberiicksichtigt bleibt. In
Hinblick auf den Arachidonsdurebedarf von Milchkiihen gilt, dass die Versorgung zu etwa
gleichen Teilen einerseits aus der Versorgung mit Linolsdure {iber das Futter und zum anderen

aus der de novo-Synthese aus Acetat und B-Hydroxybutyrat iiber Fettsduresynthetasen erfolgt
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(Holman, 1978; Burr et al., 1989). Eine gezielte Steigerung der Aufnahme von Linolsiure ist
tiber entsprechend Linolsdure-reiche Futtermittel oder auch die gezielte Supplementierung
von Linolsdure-reichen Fetten (z.B. Calcium-Salze von Distelol) erreichbar. Derartige
Futtermittel bzw. Supplemente wirken auch steigernd auf die Bildung von ¢9,¢11-CLA, wobei
aber nicht nur dieses sondern auch das #10,c12-CLA Isomere gebildet wird, sodass in Fetten
von Wiederkdueren (Korper- und Milchfett) das ¢9,/11-CLA Isomere etwa 90% der dort
enthaltenen CLA ausmacht (Mc Guire et al., 1999; Parodi et al., 2003) und die iibrigen 10%
auf Minorisomeren entfallen, wobei 710,c12-CLA nur in Spuren nachweisbar ist. Das hier
verwendete 80:20-Verhéltnis entspricht anndhernd der (organspezifischen) Verteilung in vivo
nach Gabe eines 50:50-CLA-Mischpréparates (Jaudszus Dissertation 2008). Damit ist also
auch unter natiirlichen Gegebenheiten eine Kombination der CLA-Isomere dhnlich der in den
Zellkultur-Versuchen gepriiften Verhéltnissen gegeben. Daraus aber auf eine generell die
Gefahr einer Chlamydieninfektion erhéhende Wirkung zu schlielen, erscheint extrem
unrealistisch. Um hier weiterfiihrende Erkenntnisse zu gewinnen, miissten auch andere
Kombinationen der einzelnen Fettsduren getestet werden. Insgesamt ist eine
Praxisempfehlung zur Fiitterung bzw. Supplementierung mit PUFA zur unterstiitzenden
Privention und Therapie von Chlamydieninfektionen nicht mdglich. Es bleiben die
gesicherten Zusammenhidnge mit Management- und Hygienemafnahmen, um die aus der

Infektion resultierenden Gesundheitsstorungen und Leistungseinbuflen zu mildern.
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9 Kurzfassung

Ziel des vorliegenden Forschungsvorhabens war eine potentiell Chlamydien-infektions-
mindernde Wirkung von mehrfach ungesittigten Fettsduren an zwei humanen und einer
bovinen Epithelzelllinie zu untersuchen. Die Zellkultur bietet eine erste Moglichkeit
derartigen Wirkungen, fiir die aus der Literatur indirekte Hinweise bestandenen, ndher nach
zu gehen, ohne dabei schon Tier- und Infektionsversuche durchfiihren zu miissen. Am
lebenden Tier, d.h. mit Kiihen oder zumindest Rindern, wire ein derartiger Testversuch allein
aus Kostengriinden, aber auch wegen des gezielten Umgangs mit dem Pathogen nicht
vertretbar. Der Versuchsplan beinhaltete ein Screening von acht verschiedenen Fettsduren (o-
Linolensdure (C18:3n-3), y-Linolensdure (C18:3n-6), Linolsdure (C18:2n-6), ¢9,¢/11-CLA,
110,c12-CLA, Olsidure (C18:1n-9), Arachidonsiure (C20:4n-6) und Eicosapentaensiure
(C20:5n-3) in zwei verschiedenen Dosierungen (33 und 100 pM) mit drei verschiedenen
Chlamydienstimmen (C. trachomatis DCI10, C. pneumoniae DC40, Cp. psittaci DC15) an
zwei verschiedenen humanen Zelllinien [Hela (Zervixepithel) und A549 (Lungenepithel)] und
einer bovinen Zelllinie (EBL; Lungenepithel). Hinsichtlich der getesteten Chlamydienstimme
wurde der Schwerpunkt auf C. psittiaci gelegt, weil dies aus der geplanten Auswahl der
einzige Stamm mit Relevanz fiir Milchviehbesténde ist. Zudem wurden die beiden o.g. CLA-
Isomere auch in Kombination (zwei unterschiedlichen Mischanteile: ¢9,t11-CLA:¢10,c12-
CLA = 1:1 und 8: 2) gepriift. Die Versuchsbedingungen waren hinsichtlich Einsaatdichte der
Zellen, und Chlamydieninfektionsdosis vorab optimiert worden. Zudem wurde nachgewiesen,
dass die einzelnen Fettsduren auf die Zellen nicht toxisch wirken und dass die einzelnen
Fettsduren auch in die Zellen aufgenommen werden. Die Infektionsraten aus den einzelnen
Versuchsansédtzen wurden durchflusszytometrisch und/oder iiber Fluoreszenzmikroskopie
quantifiziert.

Aus den gepriiften acht Fettsduren zeigten zwei eine Wirkung auf die Infektionsraten:
Arachidonsédure (100 uM) fiihrte in allen drei untersuchten Zelllinien zu einer Reduktion der
Infektionsraten (zwischen 26 und 42% weniger infizierte Zellen). Mit ¢9,111-CLA (33 uM)
war ebenfalls die Infektionsrate vermindert (zwischen 20 und 30%). Auch wenn jeweils nur
die Zellen oder nur die Chlamydien mit den Fettsduren vorinkubiert wurden, zeigten sich
diese Effekte, waren aber jeweils dann am stérksten, wenn sowohl die Vorinkubation als auch
die Infektionsphase in Gegenwart der Fettsdure liefen. Fiir die Kombinationen der beiden

hauptsidchlich vorkommenden CLA-Isomere deutete sich hingegen an, dass diese zu einer
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Steigerung der Infektionsrate fiihren; auch dieser Effekt war in allen drei Zelllinien zu
beobachten.

Die hier aufgebaute Zellkulturmodell erwies sich insgesamt als geeignet, die Wirkung
einzelner Fettsduren sowie, wie im Fall von CLA, Kombinationen vor Fettsduren hinsichtlich
ihrer antichlamydialen Wirkung zu testen. Die Ergebnisse zwischen den einzelnen Zelllinien
sowie den verwendeten Chlamydienstimmen stimmten gut {iberein, sodass fiir weitere
Fragestellungen auf ein einfacheres Modell, bestehend aus nur einer Zelllinien x Chlamydien-
Kombination, zuriickgegriffen werden konnte.

Fiir die Praxis lassen sich aus den Befunden erwartungsgemill noch keine Empfehlungen
ableiten, insgesamt bleiben damit die Moglichkeiten der Kontrolle von
Chlamydieninfektionen zunédchst beschrankt und sind im Wesentlichen in Hygiene-
mafBnahmen in den Bereichen Haltung und Management im Sinne der Prévention und

Ubertragungsminimierung zu sehen.
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