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ZUSAMMENFASSUNG

Chlamydien sind Gram-negative, obligat intrazelluldare Bakterien, die sich in einem
einzigartigen, biphasischen Lebenszyklus vermehren. Unter den Chlamydien gibt es sowohl
Tier-pathogene Arten, wie C. psittaci als Verursacher der Psittakose bei Vdgeln (und auch
beim Menschen), als auch Human-pathogene Arten, u. a. C. pneumoniae und C.
trachomatis. Infektionen mit C. pneumoniae fuhren zu respiratorischen Erkrankungen wie
Pneumonien und Bronchitis. Dariber hinaus werden auch chronische Erkrankungen, wie
Atherosklerose, Asthma und Alzheimer-Demenz mit diesem Pathogen in Verbindung
gebracht. Der kausale Zusammenhang zwischen diesen Erkrankungen und der C.
pneumoniae Infektion ist jedoch noch ungeklart. C. trachomatis ist ein weltweit verbreiteter
Erreger von sexuell Ubertragbaren Erkrankungen. Neben Infektionen des Urogenital-Trakts,
die zur Infertilitat fihren konnen, gilt C. trachomatis auch als Hauptverursacher von
vermeidbarer Blindheit, dem Trachom. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der
Identifizierung von chlamydialen Proteinen, die im initialen Prozess der Infektion als Adhasin
oder/und Invasin eine Rolle spielen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Adhasion des Oberflachen-lokalisierten C. pneumoniae
Polymorphen Membranproteins (Pmp) 21 mit Hilfe des Hefe-
Oberflachenexpressionssystems an humane Zellen untersucht. Pmp21 ist das zweitlangste
Protein der Pmp-Familie, die insgesamt 21 Polymorphe Membranproteine enthalt. Aufgrund
von bioinformatorischen Analysen stellen die Pmps putative Autotransporter dar, die aus
einer Signalsequenz, einer Passagierdomane (N-Terminus) und dem C-terminalen (3-barrel
bestehen. Mit Hilfe des Hefe-Oberflachenexpressionssystems konnte flr die gesamte
Passagierdomane von Pmp21 eine signifikante Adhdsion an Humanzellen gezeigt werden.
Diese Ergebnisse konnten mit rekombinant hergestellten, affinitdtschromatographisch
aufgereinigten Proteinen bestatigt werden.

Die folgenden Domanen- und Mutationsanalysen zeigten, dass die fir die Pmps
charakteristischen Motive GGAI (I, L, V) und FxxN fir den chlamydialen Adhasionsprozess
essentiell sind.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass das Pmp21 Protein im Infektionsprozess von
C. pneumoniae die Adhasion der Chlamydien an die Humanzelle vermittelt. Die Inhibierung
der Pmp21-Funktion durch die Vorbehandlung der chlamydialen Elementarkérperchen mit
einem Pmp21-spezifischen Antikorper oder durch die Vorinkubation der Humanzellen mit
dem rekombinanten Pmp21 Protein reduzierte signifikant die Infektivitat der Chlamydien.

Weitere Analysen zeigten, dass die Vorinkubation der Humanzellen mit rekombinantem

10
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Pmp21 Protein die Adhasion der Chlamydien an die Humanzelle inhibiert, wodurch die
reduzierte Infektionsrate resultiert.

Im letzten Abschnitt der Arbeit wurde die Funktion von Pmp21 bei der Internalisierung der
Bakterien in die Wirtszelle untersucht. Mit Pmp21-beschichtete Latexkiigelchen wurden
signifikant von der Humanzelle aufgenommen. Dieses Ergebnis suggeriert, dass Pmp21 im
Internalisierungsprozess eine wichtige Rolle spielt. In Folgeexperimenten konnte eine Rolle
fur die repetitiven Motive im Internalisierungsprozess identifiziert werden.

Die vorliegenden Daten belegen, dass das Pmp21 Protein als chlamydiales Adhasin fur die
Bindung der Bakterien an die eukaryotische Wirtszelle und ihrer Internalisierung wichtig ist

und somit einen chlamydialen Virulenzfaktor darstellt.

11
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SUMMARY

Chlamydiaceae are obligate intracellular Gram-negative bacteria, exhibiting a unique
biphasic developmental cycle. They cause a variety of diseases ranging from asymptomatic
to serious diseases in humans and animals. For example C. psittaci is responsible for
psittacosis in birds or cats. C. trachomatis is worldwide the major cause of preventable
blindness and sexually transmitted disease. C. pneumoniae is responsible for acute and
chronic respiratory diseases and is widely considered to be a cause of atherosclerosis,
asthma and Alzheimer’s disease. However the causal correlation between these diseases
and the C. pneumoniae infection is still open. This work deals with the identification of
chlamydial proteins that play a role as adhesin and / or invasin in the initial process of
infection.

The adhesion properties of the surface localized polymorphic membrane protein (Pmp) 21 to
human cells were examined using the yeast display system. Pmp21 is the second longest
member of the Pmp family, consisting of 21 polymorphic membrane proteins.
Bioinformatically, the Pmps were predicted as autotransporters, containing a signal
sequence, a passenger domain (N-terminus) and the C-terminal B-barrel. By using the yeast
display system the whole passenger domain of Pmp21 showed significant adhesion to
human cells. We could confirm these results with recombinant, affinity chromatographic
purified protein.

Furthermore domain- and mutational analyses indentified the characteristic, repetitive motifs
GGA (I, L, V) and FxxN to be essential for the adhesion process.

Next it was demonstrated that Pmp mediates the adhesion itself of the chlamydiae to the
eukaryotic cell in the infection process. Although functional inhibition of the Pmp21 protein by
preincubation of elementary bodies with a Pmp21-specific antibody or the preincubation of
human cells with the recombinant Pmp21 protein led to significant decrease in infectivity.
Further analyses showed, that the preincubation of human cells with recombinant Pmp21
protein inhibits the adhesion of chlamydiae to human cells, resulting in a decreased infection
rate.

Moreover the function of Pmp21 in the internalization of bacteria into the host cell was
examined. Latex beads coated with recombinant Pmp21 were significant uptaken by human
cells. This suggests that Pmp21 plays a crucial role in the internalization process.
Furthermore we identified the role of the repetitive motifs within the internalization process.
These results demonstrate that Pmp21 is a chlamydial adhesin, important for binding of the
bacteria to the eukaryotic host cell and crucial for their internalization. This assumes that

Pmp21 depicts a chlamydial virulence factor.

12
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1 EINLEITUNG

1.1 Taxonomische Einteilung

Die obligat intrazellularen Chlamydien zahlen zu den Gram-negativen Bakterien. Durch das
Fehlen der Peptidoglykanschicht sowie den Besitz eines einzigartigen, biphasischen
Lebenszyklus erfolgte ihre Einteilung in eine eigene Ordnung, den Chlamydiales. Diese
Ordnung besteht aus nur einer Familie, den Chlamydiaceae. Deren bis dato einzige Gattung
Chlamydia wurde 1999 aufgrund von weitergehenden rRNA-Analysen um eine Gattung
erweitert, den Chlamydophila (Everett, Bush et al. 1999). Zu den Chlamydia zahlen 3 Arten:
C. trachomatis, C. suis und C. muridarum. Die Gattung Chlamydophila umfasst 6 Arten,
darunter Chlamydophila pneumoniae und Chlamydophila psittaci (Abbildung 1). Zudem
werden heute aufgrund von phylogenetischen Analysen drei weitere Familien den
Chlamydiaceen zur Seite gestellt, die Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simkaniaceae
(Everett, Bush et al. 1999),(Horn, Fritsche et al. 1999),(Schachter 2001). Da die neue
Einteilung noch umstritten ist, wird im Rahmen dieser Arbeit die alte Taxonomie fur

Chlamydia pneumoniae verwendet.

Familie Gattung Art Typischer Wirt
Chlamydiaceae Chlamydophila — C. abortus Sciugetiere
l—— C. psitacci Vigel | S
C. felis Katzen C.psitacci
C. caviae Guinea-Schwein J
@ —— C. pecorum Tier C.pecorum
5 l— C. pneumoniae  Mensch C. pneumoniae
"é _ —— C. trachomatis ~ Mensch 1
S Chlamydia C. suis Schwein = C. trachomatis
5 —— C. muridarum Maus, Hamster .
Parachlamydiaceage geoché?mvo;? N. hartmaneliae
Waddii ardeliigiydia P. acanthamoebae
.a ,-a_ceae W. chondrophila
Simkaniaceae S. negevensis
Neue Taxonomie Alte Taxonomie

Abbildung 1: Die alternativen Taxonomien der Chlamydiales
Schematische Darstellung der Verwandtschaftsverhaltnisse unter den Chlamydien mit Angabe der typischen
Wirtsorganismen. Diagramm (modifiziert nach Bush and Everett 2001).
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1.2 Medizinische Bedeutung von Chlamydien

Chlamydien sind weltweit verbreitet und kommen sowohl als humanpathogene wie auch als
tierpathogene Erreger vor. Als humanpathogene Erreger sind vor allem Chlamydia
trachomatis und Chlamydia pneumoniae bekannt. Auch C. psittaci kann als
humanpathogener Erreger in Erscheinung treten, wobei diese Art vorrangig Vdégel und
andere Saugetiere infiziert (Peeling and Brunham 1996),(Hadley, Carrington et al. 1992). C.
abortus und C. pecorum zahlen neben C. psittaci zu den wichtigsten tierpathogenen
Erregern. Sie verursachen neben Pneumonien auch Fehlgeburten und Unfruchtbarkeit bei
Rindern und Schafen, was sich jedes Jahr in einem erheblichen wirtschaftlichen Schaden
widerspiegelt (Kaltenboeck, Kousoulas et al. 1993), (Aitken, 2000).

1.2.1 Chlamydia pneumoniae

C. pneumoniae wurde erst 1989 als eigenstandige Art klassifiziert (Grayston 1989). Es ist ein
wichtiges humanpathogenes Bakterium, das zu akuten und chronischen Infektionen des
respiratorischen Trakts fuhrt. Dabei sind die oberen und unteren Atemwege betroffen, was
sich in den verschiedenen Krankheitsbildern Pharyngitis, Sinusitis, Bronchitis und
Pneumonien aulert (Grayston 1993),(Kuo, Grayston et al. 1995). Allein 6-10% aller
Pneumonien und 5% aller Bronchitiden beruhen auf Infektionen mit C. pneumoniae.
Seroepidemiologischen Studien zufolge kommt es mit zunehmendem Lebensalter zu einer
verstarkten Durchseuchung bei 50% aller 20-jahrigen und bei bis zu 75% alterer Menschen
(Kuo, Grayston et al. 1995), (Wang and Grayston 1990). Mit einer Antikérperpravalenz von
70-80% ist es somit naheliegend, dass praktisch jeder Mensch im Laufe seines Lebens
(vielleicht sogar mehrfach) eine chlamydiale Infektion durchlaufen hat, wobei der Grolteil
asymptomatisch verlaufen ist (Hahn 2002), (Kleemola, Saikku et al. 1988). C. pneumoniae
wird seit seiner Entdeckung mit verschiedenen weiteren Krankheiten in Verbindung gebracht.
Neben den genannten Atemwegsinfektionen wurden auch andere Manifestationen der
akuten C. pneumoniae Infektion beschrieben, darunter Falle von Endokarditis, Myokarditis,
Meningitis, Enzephalitis und dem Guillain-Barré-Syndrom (Norton, Schepetiuk et al. 1995),
(Wesslen, Pahlson et al. 1992), (Sundelof, Gnarpe et al. 1993), (Fryden, Kihlstrom et al.
1989), (Boschin-Crinquette, Kreisler et al. 2005), (Haidl, Ivarsson et al. 1992). Vor allem in
den letzten Jahren hat C. pneumoniae an Bedeutung gewonnen, da zunehmend auch
chronische Erkrankungen mit diesem Pathogen in Verbindung gebracht werden. So wurde
das Pathogen in atheromatésen Plaques und GefalRen gefunden und konnte aus diesen
isoliert und kultiviert werden (Shor, Kuo et al. 1992), (Maass and Gieffers 1997), (Petersen,
Boman et al. 1998). Neben Atherosklerose werden auch Asthma, Alzheimer-Demenz oder
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Multiple Sklerose mit C. pneumoniae Infektionen in Verbindung gebracht (Balin, Gerard et al.
1998), (Sriram, Stratton et al. 1999), (Layh-Schmitt, Bend| et al. 2000). Ungeklart blieb bisher
jedoch die Frage, ob die Gegenwart von C. pneumoniae ursachlich fur die Entstehung dieser
Krankheiten ist, oder ob es sich hier, eventuell zusammen mit anderen Erregern, um eine
sekundare Besiedlung des veranderten Gewebes handelt. Der kausale Zusammenhang
zwischen dem Nachweis von C. pneumoniae im geschadigten Gewebe und diesen

Erkrankungen konnte bisher noch nicht zweifelsfrei belegt werden.

1.2.2 Chlamydia trachomatis

C. trachomatis ist ein weltweit verbreiteter wichtiger Krankheitserreger. Hierbei unterscheidet
man zwei fur den Menschen bedeutsame Biovare, die sich in weitere Serovarianten
unterteilen lassen: Trachoma und Lymphogranuloma venerum (LGV). Gemeinsam sind sie
fur jahrlich 90 Millionen neuer Falle sexuell Ubertragener Infektionen und 400-600 Millionen
Falle von Trachoma weltweit verantwortlich (Schachter 1999). Damit ist C. frachomatis der
haufigste Erreger sexuell Ubertragener Krankheiten und Hauptverursacher von vermeidbarer
Blindheit (Whitcher, Srinivasan et al. 2001), (Peeling and Brunham 1996). Die Serovare D-K
verursachen die Urogenitaltraktinfektionen Urethritis, Cervicitis, Salpingitis und Endometritis
(Taraktchoglou, Pacey et al. 2001). Auferdem flhren Infektionen der Eileiter zur
Unfruchtbarkeit von Frauen (Brunham, Zhang et al. 2000), (Igietseme, Black et al. 2002). Die
LGV-Serovare L1-L3 verursachen systemische Infektionen und kénnen somit nicht nur
Epithelgewebe infizieren, sondern auch in Lymphknoten eindringen (Schachter and Caldwell
1980), (Raulston 1995). Die Trachom-Serovarianten A-C sind fir die Ausbildung von
Trachomen, die follikularen Bindehautentzindungen, welche bei Nicht-Behandlung
Erblindung zur Folge haben, verantwortlich. Fiur das Jahr 1999 konnte die WHO (Welt-
Gesundheits-Organisation) 340 Millionen Infizierte weltweit ermitteln, wobei 146 Millionen
Trachome aufwiesen, von denen ein Grofteil die Entwicklungslander betrifft (WHO,
1999),(Schachter 1988).

1.3 Bakterielle Invasionsmechanismen

Immer auf den eigenen Vorteil bedacht, haben pathogene Bakterien Strategien entwickelt
um in die Wirtszelle einzudringen. Durch die Invasion kénnen sie ihr Uberleben sichern, die
Immunabwehr des Wirts umgehen, sich replizieren und das Wirtszellangebot von Energie
und Nahrstoffen ausnutzen. Bei der Invasion kdnnen sie mehrere Zellschichten durchdringen

und so auch tief gelegene Wirtsgewebe und Organe infizieren und schliel3lich schadigen.
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Aufgrund ihrer Eigenschaften konnen sie in zwei Kategorien eingeteilt werden. Die obligat
intrazelluldren Bakterien sind von der Wirtszellmaschinerie abhangig und kénnen daher nicht
extrazelluldr Uberleben. Hierzu zdhlen die Chlamydien, Rickettsien und Mycobacterium
leprae. Die zweite Gruppe bilden die fakultativ intrazellularen Bakterien, welche sowohl
intrazellular als auch extrazellular Uberleben kénnen; hierzu zahlen Legionellen, Listerien,
Salmonellen, Shigellen, Yersinien und verschiedene E.coli Stamme. Bei den fakultativ
intrazellularen Bakterien wird zudem zwischen professionell- und nicht-professionell-
fakultativen Bakterien unterschieden, wobei letztere eine niedrigere Invasionseffizienz
aufweisen.

Alle invasiven Bakterien synthetisieren Adhasions- (Adhasine) und Invasionsproteine
(Invasine) auf ihrer Oberflache, durch die sie in die Wirtszelle eindringen. Dabei initiiert die
Bindung des Invasins an einen Wirtszell-Rezeptor eine Signaltransduktionskaskade, die zur
Endozytose der Bakterien fiihrt. Die dafir bendétigte lokale Umstrukturierung des Aktin-
Zytoskeletts der Wirtszelle ermdglicht die Internalisierung der Bakterien in einem Phagosom
(Boyle and Finlay 2003). Die Internalisierung kann durch zwei Mechanismen erfolgen, dem
Zipper-Mechanismus und dem Trigger-Mechanismus (Cossart and Sansonetti 2004).

Der Zipper-Mechanismus (Reildverschluss-Mechanismus) wird durch engen Pathogen-
Wirtskontakt ausgeldst. Die Bakterienzelle bindet mit oberflachenlokalisierten Adhasinen/
Invasionsproteinen an die Rezeptoren der Wirtszelle, die mit fokaler Aktin-Filament
Reorganisation reagiert. Die Wirtszellmembran stllpt sich unter gleichzeitigen, weiteren
Invasin-Rezeptor-Interaktionen um die Bakterienzelle, und die gleichzeitig induzierten
Zytoskelettreaktionen flihren zur vollstdndigen Aufnahme des Bakteriums in einem
sogenannten Phagosom. Auf diese Weise werden viele Pathogene, unter anderem Spezies
von Toxoplasmen, Mycobakterium, Staphylokokken oder Leishmania, aufgenommen (Suss-
Toby, Zimmerberg et al. 1996), (Lodge and Descoteaux 2005), (Agerer, Lux et al. 2005),
(Amer and Swanson 2002).

Shigellen und Salmonellen nutzen den Trigger-Mechanismus (Auslése-Mechanismus).
Hierbei bindet die Bakterienzelle mit einem Adhasin an die Wirtszelle und injiziert mit einer
Mikroinjektionsstruktur (Typ Il Sekretionssystem) Invasionsproteine direkt ins Zytoplasma
der Wirtszelle (Cossart and Sansonetti 2004). Die dadurch ausgelosten
Signaltransduktionskaskaden fihren zu  Zytoskelettreaktionen mit Bildung von
Plasmamembran-Ausstilpungen (Lamellopodien), welche die Bakterienzelle umschliel3en
und endozytieren (Miao, Brittnacher et al. 2003), (Guiney and Lesnick 2005).

Bei einigen Bakterien genligt ein Invasionsprotein (z.B. Invasin von Y. pseudotuberculosis),
bei anderen Bakterien wie z.B. den Salmonellen (Sip, Salmonellen Invasionsproteine) oder
den Chlamydien werden mehrere Proteine bendtigt (Dersch and Isberg 1999), (Moelleken

and Hegemann 2008).
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1.4 Biologie der Chlamydien

Als intrazellulare Parasiten dringen Chlamydien in eine geeignete Wirtszelle ein und
entziehen sich dort der Immunabwehr des Wirtes um ihr Uberleben zu sichern. Dafiir
entwickelten die Chlamydien im Rahmen ihrer Evolution einen einzigartigen, biphasischen
Entwicklungszyklus, wobei man zwei morphologisch sehr unterschiedliche Formen
unterscheidet: die Elementarkoérperchen (EB) und die Retikularkérperchen (RB). Die
infektidsen Elementarkdrperchen stellen mit durchschnittlich 0,3 ym die Sporen-ahnliche
Form der Bakterien dar, welche metabolisch inaktiv ist (Miyashita, Kanamoto et al. 1993),
(Grayston 1989) (Abbildung 2). Sie sichern das extrazellulare Uberleben des Bakteriums, bis
es wieder in eine Wirtszelle eindringen kann. Die RBs sind mit durchschnittlich 1 ym die
weitaus grofere Lebensform. Sie sind metabolisch aktiv, nicht-infektids und sorgen durch

binare Teilung fur die Vermehrung der Chlamydien.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus

Die Adhasion der EBs an die Wirtszelle leitet den chlamydialen Entwicklungszyklus ein
(Abbildung 2). Dabei werden verschiedene Signaltransduktionskaskaden ausgeldst, die
vermutlich zur Aufnahme der EBs Uber Rezeptor-vermittelte Phagozytose in die Wirtszelle
fihren (Wyrick, Choong et al. 1989), (Zhang and Stephens 1992). Innerhalb der Wirtszelle
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liegen die EBs in einem Membran-umschlossenen Phagosom vor, dem sogenannten
Einschlusskorper (Inklusion). Innerhalb der Inklusion differenzieren sich die EBs zu den
metabolisch aktiven RBs, die mit der Vermehrung beginnen (Wolf, Fischer et al. 2000).
Wahrend dieser Teilungsphase nutzen die Chlamydien die Wirtszellmaschinerie aus, um
sich so die Zufuhr von genligend Energie (in Form von ATP) und Nahrstoffen (Aminosauren,
Nukleotide) zu sichern (McClarty 1994). AnschlieRend beginnen die RBs mit der Re-
Differenzierung zu den EBs, welche den Infektionszyklus durch Lyse oder Extrusion der
Wirtszelle beenden und eine neue Infektion einleiten kénnen. Dieser Entwicklungszyklus ist
fur alle Chlamydien reprasentativ, wobei die Dauer —abhangig von der Spezies- zwischen 72
und 96 Stunden variieren kann (Wolf, Fischer et al. 2000), (Davis and Wyrick 1997).

1.4.1 Adhasion und Internalisierung von Chlamydien

Die Charakterisierung des Adhasions- und Invasionsmechanismus der Chlamydien sowie
der daran beteiligten Komponenten ist bisher noch nicht gelungen. Es scheinen jedoch
mehrere Mechanismen involviert zu sein, bei denen es sich um elektrostatische Interaktionen
und Interaktionen chlamydialer Liganden mit ein oder mehreren Wirtszellrezeptoren handelt.
Es konnte gezeigt werden, dass positiv geladene Polykationen, wie z.B. poly-L-Lysin, die
Adhasion begiinstigen, wahrend negativ geladene Polysaccharide, wie Heparansulfat, die
Bindung inhibieren (Kuo, Wang et al. 1972), (Kuo, Wang et al. 1973), (Kuo and Grayston
1976). Fur C. trachomatis konnten unterschiedliche Effekte fiir den Einfluss der Polykationen
und Polyanionen zwischen den Biovaren und LGV beobachtet werden (Kuo, Wang et al.
1972). Wahrend DEAE-Dextran die Bindung und Aufnahme der Trachoma Biovare verstarkt,
ist die LGV Adhasion unbeeintrachtigt (Kuo and Grayston 1976). Auch zwischen den C.
pneumoniae Isolaten variiert der Einfluss von DEAE-Dextran oder Heparansulfat auf die
Infektion (Kuo and Grayston 1988), (Chen and Stephens 1997), (Wuppermann, Hegemann
et al. 2001). Diese inhibitorischen Effekte suggerieren eine Rolle der Glykosaminoglykane
(GAG) im Adhasionsprozess (Zhang and Stephens 1992), (Taraktchoglou, Pacey et al.
2001). Die Involvierung der GAGs im Adhasionsprozess konnte bereits fur andere Bakterien
wie N. gonorrhoeae, Leishmania donovani und auch fir Viren (z.B.: das Varicella Zoster
Virus) gezeigt werden: sie alle nutzen Heparansulfat als Wirtszellrezeptor (Freissler, Meyer
auf der Heyde et al. 2000), (Butcher, Sklar et al. 1992), (Zhu, Gershon et al. 1995). Studien
von Zhang und Stephens (1992) schlagen einen tri-molekularen Mechanismus flir die
Bindung und Aufnahme der EBs in die Wirtszelle vor. Dabei dienen die GAG-ahnlichen
Strukturen als Verbindungselement zwischen einem Adhasin der chlamydialen Oberflache
und dem Wirtszellrezeptor (Zhang and Stephens 1992), (Stephens, Fawaz et al. 2000). Als
mogliche Wirtszell-Rezeptoren fiir die GAGs werden Mannose- und Mannose-6-Phosphat

18



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Einleitung

(M6P) Rezeptoren diskutiert, wobei auch hier Unterschiede zwischen den chlamydialen
Spezies bestehen. Wahrend C. trachomatis den Mannose-Rezeptor fur die Bindung an und
Aufnahme in Makrophagen nutzt, scheint es bei C. pneumoniae der M6P-Rezeptor zu sein
(Kuo, Puolakkainen et al. 2002), (Lin, Campbell et al. 2001), (Lin, Campbell et al. 2000).
Auch der Zelltyp spielt dabei eine Rolle; so konnte die C. pneumoniae Infektion von
Endothelzellen Dosis-abhéngig mit Mannose-6-Phosphat inhibiert werden, wahrend die C.
trachomatis Infektion unbeeintrachtigt blieb (Puolakkainen, Kuo et al. 2005). In Epithelzellen
hingegen konnte nur Mannan und nicht Mannose-6-Phosphat eine Inhibition der C.
pneumoniae Infektion hervorrufen.

Als erstes chlamydiales Adhasin konnte kirzlich das C. pneumoniae OmcB identifiziert und
charakterisiert werden (Moelleken and Hegemann 2008). Die enzymatische Entfernung von
Heparansulfat-Strukturen auf der Wirtszelloberflache flhrte zur Inhibierung der chlamydialen
Adhasion und somit zur Identifikation der Heparin-ahnlichen GAGs als Interaktionspartner
von OmcB. Die Inhibierung der OmcB-GAG Interaktion durch Zugabe von rekombinantem
OmcB oder OmcB-Antikorpern weist eine Restinfektion von 10% auf; dies deutet auf weitere
bisher unbekannte Adhasin-Rezeptor-Interaktionen hin (Moelleken and Hegemann 2008).
Aufgrund der unterschiedlichen Effekte der GAGs auf die Bindung und Infektiositat fir die
verschiedenen Chlamydien-Arten scheinen auch GAG-unabhangige Mechanismen involviert
zu sein. Dabei scheinen elektrostatische und Ligand- Rezeptor vermittelte Interaktionen eine
Rolle zu spielen (Carabeo and Hackstadt 2001). Neben OmcB wurden weitere Proteine des
bakteriellen AuRenmembrankomplexes wie Momp oder Hsp70 fur die Funktion als Adhasin
in Betracht gezogen. Das C. trachomatis Momp fungiert als Adhasin bei elektrostatischen
und hydrophoben Interaktionen und bindet scheinbar (ber seinen Glykanrest an die
Heparansulfat-dhnlichen GAGs auf der Wirtszelloberflache (Su, Watkins et al. 1990),
(Swanson and Kuo 1994). Aufgrund der N-Glykosylierung des Proteins waren Interaktionen
Uber den Mannose-6-Phosphat Rezeptor auf der Wirtszelle denkbar (Kuo, Lee et al. 2004),
(Puolakkainen, Kuo et al. 2005). Antikérper gegen Hsp70 neutralisieren die chlamydiale
Infektion (Danilition, Maclean et al. 1990). Interessanterweise ist Hsp70 nicht
oberflachenzuganglich, aber eine partielle Reduktion der EBs durch DTT resultierte in
Exposition der Hsp70 Substrat-Binde-Domane (Raulston, Davis et al. 2002). Die Assoziation
des Wirtszellproteins Disulfid Isomerase (PDI), Mitglied des Ostrogen-Rezeptor Komplexes,
mit den EBs scheint ebenfalls zu einer Reduktion des EB AuRenmembrankomplexes zu
fihren, wodurch die Adhasionsdomanen von Cystein-reichen Proteinen wie Momp oder
OmcB freigelegt werden kénnten (Davis, Raulston et al. 2002), (Raulston, Davis et al. 1993)
(Conant and Stephens 2007). Somit scheint die Konformation von Oberflachenproteinen der

EBs eine Rolle im Adhasionsprozess zu spielen.
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Wahrend der Adhasion akkumulieren die Chlamydien an der Wirtszelloberflache in
sogenannten Lipid-Mikrodomanen (LM oder ,rafts*) (Jutras, Abrami et al. 2003), (Stuart,
Webley et al. 2003). Fir viele pathogene Bakterien, wie Mycobakterien, Shigella flexeneri
oder E. coli, konnte gezeigt werden, dass ihre Interaktionen nicht wahllos an der
Plasmamembran, sondern an definierten Bereichen, den LM, stattfinden (Lafont, Abrami et
al. 2004). Die LM weisen einen hohen Cholesterol- und Glykosphingolipid-Gehalt auf (Brown
1998). Durch die Zerstérung der LM durch Nystatin, welches des Cholesterol-Gehalt
verringert, wurde die Aufnahme, aber nicht die Bindung von C. trachomatis und C.
pneumoniae inhibiert; somit spielen die LM auch fir die chlamydiale Infektion eine wichtige
Rolle (Jutras, Abrami et al. 2003). Ob auch eine Clathrin-abhangige Endozytose besteht,
bleibt noch zu untersuchen, da die Ergebnisse dazu kontrovers sind. Eine Clathrin-
abhangige Endozytose schien zunachst ausgeschlossen, da dominant-negative Mutanten flr
Clathrin-vermittelte Endozytose von C. trachomatis erfolgreich infiziert wurden (Boleti,
Benmerah et al. 1999). Neuere RNA Interferenz-Studien fanden jedoch strukturelle und
regulatorische Faktoren, die mit Clathrin-vermittelter Endozytose assoziiert sind, und deuten
so auf eine Notwendigkeit von Clathrin fir die C. trachomatis Internalisierung hin (Hybiske
and Stephens 2007). Eine vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) vermittelte Endozytose
scheint ausgeschlossen zu sein, da es in elektronenmikroskopischen Analysen nicht an den
Eintrittsseiten detektiert werden konnte (Dautry-Varsat, 2004- unpublished data). Méglich
ware auch, dass die Bindung der Chlamydien an die relativ kleinen LM (nur 40 nm im
Durchschnitt) zur Koaleszenz der bakteriellen Zellen fuhrt und so die Aufnahme der
Chlamydien durch die Wirtszelle beginstigt (Jutras, Abrami et al. 2003).

Die Bindung der Chlamydien fuhrt in Minuten zur Anhaufung der LM und einer schnellen
Initiierung der Aktin-Polymerisation (Dautry-Varsat, Balana et al. 2004), (Coombes, Johnson
et al. 2002). Eine Aktin-Depolymerisierung, z.B. durch Cytochalasin D, inhibiert die
Aufnahme der Chlamydien (Boleti, Benmerah et al. 1999), (Carabeo, Grieshaber et al. 2002).
Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Chlamydien zur Ausbildung von Mikrovilli
auf der Wirtszelle fuhrt und bei C. trachomatis und C. pneumoniae von einer Tyrosin-
abhangigen Phosphorylierung von Wirtszellproteinen begleitet wird (Birkelund, Johnsen et al.
1994), (Carabeo, Grieshaber et al. 2004), (Krill, Klucken et al. 1999). Einige der
phosphorylierten Proteine sind mit Wirtszell-Zytoskelett-Proteinen assoziiert oder dienen als
physikalische Brlicke zwischen dem Wirtszell-Rezeptor und dem Aktin-Zytoskelett, wodurch
die Internalisierung der Chlamydien beglnstigt werden kénnte (Dehio, Prevost et al. 1995),
(Fawaz, van Ooij et al. 1997), (Swanson, Crane et al. 2007). Das einzige bislang bekannte
Aktin-modulierende chlamydiale Effektorprotein ist TARP, das translozierte Aktin
rekrutierende Protein, welches unabhangig vom Arp2/3 Komplex agiert und genau wie dieser

fur die Internalisierung bendétigt wird (Carabeo, Grieshaber et al. 2004), (Jewett, Fischer et al.
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2006), (Carabeo, Dooley et al. 2007), (Lane, Mutchler et al. 2008). Die Aktin-Remodulierung
ist ein Ergebnis der durch TARP induzierten Signale. Uber die Signalkaskaden ist nur sehr
wenig bekannt. Neben den oben beschriebenen Protein-Phosphorylierungen scheinen zwei
verschiedene Signalwege induziert zu werden, welche die Phosphoinositide 3-Kinase (PI-3-
Kinase) und MEK-ERK Kinasen involvieren. Die PI-3- Kinase wirkt auf die Ras Superfamilie
der GTPasen, die in der Aktin-Polymerisierung involviert sind. Die Inhibierung der PI-3-
Kinase und MEK wirkt der von C. pneumoniae induzierten Mikrovilli-Bildung entgegen
(Coombes, Johnson et al. 2002). Fur die Aufnahme von C. caviae ist die PI-3-Kinase
ebenfalls notwendig, wahrend es fiir C. trachomatis L2 nicht der Fall zu sein scheint (Subtil
and Dautry-Varsat 2004), (Carabeo, Grieshaber et al. 2002). Somit flihren friihe Wirtssignale
zur Aktin-Reorganisation und damit zur bakteriellen Aufnahme. Die involvierten Proteine,
Enzyme oder Wege sind noch weitgehend unbekannt und Gegenstand andauernder
Studien.

1.4.2 Differenzierung der Elementarkdrperchen zu
Retikularkérperchen

Nach der Rezeptor-vermittelten Phagozytose liegen die Chlamydien in der Wirtszelle
innerhalb des Einschlusses vor. Dabei besitzen die EBs noch ihre charakteristische Groflke
und eine kondensierte DNA. Es koénnen durch Mehrfach-Infektionen auch mehrere
Einschlisse innerhalb einer Wirtszelle gebildet werden, die miteinander fusionieren koénnen,
wahrend die Konversion des Phagosoms zum Lysosom auf bisher noch ungeklarte Weise,
vermutlich jedoch durch Einlagerung chlamydialer Proteine in die Inklusionsmembran, aktiv
von den Chlamydien verhindert wird (Eissenberg, Wyrick et al. 1983), (Wolf, Fischer et al.
2000), (Fields and Hackstadt 2002), (Scidmore, Fischer et al. 2003). Acht Stunden nach der
C. pneumoniae Infektion wird die Differenzierung der EBs in RBs eingeleitet, wobei die EB-
Hulle an Rigiditat verliert, die DNA dekondensiert und eine GréRenzunahme stattfindet. Die
Auflockerung der EB-Hulle beruht auf der Reduktion der Disulfidbricken zwischen Cystein-
reichen Oberflachenproteinen des cOMCs (Hackstadt, Todd et al. 1985), (Raulston, Davis et
al. 2002). Neben Histon-ahnlichen Proteinen, welche die Dekondensation der DNA
regulieren, werden noch andere Proteine (Proteine die mit der Inklusionsmembran assoziiert
sind (Inc’s) und Proteine des chlamydialen Metabolismus) von den Chlamydien exprimiert,
die in die sich vergroRBernde Einschlussmembran eingelagert werden und der
Nahrstoffversorgung der Chlamydien dienen. Der chlamydiale Einschluss wandert zum
Golgi-Apparat an die Peripherie des Zellkerns (Clausen, Christiansen et al. 1997). Diese
Positionierung ermdoglicht es den Chlamydien, die hier entstehenden exozytotischen Vesikel
des sekretorischen Stoffwechsels der Wirtszelle abzufangen und den eigenen Bedirfnissen
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entsprechend zu verwerten (Wolf and Hackstadt 2001), (Carabeo, Mead et al. 2003). Dieser
Einbau birgt einen weiteren Vorteil in sich, namlich eine Art Maskierung des Einschlusses als
Sekretionsvesikel, was ebenfalls einer Fusion mit Lysosomen entgegenwirkt (Scidmore,
Fischer et al. 2003).

1.4.3 Replikation und Redifferenzierung der RBs zu EBs

Bereits 12 Stunden nach der C. pneumoniae Infektion kdnnen RBs im Einschluss detektiert
werden, und nach 19 Stunden beginnen sie mit der Replikation. Wahrend dessen erfolgt eine
stetige VergroRRerung der Inklusion durch die Einlagerung von chlamydialen und
Wirtszellproteinen (Taraska, Ward et al. 1996), (Wolf and Hackstadt 2001). Im Zuge der
fortlaufenden Entwicklung interagieren die Chlamydien auch weiterhin mit der Wirtszelle. So
konnte gezeigt werden, dass sie einen Protease-ahnlichen Faktor (CPAF) in das
Wirtszellzytosol sezernieren, der den Abbau von Transkriptionsfaktoren fordert, wodurch die
Antigenprasentation herab reguliert und auch die Entwicklung einer persistenten Infektion
begunstigt wird (Zhong, Fan et al. 2001),(Fan, Dong et al. 2002), (Dong, Sharma et al. 2004).
Aulerdem ist es ihnen mdglich die Apoptose infizierter Zellen aktiv zu beeinflussen. So
wurde ein Apoptose-aktivierendes Protein (CADD), aber auch die Mdglichkeit zur Inhibierung
der Apoptose durch Degradation proapoptotischer Faktoren gefunden (Stenner-Liewen,
Liewen et al. 2002), (Rajalingam, Al-Younes et al. 2001), (Dong, Pirbhai et al. 2005),
(Verbeke, Welter-Stahl et al. 2006).

Nach 48 Stunden wird der chlamydiale Entwicklungszyklus asynchron. Es kommt zu einer
Redifferenzierung der RBs zu EBs. Dabei lassen sich auch intermediare Formen
beobachten, welche bereits (iber eine kondensierte DNA verfligen, aber noch nicht die
Grolie eines EBs erlangt haben (Wolf, Fischer et al. 2000). Der fortschreitende asynchrone
Entwicklungszyklus erhalt eine deutliche prozentuale Verschiebung zu Gunsten der EBs. Es
werden verstarkt EB-spezifische Proteine produziert, wie die Histon-ahnlichen Proteine (s.
1.3.2) und Proteine des cOMCs, welche vor allem fur die Ausbildung der rigiden EB-Hlle
bendtigt werden und als Adhasine in der nachsten Infektionsrunde dienen (Wolf, Fischer et
al. 2000), (Shaw, Dooley et al. 2000), (Belland, Zhong et al. 2003).

1.4.4 Freisetzung der Chlamydien

Die Dauer des Entwicklungszyklus kann zwischen den verschiedenen Arten variieren. Fur C.
pneumoniae dauert er zwischen 72 und 96 Stunden, wahrend C. trachomatis je nach
Serovar lediglich 36 bis 48 Stunden bendtigt (Wolf, Fischer et al. 2000), (Kuo and Grayston

1976), (Todd and Caldwell 1985).
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Die Freisetzung der Chlamydien erfolgt durch Zelllyse oder Exozytose (Moulder 1991). Die
Chlamydien verlassen die Zelle und kdnnen neue Infektionszyklen beginnen. Kurzlich konnte
ein weiterer Freisetzungsweg identifiziert werden, die Extrusion (Hybiske and Stephens
2007). Dieser langsame Prozess resultiert in einem Abtrennen der Inklusion oder eines

Teiles davon und dessen Abldsung von der Zelle, wobei die Wirtszelle intakt bleibt.

1.5 Der chlamydiale Aulenmembrankomplex (cOMC)

Chlamydien gehdren zu den Gram-negativen Bakterien und so dhnelt auch der Aufbau ihrer
Hulle dem Gram-negativer Bakterien, bestehend aus einer inneren und einer dulleren
Membran (Everett and Hatch 1995). Die Besonderheit bei den Chlamydien ist jedoch das
fast vollstandige Fehlen der Peptidoglykanschicht, welche normalerweise fiir die Stabilitat
der Membran verantwortlich ist. Der chlamydiale Auflenmembrankomplex (cOMC) besteht
aus vielen Proteinen, darunter die Adhasine und auch cysteinreiche Proteine, die Uber
Disulfidbriicken miteinander vernetzt sind und so die Rigiditdt der Membran herstellen (Sun,
Pal et al. 2007). Es wird vermutet, dass die beiden Hauptproteine des cOMCs, die
cysteinreichen Proteine Momp und OmcB, mit OmcA eine supramolekulare Struktur bilden,
welche den EBs die Rigiditat verleiht (Everett and Hatch 1995), (Fadel and Eley 2007).

Auf der AuBenmembran liegt das Genus-spezifische Lipopolysaccharid (LPS) vor, welches
wie andere bakterielle LPS-Strukturen endotoxische Aktivitat besitzt (Brade, Brade et al.
1987), (Heine, Muller-Loennies et al. 2003).

1.5.1 Major outer membrane protein (Momp)

Momp ist ein 40kDa cysteinreiches Protein und stellt mit 60% das Hauptprotein des cOMCs
dar (Everett and Hatch 1995), (Raulston 1995). Es bildet ein Homotrimer, welches durch
hydrophobe und elektrostatische Interaktionen zusammengehalten wird und fungiert als
Porin, wobei es keine nachgewiesene Transportfunktion besitzt (Sun, Pal et al. 2007),
(Wyllie, Ashley et al. 1998), (Wyllie, Longbottom et al. 1999). Die Sequenzierung von Momp
aus verschiedenen C. trachomatis Serovaren zeigte, dass dieses Protein vier variable
Domanen (VD) und funf konstante Domanen besitzt (Stephens, Sanchez Pescador et al.
1987). Diese Sequenzvariabilitat tragt vermutlich zur Unterwanderung der Immunabwehr des
Wirtes bei. Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass Momp bei C. frachomatis ein
starkes Antigen ist und auch ein potentieller Impfstoff-Kandidat sein kénnte (de la Maza and
Peterson 2002), (Pal, Peterson et al. 2005), (Pal, Bravo et al. 2008), (Srivastava, Gupta et al.

2008).
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Bei C. pneumoniae ist Momp zwar oberflaichenlokalisiert, aber nicht das
immunodominanteste Antigen (Campbell, Kuo et al. 1990), (Klein, Kotz et al. 2003), (Bunk,
Susnea et al. 2008). Weitere Unterschiede zwischen beiden Chlamydien-Arten zeigten sich
auch hinsichtlich der Funktion von Momp. So wurde das Momp des C. trachomatis MoPn
Stamm als chlamydiales Adhé&sin beschrieben. Dabei scheint die Glykosylierung des
Proteins flr die Adhasion und Internalisierung von C. trachomatis MoPn relevant zu sein
(Kuo, Takahashi et al. 1996), (Kuo, Lee et al. 2004), (Puolakkainen, Kuo et al. 2005). Im
Gegensatz dazu konnten fir das C. pneumoniae Momp bisher keine adhasiven

Eigenschaften nachgewiesen werden (Su, Raymond et al. 1996), Molleken Diss. 2005).

1.5.2 Outer membrane complex protein B (OmcB)

OmcB ist das nach Momp zweithaufigste Protein des cOMCs. Es ist 60 kDa grof3 und hoch
konserviert unter den chlamydialen Arten (Wagels, Rasmussen et al. 1994), (Hatch 1999). In
Lokalisationsstudien konnte das Protein im Periplasma von C. trachomatis, aber auch auf
der C. pneumoniae Oberflache von EBs detektiert werden (Watson, Lamb den et al. 1994),
(Everett and Hatch 1995), (Ting, Hsia et al. 1995), (Mygind, Christiansen et al. 1998),
(Stephens, Koshiyama et al. 2001). Wahrend einer chlamydialen Infektion induziert OmcB
eine starke Antikdper-Antwort, was die Zuganglichkeit fir eine humorale Immunantwort und
somit auch eine Oberflachenlokalisation suggeriert (Wagels, Rasmussen et al. 1994),
(Mygind, Christiansen et al. 1998), (Cunningham and Ward 2003), (Klein, Kotz et al. 2003),
(Portig, Goodall et al. 2003). Analysen zur funktionellen Rolle des C. pneumoniae und C.
trachomatis OmcBs im Adhasionsprozess konnten es als Adhasin identifizieren (Moelleken
and Hegemann 2008). Dabei wurden die adhasiven Eigenschaften von OmcB unter anderem
durch Adhasionsstudien mit OmcB-exprimierenden Hefezellen sowie dem rekombinanten
Protein nachgewiesen. Hierbei wird die Bindung tber die N-terminale Domane, welche das
Heparin-Bindemotiv enthalt, vermittelt. Die Bindung von OmcB an Humanzellen scheint eine
generelle Fahigkeit des Proteins zu sein, da auch das OmcB von C. frachomatis L1 und
Serovar E sowie von C. caviae an HEp-2 Zellen bindet. Als humaner Interaktionspartner
konnten die Heparin-ahnlichen Glykosaminoglykane identifiziert werden. Interessanterweise
ist die Bindung des C. trachomatis Serovar E OmcB unabhangig von Heparin. Eine
detaillierte Studie des OmcB-Heparin-Binde-Motivs der C. trachomatis Serovare E und L1
zeigte jedoch, dass der Austausch einer einzigen Aminosaure den Unterschied zwischen
Heparin-abhangiger und —unabhangiger Bindung ausmacht (Moelleken and Hegemann
2008).
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Rekombinantes OmcB und auch OmcB spezifische Antikdrper filhren zur Reduktion der
Infektion; dies zeigt, dass OmcB als chlamydiales Adhasin eine entscheidende Rolle fur die

C. pneumoniae Infektion spielt.

1.5.3 Die polymorphen Membranproteine (Pmps)

Durch vergleichende Genomanalysen innerhalb der Chlamydiaceae konnte eine neue,
einzigartige Familie von Polymorphen Membranproteinen, den Pmps, im cOMC ausfindig
gemacht werden.
Die Proteine dieser Familie weisen eine beachtliche Heterogenitat bezlglich ihrer
Primarsequenz auf, konnten jedoch aufgrund der Anwesenheit von zahlreichen
Wiederholungen des Aminosaure-Motivs Gly-Gly-Ala-Iso (GGAI) in eine Familie eingeteilt
werden (Grimwood and Stephens 1999). Die Bedeutung der Pmps flir die chlamydiale
Biologie scheint offensichtlich, denn betrachtet man das gesamte C. pneumoniae Genom, so
entfallen ca. 4% allein auf die Pmps (Grimwood, Olinger et al. 2001), (Kalman, Mitchell et al.
1999), (Read, Brunham et al. 2000) (Shirai, Hirakawa et al. 2000).
Erstmalig wurden Mitglieder dieser Multiproteinfamilie 1996 von Longbottom aus C. abortus
isoliert und aufgrund ihrer Lokalisation und ihres Molekulargewichts POMPS bzw. OMP90
genannt (Longbottom, Russell et al. 1996). Funf dieser Proteine scheinen
oberflachenlokalisiert zu sein und wurden als hauptsachliche Antigene mit post-abortem
Schafsserum detektiert (Longbottom, Russell et al. 1998), (Souriau, Salinas et al. 1994). Da
nicht alle Proteine dieser Familie in der AuRenmembran lokalisiert sein missen wurde ihr
Name in Pmps geandert (Stephens, Kalman et al. 1998).
Phylogenetische Analysen ermoglichten die Einteilung der Pmps in sechs Familien: A, B/C,
D, E/F, G/l und H, wobei jede dieser Pmp-Familie mindestens einmal in jeder Sauger
Chlamydiaceae Art vertreten ist (Abbildung 3). Die Anzahl der Familien-Mitglieder ist sehr
unterschiedlich; beispielsweise expandiert die Pmp-Familie von 9 Pmps in C. trachomatis auf
21 Pmps in C. pneumoniae. Hierbei entfallen allein auf die Proteinfamilie PmpG gleich 13
Paraloge in C. pneumoniae (Abbildung 3).
Neben den konservierten repetitiven GGA (I- L- V) Motiven konnten auch FxxN Motive in
allen Pmps gefunden werden (s. 1.4.3.1). Genau wie die GGA (I, L, V) Motive befinden sich
die FxxN Motive hauptsachlich in der N-terminalen Region der Proteine, wobei die beiden
Motivtypen meist alternierend auftreten. Der Groldteil der Pmps tragt ein N-terminales
Signalpeptid, Tryptophanreste innerhalb der carboxyterminalen Halfte, ist Glycin- und Serin-
reich und hat einen konservierten Phenylalanin-Rest am C-Terminus, was auf eine
Membranlokalisation hindeutet (Grimwood and Stephens 1999), (Branden, Lindqvist et al.
1991). Die Funktion dieser Proteinfamilie ist ungeklart.
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Bioinformatorische Studien legen nahe, dass die Pmps den Autotransportern angehdéren
(Henderson and Lam 2001). Neben den zuvor genannten Gegebenheiten wird diese
Vermutung sehr stark durch das Vorhandensein eines [(-barrels (im C-Terminus) und die
Assoziation der Passagierdomane (N-Terminus) mit der chlamydialen Oberflache gestutzt (s.
auch Kapitel 1.5.3.2). Die Immunogenitat einiger Pmps kann auf die Oberflachenlokalisation
der putativen Passagierdomane zuriickgefiihrt werden (Niessner, Kaun et al. 2003), (Mygind,
Vandahl et al. 2004), (Vandahl, Pedersen et al. 2002). So konnte in verschiedenen Zelltypen
die Stimulation von proinflammatorischen Cytokinen (darunter IL-6, IL-8, MCP-1) durch
Pmp6, 20 und 21 nachgewiesen werden (Mygind, Vandahl et al. 2004), (Niessner, Kaun et
al. 2003), (Wehrl, Brinkmann et al. 2004), (Bunk, Susnea et al. 2008).

A
C.trachomatis C.pheumoniae
Pmp Pmp
Pmp BiC Pmp 20
Pmp D Pmp 21
Pmp EF Prmp 15-18
Pmp Pmp
Pmp H Pmp 14
B
— — . -
prrpA  pmpB  prrpC prrpl) orrpE prrpF prepG prepH . pregf
Cf
prpt prp2 pred prpd  prpb
i — %  E—
Pl pred pepS pripl prei0 preptd prrpi2 prpfd prpld pret 5 prp? pirpi7 prpiB
— —
prpfd prp20 ampet

Abbildung 3: Gruppierung der Polymorphen Membranproteine (Pmp) in sechs Familien

A) Gruppierung der Pmps in sechs Familien. Jede C. trachomatis Proteinfamilie ist mindestens einmal durch ein
orthologes Protein in C. pneumoniae vertreten. Schematische Darstellung der fiir Pmp-codierenden Gencluster
(modifiziert nach Grimwood et al., 1999). Fir C. trachomatis werden die Pmps in drei Genclustern (B), und fir C.
pneumoniae (C) in vier Genclustern gefunden. Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung an. Die
verschiedenen Farben dienen der Identifizierung gleicher Proteinfamilien. Die schwarzen Linien innerhalb der C.
pn. Gene deuten auf Leserasterverschiebungen bei den Genen pmp3, 4, 5, 10 und 17 hin.

In vitro Studien mittels RT-PCR fir pmp Gene aus C. frachomatis und C. pneumoniae
zeigten, dass zwar alle pmps transkribiert, aber nicht alle auch translatiert werden. So
enthalten vier C. pneumoniae Gene eine Nonsense-Mutation (pmp3, 4, 5 und 17) (Lindquist
and Stephens, 1998) , (Grimwood, Olinger et al. 2001), (Vandahl, Pedersen et al. 2002).
Vergleichende Genomanalysen zeigten fur vier Gene verschiedene Leseraster-Mutationen,

SNPs, Deletionen und Insertionen in verschiedenen Isolaten derselben Art und in
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verschiedenen Arten (Gomes, Hsia et al. 2005), (Gomes, Nunes et al. 2006), (Grimwood and
Stephens 1999).

So findet man eine unterschiedliche Anzahl von aufeinanderfolgenden Nukleotid-
Wiederholungen aber auch Leserasterverschiebungen in pmp6 und innerhalb einer poly (G)-
Kette in pmp10 (Stothard, Toth et al. 2003), (Christiansen, Boesen et al. 1999), (Pedersen,
Christiansen et al. 2001). Daraus kdnnen unterschiedliche Expressionsmuster innerhalb
derselben Chlamydien-Art resultieren. Beim C. pneumoniae CWL029 pmp10 wurde anstelle
einer 14 Nukleotide langen poly-G-Kette nur eine 13 Nukleotide lange poly-G-Kette
gefunden, was zu einem Stop-Codon im Gen flihrte (Kalman, Mitchell et al. 1999). Weitere
Studien einer anderen Gruppe konnten keine Pmp10 Expression in C. pneumoniae CWL029
nachweisen, wahrend andere Gruppen fir Pmp10 verschiedene Expressionen innerhalb des
CWLO029 Isolats detektierten (Pedersen, Christiansen et al. 2001) (Vandahl, Pedersen et al.
2002). Diese Ergebnisse suggerieren, dass aufgrund der Leserasterverschiebung das
verkirzte Genprodukt nicht mehr oder nur verkirzt exprimiert wird (Pedersen, Christiansen
et al. 2001), (Juul, Timmerman et al. 2007). Dies mag zu einer unterschiedlichen Epitop-
Prasentation des Pmp-Proteins an der Bakterienoberfliche flihren und so eine
Antigenvariation darstellen (Grimwood, Olinger et al. 2001), (Shirai, Hirakawa et al. 2000).
Das Pmp6 und Pmp10 Oberflachen-lokalisiert sind, wurde durch Immunofluoreszenz-
Analysen nachgewiesen (Knudsen, Madsen et al. 1999), (Vandahl, Pedersen et al. 2002).
Die groRe Antigenvariation kénnte eine Schlisselrolle der Pmps beim Uberleben der
Chlamydien im Wirt darstellen, indem sie das Immunsystem unterwandern und somit der
Immunantwort entkommen (Grimwood and Stephens 1999), (Read, Brunham et al. 2000),
(Daugaard, Christiansen et al. 2001), (Christiansen, Pedersen et al. 2000), (Grimwood,
Olinger et al. 2001), (Nunes, Gomes et al. 2007). Ein weiterer mdglicher evolutiver Weg
konnte sein, dass sich die Diversitat, Expression und eventuell Funktion der Pmps als

Antwort auf die jeweiligen Wirtsumstande entwickelt.

1.5.3.1 Die charakteristischen Motive der Pmps

Die hohe Variabilitat der Proteine hatte die Gruppierung aller Proteine in diese Familie nicht
erm@glicht. Die hdchste Sequenzidentitat zwischen zwei Pmp Proteinen von ahnlicher GroRe
belauft sich auf 52,1%, meistens aber liegt sie unter 25% und somit an der Grenze dessen,
was eine Vorhersage struktureller oder funktionaler Ahnlichkeiten noch erméglicht (Sanders
and Schneider, 1991). Allein das Vorhandensein des charakteristischen Motivs, dem GGAI,
flhrte urspringlich zur Gruppierung dieser polymorphen Membranproteine in eine
Superfamilie (Abbildung 4) (Stephens, Kalman et al. 1998). Dieses Motiv liegt mit 2-12

Wiederholungen in der N-terminalen Halfte der Pmps vor; das bedeutet, dass

27



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Einleitung

durchschnittlich 6,5 Motive in einem C. frachomatis und 5 in einem C. pneumoniae Pmp
vorkommen. Das Motiv lasst sich nicht auf DNA-Ebene erkennen, und interessanterweise
kommt es nur noch zwei weitere Male im C. trachomatis und achtmal im C. pneumoniae

Proteom vor. Dabei tritt es in allen 10 Fallen nur jeweils einmal pro individuellem Protein auf.

Pmp1 22,45 |

Pmp2 se1as | —

Pmp3 oz0as i

Pmp4  ooas |l

Pmp5  scas |

Pmp& 1276 as |
Pmp7  ossas |

Pmp8 9soas |

pmp  CWL029 AR39 J138
Pmp9 a2sas | e
Pmp10 o4s as |10 & Lese.
3 Lese.-v. Lese.-v.

Pmp11 o2s s NN =T =
P 1 2 . . 4 Lese.-v. Lese.-v. +1 Lese.-v.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Pmps von C. pneumoniae  CWL029
lllustriert werden die C. pneumoniae Pmps. Die Tabelle gibt die jeweiligen Mutationen fir die drei C. pneumoniae
Stamme CWL029; AR39 und J138 an (Lese.-v . = Leserahmenverschiebung, del.= deletiert (nach Vandahl et al.,
2004). Die charakteristischen repetitiven Motive sind durch Linien dargestellt, gelb= FxxN, rot=GGAI. Punktierte,
schwarze Linien stehen flr die Postition an der eine Mutation stattgefunden hat.

Obwohl etwas niedriger frequentiert, werden laut statistischen Analysen auch die Motive
GGAL und GGAV lUberreprasentiert, weshalb die Signatur des Motivs GGA (I, L, V) lautet
(Grimwood and Stephens 1999). Neben diesem Motiv tritt ein weiteres Motiv primar in der N-
terminalen Proteinhalfte auf, FxxN. Auch fir dieses Motiv kdénnen zahlreiche
Wiederholungen, zwischen 4-23 Mal je nach Protein variierend, gefunden werden (Abbildung
4) (Grimwood and Stephens 1999). Dabei kann X eine beliebige Aminosdure sein, mit
Ausnahme von Prolin an der ersten Position und Cystein, Methionin oder Tryptophan an der
zweiten X Position. Durchschnittlich kommt das FxxN Motiv 13,6 Mal in C. trachomatis und
11,3 Mal in C. pneumoniae vor. Die beiden Motive GGA (I,L,V) und FxxN kommen
vorwiegend abwechselnd vor, wobei die dazwischenliegenden Aminosauren in Anzahl und

Identitat keinem Muster zu folgen scheinen (Grimwood and Stephens 1999).
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Bioinformatorischen Analysen nach konnte das GGA (I, L,V) Motiv in nur 2,5% der Proteine
aller bislang sequenzierten Genome gefunden werden. Davon tragen 97% der Proteine das
GGAI-Motiv nur einmal. Abgesehen von den Pmps haben nur zwei weitere bakterielle
Proteine und ein eukaryotisches Protein das Motiv mehr als dreimal (Stephens, Kalman et al.
1998). Dabei handelt es sich um das E. coli Yfal, das rOmpA aus Rickettsia conorii und das
eukaryotische Protein Zonadhesin aus der Maus. Beim E. coli YfaL Protein kommt das GGAI
finfmal in der N-terminalen Halfte vor und das FxxN Motiv siebenmal. Fir YfaL wird eine
Lokalisation in der AuRenmembran vorausgesagt, aber die Funktion des Proteins ist noch
unbekannt (Grimwood and Stephens 1999), (Marani, Wagner et al. 2006).

Auch fir das R. conorii rOmpA Protein konnte das GGAI Motiv finfmal im N-Terminus
gefunden werden und das FxxN siebenmal, wobei dessen Lokalisation nicht auf den N-
Terminus beschrankt ist. Flr zwei weitere Rickettsia Spezies konnte das GGAV Motiv
zehnmal im rOmpA Protein gefunden werden. Das rOmpA vermittelt die Bindung der
Rickettsien an die Wirtszelle. Dies konnte durch die Gabe von rekombinantem Protein oder
von monoklonalem Antikorper oder durch die enzymatische Entfernung des Proteins von der
Oberflache intakter Rickettsien gezeigt werden (Li and Walker 1998). Eine Beteiligung der
Motive an dieser Adhasion von rOmpA wurde nicht untersucht.

Beim Zonadhesin konnte das GGAI Motiv viermal und das FxxN Motiv neunmal im Protein
gefunden werden. Hierbei handelt es sich um ein Protein der Spermienmembran, das in
Spezies-spezifischer Weise an die extrazellulare Matrix des Ei's (Zona Pellucida) bindet
(Hardy and Garbers 1994), (Gao, Harumi et al. 1997). Es wird eine Rolle der repetitiven GGA
(I, L, V) und FxxN Motive bei dieser Adhasion vermutet, jedoch wurden bisher keine

Analysen zur Funktion der Motive durchgefuhrt.

1.5.3.2 Pmp21

In C. pneumoniae ist die Pmp-Familie mit 21 Mitgliedern vertreten. Betrachtet man die
Gencluster, erregt pmp21 besondere Aufmerksamkeit, da es weder in C. pneumoniae noch
in C. trachomatis (pmpD) einem Cluster angehért, sondern isoliert vorliegt. Das C.
pneumoniae Pmp21 ist mit 1609 AS nach Pmp20 (1723 AS) das zweitgroRte Protein der
Pmp-Familie. Erste Analysen von Pmp21 zeigten, dass das Protein prozessiert wird. Dabei
wurden mittels 2D-PAGE die Schnittstellen zwischen dem C-terminalen Bereich des
Proteins, welcher den (-barrel bildet, und der Passagierdomane, sowie die Signalpeptid-
Schnittstelle fur das Abspalten der Signalsequenz, identifiziert (s. 1.5.3) (Vandahl, Pedersen
et al. 2002). Befunde aus Studien zu Pmp21 deuten auf eine weitere Prozessierung von
Pmp21 hin. So konnte Uber 2D-PAGE Analysen ein Fragment von zirka 70 kDa gefunden

werden, welches ausschliel3lich Peptide der vorderen Halfte der Passagierdomane enthalt
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(Abbildung 5) (Wehrl, Brinkmann et al. 2004), (Vandahl, Pedersen et al. 2002). Zusatzlich
fand man ein Fragment, dessen Peptide dem zweiten Teil des N-terminalen Bereichs (zirka
55 kDa) zugeordnet werden konnten, der sich aus der Prozessierung ergeben musste
(Wehrl, Brinkmann et al. 2004).

Mit Hilfe von Antikdrpern, welche gegen die gesamte Passagierdomane (AS 52-AS 1129)
oder das 70 kDa Fragment (AS 16-AS 670) gerichtet waren, konnte Pmp21 auf EBs und RBs
in Immunofluoreszenzstudien nachgewiesen werden (Vandahl, Pedersen et al. 2002),
(Wehrl, Brinkmann et al. 2004). Beim C. trachomatis PmpD hingegen konnte das Protein in
einer Studie nur auf RBs angefarbt werden, wahrend andere Arbeiten das PmpD auch auf
EBs detektierten (Kiselev, Stamm et al. 2007), (Crane, Carlson et al. 2006). Auch die
Immunoblot-Analysen brachten unterschiedliche Ergebnisse. So konnte eine Gruppe das
Volllangen-Protein in EB-Lysaten detektieren, wahrend andere Studien nur Fragmente
(vermutlich die prozessierte Form) detektierten (Kiselev, Stamm et al. 2007), (Crane, Carlson
et al. 2006). Zudem konnte kurzlich gezeigt werden, dass von EBs isoliertes, natives C.
trachomatis PmpD oligomerisiert, wobei die Oligomere aus der Volllange und den zwei
proteolytisch prozessierten Formen (73 kDa und 82 kDa) bestehen (Swanson, Taylor et al.
2009). Die Autoren konnten zudem eine Infektions-abhangige proteolytische Prozessierung
zeigen, die zu einer l6slichen 111 kDa groRen Form fuhrt. Diese unterliegt einer weiteren
Prozessierung, wobei die resultierende 73 kDa Form ein RGD-Motiv tragt und die hier

erstmalig detektierte 30 kDa Form ein Kernlokalisierungssignal (NLS) enthalt.

SS Passagierdoméne R-barrel
Pmp21 | _-.I]]l-IIIIIIII__
1 1609 AS
Vandahletal., 2002 | 116 kDa 1 45kDa ]
Wehrletal. 2004 | N-pmp2170kDa || M-pmp2155kDal | C-pmp2145kDa |
FxxN | GGA(, L, V)

Abbildung 5: Schematische Darstellung von Pmp21

Die fir Autotransporter typische Drei-Doméanen-Struktur ist farblich markiert, mit Signalsequenz (SS, gelb),
Passagierdomane (blau) und dem C-terminalen B-barrel (rot). Die Linien markieren die repetitiven Motive (gelb=
FxxN, rot= GGA(I,L,V). In grau sind die durch 2D-PAGE gefundenen prozessierten Proteinformen dargestellt (in
Anlehnung an Vandahl et al. und Wehrl et al.).

Studien zu C. trachomatis PmpD zeigten, dass Antikorper gegen PmpD die Infektion aller C.
trachomatis Serovare reduzieren kdénnen (Crane, Carlson et al. 2006). PmpD zeigt die
geringste Variabilitdt unter den pmps zwischen den Arten, sowohl auf Nukleotid- als auch auf
Aminosauren-Ebene, was darauf schlieffen Iasst, dass dieses Gen essentielle Funktionen
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besitzt. Auch fir das C. pneumoniae Pmp21 zeigte ein spezifischer Antikdrper eine
neutralisierende Wirkung auf die Chlamydien-Infektion, was darauf hindeutet, dass Pmp21
eine Rolle im Infektionsgeschehen zu spielen scheint (Wehrl, Brinkmann et al. 2004). Erste
funktionelle Analysen von Pmp21 mit Hilfe des Hefe-Oberflachenexpressionssytems zeigten,
dass die gesamte Passagierdomane (Pmp21-N) sowie zwei Proteindomanen, wobei je eine
davon in einer der prozessierten Pmp21-Formen N- und M-pmp21 liegt, an Humanzellen
binden (Georgoudis 2004). Somit kénnte Pmp21 im chlamydialen Adh&sionsprozess

involviert sein.

1.53.3 Autotransporter

Die Familie der Autotransporter besteht aus Membranproteinen und sekretierten Proteinen.
Seit ihrer Entdeckung in den "80er Jahren ist diese Familie stark expandiert und somit zur
groBten Gruppe von sekretierten Proteinen in Gram-negativen Bakterien geworden
(Desvaux, Parham et al. 2004). Die Existenz von Proteinsekretion per se impliziert zum
einen die Existenz von Systemen, die den Transport durch die Zellhille, also vom
Zellinneren nach aufien, ermdglichen. Aufterdem setzt es voraus, dass die Proteine Uber die
notigen Informationen verfligen, die ihnen die Translokation durch die zytoplasmatische
Membran ermoglichen. Bei grampositiven Bakterien entspricht die Translokation durch die
zytoplasmatische Membran der Sekretion, wahrend gramnegative Bakterien sich dann erst
im periplasmatischen Raum befinden und noch die AuRenmembran durchqueren missen.
Bisher sind sechs Sekretionsmechanismen fir die Sekretion von |6slichen Proteinen
bekannt, die von |-Vl durchnummeriert wurden (Salmond and Reeves 1993), (Henderson,
Cappello et al. 2000). Hierbei werden 2 Gruppen von Sekretionssystemen unterschieden, die
Sec-unabhangigen und die Sec-abhangigen Systeme.

Bei der Typ [, lll und IV Sekretion wird das Protein in einem Schritt durch beide Membranen
transportiert. Bei dem Typ Il und V Mechanismus handelt es sich um Sec-abhangige
Sekretionssysteme, wobei die Proteine in zwei Schritten transportiert werden. Zuerst werden
sie mit Hilfe von Signalsequenzen zur Zytoplasmamembran hingefuhrt und dort mittels der
Sec-Maschinerie transloziert, prozessiert und schlieBlich sekretiert. Beim Typ |l
Mechanismus wird ein Kanalkomplex in der dueren Membran gebildet, durch den die
Proteine transportiert werden. Beim Typ V Mechanismus handelt es sich um Autotransporter:
nach der Sec-abhangigen Translokation iber die innere Membran bildet der C-Terminus des
Proteins eine Poren-ahnliche Struktur in der AuRenmembran aus, durch die der N-Terminus
(Passagierdomane) an die Oberflache exportiert wird. Das Typ VI System wurde erst kirzlich

gefunden und ist noch nicht ganz verstanden. Es besteht aus zirka 15 Genen, die vermutlich
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fur Komponenten einer Sekretionsmaschinerie und spezifische Effektoren codieren ((Filloux,
Hachani et al. 2008).

Der Typ V Sekretionsmechanismus wurde zuerst flr die IgA1 Protease von Neisseria
gonorrhoeae beschrieben (Pohlner, Halter et al. 1987), (Desvaux, Parham et al. 2004).
Wahrend der Sekretion unterlauft diese Protease Modifikationen des N- und C-Terminus und
wird Uber autokatalytische Aktivitdt ins extrazellulare Milieu freigesetzt. Da dieser
Translokationsprozess keine Energie oder akzessorischen Faktoren bendtigt, werden die
Proteine, die auf diese Weise sekretiert werden, Autotransporter genannt.

Sie alle sind modular aufgebaut und bestehen aus drei Domanen: der Signalsequenz, einer
Passagierdomane und der Translokationseinheit (Abbildung 6) (Henderson, Navarro-Garcia
et al. 1998). Die N-terminale Signalsequenz fihrt das Protein zur inneren Membran fir den
Export ins Periplasma. Die Passagierdomane verleint dem Autotransporter diverse
Effektorfunktionen. Der C-terminale Bereich beherbergt die Translokationseinheit, die eine
kurze Verbindungsregion mit a—helikaler Sekundarstruktur und eine B-Domane enthalt. Die
B-Domane nimmt eine B-barrel Sekundarstruktur an, sobald sie in der AuRenmembran
eingebettet wird. Die Autotransporter werden in einer Pra-Pro-Protein-Form im bakteriellen
Zytoplasma synthetisiert und als Pro-Protein ins Periplasma freigesetzt. Durch die
Translokation Uber die AuRenmembran wird die Sekretion des Proteins vervollstandigt, und
das Pro-Protein kann nun vom B-barrel abgespalten werden oder daran assoziiert bleiben
oder andere post-translationale Modifikationen durchlaufen. Die Passagierdomane kann so
verschiedene virulente Fahigkeiten wie Adhasion, Autoaggregation, Invasion, Biofilm-Bildung
und Zytotoxizitat tragen. Viele sekretorische Proteine von Gram-negativen Bakterien konnten
als Autotransporter identifiziert werden. So vermitteln das Hap Protein von Haemophilus
influenzae oder zwei Proteine von E. coli, das Antigen 43 und AIDA-I Protein, sowohl
Adhasion als auch Autoaggregation und beide E. coli Proteine sind zusatzlich in der Biofilm-
Bildung involviert (Fink, Green et al. 2002), (Hendrixson and St Geme 1998), (Benz and
Schmidt 1992), (Henderson, Meehan et al. 1997), (Klemm, Hijerrild et al. 2004). Das
Rickettsia rOmpA Protein (Adhasion), das BabA von Helicobacter pylori (Adhasion) und das
YadA von Y. enterolcolitica bzw. Y. pseudotuberculosis (Adhasion, Invasion, Zytotoxizitat,
Autoaggregation) sind weitere Beispiele fir zahlreiche Autotransporter Proteine, die in der
Pathogen-Wirtszellsinteraktion eine wichtige Rolle spielen. Es kdnnen zwei Varianten der
Autotransporter unterschieden werden, die ,konventionellen® und die ,trimeren®
Autotransporter (Cotter, Surana et al. 2005). Bei den konventionellen Autotransportern
besteht die Translokationseinheit aus ungefahr 300 Aminosauren. Diese bilden ein
wahrscheinlich 12-strangiges [B-barrel aus, dem eine a-Helix und die Passagierdomane

vorausgehen.
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Es gibt Hinweise, dass die Translokationseinheit bei einigen Autotransportern in der
AuRenmembran oligomerisieren kann (aber nicht muss), was zu einer Ausbildung eines
Rings mit groRer zentraler Hohle fuhrt (gezeigt fur IgA Protease von N. gonorrhoeae)
((Veiga, Sugawara et al. 2002), (Muller, Benz et al. 2005), (Skillman, Barnard et al. 2005).
Bei den trimeren Autotransportern ist die Translokationseinheit viel kirzer und fihrt zur
Ausbildung von nur vier B-Stradngen, denen direkt die Passagierdomane vorangeht. Es
konnte gezeigt werden, dass sie Homotrimere ausbilden, wobei der funktionale Translokator
ein 12-strangiges B-barrel darstellt und jedes Monomer vier B-Strange flr das gesamte (3-
barrel beisteuert (Cotter, Surana et al. 2005).

Interessanterweise wurden alle bisher funktionell analysierten trimere Autotransporter als
Adhasine charakterisiert (Cotter, Surana et al. 2005).

A

Signalsequenz Passagierdoméne Translokationseinheit

Aunfere
MIembran

Periplasma

Inere
Blembran

1.6 Mogliche Systeme zur Identifizierung und Analyse von

Abbildung 6: Der Typ V Sekretionsmechanismus

A) Schematische Darstellung der charakteristischen Drei-Domanen-Struktur der Autotransporter, bestehend
aus einer Signalsequenz (gelb), der Passagierdomane (blau) und der Translokationseinheit (rot). Die
Translokationseinheit ist unterteilt in 2 Regionen, die zur a-helikalen und zur B-barrel Sekundarstruktur
fihren. B) Der Transportweg des Autotransporters Uber die bakteriellen Membranen wird durch die
Signalsequenz (gelb) eingeleitet, welche im Periplasma prozessiert wird. Der C-terminale Bereich (rot) bildet
ein B-barrel aus, durch das die Passagierdoméne (blau) nach auf3en exportiert wird. An der Zelloberflache
verbleibt die Passagierdomane mit dem -barrel verbunden oder kann post-translational modifiziert werden
(verschiedene Mdglichkeiten I-1V). (modifiziert nach Henderson and Lam 2001)
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bakteriellen Adhasionsproteinen

Um die Funktion von bakteriellen Proteinen zu analysieren, die bei der Adhasion des
Bakteriums an die Wirtszelle eine wichtige Rolle spielen, bendtigt man funktionelle
Testsysteme, die den Nachweis der adhasiven Eigenschaften ermoglichen. Fir die
Chlamydien ist dies von groRRer Bedeutung, da diese genetisch nicht manipulierbar sind. Die
Voraussetzung fir die Auswahl des Systems ist die Méglichkeit zur Analyse unabhangig von

Grofte und Funktion des Proteins.

1.6.1 Bekannte Prasentationssysteme

Da Chlamydien genetisch nicht manipulierbar sind, muss die funktionelle Analyse mdglicher
Adhasine mit Hilfe von heterologen Prasentationssystemen durchgefuhrt werden.
In der Vergangenheit wurden unterschiedliche Systeme zur Prasentation von Proteinen auf
einer Oberflache verwendet. Die einen basieren auf der Beschichtung von Latexkugelchen
mit rekombinant hergestellten Proteinen, die anderen nutzen die Prasentation von Proteinen
auf der Oberflache heterologer Organismen (Dersch and Isberg 1999), (Lang, Maki et al.
2000), (Dubel, Breitling et al. 1993), (Sternberg and Hoess 1995), (Becker, Theile et al.
2005). Die Verwendung der Latexklgelchen erfordert die Expression und Reinigung der zu
testenden Proteine. Flr ein weitreichendes ,screening” potentieller Adhasine eignet sich
dieses System somit nicht, da die Aufreinigung vieler Proteine, vor allem Membranproteine,
schwierig und zeitaufwendig ist.
Fir die Prasentation von Peptiden wurde das sogenannte ,Phagen-Display® entwickelt, bei
dem Peptide, fusioniert an Hullproteine von filamentdésen Phagen, auf der Phagenoberflache
exponiert vorliegen (Chiswell and McCafferty 1992). Auf diese Weise wurden die
verschiedensten Interaktionen zwischen Proteinen oder Antikdrpern und Liganden
nachgewiesen (McCafferty, Griffiths et al. 1990), (Li, Kilpatrick et al. 2000), (Chang, Abdo et
al. 2005). Das Phagen-System eignet sich jedoch nicht zur Prasentation ganzer Proteine,
weshalb bakterielle Prasentations-Systeme entwickelt wurden. Fir Gram-negative Bakterien,
wie z.B. E. coli, wird die Fusion von heterologen Proteinen an Proteine der bakteriellen
AulRenmembran oder an Fimbrien- und Flagellenproteine genutzt (Francisco, Stathopoulos
et al. 1993); (Klemm and Hedegaard 1990; Newton, Kotb et al. 1991; Francisco and
Georgiou 1994). AulRerdem wurde ein E. coli System entwickelt, welches Uber die Fusion
heterologer Proteine an Domanen eines bakteriellen Autotransporterproteins (AIDA-I) die
Translokation auf die Bakterienoberflache erlaubt (Jose and Handel 2003), (Maurer, Jose et
al. 1997). Ein Oberflachen-Prasentationssystem fiir Gram-positive Bakterien wie z.B.
Staphylococcen nutzt die Fusion heterologer Proteine an das Zellwandprotein Protein A und
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damit ebenfalls die Prasentation auf der Bakterienzellwand (Samuelson, Hansson et al.
1995).

Neben den bakteriellen Systemen wurde auch die Hefe Saccharomyces cerevisiae als
Organismus zur Prasentation von Proteinen verschiedenster Herkunft genutzt (Matsumoto,
Fukuda et al. 2002), (Ueda and Tanaka 2000), (Boder and Wittrup 1997). Hefezellen eignen
sich besonders gut, da sie sich sehr gut genetisch manipulieren lassen und dabei einfach zu
kultivieren sind. AuRerdem sind die Funktionen und Komponenten der
Sekretionsmaschinerie weitgehend aufgeklart und kdénnen zu einer Verbesserung der
Proteinsekretion und Prasentation auf der Hefe positiv verandert werden. Hefen und die auf
ihrer Zelloberflache prasentierten Proteine werden sowohl im Bereich medizinischer
Forschung als auch flir biotechnologische Zwecke eingesetzt (Wadle, Mischo et al. 2005),
(Kondo, Shigechi et al. 2002), (Fuijita, Ito et al. 2004).

1.6.2 Das Hefe-Oberflachenexpressionssystem

Zur Charakterisierung der adhasiven Eigenschaften eines bakteriellen Proteins wurde in
unserem Labor erstmalig das Hefe-Oberflachenexpressionssystem verwandt (Boder and
Wittrup 1997), (Moelleken and Hegemann 2008). Dafir wird das zu untersuchende Protein
an eine Untereinheit des a-Agglutininrezeptors fusioniert. Die a- und a-Agglutininrezeptoren
interagieren miteinander und leiten so die fir die Hefepaarung bendétigte Zell-Zellinteraktion
ein, welche dann in der Fusion der a- und a- haploiden Zellen resultiert. Die Untereinheiten
des a-Agglutininrezeptors, Agalp und Aga2p, dienen der Prasentation der Proteine an der
Hefeoberflache. Dabei handelt es sich beim Agal1p Protein um ein stark O-glykosyliertes
Mannoprotein, welches uber einen GPI-Anker in der Hefezellwand verankert ist (Shen, Wang
et al. 2001). Das Aga2p Protein ist ebenfalls stark glykosyliert und wird von einem
Expressionsplasmid exprimiert. Nach der Sekretion wird es Uber zwei Disulfidbriicken
kovalent mit dem Agailp Protein auf der Zelloberflache verbunden. Mit Hilfe des Hefe-
Oberflachenexpressionssystems konnten bereits Studien zur Interaktion von Ligand und
Rezeptor durchgeflhrt werden (Boder and Wittrup 1997), (Kieke, Cho et al. 1997), (Shusta,
Holler et al. 2000). Kurzlich konnte das erste chlamydiale Adhasin OmcB mit Hilfe des Hefe-
Oberflachenexpressionssystems identifiziert werden (Moelleken and Hegemann 2008). In
dem von unserem Labor modifizierten System unterliegen die AGA71 und AGA2 Gene der
Kontrolle des Doxyzyklin-abhangigen tetO,-CYC1-Promotors (Guldener, Koehler et al. 2004),
(Georgoudis 2004).
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Abbildung 7: Hefe- Oberflachenexpressionssystem

Schematische Darstellung des Hefe-Oberflachenexpressionssystems. Die Hefe tragt das
Aga1p auf der Oberflache und ist mit dem Aga2p Uber zwei Disulfidbriicken verbunden. Das
zu untersuchende Protein wird C-terminal an das Aga2p fusioniert und dabei von 3
Epitopen flankiert: N-terminal vom Xpress-Epitop und C-terminal vom V5-Epitop bzw. dem
Hise-Epitop, wodurch die Proteinexpression nachgewiesen und die Aufreinigung
durchgefiihrt werden kann.
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1.7 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das C. pneumoniae Polymorphe Membranprotein (Pmp) 21
auf seine Funktion wahrend der initialen Schritte des Infektionszyklus, der Adhasion und
Internalisierung, untersucht und charakterisiert werden. Initiale Ergebnisse mit dem Hefe-
Oberflachenexpressionssystem deuteten darauf hin, dass die Passagierdomane von Pmp21
an Humanzellen adhariert (Georgoudis 2004). Daher sollten zunachst die adhasiven
Eigenschaften des Proteins mit Hilfe des Hefe-Oberflachenexpressionssystems im Detail
weiter studiert werden. Zudem sollte rekombinantes Protein generiert werden, um die Rolle
des Proteins in  Adhasions-  und Internalisierungsstudien sowie  durch
Neutralisationsversuche zu studieren. AuRerdem sollte die Funktion der charakteristischen
repetitiven Motive der Pmps durch Mutationsanalysen aufgeklart werden. In einem weiteren
Abschnitt sollte ein Antikdrper gegen die bisher nur in 2D Gelen gefundene 55 kDa Domane
innerhalb des N-terminalen Bereichs von Pmp21 generiert und zur Aufklarung der
Lokalisation durch Immunofluoreszenz- und Immunoblot Analysen wahrend der chlamydialen

Infektion verwendet werden.
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2 MATERIAL

2.1 Gebrauchsartikel

Tabelle 1: Verwendete Gebrauchsartikel

Gebrauchsartikel

Hersteller

Schraubverschlussrohrchen 15 ml, 50 ml

Saarstaedt

Glasplattchen fiir Zellkultur in Wellplatten; Deckgléser, @

12 mm

Menzel/Roth

Kulturflaschen: Polystyrol-Flaschen, 25 cm? (50 ml) und

80 cm? (260 ml), steril

Nunc

Falkon, 12 ml: PP-R6hrchen, steril

Greiner

Zellschaber 23 cm

Nunc

24-Well Zellkultur-Platten

Corming Incorporated Costar )

96-Well Gewebekulturplatten

Corming Incorporated Costar

4-Well Zellkultur-Platten

Corming Incorporated Costar

Kryo-Rohrchen Nunc
Dialyseschlauch Serva
Immobilon-P Membran Millipore
2.2 Gerate und Maschinen
Tabelle 2: Verwendete Gerate
Gerit Hersteller
Biofuge pico (mit Heraeus Sepatech-Rotor (#3324)) Heraeus
Brutschrank Thermo FormaSterikult 100 Thermo
Rotanta 460R (mit Rotor (#4444) und Einsitzen (#4428)) Hettich
Megafuge 1.0 (mit  Tragringrotor  (#3360)) und Heracus

Schwenkbecherrotor (#3471)

PCR-Thermocycler: GeneAmp 9700

Perkin Elmer

Ultraschallstab Sonosplus HD2200 Bandelin
Ultraschallwasserbad RK102H Bandelin
Photometer DU-800 Spectrophotometer Beckmann
Schiittler Polymax 2040 Heidolph
Vibrax VXR IKA
Speed-Vac Vacuum-Concentrator Savant
Beckman Zentrifuge Avanti J-25 Beckman
Neubauer Zahlkammer Marienfeld
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2.3 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Acrylamid (Rotiphorese 35) Roth
Actidione (Cycloheximid) Sigma
Adenin Roth
Agar Difco
Agarose SeaKem LE
Ammoniumacetat Fluka
Ammoniumpersulfat Merck
Ammoniumsulfat Roth
Ampicillin Sigmal
Bacto Trypton Difco
EZ-Link ™ Sulfo-NHS-Biotin Pierce
Bradford Reagenz Biorad
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva
5-Bromo-4-chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) Sigma
Borsdure Sigma
Bromphenolblau Fluka
n-Buthanol Riedel-deHaén
Calciumchlorid Roth
Casein Pepton Difco
CellTrace™CFSE Cell Proliferation Kit Invitrogen
Coomassie Brilliant Blau Serva
D(+)- Glucose Roth

Desoxynukleosid-5"-Tiphosphat (ANTPs);

MBI Fermentas

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
Dimethylformamid (DMF) Roth
Dinatriumhydrogenphosphat J.T. Baker
Dithiothreitol (DTT) Sigma
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
Essigsdure Riedel-deHaén
Ethanol (96 %) J. T.Baker
Ethidiumbromidlésung 10mg/ml) Roth
Ethylendiamintetraacetat (Na,-EDTA) Roth
Formaldehyd-Lasung (37%) J.T.Baker
Galaktose Roth
Gastrographin Schering
Glutaminséure Serva, Sigma
Glycerin Roth

Glycin Roth
Harnstoff J.T. Baker
Hefeextrakt Difco
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Chemikalien Hersteller
Hefe Stickstoffquelle (YNB) Difco
Heparin Natriumsalz Sigma
Isopropanol Roth
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Peqlab
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) Merck

A Phagen DNA

MBI Fermentas

Lachssperma (Carrier) DNA Sigma
Latex Kiigelchen (1,1 pm Durchmesser) Sigma
Lithiumacetat Roth
Lysin Roth
Magnesiumchlorid (MgCl,) Roth
Magnesiumchlorid (MgCl, + 6 H,0) Fluka
a-Mannosidase Sigma

Methanol Riedel-deHaén
Methionin Roth
Methylenblau Sigma
Milchpulver Roth
Natriumacetat (NaOAc) Roth
Natriumcarbonat Roth
Natriumchlorid (NaCl) J.T.Baker
Natriumdihydrogenphosphat J.T. Baker
Natriumdodecylsulphat (SDS) Serva
Natriumhydroxid Roth
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) Sigma
N-Laurylsarcosin Sigma
Nickel-NTA Agarose Qiagen
Polyethylenglycol 3350 (PEG) Sigma
Proteaseinhibitoren Roche
Saccharose Monohydrat Roth
Salzsdure (HCI) Roth
Schwefelsdure Merck
Sorbitol Roth
Streptavidin Qdot (15-20 nm Durchmesser) Sigma
TEMED Roth
Turbo TMB (1-step ELISA solution) Perbio
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Roth
Triton X-100 Merck
Trypton Pepton Difco
Tryptophan Roth
Tween 20 Merck
Vectashield (Anti-fade mounting fluid) Linaris
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2.4 Enzyme

2.4.1 Nukleasen

Tabelle 4: Verwendete Enzyme

Enzym

Hersteller

DNase 1 (RNase frei)

Roche

RNase A

Qiagen

2.4.2 Restriktionsendonukleasen

Die hier verwendeten Enzyme wurden von der Firma MBI Fermentas bezogen, folgende

Enzyme wurden verwendet:

BamHlI, Bglll, EcoRl, EcoRV, Hincll, Hindlll, Notl, Pvul, Pvull, Smal, Styl, Xbal, Xhol

2.4.3 Polymerasen

Tabelle 5: Verwendete Polymerasen

Enzym

Hersteller

Taq Polymerase

Eigene Herstellung durch Fr. Volfson

Pfx Polymerase

Invitrogen

2.4.4 Andere Enzyme

Tabelle 6: Verwendete weitere Enzyme

Enzym Hersteller
Ligase Fermentas
Lysozym Sigma
o-Mannosidase Sigma
Proteinase K Roche
Trypsin/EDTA Invitrogen
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2.5 Antikorper
Tabelle 7: Verwendete Primar-Antikdrper
Primir-Antikorper Ursprung Verdiinnung Hersteller
1:50 Immunfluoreszenz i
DnaK (C.trachomatis 1.2) Kaninchen (Birkelund, Lundemose et
1: 500 Westernblot al., 1990)
Momp-Serum Kaninchen 1:10 Immunfluoreszenz (Wuppermann, 2001)
GroEL-1 Maus 1:25 (Zhong)
Anti-Xpress Antikorper Maus 1:500 Immunfluoreszenz Invitrogen
. o 1:200 Immunfluoreszenz )
Penta-His Antikorper Maus Qiagen
1:5000 Westernblot
Invasin (# 497) Maus 1:25 Immunfluoreszenz (Dersch, 1999)
Pathfinder Maus 1:4 Immunfluoreszenz Bio-Rad
Pmp21-D Pabl4 Kaninchen pur Westernblot diese Arbeit
. 1:10 Immunfluoreszenz . .
Pmp21-D Pabl5 Kaninchen diese Arbeit
1:100 Westernblot
) 1:4 Immunfluoreszenz . .
Pmp21-E Pab4l Kaninchen diese Arbeit
1:50 Westernblot
. 1:4 Immunfluoreszenz ) )
Pmp21-E Pab42 Kaninchen diese Arbeit
1:50 Westernblot
Tabelle 8: Verwendete Sekundar-Antikdrper
Sekundir-Antikérper Ursprung Verdiinnung Hersteller
Cy3-Anti-Maus Kaninchen 1:200 Immunfluoreszenz Sigma
Cy3-Anti-Kaninchen Maus 1:200 Immunfluoreszenz Sigma
AP-Anti-Maus Kaninchen 1:7500 Westernblot Promega
AP-Anti-Kaninchen Maus 1: 7500 Westernblot Promega
® < g
qut Streptavidin 1:50 Immunfluoreszenz Invitrogen
conjugates
2.6 Kits
Tabelle 9: Verwendete Kits
Kit Hersteller
Nucleo Spin Extract Kit Macherey &-Nagel
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen
Qiagen Genomic Kit G20 Qiagen
QiaexII Gel Extraction Kit Qiagen
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2.7 DNA Langenstandard

A-DNA

Herstellung durch Frau Volfson

geschnitten  mit

EcoRI/Hindlll

unter

erhalt

folgender Fragmentgrofien (in kb): 23100, 21200,
9420, 6560, 5150, 4250, 3540, 2300, 2030,
1910, 1580, 1380, 950, 83, 560, 130

2.8 Proteingrofienstandard

SeeBlue plus 2 (Proteingréfen in kDa: 250,148,98,64,50,36,22,16,6,4)

page ruler

(ProteingréRen in kDa: 170,130,95,72,55,43,34,22,17)

2.9 Oligonukleotide

2.9.1

Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotide

Invitrogen
Invitrogen

Oligonukleotide zur Amplifikation und Verifikation

TGCATGATATCGAATTCCGAATTGATCC

Oligonukleotid Sequenz (5™-3") Name
r.
C247 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | g 0o .
GTGGAATGGAAAGAAAATCAAGCATTAT pmp-igag
248 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | o
- AGTGTGTATAGATGGCCCCTCC pmp=1gag
249 TACGACGATGACGATAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | pi o
GTGGAAACACCTCTCAGGTTTAAGGTT pmp
250 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | oo o
- AGATAATGCTTGATTTTCTTTCCA pmp
251 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | pe 1
i GTGGAACAAAACCTCAAAATTG pmp=1hin
C25 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG |po o
AGAGCTTTATCTTTATTGGGTGT pmp21stop
086 :{égGAGCTCTGTTGCCATAGAAAGAAACGTTCCCTGC EGpmp21fl
201 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | poe o
AGAGTTTTAGGAGGATAATGATC pmp
300 GCAATAACAGAAAATATTGAAAAACAGCGAAGTAAC Aga2ol3
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Oligonukleotid

Sequenz (5°-3°)

Name

Nr.

310 CGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATT ADH

. AATGCCACACCTCTACCGGCAGATC pvu

a2 GAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCCTCACCGGTC |,
GCGGCATAGGCCACTAGTGGATCTG g

a3 TTGTGAACAGGTAGGTAAAATGAGCGAAAGATAATG |,

- TCATGATATCGAATTCCGAATTGATCC galher

C314 ATTAGAAGCCGCCGAGCGG Gallverhin

C-327 GCCTGTTGAACAAGTCTGGA kanver

C-328 GAAGACTCTCCTCCGTGCGTC GallverNEU

C-329 GCCGAAGCCATTAAGGTTCT VerLEUZhin

C-330 GATACCTGCATCCAAAACCTT VerLEUZher

C-331 ACGCCCAACCTGCCATCAC Phlcohin

C-332 GATGCCTGCAAGCAATTCGT Phleoher
TTCGAAAATCATTTAATTGGTGGTGCTGCTATCGATG .

C-333 CTAAACTTCGTATAATGTATGCTAT LEU2dishin
TTCAGGCAAGTTCAATGACAATTTCAACATCATTGCA .

C-334 GCAAATAACTTCGTATAGCATACAT LEU2disher
TTCGAAAATCATTTAATTGGTGGTGCTGCTATCGATG .

C-349 CTACAGCTGAAAGCTTCGTACGC Leu2dishinNEU
TTCAGGCAAGTTCAATGACAATTTCAACATCATTGCA .

C-350 GCAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG Leu2disherNEU
AGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATA

C-376 GATTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACTTT | pAC2Pmp21-Nhin
GTCAGCAGGCATTGCTTTT

C-377 CCTTCATTAATTTTTAACTCC pAC2Pmp21-Nforward

C-378 CCAAACCAGCTTTTGATCGAT pAC2Pmp21-Nback

C-386 AATACAGGAAATCTGAGATT pAC2Pmp2 | N-newforw

C-387 GTAGAAGAGGAAGTGCCACC Pmp21_Ehin05
TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG o

-388 GTGGAAGTAGAAGAGGAAGTGCCACC Pmp21_Ehin03hin

C-389 CGCAAACCGCCTCTCCCCG tetO_ver

C-396 CTGATACCGCTCGCCGCAGC vertetOher

C-421 TGGCGAAAGGGGGATGTGCT PAC2verher

C-431 CTGAAGATTATGCTGGTGGA pAC2Dperhin

432 /éggGGAGCTGTTTCTTGAGGAGCTACATATTTTTGAG AC2DKorher

43 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG |y

AGTGATTCCACGGGAGCTGTTTC
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Oligonukleotid

Sequenz (5°-3°)

Name

Nr.

434 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | o

- AGGGAATCTAGAAGAACATTAT mp=LLshorty

439 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | o o
GTGGAAATGTTTGAGAAGTTCACTAATAG pEbep
AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG

C-440 AGCTATGATTCCAAGTGAGGGCTAG PEGepn0437her
GTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCG

C-444 CTGAGGTGGCGGTCATCACCATCACCATCACTGGAAA | HK5Pmp21Dhin
GAAAATCAAGCATTAT
AGAAGCTTCTAGACCATGGATCAGGCGTTGGAGGCCT

C-445 AGGAGCTTAAGTTTTAGGAGGATAATGATC HK5Pmp21Dher
AGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATA

C-455 GATTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGCA | pAC2Pmp21N2hin
CATTCCTTACACAGCTCA
AGTCACGACGTTGTAAAA CGA

C-456 CGGCCAGTGCCAAGTTAAGCTTTATCTTTATTGGGTG | PAC2Pmp2INZher

C-461 GCAACTATGGATGAACGAAAT SeqpKm17hin

C-462 TTCATCGATAGATCTCGAGAA SeqpKM 1 7her

463 GAGAAGCTTCTAGACCATGGATCAGGCGTTGGAGGCC | oo

- TAGGATTAGCTTTATCTTTATTGGGTGTA P

o464 AGAAGCTTCTAGACCATGGATCAGGCGTTGGAGGCCT | o -
AGGAGTTAAGTTTTAGGAGGATAATGATC p
AGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATC

C-465 GCTGAGGTGGCGGTGCATCACCATCACCATCACCAAA | pKM17Fhin
ACCTCAAAATTGTAAAGAA
AGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATC

C-466 GCTGAGGTGGCGGTGCATCACCATCACCATCACTGGA | pKM17Dhin
AAGAAAATCAAGCATTAT

C-467 TTAATATAAATATATAAATT cenileu

C-468 ATGTCACGCTTACATTCACG Cyclterm
GTCGACCCAGCTCCTAGGCCTCCAACGCCTGATCC

C-478 ATGGGTGGCGGTGCATCACCATCACCATCACTGGA | PKMI17Dhinmes
AAGAAAATCAAGCATTA
TAGGGATCCGATATCGGTACCGAATTCATCGATAG

C-479 pKM17Dhermcs
ATCTTTAAGTTTTAGGAGGATAATGATC

C-430 GAAATCAGGGAAACATAGCAT SeqPmp2 1 pAC2
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Oligonukleotid

Sequenz (5°-3°)

Name

Nr.

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGA

C-487 pRS315tethin
GCTCCACCGCGG CGCAAACCGCCTCTCCC

a8 CAAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACG | oo o
GTAATGGTGATGGTGATGATGAC P
TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCA

C-497 Pmp21-X1hin
GTGTGGTGGAAGCACATTCCTTACACAGCTC
AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTA

C-498 Pmp21-XT1her
GACTCGAGCAAGGCGGTGTTTTCGTTGT
TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCC

C-499 Pmp21-X2hin
AGTGTGGTGGAAGTAGAAGAGGAAGTGCCACC
AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCT

C-500 Pmp21-X2her
AGACTCGAGTGTATAGATGGCCCCTCCACCAAA

. AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG |, o

- AG ATTCTGCTTAAAGGCAACTTC mpz1-shorty

GTCGACCCAGCTCCTAGGCCTCCAACGCCTGATCCAT

C-502 GGGTGGCGGTGCATCACCATCACCATCAC pKM17-Pmp21Nhin
GCACATTCCTTACACAGCTC
TAGGGATCCGATATCGGTACCGAATTCATCGATAGAT

C-503 CTTTACTCATGTTAATTTGAACTCCG pKMI17-Pmp2INher
ACCCCCATCCATACTCTAGAACTAGTGGATCC  ATG .

€304 GCACATTCCTTACACAGCTC GFP-35Pmp21Nhin
GAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCC

C-305 TGC CATGTTAATTTGAACTCCGG GFP-35Pmp21Nher
ATGGTATGGATGAATTGTACAAATCTAGAACTAGTGG .

€-306 ATCC GCACATTCCTTACACAGCTC GFP-36Pmp2hin
AGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCT

C-507 GCAG TTA CATGTTAATTTGAACTCCGG GFP-36Pmp2lher
AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG

C-515 AGTCCACCTACAAAATCTGTAA PEGPmp21shorty3her
AGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATA

C-552 GATTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGTA | pAC2 X2hin

GAAGAGGAAGTGCCACC

46



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21

Material

Oligonukleotid

Sequenz (5°-3°)

Name

Nr.
AGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGTT
C-553 ATGTATAGATGGCCCCTCCACCAAA PAC2_XZher
C-554 CAGTCACGACGTTGTAAAAC SeqpRShin
C-555 TCTTCTTTTCTCTAAATATT SeqpRShin
556 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | oo
- GTGGAAATGTCTAAAGGTGAAGAATTAT p
568 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | v
GTGGAAGTAGAGCTTTCTGCTGTTCAA pEL_
569 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | Lo by
- AGCATGTTAATTTGAACTCCGGC PEL
570 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | o po
. GTGGAACTCAGATTGCTGCTATACAA pEL_thin
AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG
C-592 AG GATTTTTGAGTCATTCCCGC PEG_F3her
599 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | o oo
- AGAATTGCATCTTGGAAAATAATAT prl-taher
2600 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | oo oo
AGAGGACTGACATCTTTATCTGG p
601 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | o oo
- AG GCTGTCATCTTGTGGCTTGG prl-toher
600 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | o0 .
GTGGAAGCCTTTTATAGTAACGAGGCT P
2603 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | o0
- AG TAGATTGTTTTTAAAGAAAATac mp~-her
AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG
C-604 AG AAGTAAGGCACCACCATTTTC Pmp20759her
605 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG |5 1on 1.
- GTGGAA CTATTTAGCAACAACTCTGCtg p
606 TACGACGATGACGACAAGGTACCAGGATCCAGTGTG | 1 pon o
GTGGAA TCTTTCTATGGCAACAGAGC Pl
607 AGGGATAGGCTTACCTTCGAAGGGCCCTCTAGACTCG | 5 o1 by
- AG GATATTCCCTTCAAATAAGATA Pt
C-608 AGCAATCGTTGAAGCCGTAA Pmp20Nseq
C-609 AATCCAACAGTGCACGGGAA Pmp20Nseq2
C-610 GGGGCTTACGTTACTAAAAC Pmp20flseq3
C-611 TAAAACGGACTGTTCTTTCAC Pmp20flseqd
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Oligonukleotid
Nr.

C-612 ACAGGAAACTCTGTTATCAAT Pmp20f£lseq5

Sequenz (5°-3°) Name

CCATCACCATCACCATACGGATCCGCATGCGAGCTCG .
C-639 GTAGCACATTCCTTACACAGCTC KM32 Pmp21-Nhin

C-640 GATCTATCAACAGGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAAGC Km32 Pmp21-Nher
TTGGCTGCAGGTCTTA CATGTTAATTTGAACTCCGGC P ¢

CCATCACCATCACCATACGGATCCGCATGCGAGCTCG .
C-641 GTA GTAGAAGAGGAAGTGCCACC KM32 Pmp21-Ehin

GATCTATCAACAGGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAAGC

C-642 TTGGCTGCAGGTCTTAAGTTTTAGGAGGATAATGATC

KM32 Pmp21-Gher

CCATCACCATCACCATACGGATCCGCATGCGAGCTCG .
C-643 GTA CAAAACCTCAAAATTGTAAAGA KM32 Pmp21-Dhin

C-648 CCTCCGTCTGCAATTTGGACACCAGCACCACTAGGAG MutFherl £
CTCTGTTGCCATAGGAAGAAACGTT .

C-649 AAACAGTTCCTCCGTCTGCAATTTGGACACCAGCACC MutFherln
) ACTAGGAGCTCTGACGCCATAGAA u

CCATCACCATCACCATACGGATCCGCATGCGAGCTCG .
C-1090 GTA TGGAAAGAAAATCAAGCATTAT PKM32-Pmp21-Bhin

AATTCCACCTGCAAGGTTATTTTGCACTTCATGGTTGC
C-1091 GAGCAGTGAAACGAGAAAAATCT PKM32-Pmp21Adelher

C-1092 GAGAAGATGTAACTTTATAAGAAAATGCTAAA pKM32-Pmp21-
Amuther

2.9.2 Sequenzierungsoligonukleotide

Tabelle 11: Verwendete Oligonukleotide zur Sequenzierung

Oligonukleotid-Nr. Sequenz (5°-3°) Name

C-192 ATGCAAGGAGTTTTTGAATAT Aga2-Seq2
C-203 TCAGCGGGTTTAAACTC Aga2-Seq3
C-266 TTTTGGAGGAGATATCTTAT SeqPe1050
C-267 CTTGGAGAGCATATAGGGCT SeqPg1050
C-268 AGAGAACATCAATATTATTG SeqPg1400
C-269 CTTGTAGTCATGGAGATCAT SeqPg1780
C-270 AGGAGGAGGTGCTTTGCTTT SeqPg2000
C-271 GAAGCACATTCCTTACACAG SeqPs1050
C-272 CCAAAGAGAATAGAAAAGAC SeqPs1420
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Oligonukleotid-Nr. Sequenz (5°-3") Name
C-294 AAACAGTTTFAFFAACATTCT Psx1100
C-295 TCTTCTCAGTCTATCTCTGAA Psx1609
C-296 CTTGGAGAGCATATAGGGCTT Px1051
C-298 AAAATATGTAGCTCCTCAAG Pg1700
C-299 ATGTGTTAAAAACACTTCTA Psx2300
C-308 CCTCGGTCTCGATTCTACGCG Omp5C2560
C-311 GCGCTATTGAATTTTCAGG Pmpsx2171

2.10 Plasmide

Tabelle 12: Verwendete Plasmide

Nr. der Laborinternen

Plasmid Genetische Marker, Konstruktion .
Plasmidsammlung

pAC2 Culjak, 2001 1070

pYDI1 Invitrogen 1104
pQE-31 geschnitten mit Xbal/Pvull. Integration von

pKM32 CEN6 ARS URA3 von pAC2 (Oligonukleotide C- K. Mélleken
613/ C-614)
pYDI geschnitten mit Pvull, Integration des tetO7-

pEG6 CYCI-Promotors 1183
pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-

pEG10 D-1-Fragments generiert mit den Oligonukleotiden 1241
C-501/ C-251 auf GiD C. pn. DNA
pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-

pEGI11 D-2-Fragments generiert mit den Oligonukleotiden 1242
C-515/ C-247 auf GiD C. pn. DNA
pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-

pEG12 A-Fragments, generiert mit den Oligonukleotiden C- 1243
497/ C-498 auf GiD C. pn. DNA
pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-

pEG13 C-Fragments generiert mit den Oligonukleotiden C- 1244
499/ C-500 auf GiD C. pn. DNA
pKM17 geschnitten mit Notl, Integration des

pEG14 pmp21-D-Fragments generiert mit den 1245
Oligonukleotiden C-463/ C-465 auf GiD C. pn. DNA
pKM17 geschnitten mit Notl, Integration des

pEG15 pmp21-B-Fragments generiert mit den 1246

Oligonukleotiden C-464/ C-466 auf GiD C. pn. DNA
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Plasmid

Genetische Marker, Konstruktion

Nr. der Laborinternen
Plasmidsammlung

pEG16

pAC2 geschnitten mit EcoRI/Bglll, Integration des
pmp21-N-Fragments generiert mit den
Oligonukleotiden C-455/ C-456,bp) auf GiD C. pn.
DNA

1247

pEG17

pKMI11 geschnitten mit Sacl, Integration des
tetOCycl ~ Promotors,  generiert —mit  den
Oligonukleotiden C-312/ C-313 auf pAH3

1331

pEG18

pAC2 geschnitten mit EcoRI/BgllIl, Integration des
pmp21-D-Fragments generiert mit den
Oligonukleotide C-337/ C-338 auf GiD C. pn. DNA

1332

pEG19

pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-
D-Fragments generiert mit den Oligonukleotiden C-
251/ C-252 auf GiD C. pn. DNA

1333

pEG20

pAC2 geschnitten mit EcoRI/Bglll, Integration des
pmp21-C-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotide C-552/ C-553 auf GiD C. pn. DNA

1334

pEG21

pAC2 geschnitten mit EcoRI/Bglll, Integration des
pmp21-N-Fragments in Fusion mit mbp, generiert
mit den Oligonukleotiden C-538/ C-539

1335

pEG22

pKM17 geschnitten mit Notl, Integration von His6 ,
generiert mit den OligonukleotideC-564/ C-565

1336

pEG23

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-D-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-643/ C-640 auf GiD C. pn. DNA

1337

pEG24

pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp20-
N-Fragments, generiert mit den Oligonukleotiden C-
337/ C-338 auf GiD C. pn. DNA

1338

pEG25

pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp20-
C-Fragments, generiert mit den Oligonukleotiden C-
605/ C-603 auf GiD C. pn. DNA

1339

pEG26

pEG6 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-
N-Fragments, generiert mit den Oligonukleotiden C-
252/C-249 auf GiD C. pn. DNA

1340

pEG27

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-E-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-641/C-640 auf GiD C. pn. DNA

1341

pEG28

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-N-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-639/ C-640 auf GiD C. pn. DNA

1342

pEG29

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-B  -Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-1090/ C-642 auf pEGS. DNA

1600

pEG30

pEG6 geschnitten mit Nofl, Integration des pmp21-
A-Fragments, generiert mit den Oligonukleotiden C-
497/C-498 auf pEGS5 DNA

1601

pEG31

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-Ayq -Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-272/ C-1091 auf pEGS. DNA

1602
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Plasmid

Genetische Marker, Konstruktion

Nr. der Laborinternen
Plasmidsammlung

pEG32

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-Amut -Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-639/ C-1092 auf pEGS. DNA

1603

pEG33

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-A -Fragments, generiert Tiiber Ligation,
geschnitten aus pEG5 mit BamHI/xhol

1604

pEG34

pEG4 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-
Dmutl-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-649/C-192 pEG5 DNA

1605

pEG35

pEG4 geschnitten mit Nofl, Integration des pmp21-
Dmut2-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-647/C-192 pEG5 DNA

1606

pEG36

pEG4 geschnitten mit Notl, Integration des pmp21-
Dmut3-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-649/C-192 auf GiD pEG5 DNA

1607

pEG37

pEG6 geschnitten mit Nofl, Integration des pmp21-
Dmut4-Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-192/C-646 auf GiD pEGS DNA

1608

pEG38

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-Dmutl -Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-640/ C-643 auf pEG34 DNA

1609

pEG39

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-Dmut3 -Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-640/ C-643 auf pEG36 DNA

1610

pEG40

pKM32 geschnitten mit Smal, Integration des
pmp21-Dmut4 -Fragments, generiert mit den
Oligonukleotiden C-640/ C-643 auf pEG37 DNA

1611

2.11 Zellen und Zelllinien

2.11.1 Prokaryotische Zellen / Isolate

2.11.1.1

XL+-blue:

Escherichia coli:

SUpE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi relA1 lac” [F proAB lac1?

ZAM15 Tn10(tet)] (Stratagene)
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2.11.1.2  Chlamydia pneumoniae:

GiD; Herkunft: Giessener Isolat eines Patienten mit akuter Bronchitis (Jantos, Heck et al.
1997)

2.11.1.3 Chlamydia trachomatis L2:

(ATCC Nr.: VR-902B)

2.11.2 Eukaryotische Zellen / Isolate

2.11.2.1  HEp-2 Zelllinie (ATCC Nr.: CCL 23)

Larynxkarzinom-Zelllinie mit epithelialer Morphologie, menschlichen Ursprungs, HelLa
Morphologie (ECACC NR.: 86030501; ATCC Nr. CCL-23)

2.11.3 Saccharomyces cerevisiae:

EBY-100: MATa ura3-52 trp1 leu2A1 his3A200 pep4:HIS3 prb1A.6R can1 GAL
AGA1::plU211 (Boder and Wittrup 1997)

CEN.PK 2-1C: MATa /leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3A1 MAL2-8° SUC2 (Entian,
Schuster et al. 1999)

YEG2: MATa ura3-52 trp1 LEU2 his3A200 pep4:HIS3 prb1A.6R can1 GAL

AGA1:plU211 leu2A1::pCM149. Der GAL1- Promotor vor AGA1 wurde
ersetzt gegen den tetO,-CYC171-Promotor. (Gossen und Bujard, 1993;
Gairi et al., 1997, Georgoudis, 2004)

2.12 Medien und Anzucht

2.12.1 Zell- und Chlamydienkulturmedium

Tabelle 13: Verwendete Zellkulturmedien

Medien Hersteller
Minimal Essential Medium, with Earle’s Salts, mit HEPES, ohne L-Glutamin Invitrogen
Ham's F12-K Nutrient mixture Invitrogen
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Material

2.12.2 Mediumzusatze und Waschldsung

Tabelle 14: Verwendete Mediumzusatze

Zusitze und Waschlosungen Hersteller

Cycloheximid (Actidione) Endkonzentration (1,2 pg/ml) Sigma

Fotales Kélberserum (FKS), dialysiert, hitzeinaktiviert, Invitrosen
Endkonzentration (10 %) &

Fungizone (Amphotericin B) Endkonzentration (2,5 pg/ml) Invitrogen
Gentamycin Endkonzentration (20 pg/ml) Invitrogen
L-Glutamin Endkonzentration (1 mM) Invitrogen
Nicht-essentielle Aminosdauren (MEM) Endkonzentration (1 x) Invitrogen
Vitaminlésung (MEM) Endkonzentration (1 x) Biochrone

Hanks” Salzlsung (HBSS) Invitrogen

2.12.3 Medien fur Escherichia coli

LB Medium:
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
13,5 g Agar (Nur bei Platten)

in einem Liter deionisierten Wasser |6sen, autoklavieren und in 250 ml Flaschen portionieren

bzw. Platten gief3en. Nach dem Autoklavieren:

Zugabe von Ampicillin, Endkonzentration 50 mg/l.

2.12.4 Medien fur Saccharomyces cerevisiae

YPD* Medium:

10 g Hefeextrakt

20 g Trypton Pepton

13,5 g Agar (bei Platten)

2 ml Adeninstocklsg. (2 mg/ ml)

4 ml Tryptophanstocklsg. (5 mg/ ml)

in 894 ml deion. Wasser 16sen und autoklavieren. 20 g Glucose in 100 ml deion. Wasser

I6sen getrennt autoklavieren.
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Material

Alle Zutaten in einem Endvolumen von 1 Liter 16sen, in 250 ml Flaschen portionieren und

autoklavieren. Gegebenenfalls Platten giel3en.

SD- Minimalmedium (SD + 24) (Platten):

20 g Glucose
20 g Agar

1,7 g Hefe Nitrogen Base (YNB)
5 g Ammoniumsulfat
2 g Drop-out mix

In 1000 ml deion. Wasser I6sen vor dem Autoklavieren mit 1M NaOH den pH=6 einstellen.

Aminosaure-Mix (Drop out mix):

Der Drop-out mix ist die Kombination aus den folgenden Aminosauren, Basen und

Chemikalien unter Weglassung der entsprechenden Aminosauren, Basen oder Chemikalien.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Aminosaure- Mixes

Der Mix soll mindestens 15 Minuten mit sauberen Mahlkugeln gemischt werden.

Adenin 0,59 Leucin 10,0 g
Alanin 20g Lysin 20g
Arginin 20g Methionin 209
Asparagin 2049 para-Aminobenzoesaure 2049
Asparaginsaure 2049 Phenylalanin 2,049
Cystein 20g Prolin 2049
Glutamin 20g Serin 20g
Glutaminsaure 2049 Threonin 2049
Glycin 20g Tryptophan 2049
Histidin 2049 Tyrosin 2049
Inositol 209 Uracil 2,049
Isoleucin 2049 Valin 2,049
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SD-Minimalmedium flussig:
1,7 g Hefe Stickstoffquelle
5 g Ammoniumsulfat
2 g Drop-out mix
Die entsprechende Aminosdure oder Base flr das Minimalmedium weglassen. In 1000 mi
deion. Wasser l6sen. Die entsprechende Kohlenstoffquelle wird als 20%ige Stocklésung

separat autoklaviert und nachtraglich dem Medium zugefugt.
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3 METHODEN

3.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe S. cerevisiae wurde in Fest und Flissigmedien bei 30 °C kultiviert. Die

entsprechenden Medien sind wie unter 2.12.4 beschrieben zusammengesetzt.

3.1.1 Induktion von Oberflachen-prasentierten Proteinen in
der Hefe S. cerevisiae

3.1.1.1 Ansetzen der Induktionskultur

Um die Genexpression Oberflachen-prasentierter Proteine in der Hefe zu induzieren,
missen die Zellen in Induktionsmedien kultiviert werden. In dem hier verwendeten Hefe-
Oberflachenexpressionssystem unterliegen die Gene der Kontrolle des tetO-CYC1-
Promotors (Georgoudis, 2004). Um die Proteinexpression zu ermdglichen, wird
Induktionsmedium 2.12.4 mit Glukose als Kohlenstoffquelle verwendet.

Die selektive Hefeinduktionskultur wird wie folgt angesetzt:

e 5 ml SD-Medium (SD Trp’) wird mit einer frischen Hefekolonie beimpft und bei 30 °C
unter rotierendem Schiitteln Gber Nacht inkubiert.

o Die ODgy wird photometrisch bestimmt und die Zellen kénnen nun den
verschiedenen Verwendungszwecken wie Adhasionstests (s. Abschnitt 3.8) zugefiihrt
werden.

3.1.1.2 Aufarbeitung der Proteinproben fiir SDS-Polyacrylamidgele

e Zum Nachweis der Proteininduktion wird die ODggg von Hefezellen nach 24 Stunden
Kultivierung in SD-Medium bestimmt.

e Fur Proteinextrakte aus Hefezellen wird eine ODgoy von 4 an Zellen geerntet und 1
min. bei 13 000 rpm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert.

e Das Zellpellet wird in 1 ml ddWasser gewaschen und erneut fur 1 min. bei

¢ 13 000 rpm zentrifguiert.

e Das Pellet wird in 32,5 pl dest. Wasser resuspendiert.

e Es werden 12,5 ul Ladegelpuffer (4-fach konzentriert) (50 MM Tris/HCL pH:6,9; 2 %
SDS; 0,1 % Bromphenolblau; 5 % Glyzerin) zugegeben.

e Eswerden5pul1MDTT zugegeben.
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Die Probe wird 30 min. bei 100 °C gekocht und dann auf Eis abgekiuhlt.
Die Probe wird mittels Westernblot analysiert.

3.1.2 Indirekte Immunfluoreszenz

3.1.2.1 Préparation und Fixierung der Hefezellen

Eine 5 ml Hefe-Induktionskultur wird mit 500 pl frisch angesetztem para-Formaldehyd
(3,7%) versetzt und fur 5 min. bei RT inkubiert.

Die Zellen werden 2 min. bei 3500 Upm (Megafuge 1.0) pelletiert.

Das Pellet wird vorsichtig zweimal mit 5 ml PBS gewaschen.

Das Zellpellet wird in 1 ml PBS resuspendiert und kann fir zirka 3 Tage bei 4°C
gelagert werden.

3.1.2.2 Fluoreszenz-Markierung Oberflachen-prisentierter Proteine

Ein Multiwell-Objekttrager wird mit Wasser gewaschen und anschlieend getrocknet
Pro Vertiefung werden 20 ul Polyl-L-Lysin (0,5 mg/ml) aufgetragen und fir 10 min. bei
RT inkubiert.

Das Poly-L-Lysin wird mit dest. Wasser vom Objekttrager abgewaschen und erneut
getrocknet.

Pro Vertiefung werden 20 ul der Hefezellsuspension aus 3.1.2.1 aufgetragen und flr
10 min. bei RT in einer feuchten, geschlossenen Kammer inkubiert.

Die Zellen werden durch 20 pl Blockierungslésung (BSA 1%, Tween 20 0,5%, PBS
pH:7,4) ersetzt und fur weitere 30 min. in der feuchten Kammer inkubiert.

Der primare AK (anti-Xpress) wird 1:500 in Blockierungslosung verdinnt und pro Well
werden 20 pl aufgetragen und fir 2 Stunden bei RT (oder UN bei 4 °) inkubiert.

Die Vertiefungen werden viermal mit 20 ul Blockierungspuffer gewaschen, und dann
durch je 20 pl des sekundaren AK (Cy3-Anit-Maus, 1:200) ersetzt.

2 Stunden nach der Inkubation werden die Vertiefungen mit je 20 ul
Blockierungspuffer gewaschen.

Die Zellen werden auf den Vertiefungen ca. 5-10 min. bei RT angetrocknet und mit je
1 pl Vectashield beschichtet, mit einem Deckglas abgedeckt und durch Nagellack
versiegelt.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann die Fluoreszenz betrachtet werden.
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3.1.3 Manipulation von Hefe-Zellen

3.1.3.1 DNA-Isolation aus Saccharomyces cerevisiae

Die Isolation der DNA erfolgte Uber Aufschluss der Hefezellen mittels Glasperlen und unter

Verwendung des Prinzips der alkalischen (Fink und Guthrie, 1983).

3.1.3.2 Transformation von S. cerevisiae

Um Plasmide und Integrationskassetten in Hefe zu transformieren, wurde ein

hocheffizientes Transformationsprotokoll angewandt (Gietz, Schiestl et al. 1995).

3.1.4 Integration von DNA-Fragmenten in einen Vektor
uber homologe in vivo Rekombination

Um ein gewinschtes DNA-Fragment in einen Expressionsvektor einzubringen, wird diese
DNA dber PCR amplifiziert. Fir die PCR werden 2zwei spezifische Oligonukleotide
verwendet, die jeweils 40 Nukleotide Homologie zum Zielplasmid, sowie 18-22 Nukleotide
Homologie zum Zielgen besitzen. Das erhaltene PCR-Produkt wird zusammen mit dem
zuvor linearisierten Plasmid in die Hefe transformiert. In der Hefe wird infolge der homologen
Bereiche das amplifizierte Gen Uber homologe Rekombination in das Plasmid integriert. Fur
die Integration von DNA-Fragmenten in einen genomischen Lokus wird mittels PCR eine
sogenannte Integrationskassette generiert, welche die wie oben beschriebenen Homologien

besitzt und Gber diese in den genomischen Lokus integriert.

3.2 Kultivierung von eukaryotischen Zellen in der Zellkultur

3.2.1 Herstellung des Zellkulturmediums fur HEp-2 Zellen

500 ml Minimal Essential Medium (MEM) + HEPES (25 mM) + ,Earle’s salts®; (ohne

Glutamin) wird um folgende Zusatze erweitert:

e 50 ml hitzeinaktiviertes FKS (Endkonzentration: 10 %),
e 5gGlucose (Endkonzentration: 1 x),
¢ 5 mlVitamine (Endkonzentration:1 x),
e 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration: 2 mM),
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e 5 ml nicht essentielle Aminosauren (Endkonzentration:1 x),
¢ 5 ml Amphotericin B (Endkonzentration: 2,5 ug/ml),
¢ 0,5 ml Gentamycin (Endkonzentration: 50 pug/ml).

3.2.2 Herstellung aller Stammlésungen fir die Zellkultur

3.2.2.1 Hitzeinaktivierung von fotalem Kilber-Serum (FKS):

e 50 ml FKS werden aus dem -80 Gefrierschrank genommen und bei
Raumtemperatur fir 90 min. angetaut, so dass sich zwischen Eis und
Flaschenglas ein Flussigkeitsfilm bilden kann.

¢ AnschlieBend wird das Serum fiir 25 min bei 20 °C im Wasserbad erwarmt.

o Es folgt eine Erwarmung fir 35 min. bei 37 °C, wobei das FKS vollstandig auftaut.

e Die Hitzeinaktivierung erfolgt bei 56 °C fiur 60 min. im Wasserbad bei
gelegentlichem durchmischen des FKS.

e Anschlielend wird das FKS in 50 ml Aliquots in Schraubverschlussréhrchen
portioniert und bis zum Gebrauch bei —20 °C gelagert.

3.2.2.2 Herstellung einer Glukoselosung:

e 100 g Glukosemonohydrat (w/v) werden unter Rihren und leichtem Erwarmen
(max. 40 °C) mit destilliertem Wasser in einem Gesamtvolumen von 100 ml geldst
und anschlieend autoklaviert.

e Nach dem Autoklavieren wird die sterile Losung in je 5 ml Portionen in Falkons
bei —20 °C gelagert.

3223 Vitamine, Aminosduren und Antibiotika:

Vitamine, L-Glutamin und Amphotericin werden ebenfalls in 5 ml Portionen bei -20°C
gelagert.

3.2.2.4 Herstellung der Trypsinlosung:

Die 10 x Trypsin/EDTA- Gebrauchsfertige Loésung wird ebenfalls als 5 ml Portionen bei —20
°C gelagert und zum Gebrauch mit 95 ml Hank’s Losung (HBSS) 1:20 verdunnt. Die
Gebrauchsfertige Losung (0,5 x Trypsin/EDTA) wird bei 4 °C gelagert.

3.2.3 Auftauen und Aussdahen von HEp-2 Zellen

e Das Einfrierrdhrchen mit HEp-2 Zellen (3,5 x 10") wird aus —70°C im 37°C
Inkubationsschrank schnell aufgetaut.

¢ Wenn das Eis aufgetaut ist, das Rohrchen kurz vortexen.

e Die Zellsuspension wird mit 10 ml Zellkulturmedium gemischt.

e Dann wird die Suspension fir 10 min bei 43,3 x g (500 rpm/ Rotanta 460R)
zentrifugiert.
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3.2.4

3.2.5

Das Pellet wird in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und eine 25 cm? oder eine
80 cm? Flasche mit 3 ml bzw. mit 5 ml geimpft.

Trypsin-Behandlung und Ernten von HEp-2 Zellen

Das Zellkulturmedium wird aus einer konfluent mit Zellen bewachsenen
Zellkulturflasche (80 cm?) mit einer sterilen Pipette abgenommen.

Die in der Flasche verbliebenden Zellen werden einmal mit 7 ml Hank’s-Lésung
(HBSS) vorsichtig gewaschen.

Die Zugabe von 5 ml Trypsin/EDTA-Gebrauchslésung fuhrt zum Ablésen der
Zellen, welches durch leichtes Schwenken der Flasche gefordert wird.

Es werden 5 ml Zellkulturmedium dazu pipettiert und die Suspension vorsichtig
gemischt.

Die Suspension wird im 12 ml Schraubverschlussréhrchen 10 min. bei 43,3 x g
(500 rpm/ Rotanta 460R) zentrifugiert.

Der Uberstand wird abgenommen und verworfen.

Das Sediment wird in 5 ml Zellkulturmedium vorsichtig resuspendiert.

Passagieren von HEp-2 Zellen

Passage von HEp-2 Zellen in 24-Well Platten fir den Adhasionstest

3.2.6

3.2.6.1

In die steril gedffnete Wellplatte wird pro Well ein steriles Glasplattchen
hineingelegt.

1 ml der durch Abtrypsinierung gewonnenen Zellsuspension wird in einem 12 ml
Zentrifugenrohrchen mit 9 ml Zellkulturmedium gemischt.

Die gewulnschte Zellzahl wird je 1 ml aufgenommen und in die vorbereiteten Wells
pipettiert.

Es folgt eine Wachstumsperiode von 2-3 Tagen bei 37 °C, 6% CO, im
Inkubationsschrank.

Passage von HEp-2 Zellen in kleine Zellkulturflaschen
(25 cm?)

In jede Flasche werden 5 ml Zellkulturmedium vorgelegt und 0,5 ml abtrypsinierte
Zellen (2x10° Zellen) dazu pipettiert.

Die Flaschen werden kurz geschwenkt und anschlieend bei 37 °C, 6 % CO, und
leicht gedffnetem Deckel flir 3-4 Tage im Inkubationsschrank inkubiert.

Passage von HEp-2 Zellen in groB3e Zellkulturflaschen (80 cm?2)

In jede Zellkulturflasche werden 15 ml Zellkulturmedium und 1 ml der
abtrypsinisierten Zellsuspension (4x10° Zellen) pipettiert.

Die Flaschen werden kurz geschwenkt und anschlieend bei 37 °C, 6 % CO, und
leicht gedffnetem Deckel fir 3-4 Tage inkubiert.
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3.2.7 Einfrieren von eukaryotischen Zellen

e Aus einer konfluent bewachsenen groRen Zellkulturflasche (80cm?) wird das
Medium abgenommen.

e Es folgt einmaliges waschen der Zellen mit HBSS-Lésung

o Der Zellrasen wird durch Zugabe von 5 mITrypsin/EDTA (0,5 x) abtrypsinisiert.

e Die Suspension wird mit 5 ml Zellkulturmedium in ein 12 ml Zentrfugenréhrchen
Uberflhrt und fir 10 min. bei 43,3 x g zentrifugiert.

e Das Sediment wird in 1ml Einfriermedium (90%FKS, 10% DMSO) resuspendiert
und in ein Kryo-Rdhrchen Uberfihrt.

e Die Zellen werden schonend in einer Isopropanol-Einfrierbox bei -70°C
eingefroren.

3.2.8 Bestimmung der Zellzahl

In manchen Experimenten, z.B. Adhasiontest, muss die Anzahl der einzusetzenden HEp-2
Zellen bestimmt werden. Diese kann mit Hilfe einer Zahlkammer bestimmt werden.

e Nach Abtrypsinierung der Zellen werden diese bei 55 x g fur 10 min. zentrifugiert
und in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert.

o Einige Mikroliter werden aus der Suspension abgenommen und in der
Zahlkammer ausgezahilt.

e Mit Hilfe des spezifischen Verdunnungsfaktors wird die Zellzahl pro ml berechnet.

3.3 Chlamydienkultur

3.3.1 Herstellung des Chlamydienkulturmediums

Das Medium entspricht dem Zellkulturmedium, enthalt aber noch Cycloheximid in einer
Konzentration von 1,2 pg/ml.

3.3.2 Herstellung der Lésungen fur die Chlamydienkultur

10 mg Cycloheximid (Stockldsung) werden in 100 ml HBSS aufgeldst, steril filtriert, aliquotiert
und bei — 20°C gelagert.

3.3.3 Herstellung des Einfriermediums flr Chlamydien

Saccharose-Phosphat-Glutaminsaure-Puffer (SPG-Puffer):

75,09 Saccharose
0,52 g KH2P04
1,539 Na,HPO,
0,72 g Glutaminsaure
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Die Losung wird auf 1000 ml mit destilliertem Wasser aufgefullt und auf einen pH-Wert von

7,5 eingestellt und autoklaviert. Die Lagerung erfolgt bei 4 °C.

3.3.4

Bei hohen

3.3.5

Auftauen von Chlamydien zur Kultivierung

Ein Kryoréhrchen wird aus -80°C entnommen und im Inkubationsschrank bei 37
°C erwarmt.

Die Chlamydiensuspension wird in 10 ml Zellkulturmedium pipettiert und leicht
gemischt

Infektionsdosen konnen 1-4 kleine Zellkulturflaschen infiziert werden.

Passage von Chlamydien in kleine Zellkulturflaschen
(25 cm?)

Eine aufgetaute Chlamydiensuspension wird in 5 ml Zellkulturmedium
aufgenommen.

Das Zellkulturmedium einer konfluent bewachsenen Zellkulturflasche (25 cm?)
wird abgenommen und die Chlamydiensuspension in die Flasche pipettiert.

Die Flaschen werden 60 min. bei 1560 x g (3000 rpm/ Rotanta 460R) bei 30°C
zentrifugiert.

AnschlieBend werden die Flaschen 60 min. zur Adsorbtion bei 37 °C im
Inkubationsschrank inkubiert.

Nach der Inkubation wird das Medium aus jeder Flasche gegen 8 ml
Chlamydienmedium ausgetauscht.

Dann werden die infizierten Zellen bei 37 °C und 6 % CO, fur 3-5 Tage inkubiert.
Nach 3-5 Tagen werden die Flaschen im Phasenkontrastmikroskop bei 100-
200facher GesamtvergroRerung nach Einschlusskorpern durchgemustert.

Ldsen sich die Zellen vom Flaschengrund ab, liegt eine starke Infektion vor. Die
Chlamydien kénnen bei der nachsten Passage mindestens 1:4 verdinnt werden.
Die infizierten Zellen werden mit Hilfe eines sterilen Zellschabers vom
Flaschengrund geldst.

Die Suspension von 5-6 kleinen Flaschen wird in ein Zentrifugenréhrchen (50ml)
uberfuhrt. Fur eine 1:2 Verdinnung wird in ein 50 ml- Zentrifugenréhrchen die
entsprechende Menge an Zellkulturmedium vorgelegt und die Zellsuspension
dazugegeben.

Die Suspension wird 45 sek. beschallt und dann fir 10 min bei 1560 x g (3000
rpm/ Rotanta 460R) zentrifugiert (Differentialzentrifugation).

Der Uberstand wird in ein neues Rdéhrchen Uberfiihrt und die Zentrifugation wird
wiederholt.

Der Uberstand des zweiten Zentrifugationsschrittes wird zur Infektion neuer
Zellkulturflaschen verwendet oder eingefroren.

62



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Methoden

3.3.6

3.3.7

3.3.8

Sedimentation und Einfrieren von Chlamydien

Die geerntete differentialzentrifugierte Chlamydiensuspension wird in ein steriles
Ultrazentrifugenréhrchen tberfihrt und 30 min bei 30000 x g und 4 °C (Avanti J-
25, Beckman) zentrifugiert.

Der Uberstand wird verworfen und das Pellet vorsichtig in 1 ml SPG-Puffer
resuspendiert.

Die Suspension wird in ein Kryo-Réhrchen Uberfihrt und bei —70 °C gelagert.

Reinigung von Chlamydien durch
Dichtegradientenzentrifugation

Um eine Chlamydiensuspension frei von eukaryotischen Zelltrimmern zu
erhalten, oder auch eine Trennung von RBs und EBs zu erreichen, werden die
Chlamydien mittels der Dichtegradientenzentrfugation bzw. einer
diskontinuierlichen Dichtegradientenzentrifugation gereinigt.

Die differentialzentrifugierten Chlamydien (s.3.3.6) werden bei 15 000 Upm
(Hereaus Biofuge Primo R) und 4°C fiir 30 min. sedimentiert.

Das Sediment wird mit 1 ml PBS gewaschen.

Ein Zentrifugenréhrchen wird mit 9 ml 30% Gastrografin in sterilem Wasser
vorgelegt. (Fur eine Trennung von RBs und EBs werden Gastrografinschichten
verschiedener Dichten: 30%, 35%, 40%, 45% verwendet.)

Die Chlamydiensuspension wird vorsichtig darauf pipettiert.

Es wird fr 1 Std. bei 30 000 x g (J2-21,Beckmann) und 4°C zentrifugiert.

Das Pellet wird einmal mit 10 ml PBS gewaschen, danach in 1 ml PBS
resuspendiert und in ein Kryo-Rdhrchen Uberfihrt, erneut sedimentiert und in 1
ml SPG-Puffer resuspendiert und eingefroren.

Titration von Chlamydiensuspensionen

Um die Infektiositat, also die Menge einschlussbildender EBs pro Milliliter zu
ermitteln, werden die Chlamydiensuspensionen titriert.

Eine 96-well-Mikrotiterplatte wird 2 Tage vor der Titration mit HEp-2 Zellen
ausgesat, so dass sich ein konfluenter Zellrasen ausbildet.

Fir die Chlamydiensuspension wird eine Verdiinnungsreihe von 107"-107"° mit
Zellkulturmedium hergestellt.

Fur jede Verdinnungsstufe werden vier Vertiefungen mit je 100yl der
Chlamydiensuspension befilllt.

Die Platte wird fir 60 min. bei 30°C und 1560 rpm (3000 rpm/ Rotanta 460R)
zentrifugiert.

Danach folgt die Inkubation fur 1 Std. im Inkubationsschrank bei 37°C, 6% CO..
Die Suspension wird vorsichtig aus den Vertiefungen abgenommen und durch
Chlamydienwachstumsmedium ersetzt.

Nach zwei Tagen wird die Platte durch ausklopfen vom Medium befreit und die
Zellen mit 100 yl Methanol/Vertiefung fir mind. 20 min. bei RT fixiert.

Die infizierten Zellen werden mit einem spezifischen Antikorper (pathfinder) fir 45
min. gefarbt.

Die Einschlisse je Vertiefung werden gezahlt und die Zahl der
Einschlussbildenden EBs/ ml in der Ausgangssuspension errechnet.
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3.3.9

3.3.10

Stationare Infektion von Zellen durch Chlamydien

Fur Neutralisations- und Adhasionsversuche wurde auf das Aufzentrifugieren der
chlamydialen EBs auf die Zellen verzichtet.

Das Zellkulturmedium wird abgenommen und die Zellen werden zweimal mit
eiskaltem PBS gespdilt.

Die Chlamydiensuspension wird auf die Zellen gegeben.

Die Zellen werden fur 2h bei 4°C unter leichtem schwenken inkubiert.

Die Zellen werden dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und mit
Chlamydienwachstumsmedium inkubiert.

Nach 2 Tagen werden die infizierten Zellen fixiert und die Einschlusszahlen von
mind. 15 Gesichtfeldern pro Deckglaschen bestimmt.

Test von Zellkultur- und Chlamydienkultur auf
Kontamination durch Mycoplasma sp.

Mycoplasma arginini und Mycoplasma hominis stellen haufige Kontaminationen
der Zellkultur dar. Zum Nachweis wurde eine Mycoplasmen-spezifische PCR
eingesetzt (Ossewaarde, de Vries et al. 1996). Als Zielsequenz wurde das 16 S
rRNA Gen ausgewahlt. Die Analyse der Zellkultur sollte in regelmafigen
Abstanden, mind. einmal pro Monat, durchgefiihrt werden.

Die Probe, welche sowohl Zellmaterial als auch Medium beinhaltet, wird 30min.
bei 15 000 Upm (HereausBiofuge pico) und 20°C zentrifugiert.

Das Sediment wird in 100 pl Wasser resuspendiert.

Die Zugabe von Proteinase K (4mg/ml) erfolgt fir 3 Std. bei 55°C.

Die Hitzeinaktivierung findet anschliessend fir 25 min. bei 98°C statt.

Als Matrizen-DNA werden 5 pl je 50 ul PCR-Ansatz verwendet.

PCR-Bedingungen:

¢ 1 ul Oligonukleotid GPO3 [50pmol]

¢ 1 ul Oligonukleotid MGSO [50pmol]

e 10 pl MgCl, [2,5mM]

e 10 yl ANTP+dUTP [200pM]

e 10 pl PCR-Puffer

e 0,3 ulTaq

e 5 ul Matrizen-DNA

e Auf 50 pl mit destilliertem Wasser auffiillen

Programm:

e Denaturierung 2 min 94°C

e 40 Zyklen mit folgenden Bedingungen:
a) Denaturieren 1 min 94°C
b) Annealing 1 min 60°C
c¢) Elongation 1 min 72°C

e Finale Elongation 10 min 72°C

10 pl des PCR-Produkts werden mit 5 yl Blaumarker gemischt und mittels eines EtBr-
gefarbten Agarosegels (2%) analysiert. Das erwartete Fragment ist 270bp grol3.
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3.3.11

3.3.11.1

Immunologischer Nachweis von Chlamydien mittels
Fluoreszenzmikroskopie

Fixierung von C. pneumoniae infizierten eukaryotischen Zellen

Methanol-Fixierung:

Die infizierten Zellen wurden nach den angegebenen Zeiten dreimal mit PBS
gewaschen und fiir mind. 20 min. mit Methanol fixiert.

Die fixierten Zellen kénnen bei 4°C mehrere Wochen gelagert werden, wobei
hierbei die Fixierungslosung durch PBS ersetzt werden sollte.

Formaldehyd-Fixierung:

Die infizierten Zellen wurden nach den angegebenen Zeiten dreimal mit PBS
gewaschen und fir mind. 30 min. mit 3,7 % Formaldehyd/PBS fixiert.

Die fixierten Zellen kénnen bei 4°C mehrere Wochen gelagert werden, wobei
hierbei die Fixierungslésung durch PBS ersetzt werden sollte.

Fir die Farbung werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fir 5 min. mit
0,2 % TritonX-100 permeabilisiert. Die Chlamydien werden hierdurch nicht
permeabilisiert.

Fluoreszenzmarkierung von Chlamydien

Eine gereinigte Chlamydiensuspension wird fir 30 min. bei 15 000 Upm
(HereausBiofuge pico) bei 4°C zentrifugiert.

Das Pellet wird in 1 ml PBS resuspendiert.

10 mM Carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) werden
hinzugegeben, gemischt und fur 1 Std bei 37°C inkubiert.

Die Chlamydiensuspension wird fur 30 min. bei 15000 Upm (HereausBiofuge
pico) bei 4°C pelletiert und einmal mit PBS gewaschen.

Das Sediment wird in 500ul SPG-Puffer resuspendiert.

Die gefarbten Chlamydien kdonnen so fir mehrere Monate bei -80°C gelagert
werden.

Direkte Immunfluoreszenz

Dieser Nachweis identifiziert chlamydienspezifische Lipopolysaccharid-
Komponenten mit einem FITC-konjugierten, monoklonalen Antikorper.

Die fixierten Zellen werden dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen.

Das Glasplattchen wird vorsichtig aus der Vertiefung einer 24-Well-Platte in eine
neue, sterile Gewebekulturplatte transferiert.

Die Zellen auf dem Glasplattchen werden mit 25 pl Antikoérper (Pathfinder,
genusspezifischer FITC-konjugierter Chlamydia spezifischer Antikérper 1:4 in
PBS verdiinnt) vollkommen Uberschichtet.

Die Glasplattchen werden flr mindestens 30 min. bei 37°C inkubiert.
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e Der Antikoérper wird durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Zellen
auf dem Glasplattchen luftgetrocknet.

o Ein Objekttrager wird mit einem Tropfen Vectashield (anti-bleeching Ldsung)
versehen, und das Glasplattchen mit dem Zellrasen zum Tropfen gerichtet
aufgelegt.

o Der Rand des Plattchens wird mit Hilfe von Nagellack fixiert und versiegelt.

e Im Fluoreszenzmikroskop erscheinen die chlamydialen Einschliisse innerhalb der
Zellen grun.

e Eine Lagerung der Praparate ist so bis zu einer Woche im Dunkeln mdoglich.

3.3.11.3 Indirekter Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz erfolgt Gber die Verwendung von Chlamydia spezifischen

Primar-Antikorpern in Kombination mit Fluoreszenz-konjugierten Sekundar-Antikérpern.

¢ Die fixierten Zellen werden dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen.

o Das Glasplattchen wird vorsichtig aus der Vertiefung einer 24-Well-Platte in eine
neue, sterile Gewebekulturplatte transferiert.

e Die Zellen auf dem Glasplattchen werden mit 25 ul des Primar-Antikorpers
(verdiinnt in PBS) beschichtet und fiir 45 min. bei 37°C im Brutschrank inkubiert
(Austrocknen vermeiden).

e Es folgt dreimaliges Waschen mit PBS.

o 25 yl des Sekundar-Antikdrpers werden auf das Glasplattchen pipettiert und fir
45 min. bei 37°C inkubiert (Austrocknen vermeiden).

o Der Antikorper wird durch zweimaliges waschen mit PBS entfernt und die Zellen
auf dem Glasplattchen luftgetrocknet.

e Ein Objekttrager wird mit einem Tropfen Vectashield (anti-bleeching Lésung)
versehen und das Glasplattchen mit dem Zellrasen zum Tropfen gerichtet
aufgelegt.

e Das Plattchen wird mit Hilfe von Nagellack fixiert und versiegelt und kann so fur
eine Woche bei 4°C im Dunkeln gelagert werden.

3.3.11.4  Mikroimmunfluoreszenz (MIF)

e 20 pl Gradienten-gereinigte Chlamydien (3.3.7) werden auf eine Vertiefung eines
Multiwell-Objekttragers pipettiert und bei 37°C getrocknet.

e Die chlamydialen Partikel werden mit 20 pl Primar-Antikérper (verdinnt in PBS)
fur 45 min. bei 37°C, 6% CO, im Inkubationsschrank inkubiert.

e Durch vorsichtiges, dreimaliges Waschen der Chlamydien mit jeweils 20 yl PBS
wird der ungebundene Antikérper entfernt.

o 20 ul des Sekundar- Antikérpers (Fluoreszenz-gekoppelt, in PBS verdiinnt) wird
auf die Zellen gegeben und erneut fur 45 min. bei 37°C inkubiert.

o Es erfolgt vorsichtiges, dreimaliges Waschen mit PBS.

o Auf jede Vertiefung wird 1 upl Vectashield pipettiert, bevor sie mit einem
Deckglaschen verschlossen und mit Nagellack versiegelt werden.

e Das Praparat kann nun mikroskopiert oder fur einige Tage (im Dunkel) bei 4°C
gelagert werden.
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3.4 Molekularbiologische und biochemische Methoden

3.4.1 Gewinnung von chlamydialer DNA flir PCR-Reaktionen

Genomische chlamydiale DNA wurde unter Verwendung der Genomic Kit G20 Qiagen aus
Gradienten  gereinigten  Chlamydien isoliert. Die Aufreinigung erfolgte nach

Herstellerangaben.

3.4.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Messung des DNA-Gehalts einer Probe wurde mit einem Beckman Spektrophotometer
durchgefihrt. Um die DNA photometrisch bestimmen zu koénnen, wird sie laut den
Herstellerangaben 1:20 mit destilliertem Wasser verdinnt und bei einer Wellenlange von

260nm gemessen. Die DNA-Konzentration wird in ng/ml angegeben.

3.4.3 Restriktionsenzymanalyse

Um die GroRe eines Plasmids Uberprifen zu kénnen, wurden Restriktionsendonukleasen
eingesetzt mit deren Hilfe die DNA an spezifischen Erkennungssequenzen hydrolytisch
gespalten wird und Fragmente von definierter Grofe entstehen.

Ansatz eines Restriktionsenzymverdaus:
20 pl Ansatze: ca. 200 ng DNA
0,1 Unit Enzym
2 ul Puffer 10x
16,9 ul Wasser
Fir 1-1,5 Std. bei 37°C inkubieren (falls nicht anders angegeben vom Hersteller).

3.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR-Methode kdnnen viele Kopien eines bestimmten DNA-Fragments gezielt
hergestellt werden.

Die folgenden Bedingungen wurden flur die PCR verwendet, wobei fur die Verifikations-PCRs
immer die Taqg-Polymerase verwendet wurde, wahrend fir die Klonierungen die Proof-

reading Polymerase (Pfx) genutzt wurde, da sie eine geringere Fehlerrate hat.
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Tabelle 16: PCR- Bedingungen

1. Ansatz 2. Ansatz
1. Erste Denaturierung 94°C — 5 min. 94°C — 5 min
2. Denaturierung 94°C — 1 min. 94°C — 1 min
3. Annealing 48-50°C — 1 min. 48-50°C -1 min
4. Elongation 72°C —1-3 min. 68°C — 1-3 min
5. Letzte Elongation 72°C — 7 min. 68°C — 7 min
ZyKlen (von 2-4) 35 35
Polymerase Taq Pfx
Tabelle 17: PCR- Reaktionsansatz
Konzentration
Template DNA 1-10 ng
Oligonukleotide 50 pmol/ pl
dNTP's (N= A/C/T/G) je dNTP 200 pM
MgCl, (MgSo, fiir Pfx) 2,5 mM (0,75 mM)
10x PCR-Puffer 1x
Polymerase 1-2U/50 pl

Fir jeden Ansatz wird die entsprechende ddH,O-Menge vorgelegt, typischerweise wurden
50 ul Ansatze verwendet.
Gegebenenfalls kann der Ansatz noch Enhancer (1 pl, Teil des Pfx-Kits) enthalten, um die

Bindung der Polymerase zu verstarken.

3.4.5 PCR auf Hefezellen

Die PCR kann auch auf Hefezellen durchgefiihrt werden. Hierfir werden als Template DNA
ungefahr 1x10° Zellen eines frisch gewachsenen Hefestammes mit einer Mikropipettenspitze
abgenommen und dem PCR-Ansatz zugeflgt. Die PCR-Reaktion wird wie unter 3.4.4

beschrieben durchgefiihrt.

3.4.5.1 Generierung  von  FEinzelbasenpaar-Austauschen  mittels
Mutagenese-PCR

Um gezielt einzelne Basenpaare in einem DNA-Fragment auszutauschen, wurden die
Oligonukleotide so konstruiert, dass die gewunschten Austausche in der Mitte des

Oligonukleotids liegen.
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3.4.6 Gelelektrophorese

Zur Darstellung der DNA wurde die jeweilige Probe auf ein 0,7-1,0%iges Agarosegel
aufgetragen und bei 80-120V elektrophoretisch aufgetrennt. Durch Zugabe von
Ethidiumbromid wird die DNA unter UV-Licht sichtbar. Die Ladngenbestimmung dienten die
Langenmarker pUC19 Sau3A oder A-DNA (2.8).

3.4.7 Isolierung und Reinigung von DNA

Fur viele experimentelle Ansatze (Restriktionsverdaue, Sequenzierungen) wird saubere DNA
in ausreichenden Mengen bendtigt. Um eine mdglichst reine DNA einsetzen zu kdnnen, die
frei von Nukleasen, Proteinresten, Salzen u.a. ist, muss sie gereinigt und prazipitiert werden.

Im Folgenden werden zwei Methoden beschrieben:

3.4.7.1 DNA- Fillung

= Die DNA-haltige Lésung (100ul) wird in ein Eppendorfreaktionsgefal} pipettiert.

= Der Lésung werden 10 pyl NaAc 3M (entspricht 1/10 des Volumens der DNA-L&sung)
zupipettiert und mit der dreifachen Menge Ethanol (96%) aufgefillt.

= Die Probe wird gevortext und fir 30 min. bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico)
zentrifugiert.

= Der Uberstand wird mdglichst vollstédndig entnommen und verworfen.

= Das Prazipitat wird mit 1ml eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen.

= Es wird 10 min. bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert und der Uberstand
verworfen.

= Die DNA wird 10 min. im Vakuum-Konzentrator getrocknet und in mindestens 20 pl
ddH,0 resuspendiert.

3.4.7.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Fur die Isolation von DNA aus Agarosegelen wird das Nucleo Spin Extract Kit der Firma
Macherey und Nagel verwendet. Die DNA-Fragmente werden aus dem Gel ausgeschnitten

und gemal den Herstellerangaben aufgearbeitet. Das Elutionsvolumen betragt 50 pl.

3.4.8 Ligation

Um DNA-Fragmente in einen Vektor zu integrieren kann eine Ligation durchgefuhrt werden.
Hierfir werden etwa 50-200 ng Vektor-DNA und 5-100 ng Insert eingesetzt. Das molare
Mengenverhaltnis von Vektor zu Insert sollte dabei so gewahlt werden, dass das Insert im 3-

10fachen UberschuB vorliegt. Eine Abschatzung der DNA-Mengen kann dabei durch ein mit
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Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel vorgenommen werden. Das Reaktionsvolumen fur
eine Ligation sollte 15-20 pl betragen. Fir die Ligation werden die vom Ligase-Hersteller
mitgelieferten Puffer und angegebenen Reaktionsbedingungen gewahlt. Die Reaktionsdauer

betragt 3-4 Stunden bei Raumtemperatur.

3.5 Arbeiten mit Escherichia coli-Zellen

3.5.1 Praparation von Plasmid-DNA

3.5.1.1 Plasmidminiprédparation aus Escherichia coli

Die Extraktion der Plasmid-DNA wurde nach der Methode der alkalischen Lyse nach
Maniatis (Sambrook, Maniatis et al. 1989) durchgefuhrt.

3.5.1.2 Plasmidmidiprédparation aus Escherichia coli

Um die Sequenz eines Plasmids Uberprifen zu koénnen, wurde die Plasmid-DNA

Praparierung mit Hilfe des Plasmid-Midi Kit der Firma Qiagen durchgeflhrt.

3.5.2 Transformation von E. coli

3.5.2.1 Ein-Minuten-Transformation

Um eine Plasmid-DNA in E.coli zu transformieren, wurde eine 1-Minuten-Transformation
durchgefuhrt. Sie geht sehr schnell, ist aber aufgrund der niedrigen Effizienz nur fur die
Transformation von zirkularer Plasmid-DNA geeignet.

= 7 ul DMSO kompetente Zellen (Hergestellt durch die Arbeitsgruppen Hegemann und
Fleig) werden auf Eis aufgetaut.

= Die Zellen werden mit 1 pl DNA (1-100 ng) auf Eis gemischt.

» Der Ansatz wird fur 1 min. bei 42 °C erhitzt.

= Sofort wird die Probe in 100 yl LB aufgenommen und auf einer LB+ Amp Platte
ausplattiert.

= Die Platten werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.5.2.2

Transformation von E. coli durch Elektroporation

Diese Methode wurde wie von Maniatis (Sambrook, Maniatis et al. 1989) beschrieben

angewandt. Die elektrokompetenten E. coli XLi-blue Zellen (Hergestellt durch die

Arbeitsgruppen Hegemann und Fleig) wurden fiir die Transformation eingesetzt.

3.6 Biochemische Methoden

3.6.1

Reinigung von cOMCs aus C. pneumoniae

Fir die Isolierung von chlamydialen Proteinen aus dem AuRenmembrankomplex (cOMC)

werden Gradienten-gereinigte Chlamydien (1 x 10° IFU/ml) benétigt.

3.6.2

Nach der Gradientenreinigung, wie unter Abschnitt 3.2.6 beschrieben, werden die
chlamydialen Partikel flr 30 min. bei 15000 Upm (Hereaus Biofuge Primo R) und
4 °C sedimentiert.

Das Pellet wird in 50 yl PBS im Ultraschallbad resuspendiert.

Es werden 150 ul Sarkosylpuffer (2% Sarkosyl, 1.5 mM EDTA) zugegeben und fir
1 Stunde bei 37°C inkubiert.

Die Suspension wird 1 Stunde bei 100000 x g (42000Upm, Ultrazentrifuge, TLA45
Rotor) ultrazentrifugiert.

Das Pellet wird zweimal mit jeweils 100 ul Sarkosylpuffer gewaschen.

Das Pellet wird mit 100 ul DNase-Puffer tberschichtet und mit 200 Units DNase |
und 5 pl Puffer P1 (mit 100ug/ml RNase 1) fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert.
Die Suspension wird erneut bei 100000 x g zentrifugiert und das Pellet im
Anschluss zweimal mit PBS gewaschen.

Das Pellet enthalt alle Bestandteile des cOMCs und wird fir Westernblot-
Analysen mit Ladegelpuffer und DTT aufbereitet.

Induktion der Genexpression in E. coli

Zur Expression von Fusionsproteinen unter der Kontrolle des lac-Promotors wird der
E. coli Kultur bei einer ODgyo von 0,5 IPTG zugesetzt, so dass die Endkonzentration
1mM IPTG im Medium entspricht. Die Induktion der Genexpression wird durch
Aufarbeitung von Proteinproben und deren gelelektrophoretische Analyse auf einem
SDS-Gel Uberwacht.

Praparative Kulturen (11 Kulturmedium) werden nach Zugabe von IPTG (1mM
Endkonzentration) fur 4 Stunden weiter bei 37 °C inkubiert.

Die E. coli Zellen werden geerntet indem sie fur 10 min. bei 5000 Upm und 4 °C
(Beckmann J2-21) abzentrifugiert werden.

Das Pellet wird mit 30 ml PBS Puffer gewaschen und 5 min. bei 6000 Upm und
4 °C (Megafuge 1.0) erneut zentrifugiert.

Das Nassgewicht des Zellpellets wird bestimmt und die Zellen kénnen nun bis zur
Weiterverarbeitung in 1-2 ml PBS resuspendiert und bei —20°C gelagert werden.
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3.6.3

Affinitatschromatografische Aufreinigung von
Proteinen

Mittels der Affinitdtschromatografie kénnen spezifische Molekiile aufgereinigt werden.

Proteine werden aufgrund ihrer Affinitat zu einem gewissen Material gebunden, wahrend

die Ubrigen Proteine eines Extraktes nicht gebunden werden und auf diese Weise durch

Waschen entfernt werden konnen.

3.6.3.1

Reinigung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen

Das hier verwendete System basiert auf der Affinitdt von Oligohistidinen zu einem

Saulenmaterial aus Ni-NTA Agarose. (modifiziert nach dem Protokoll von Qiagen)

3.6.3.2

Es wird eine Saule mit einem Durchmesser von etwa 1 cm verwendet, die unten
durch eine Klemme verschlossen wird. Innen befindet sich ein Gazestopfen, der
die Ni-NTA Agarose daran hindert durchzulaufen.

Das Zellpellet einer induzierten 1 | Kultur wird vorsichtig aufgetaut und in 5 ml pro
Gramm Nassgewicht Puffer B (8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PQO4, 10 mM Tris/HCI,
pH 8.0) resuspendiert.

Die Zellen werden 60 min. auf einem Rad gemischt (150 Upm, 20 °C) und auf
diese Weise lysiert.

Das Lysat wird 20 min. bei 10000 x g (Avanti J-25) und 20 °C zentrifugiert.

Der geklarte Uberstand wird weiter verwendet.

Es wird zu dem klaren Lysat (etwa 30 ml) 3 ml Ni-NTA Agarose zugegeben und
2 Stunden weiter gemischt (150 Upm, 20 °C).

Die leere Saule wird mit diesem Material durch Einschwemmen beladen. Die
Flussrate sollte etwa 2 ml/min. betragen.

Die Saule wird anschlieffiend mit 15 ml Puffer B (2 ml/min) gewaschen.

Die Saule wird mit 15 ml Puffer C (8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 10 mM
Tris/HCI, pH 6.3, 10 mM Imidazol) gewaschen.

Das 6 x Histidin-markierte Protein wird mit 10 ml Puffer C (+ 250 mM Imidazol)
eluiert. Dazu wird die Saule mit dem Elutionspuffer beladen und 5 min inkubiert.
Dann werden die einzelnen Fraktionen von je 2 ml aufgefangen.

Es erfolgt eine Totalelution von der Sdule mit 5 ml Puffer C (+ 500 mM Imidazol).
Alle Fraktionen werden in 2 ml Portionen aufgefangen und mittels einer
Gelelektrophorese auf einem SDS-Gel analysiert.

Dialyse von denaturierten Proteinen

Der in 10 cm lange Abschnitte geteilte Dialyseschlauch wird 10 min. in deion.
Wasser bei 100°C erhitzt.

Die Proteinsuspension (2 ml) wird mittels einer sterilen Pipette in einen
Dialyseschlauch-Abschnitt gefiillt, der durch eine sterile Klemme an einem Ende
verschlossen wurde.

Der Dialyseschlauch wird am verbleibenden Ende mit einer weiteren Klammer
Luftblasen-frei verschlossen.
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e Die Proteinsuspension wird dreimal gegen 2| PBS fur 10-12 h unter leichtem
Ruhren bei 4 °C dialysiert.

e Die Suspension wird aus der Dialysekammer mittels einer sterilen Pipette
entnommen. Es wird eine Proteinmengenbestimmung durchgefihrt und die
Proteinlésungen werden auf Proteingelen weiter analysiert.

3.7 Westernblotanalyse

3.7.1 Ansetzen der Induktionskultur

In dem hier genutzten Hefe-Expressionssystem unterliegt das Gen der Kontrolle des GAL1-
Promotors (Boder and Wittrup 1997). Um die Proteinexpression zu ermdglichen, wird
Induktionsmedium mit der Kohlenstoffquelle Galaktose verwendet. Die selektive

Hefeinduktionskultur wird wie folgt angesetzt:

e Eine 5 ml Minimalmedium —Kultur (SD Trp’, Raffinose (2 %)) wird mit einer frischen
Hefekultur beimpft und Gber Nacht bei 30°C im Rad inkubiert. Damit der GAL1-
Promotor nicht reprimiert wird, muss das Induktionsmedium frei von Glukose sein.

e Die ODggo der Kultur wird nach ca. 12 Std bestimmt und auf eine ODgyovon 0,3 in 5 ml
Mnimalmedium (SD Trp", Galaktose (2 %)) ubergeimpft.

e Die Kultur wird fir weitere 24 Std. bei 30°C im Rad inkubiert. Danach wird die ODggg
bestimmt und die Zellen stehen den verschiedenen Anwendungen wie dem
Adhasionstest zur Verfugung.

Fir den tetO7-Promotor genligt das Ansetzen einer Hefe-Kultur in SD Trp™ Medium Uber
Nacht (Georgoudis, 2004).

3.7.2 Aufarbeitung von Proteinproben fiir SDS-
Polyacrylamidgele

Proteinproben missen denaturiert werden, um sie der Grof3e nach Uber ein denaturierendes
Polyacrylamidgel zu separieren. Fir Proteinextrakte aus Hefezellen wird eine ODgg von 4,

fur Proteinextrakte aus E. coli Kulturen wird ODggo von 1 aufgearbeitet.

e Die Zellsuspension wird fir 1 min. bei 13000 Upm (HeraeusBiofuge pico)
zentrifugiert.

o Das Pellet wird in 32,5 ul dest. Wasser aufgenommen und resuspendiert.

o Es werden 12,5 ul Ladegelpuffer (4fach konzentriert) (50 mM Tris/HCL pH 6,9;
2 % SDS; 0,1 % Bromphenolblau; 5 % Glyzerin) zugegeben.

e Eswerden 5 pl1 M DTT zugegeben.

e Die Probe wird 10 min. bei 100 °C erhitzt und dann auf Eis abgekuhlt.

e Die Probe kann so mittels Westernblot analysiert werden.
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3.7.3 Deglykosylierung von Proteinproben durch das Enzym
a-Mannosidase

Der Westernblot ermoglicht es Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Das
Aga2p des Hefe-Oberflachenexpressionssystem unterliegt einer starken O-Glykosylierung
(Shen et a., 2001), weshalb sich in Westernblot-Analysen Abweichungen zwischen dem
erwarteten und dem apparenten Luafverhalten zeigen. Durch spezifische Enzyme wie der a-
Mannosidase ist es mdglich, die Glykosylierungen weitgehend zu entfernen und somit eine

Proteinbande in Hohe des erwarteten Molekulargewichts zu erreichen.

= Eine Hefekultur wird mit einer ODgo von 10 geerntet und fur 1 min. bei 13000 Upm
zentrifugiert.

= Das erhaltene Zellsediment wird mit 150 yl 1x PBS und 50 ul Proteaseinhibitoren-
Cocktail versetzt.

= 2/3 des Probenvolumens werden als Glasperlen zugefligt und der Zellaufschluss erfolgt
bei 4°C fur 20 min. auf dem Vibrax.

= Der Uberstand wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfiihrt und fir 10 min. bei 13000

Upm bei 4°C zentrifugiert.

Der klare Uberstand wird abgenommen und mit 1 U a- Mannosidase versetzt.

Die Probe wird flr mind. 2 Std. bei 37°C inkubiert.

Es werden 20 pl SDS-Probenpuffer und 10 ul 1 M DTT zugegeben.

Die Probe wird 10 min. bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekulhlt und kann dann geladen

werden.

3.7.4 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese

Fir die Analyse von Proteinen wurden 10 %ige und 12 %ige Polyacrylamidgele verwendet.
Die Glasplatten und Abstandhalter werden sorgfaltig mit 70 %igen Ethanol und dest. Wasser

gereinigt und getrocknet.

3.7.4.1 Herstellung des Trenngeles

Im Trenngel werden die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen GroRRe separiert.

Tabelle 18: Trenngele

f‘l“):'-enn elpuffer Ammonium-
Prozentualitit des | Acrylamidlosung a,5 Mg Pl“ris JHCI persulfat TEMED | ddH,O
Trenngels (30:0,8) pﬁ 58 0.4% |(10 %ige 2
90y ' /0 .
SDS) Stocklésung)
10% 13,3 ml 10 ml 200 pl 50 ul 16,5 ml
12% 16,0 ml 10 ml 200 pl 50 ul 13,8 ml
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3.7.4.2

Die Zutaten werden zusammen pipettiert und gut gemischt.

Als letztes werden TEMED und Ammoniumpersulfat (10 %ige Stocklésung)
hinzugegeben.

Die Gelmasse wird zlgig ohne Blasenbildung zwischen die zwei Glasplatten bis
1,5 cm unter den oberen Rand der Glasplatte gegossen.

Das Gel wird mit Isopropanol tberschichtet.

Nach dem Auspolymerisieren wird der Isopropanol abgenommen und das Gel
vorsichtig mehrfach mit dest. Wasser gespuilt.

Herstellung des Sammelgels

Das Sammelgel dient dazu, die Proteine im Gel zu fokussieren und somit eine bessere und

saubere Bandenbildung der Proteine zu erreichen.

Tabelle 19: Sammelgel

Acrviamidlésun 4x-Sammelgelpuffer Ammonium-persulfat

(30.{) 8 g (0,5 M Tris/HCI pH 6,8; | (10 %ige TEMED |ddH,0
© 0,4 % SDS) Stocklosung)

1,5 ml 2,5 ml 200pl 20ul 6 ml

3.7.4.3

3.7.5

3.7.5.1

Das Sammelgel wird auf das Trenngel gegossen, wobei sich keine Luftblasen
bilden durfen.

Der Kamm wird in das Sammelgel gesteckt, so dass sich Ladetaschen bilden
kénnen.

Nach dem Auspolymerisieren wird der Kamm gezogen und die Ladetaschen
mehrfach vorsichtig mit Laufpuffer gespiuilt.

SDS-Gelelektrophorese

Das Gel wird in die Apparatur eingespannt und beide Kammern mit Laufpuffer
(0,05 M Tris/HCL pH 8,3; 0,2 M Glycin; 0,1 % SDS) soweit gefiillt, dass das Gel
Kontakt zum Laufpuffer hat.

Die Proben (max. 20 pl/ Ladetasche) werden aufgetragen.

Der Strom wird angelegt (max. 100 V bei etwa 20 mA) fur ca.1,5 Std.

Farbung eines Proteingels mittels Coomassie-Blau

Herstellung der Coomassie-Farbelosung

0,25 g Coomassie Brilliant Blau (R250) werden in 90 ml Wasser : Methanol (1:1
v/v) und 10 ml konz. Essigsaure geldst.

Die Lésung wird durch einen Faltenfilter gefiltert und kann direkt zur Farbung von
Proteingelen verwendet werden.
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3.7.5.2

3.7.6

Farbung und Entfarbung von Proteingelen

Das Proteingel wird in der Farbelésung fir mindestens 1 Std. unter leichtem
Schwenken inkubiert.

Die Farbeldsung wird vorsichtig abgenommen.

Das Gel wird mit einer Entfarbelésung (40 % Methanol, 10 % Eisessig, 50 % dest.
Wasser) fur 1 — 3 Std. unter leichtem Schwenken inkubiert. Dabei wird die Lésung
zwei- bis dreimal erneuert.

Westernblot-Analyse

Das Verfahren beruht auf dem Transfer von Proteinen aus einem Acrylamidgel auf eine

Membran, wodurch diese immobilisiert werden. Auf dieser Membran konnen dann

spezifische Proteine mittels Antikdrper nachgewiesen werden.

3.7.6.1

Aufbau der Blotapparatur

Es werden 6 Filterpapiere zurechtgeschnitten; die Malle betragen 7 cm x 9 cm.

Es wird ein Stuck PVDF-Membran (7 cm x 9 cm) in 60 % Methanol fur 2-5 min.
inkubiert.

Die Membran wird mit dest. Wasser gespult und anschliefend flir 10 min. in
Transferpuffer (48 mM Tris/HCI, 39 mM Gilycin, 0,037 % (v/v) SDS, 20 %
Methanol) inkubiert.

Die Filterpapiere werden ebenfalls 2-5 min. in Transferpuffer inkubiert.

3 Filterpapiere werden sorgfaltig gestapelt, auf die Graphitplatte der Blotapparatur
gelegt und alle Luftblasen entfernt.

Die Membran wird aufgelegt und es wird sichergestellt, dass sich keine Luftblasen
zwischen Membran und Filterpapier befinden.

Die Gelapparatur wird auseinandergebaut und die Abstandhalter vorsichtig
entfernt.

Das Gel wird durch Unterspuilen mittels dest. Wasser von der Glasplatte gel6st.
Der Stapel aus Filterpapieren und Membran wird angehoben und so auf das Gel
gelegt, dass die Membran das Gel bedeckt und keine Luftblasen sich zwischen
Gel und Membran befinden.

Der Stapel wird einschliellich des Gels zurlick auf die Graphitplatte gelegt und
mit den restlichen 3 Filterpapieren bedeckt.

Luftblasen werden durch vorsichtiges Auswalzen mittels einer sterilen Glaspipette
entfernt.

Die zweite Graphitplatte wird auf den Stapel gelegt und die Kontakte an das
Stromgerat angeschlossen. Ein Gewicht von etwa 1 kg wird auf die Apparatur
gestellt, um den Transfer zu begunstigen.

Bei 300 mA findet der Transfer der Proteine auf die Membran fur 1 Stunde statt.
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3.7.6.2 Abbau der Blotapparatur

e Der Strom wird abgeschaltet und die Apparatur wieder abgebaut.

e Die Filterpapiere werden verworfen und die Membran wird mittels einer sterilen
Pinzette in ein sauberes Gefal transferiert. Dort wird sie in Blockierungsldosung
(3% Milchpulver, 0,05% Tween20 in 1 x PBS) bei 4 °C uber Nacht (mind. 1 Std.)
inkubiert.

3.7.6.3 Antikorperreaktion auf der PVDF-Membran

Um spezifische Proteine auf der PVDF-Membran zu detektieren, werden verschiedene

Antikdrper eingesetzt.

e Die Membran wird mit dem Primarantikérper (5-10 ml), welcher das spezifische
Protein erkennt inkubiert. Die Verdinnung des Antikérpers in der
Blockierungsldsung geschieht nach Herstellerangaben.

e Die PVDF-Membran wird mind. 2 Std. bei Raumtemperatur mit der
Antikérperldsung unter leichtem Schwenken inkubiert.

o Die Antikérperlésung wird abgezogen und die Membran dreimal mit je 100 ml
PBS bei RT fur jeweils 10 min. gewaschen.

e Es folgt die Inkubation der Membran fur 1 Std. bei Raumtemperatur mit dem
Zweitantikdrper, welcher mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Die
Verwendung des Zweitantikbrpers richtet sich nach der Herkunft des
Erstantikdrpers. Die Zweitantikbrper (Anti-Kaninchen bzw. Anti-Maus) wurden
1:7500 in Blockierungspuffer verdinnt.

o Die Membran wird dreimal je 5 min. mit je 100 ml PBS gewaschen.

3.7.6.4 Farb-Entwicklung des Blots mittels NBT und BCIP

¢ Die Membran wird fir 5 min. in Detektionspuffer (0,1 M Tris/HCI, 0,1 M NacCl,
50 mM MgCl,, pH 9,5) inkubiert.

e Die Membran wird in der Farbsubstrat-Losung (20 ml Detektionspuffer +33 pl
BCIP-Lésung (0,5 g BCIP in 10 ml DMF) + 66 yl NBT-Lésung (0,5 g NBT in 10 ml
70 %igem DMF) fur mindestens 5 min. bis zu 45 min. inkubiert.

e Die Farbreaktion wird abgestoppt durch Inkubation in Wasser fir 5 min.,
anschlieliend wird die Membran getrocknet.

3.8 Adhasion

3.8.1 Adhdasionstest mit proteinbeschichteten
Latexklgelchen

Mit Hilfe von Latexkugelchen konnen die Adh&sionseigenschaften von verschiedenen

Proteinen an eukaryotische Zellen untersucht werden. Hierzu werden Latexkugelchen mit
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definierten Proteinkonzentrationen beschichtet und anschlieBend mit den Zellen inkubiert.
Gebundene Latexklgelchen kénnen durch mikroskopische Analyse dokumentiert werden. Es
werden dazu 1000 eukaryotische Zellen gezahlt und ebenso die daran gebundenen

Kugelchen.

3.8.2 Beschichten von Latexkligelchen mit Proteinen

e Es werden zu 1 ml PBS 20 pl Latexkiigelchen (Durchmesser 1,1 pym, 10"
Klgelchen/ml) pipettiert und anschlieend bei 12000 Upm (HeraeusBiofuge pico)
fur 5 min. zentrifugiert.

¢ Die Latexkligelchen werden mit 1 ml Bindungspuffer (0,2 M NaHCO;, pH8,6; 0,5
M NaCl) gewaschen und erneut bei 12000 Upm (HeraeusBiofuge pico) fir 5 min.
zentrifugiert.

o Die Latexkiigelchen werden in 100 ul Bindungspuffer resuspendiert

¢ Die bestimmte Proteinkonzentration (10-200 ug/ml) wird zugegeben, so dass das
Volumen 150 i nicht Gberschreitet.

o Es folgt eine Inkubation von 1 Std. bei 37°C

e Es werden 500 ul Bindungspuffer zupipettiert und fir 3-5 min. im
Ultraschallwasserbad sonifiziert.

e Zu der Suspension werden 500 yl BSA (40 mg/ml in Bindungspuffer) gegeben,
kurz gemischt und erneut 1 Std. bei 37°C inkubiert.

¢ Die proteinbeschichteten Latexkligelchen werden einmal mit 1 ml PBS /BSA (1
mg/ml) gewaschen, und danach in 1 ml PBS/BSA (0,2 mg/ml) bei 4°C gelagert.

e Die Lagerung ist fir maximal 1 Woche moglich.

3.8.3 Bestimmung der Beschichtungsqualitat

Zur Bestimmung der Beschichtungsqualitdt wird ein Aliquot der beschichteten

Latexkugelchen mittels Westernblot analysiert.

e 150 pl der Protein-Kugelchen-Suspension wird bei 13000 Upm fur 5 min.
(HeraeusBiofuge pico) sedimentiert.

e Der Uberstand wird abgenommen und die Latexkiigelchen werden mit 32,5 pl
dest. Wasser, 12,5 ul Ladegelpuffer und 5 pl DTT resuspendiert.

e Die Suspension wird fir 10 min bei 100°C erhitzt und kann dann mittels
Westernblot analysiert werden.

3.8.4 Adhadasionstest von proteinbeschichteten
Latexkigelchen an eukaryotische Zellen

= Eine 24 Well-Platte wird mit Deckglaschen bestlckt.

* Pro Deckglaschen werden 1x10° HEp-2 Zellen ausgesét.

= Die Konzentrationsbestimmung der Latexkigelchen/ml erfolgt durch die Verdinnung
eines Aliquots 1:100 und dessen Auszahlen in einer Zahlkammer.
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= Die Latexkiigelchen werden in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen und auf die mit PBS
gewaschenen Zellen gegeben. Das Zell zu Kiigelchen Verhaltnis sollte 1:10 betragen.

= Die Zellen werden 5 min. bei 43,3 x g zentrifugiert.

= Danach erfolgt eine Inkubation von 1 Std. bei 37°C im Brutschrank.

= Die Suspension wird vorsichtig von den Zellen abgezogen und die Zellen werden dreimal
mit 1 ml PBS gewaschen.

= Die HEp-2 Zellen und gebundenen Latexkigelchen werden mit 3,7 %
Paraformaldehyd/PBS fixiert und kénnen mikroskopisch analysiert werden.

3.9 Adhasionstest mit Hilfe des Hefe-
Oberflachenexpressionssystem

Durch den Hefeadhasionstest kann die Bindung chlamydialer Oberflachenproteine an
eukaryotische Epithelzellen untersucht werden. Um ihre Rolle wahrend des ersten Schritts
zur Infektion, der Bindung der Chlamydien an die Wirtszelle zu analysieren.

Eine 24 Well-Platte wird mit Deckglaschen bestickt.

Pro Deckgldschen werden 1x10° HEp-2 Zellen ausgesét.

Die Well-Platte wird fur 48 Std. im Inkubationsschrank bei 37 °C inkubiert.

Am selben Tag werden die Hefeinduktionskulturen mit den zu testenden Stammen

angesetzt.

= Nach 24 Std. werden die Hefestamme in Galaktose-Medium umgeimpft.

= Nach weiteren 24 Std. wird die Hefe-Zellzahl mikroskopisch bestimmt.

= Von jedem Hefestamm werden 5x10° (MOI=5) oder 10x10°> (MOI=10) Zellen in jeweils 1
ml PBS gegeben.

= Das Zellkulturmedium wird verworfen und die Hep-2 Zellen werden mit 1ml PBS
gewaschen.

= Die HEp-2 Zellsuspensionen werden in die Vertiefungen gegeben.

= Die HEp-2- und Hefezellen werden flr eine Std. unter leichtem Schwenken im 4°-Raum
inkubiert.

= Die nicht gebundenen Hefezellen werden abgenommen. Um ausschliel3lich adharierende
Hefezellen auszuzahlen, erfolgen 3 Waschschritte mit 1x PBS, bis die Flachen zwischen
den HEp-2 Zellen auf dem Deckglaschen von ungebundenen Hefezellen befreit sind.

= Die Hefezellen werden mit 3,7% Formaldehyd/PBS flr mindestens eine Std. fixiert, und
kénnen dann in PBS bis zu drei Monate bei 4 °C gelagert werden.

(Vektoren, wie pEG6, deren Protein-Expression nicht dem Gal1-Promotor unterliegen,

konnten nur Gber Nacht in SD-trp inkubiert werden.s. (Diplomarbeit, E. Georgoudis 2004)

3.9.1 Auswertung des Adhasionsassays

Die Fixierungslosung wird abgenommen und verworfen.

Die an der Oberseite des Deckglaschens haftenden HEp-2-und Hefezellen werden bei
geringem Luftdruck getrocknet.

Auf einen Objekttrager werden ca. 10 ul Glycerin/PBS-L6sung (1:9) gegeben.

Der Objekttrager wird mit der Oberseite auf der die Zellen liegen auf diese Losung
gelegt und mikroskopisch ausgezanhlt.
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= Es werden so viele Gesichtsfelder ausgewertet bis 1000 HEp-2 Zellen gezahlt wurden.
Die Anzahl der Hefen, die an den Zellen adharieren werden ebenfalls gezahlt, um so das
Verhaltnis von Hefen pro 1000 HEp-2 Zellen zu ermitteln.

3.10 Indirekte Immunfluoreszenz (IF)

3.10.1 Fixierung und Praparation der Hefezellen

= Eine 5 ml Hefe-Induktionskultur (aufbereitet nach Kapitel 3.7.1) wird mit 500 ul PFA-
Puffer (37 %) versetzt, und fur 5 min. bei RT inkubiert.

= Die Zellen werden 2 min. bei 3000 Upm bei RT abzentrifugiert.

= Das Pellet wird vorsichtig mit 1 ml PBS und danach mit 1 ml SP-Puffer (40 mM KPOy, 0,5
mM MgCl,, 1,2 M Sorbitol) gewaschen.

= Das Prazipitat wird in 1-3 ml SP-Puffer resuspendiert und kann bei 4 °C etwa 2 Tage
gelagert werden.

3.10.2 Fluoreszenz Markierung

= Ein multi-well Objekttrager (12-wells) wird mit Wasser gewaschen.

= Pro Vertiefung werden 20 pl Polylysin (0,5 mg/ml Konzentration) aufgetragen und fur 10
min. bei RT inkubiert.

= Das Polylysin wird mit dest. Wasser abgewaschen und getrocknet.

= Pro Vertiefung werden 20 ul Hefezellen aufgetragen und fir 10 min. bei RT in einer
feuchten, geschlossenen Box inkubiert.

= Vom primaren Antikérper (Anti-Xpress Antikorper 1:500) werden 10-20 pul pro Well
aufgetragen und 1 Std. bei RT (oder UN bei 4°C) inkubiert.

= Es wird vier mal mit je 20 pl BSA-Puffer (BSA 1 %,Tween 0,5 %, PBS pH 7,4)
gewaschen.

= Vom sekundaren Antikérper (Cy3-Anti-Maus, 1:200) werden 10-20 ul pro Well
aufgetragen und 1 Std. bei RT inkubiert.

= Es wird vier mal mit BSA-Puffer gewaschen.

= Die Zellen werden nun mit einem Tropfen Vectashield beschichtet und mit einem
Deckglas durch Nagellack versiegelt.

= Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann die Fluoreszenz betrachtet werden.

3.11Biotinylierung von Proteinen

Die Biotinylierung von Proteinen fand hier Anwendung fur den Internalisierungstest. Dabei
wurde Bitoin EZ-Link ™ Sulfo-NHS-Biotin der Firma Pierce verwendet. Die Biotinylierung

erfolgte geman den Herstellerangaben.
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3.12Internalisierungstest

Dieser Versuch dient der lIdentifizierung von Proteinen, welche die Aufnahme in die

Humanzelle vermitteln. (Die Proteine ggf. wurden vor der Beschichtung der Latexkiigelchen

biotinyliert.)

»  Hierfiir werden 5 x 10* Zellen auf Deckgldschen ausgesét und fiir 1-2 Tage inkubiert.

= Die Zellen werden einmal mit 1 ml PBS gewaschen.

= Es Latexkugelchen werden mit einem Zelliberschuss von 100 eingesetzt.

= Die 5 x 10° proteinbeschichteten Latexkiigelchen werden in 1 ml Zellkulturmedium

aufgenommen, gut gemischt und auf die Zellen gegeben.

=  Die Zellen werden fir 5 min. bei 30°C und 1000 Upm zentrifugiert.

=  Danach erfolgt eine Inkubation von 1 Std. bei 37°C im Brutschrank.

= Die nicht gebundenen Latexkigelchen werden durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt.

=  Die Zellen werden flir mind. 20 min. mit 3,7 % Paraformaldehyd fixiert.

= Es folgen drei Waschschritte mit je 1 ml PBS.

= Die Zellen werden mit dem spezifischen Antikérper (oder einer Streptavidin/PBS (10nM)
Lésung) fur 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert.

= Es folgt dreimal waschen mit PBS.

= Die Zellen werden mit dem sekundaren Antikorper flr eine Stunde bei 37°C inkubiert.

= Es erfolgt dreimal waschen mit PBS.

= Die Zellen werden Luftgetrocknet und auf einen Objekttrager der zuvor mit Vectashield
versehen wurde gegeben und mit Nagellack versiegelt.

Die Praparate kdnnen so ein paar Tage bei 4°C gelagert werden.

Die Auswertung erfolgt durch Phasenkontrast-, sowie Immunofluoreszenz-Mikroskopie. Die

Bestimmung aller gebundenen Latexkigelchen erfolgt im Phasenkontrast ohne

Differenzierung zwischen Internalisierten und gebunden Kugelchen. Die Immunoflluoreszenz

detektiert die auflen, gebundenen Latexkiigelchen. Durch Subtraktion dieser gebundenen,

von allen Latexkugelchen resultiert die Zahl der internalisierten Kigelchen.

3.12.1.1 Cytochalasin D Behandlung von eukaryotischen Zellen

Die Humanzellen werden eine halbe Stunde mit Cytochalasin D (2 ug/ml Endonzentration)

im Zellkulturmedium vorinkubiert.

3.13Neutralisation der chlamydialen Infektion mit
rekombinantem Pmp21Hiss-Protein

Um den Einfluss von Pmp21 bei der chlamydialen Infektion zu untersuchen, wurden HEp-2
Zellen infiziert, die zuvor mit rekombinantem Pmp21e4is-Proteinfragmenten vorbehandelt
wurden. Zur Durchfiihrung dieses Experimentes werden Gradienten-gereinigte chlamydiale
Partikel sowie rekombinant hergestelltes und affinitatsgereinigtes Protein bendtigt.
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e HEp-2 Zellen werden auf ein Deckglaschen ausgesat und zwei bis drei Tage im
Brutschrank inkubiert bis sich ein konfluenter Zellrasen ausgebildet hat.

e Das Wachstumsmedium wird von den Zellen abgenommen und durch 250 pl
Proteinsuspension ersetzt. Dazu wird rekombinant hergestelltes Protein in PBS
(20-200 pg/ml) mit Medium versetzt.

¢ Kontrollen des Experimentes sind Medium mit BSA als unspezifisches Protein,
sowie Medium mit PBS ohne Proteinzusatz.

e Die Zellen werden fiir 2 Std. bei 37°C mit der Proteinsuspension inkubiert.

¢ AnschlieRend wird 50 yl Chlamydiensuspension (gereinigte Chlamydien in SPG-
Puffer, MOI=100) der Zell-Proteinsuspension zugesetzt und erneut bei 37°C fir
1 Std. inkubiert.

e Die Suspension wird abgenommen und die Zellen werden dreimal mit PBS
gewaschen und dann mit 1 ml Chlamydienkulturmedium Uberschichtet.

e Das Chlamydienwachstum erfolgt flr 48 Std. bei 37°C im Brutschrank, dann
werden die Zellen mit Methanol fixiert.

o Wie unter Abschnitt 3.12 beschrieben werden die Einschlisse mittels direkter
Immunfluoreszenz angefarbt. Mikroskopisch werden flinfzehn Gesichtsfelder
ausgewertet und die Anzahl der Einschliisse gezahit.

3.14Verifikation der Adhasion von Chlamydien an
eukaryotischen Zellen

3.14.1 Markierung von Gradienten-gereinigten chlamydialen
EBs mit CFSE

e Der in SPG-Puffer gelagerte Chlamydiengradient wird fir 30 min. bei 15 000 rpm
(Hereaus Biofuge Primo R ) zentrifugiert.

e Das Pellet wird in 1ml PBS/BSA (0,1%) aufgenommen.

e 5yl der CFSE-Lésung (in DMSO aufgenommen, laut Herstellerangaben) werden
zugegeben, gevortext und fir 1,5 Std. bei 37°C inkubiert.

e es wird 30 min. bei 15 000 rpm (Hereaus Biofuge Primo R ) zentrifugiert.

e das Pellet wird in 1 ml PBS/BSA (0,1%) gewaschen, fur 30min bei 15 000 rpm
(Hereaus Biofuge Primo R ) zentrifugiert.

e Das Pellet wird in 1 ml PBS aufgenommen und kann bei -20°C gelagert.

3.14.2 Bestimmung der Adhasion chlamydialer Partikel an
eukaryotische Zellen mittels Mikroskopie

Die Adhasion chlamydialer Partikel an HEp-2 Zellen kann mittels CFSE-markierten

Chlamydien nachgewiesen werden.

e Dazu werden Zellen mit verschiedenen Proteinsuspensionen [200ug/ml]
vorinkubiert, bevor 20 uyl CFSE- markierte Chlamydiensuspension (MOI=100)
unbehandelt oder zusammen mit Heparin (~500ug/ml) zu der Proteinsuspension
zugesetzt werden.
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e Esfolgt eine Inkubation von 1 Std. bei 37°C.

e Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 1 ml PBS
mit 3.7% Formaldehyd fur 20 min. fixiert.

e Das Formaldehyd wird durch dreimaliges waschen mit PBS entfernt.

e Das Deckglaschen wird mit dem Zellrasen nach unten auf ein mit Vectashield
versehenen Objekttrager gelegt und mit Nagellack versiegelt.

¢ Im Mikroskop kann die Menge der gebundenen Chlamydien abgeschatzt werden.

3.14.3 Bestimmung der Adhasion chlamydialer Partikel an
eukaryotische Zellen mittels FACS

o Eine 24-Well-Gewebekulturplatte wird mit HEp-2 Zellen ausgesat und fir 48 Std. im
Brutschrank inkubiert bis sich ein konfluenter Zellrasen gebildet hat.

e Die Zellen werden mit einer Proteinsuspension [200 pg/ml] verdinnt in Medium fiir 2
Std. bei 37°C inkubiert.

e 20 pl CFSE-markierter Chlamydien werden unbehandelt oder mit Heparin (ca. 600
pg/ml) vorbehandelt der Proteinsuspension zugesetzt.

e Es folgt eine Inkubation von 1 Std. bei 37°C.

¢ Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen.

e Auf jede Vertiefung werden 300 ul Trypsin/EDTA-L6sung gegeben und 5-10 min. bei
37°C inkubiert.

e Es werden weitere 700 pyl Medium je Vertiefung gegeben und die Suspension wird in
ein Eppendorf Reaktionsgefall Gberflihrt.

e Es wird flir 30-45 sek. bei 2000 Upm (HereausBiofuge pico) zentrifugiert.

e Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen.

e Die Zellen werden in 1 ml 3,7 % Formaldehyd gemischt und flir 10 min. bei
Raumtemperatur fixiert.

¢ Es wird erneut fir 30 sek. bei 2000 Upm (HereausBiofuge pico) zentrifugiert

e Das Sediment wird in 1 ml PBS resuspendiert und kann nun im FACS analysiert
werden.

3.15 Generierung polyklonaler Pmp216His-Antikorper

Fir die Immunisierungen von Kaninchen wurde R-lactamase-Pmp21-Dgyis Fusionsprotein
(Pmp21-D) wie unter Abschnitt 3.8.3 beschrieben unter denaturierenden Bedingungen
aufgereinigt und anschlieRend gegen PBS dialysiert.

600 ug Protein wurden Uber ein 10%tiges SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie Lésung
angefarbt. Das Fusionsprotein wurde aus dem Gel ausgeschnitten und der Firma
Eurogentec zugesandt. Das Protein wurde zwei Kaninchen injiziert, um polyklonale
Antikérper gegen das Pmp21-Dgys —Fusionsprotein zu generieren. Generiert wurden die
Pmp21-D yiss Antikbrper #1214 sowie #1215 (siehe Tabelle 2.5). Vor der Verwendung des
Antikorpers in experimentellen Ansatzen wie Immunfluoreszenz oder Westernblot-Analysen

sowie Neutralisations-Experimenten, wurde das Serum 1:25 in PBS bzw. PBS + Milchpulver
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verdinnt und fur 72 Std. bei 4°C auf HEp-2 Zellen oder dreimal auf HEp-2 Zellextrakten

(Westernblot) voradsorbiert.

3.15.1 Aufreinigung der polyklonalen Pmp21-Dgyis-Antikdrper

Um die Spezifitdt und Reinheit des Antikdrpers zu erhéhen erfolgte die Isolation der Gesamt
IgG-Fraktion mit Protein A Uber eine Affinitdtschromatographie und Uber eine Cnbr-
Sepharose 4B rPmp21-N gekoppelten Saule wurden alle Antikdrper gereinigt, die das
Protein erkennen. (Diese Methoden erfolgten nach ,Using Antibodies: A Laboratory Manual®,

E. Harlow, D. Lane 1999, bzw. nach Herstellerangaben).

3.15.2 Aktivierung der Cnbr-Sepharose 4B Saule

e 1,5 ml werden in eine Saule pipettiert.

e Die Saule wird mit 20 ml Salzsaure (1 mM) gewaschen.

e Es wird nochmal mit 10 ml Bindepuffer gewaschen.

¢ Eine Proteinldsung (2 mg) wird mit Bindepuffer im Verhaltnis 1 : 1 gemischt.

e Die Sepharose-Saule wird unten verschlossen. Die Proteinsuspension wird auf die
Sepharose-Saule gegeben, oben verschlossen und bei 4°C iber Nacht auf dem Rad
inkubiert.

e Die Saulenprobe wird aufgefangen.

e Es werden 4 ml Blockierungspuffer (0,5 M Triethanolamin/ 0,1 M Tris pH:8)
dazugegeben und 4 Std auf Eis inkubiert (gelegentlich mischen).

e Es wird dreimal mit Tris/PBS (0,1 M, pH:8) und dreimal mit Acetat (0,1 M)/NaCl (0,5
M) im Wechsel gewaschen.

e 2 ml des Antikorperserums werden mit 8 ml Tris/PBS (0,1 M,pH:8) gemischt und
anschliel’end auf die Saule gegeben und fir 1 Std. bei 4°C auf dem Rad inkubiert .

o (Die Suspension kann aufgefangen werden).

e Die Saule wird mit 20 ml Tris/PBS (10 mM, pH:7,5) und mit 20 ml NaCl(0,5 M)/ Tris
(10 mM, pH:7,5) gewaschen.

e Elution des Antikérpers:

a) Es erfolgt zuerst eine saure Elution mit 10 ml Glycin (0,1 M, pH: 2,5), diese
werden in einem 15 ml Reaktionsgefa® mit 1 ml Tris/PBS (1 M, pH:8)
aufgefangen.

b) Sekundar erfolgt die basische Elution mit 10 ml Triethanolamin (0,1 M,pH: 11,5),
diese Fraktion wird ebenfalls in einem 15 ml Reaktionsgefal® mit 1m Tris/PBS (0,1
M,pH:8) aufgefangen.

Der reaktive Pmp21-Deyis-Antikdrper befand sich in der sauren Elutionsfraktion.
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3.15.3 Neutralisation der chlamydialen Infektion durch
Zugabe von polyklonalen B-lac-Pmp21-D6His-
Antikérpern

Um den Einfluss von Pmp21 bei der chlamydialen Infektion weiter zu untersuchen werden
Chlamydien, die zuvor mit dem polyklonalen Pmp21-Antikdrper vorbehandelt wurden, in
Infektionsversuchen mit HEp-2 Zellen eingesetzt. Zur Durchfihrung dieses Experimentes
werden Gradienten-gereinigte chlamydiale Partikel sowie gegen HEp-2 Zellen voradsorbierte
Pmp21-D6His-Antikérper benétigt.

o Fir die Neutralisation der chlamydialen Infektion werden HEp-2 Zellen auf ein
Deckglaschen ausgesat und zwei bis drei Tage im Brutschrank inkubiert bis sich
ein konfluenter Zellrasen ausgebildet hat.

e 50 pl Chlamydiensuspension (gereinigte Chlamydien in SPG-Puffer, MOI=100)
werden zu 500 ul Antikérperldsung (voradsorbierter Antikdrper, pur) gegeben und
1 Std. bei 4 °C unter leichtem schwenken inkubiert.

e Kontrollen fur dieses Experiment sind Chlamydien, die nur in PBS oder in PBS mit
Pra-Immunserum vorinkubiert wurden.

o Das Wachstumsmedium wird von den Zellen abgenommen und die Zellen werden
einmal mit PBS gewaschen. Pro Deckgléaschen werden 500 yl Chlamydien in
Antikoérpersuspension zu den Zellen gegeben und fir 1 Std. bei 37°C unter
leichtem Schwenken inkubiert.

e Die Suspension wird entfernt und die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen
bevor sie mit 1 ml Chlamydienwachstumsmedium Uberschichtet werden.

e Das Chlamydienwachstum erfolgt fir 48 Std. bei 37°C im Brutschrank, dann
werden die Zellen mit Methanol fixiert.

e Wie unter Abschnitt 3.5.3 beschrieben werden die Einschlisse mittels direkter
Immunfluoreszenz angefarbt. Mikroskopisch werden flinfzehn Gesichtsfelder
ausgewertet und die Anzahl der gebildeten Einschllisse gezahlt.
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4 ERGEBNISSE

Charakterisierung und ldentifikation der funktionellen Rolle des Pmp21

Proteins von C. pneumoniae wahrend des Infektionszyklus

In frihen Studien konnte gezeigt werden, dass der chlamydiale Auflenmembrankomplex
(cOMC) an eukaryotische Zellen binden kann (Eissenberg, Wyrick et al. 1983). Bei
Untersuchungen der darin enthaltenen Proteinkomponenten konnten fiir das C. pneumoniae
Momp Protein keine adhasiven Eigenschaften festgestellt werden, wahrend OmcB als
chlamydiales Adhasin identifiziert wurde (Moelleken and Hegemann 2008). Auf der Suche
nach weiteren chlamydialen Adhasinen wurden die Polymorphen Membranproteine (Pmps)
naher studiert. Die Pmps Pmp6, -8, -10, -11, -21 sind oberflachenlokalisiert und kénnen
eukaryotische Zellen stimulieren (Vandahl, Pedersen et al. 2002), (Niessner, Kaun et al.
2003), (Mygind, Vandahl et al. 2004), (Bunk, Susnea et al. 2008). Fir Pmp21 zeigten
vorangegangene Studien, dass es an Humanzellen binden kann (Georgoudis 2004).
Aufbauend auf diese ersten Befunde sollte hier die funktionelle Rolle von Pmp21 fiir das

Infektionsgeschehen der Chlamydien aufgeklart werden.

4.1 ldentifikation der adhasiven Eigenschaften von Pmp21 an
Humanzellen

Die adhasiven Eigenschaften der Pmp21-Passagierdomane (Pmp21-N) sowie der beiden
Proteindomanen Pmp21-B und Pmp21-D konnten mit Hilfe des Hefe-Adhasions-Systems
bereits in der Diplomarbeit identifiziert werden (Abbildung 8; Georgoudis 2004 ). Im
Folgenden sollte diese Adhasionsstudie um die fehlenden Proteindomanen Pmp21-A und
Pmp21-C erweitert werden (Abbildung 8). Fur den Hefe-Adhasionstest wird das zu
untersuchende Gen mittels homologer in vivo Rekombination in Hefe in den
Expressionsvektor pEG6 kloniert. Dieser Vektor tragt die AGA2 Untereinheit des Hefe-a-
Agglutininrezeptors unter der Kontrolle des tetO;-CYC17-Promotors (Georgoudis 2004).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von Pmp21

Das chlamydiale Pmp21 Protein weist eine Drei-Domanen-Struktur auf: Eine N-terminale Signalsequenz (SS,
1-30 AS), die Passagierdomane (31-1145 AS) und der R-barrel im C-Terminus (1146-1609 AS).

Die Einteilung des Proteins erfolgte in die dargestellten finf Doméanen: Pmp21-N(AS1-AS1145), Pmp21-A
(AS31-AS385), Pmp21-B (AS379-AS670), Pmp21-C (AS671-AS941) und Pmp21-D (AS942-AS1145). Die
Tabelle gibt die Anzahl der repetitiven Motive der jeweiligen Proteindomane sowie deren Lange in
Aminosauren an. SS= Signalsequenz, AS= Aminosaure; Scheren markieren identifizierte
Prozessierungsstellen (Vandahl et al., 2004), (Wehrl et al., 2004).

Das Aga2p Protein wird nach Sekretion aus der Hefezelle Uber zwei
Disulfidbriickenbindungen an das Agailp Protein in der Hefezellwand gebunden (s.
Einleitung 1.5.2). In Abwesenheit von Doxyzyklin ist der Promotor aktiv und Aga2p wird
exprimiert und auf der Hefeoberflache prasentiert.

Die Expression der so generierten Pmp21-N-Passagierdomane (Pmp21-N) wurde mittels
Westernblot-Analyse nachgewiesen. Hierbei konnte fir Pmp21-N (Aga2p-Pmp21-N) eine
starke Proteinlaufbande zwischen 148 und 250 kDa und ein breites Bandenmuster zwischen
22-50 kDa detektiert werden (Abbildung 9, A, Spur 2). Fir die Kontrolle Aga2p wurde ein
breites Bandenmuster im Bereich von 22-50 kDa detektiert (Abbildung 9, A, Spur 1). Das
theoretisch berechnete Molekulargewicht betragt flr die Kontrolle Aga2p 17 kDa, fur das
Fusionsprotein Aga2p-Pmp21-N 133 kDa. Die Unterschiede im Laufverhalten beruhen auf
der starken O-Glykosylierung des Aga2p (Shen, Wang et al. 2001). Durch indirekte
Immunfluoreszenz konnte die Oberflachenlokalisation der exprimierten Proteine Aga2p
sowie Aga2p-Pmp21-N auf den fixierten, jedoch nicht permeabilisierten Hefezellen direkt

nachgewiesen werden (Abbildung 9, D, F).
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Abbildung 9: Expression des Aga2p-Pmp21-N-Fusionsproteins

A) Westernblot-Analyse. Detektion der His-markierten Aga2p und Aga2p-Pmp21-N Fusionsproteine mit dem Anti-
penta His Antikdrper und dem alkalische Phosphatase-konjugierten Anti-Maus Antikérper. M: GroRenstandard; B)
Ladungskontrolle, Proteinextrakte von Hefezellen, die Aga2p (Spur 1) oder Aga2p-Pmp21-N (Spur 2)
exprimieren, Coomassie-gefarbtes 10 %iges SDS-Gel. C-F) Immunfluoreszenzaufnahmen (63-fache Objektiv-
VergrofRerung): Hefezellen die Aga2p (C, D) oder Aga2-Pmp21-N (E, F) exprimieren. Die Detektion der
Proteinexpression auf der Hefeoberflache erfolgte durch die Verwendung des Anti-Xpress Antikérpers und des
Cy3-konjugierten Anti-Maus Antikorpers.

4.1.1 Aga2p-Pmp21-Domanen exprimierende Hefezellen
binden an Humanzellen

Zur Untersuchung der adhasiven Eigenschaften der Pmp21-Passagierdoméne sollte ein
Hefe-Adhasionstest durchgefiihrt werden. Zuvor wurde die Proteinexpression der Aga2p-
Pmp21-A,-B,-C und -D Fusionsproteine mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen
(Abbildung 10, A). Dabei konnte fur das Aga2p-Pmp21-A Fusionsprotein eine Proteinbande
Uber der 64 kDa Markerbande und fur das Aga2p-Pmp21-B Fusionsproteins unterhalb von
64 kDa detektiert werden. Fur Aga2p-Pmp21-C wurde eine Laufbande zwischen 50 und 64
kDa und fur Aga2p-Pmp21-D auf Hohe von 50 kDa nachgewiesen.

Die Protein-exprimierenden Hefen wurden in einem finf-fachen Uberschuss zu konfluent
angewachsenen HEp-2 Zellen gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubationsphase bei 4°C
wurden die ungebundenen Hefezellen durch mehrfaches Waschen mit PBS entfernt und wie
in Methoden (siehe Abschnitt 3.9) beschrieben ausgewertet. Als Positivkontrolle wurde das
bekannte Adhasin von Y. pseudotuberculosis, Invasin, verwendet. Dieses Protein enthalt im

C-Terminus eine 194 Aminosauren lange Adhasionsdoméane, welche auch die
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Internalisierung in eukaryotische Wirtszellen vermittelt und somit eine geeignete
Positivkontrolle fir den Hefe-Adhasionstest darstellt (Dersch and Isberg 1999), (Moelleken
and Hegemann 2008). Die Zahl der gebundenen Hefezellen wird im Folgenden immer auf
1000 HEp-2 Zellen bezogen. Wahrend Aga2p exprimierende Hefezellen eine Adhasion von
90 Hefezellen auf 1000 HEp-2 Zellen aufwiesen (Negativkontrolle), zeigten Aga2p-Invasin
exprimierende Hefezellen eine relative Adhasion von 500 Hefezellen (Positivkontrolle). Fir
die Aga2p-Pmp21-N exprimierenden Hefezellen konnte eine Adhasion von 900 Hefezellen,
fir Aga2p-Pmp21-B 580 Hefezellen und flr Aga2p-Pmp21-D 650 Hefezellen detektiert
werden (Abbildung 10). Fir Aga2p-Pmp21-A wurden 450 gebundene Hefezellen detektiert,
wahrend 550 Aga2p-Pmp21-C exprimierende Hefezellen pro 1000 HEp-2 Zellen gebunden
werden.

Erstaunlicherweise adharieren somit alle getesteten Pmp21-Proteindomanen an HEp-2

Zellen.

4.1.2 Rekombinante Pmp21-Domanen adharieren an
Humanzellen

Alle funf Pmp21-Proteindomanen (Pmp21-A bis —D und -N) zeigten im Hefe-Adhasionstest
eine signifikante Adhasion an Humanzellen. Diese Ergebnisse sollten durch
Adhasionsstudien mit rekombinantem Protein verifiziert werden. Dazu wurden Pmp21-N
sowie die vier weiteren Pmp21-Proteindomanen A-D rekombinant als Hisg-markiertes
Fusionsprotein in E. coli exprimiert und affinitdtschromatographisch tber Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt. Mit Hilfe von Coomassie-gefarbten SDS-Gelen wurde die Reinheit der
Proteinproben Uberprift. Im Coomassie-gefarbten SDS-Gel konnte flir rekombinantes
Pmp21-N eine Proteinbande auf einer Laufhohe von zirka 120 kDa detektiert werden
(theoretisches Molekulargewicht: 116,7 kDa) (Abbildung 11, A). Die zusatzlich auftretenden
Nebenbanden konnten in Westernblot-Analysen als Degradationsbanden identifiziert
werden.

Far rPmp21-A zeigte sich eine Laufbande oberhalb der 50 kDa Markerbande (theoretisches
MG: 36,1 kDa). Die Proteinbande von rPmp21-B konnte bei zirka 30 kDa nachgewiesen
werden (theoretisches MG: 29,8 kDa).
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Abbildung 10: Aga2p-Pmp21-Doméanen exprimierende Hefezellen binden an Humanzellen

A) Westernblot-Analyse. Detektion der Hisg-markierten Aga2p-Pmp21-Doménen (Pmp21-A bis Pmp21-D) mit
dem Anti-penta His Antikorper (1.2500 verd.) und dem AP-konjugierten Anti-Maus Antikérper (1:7500). M=
GroRenstandard; B-M) Immunofluoreszenz-und Phasenkontrastaufnahmen (63-fache Vergrofierung) der
Protein-exprimierenden Hefen. D,G,J,M) Bindung der Hefen an die Humanzellen unter Verwendung von
1x10° HEp-2 Zellen und einem 5-fachen Uberschuss (MOl 5) an Hefezellen; N) Quantifizierung des

Hefeadhasionstests. (n=4)
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Die Laufhéhe der rPmp21-C-Proteinbande lag bei zirka 60 kDa (theoretisches MG: 27,7 kDa)
und die Proteinbande von rPmp21-D konnte bei zirka 30 kDa detektiert werden
(theoretisches MG: 21 kDa) (Abbildung 11, B bis E).

Fir die Proteindoméanen wurden in Westernblot-Analysen spezifische Proteinbanden auf
gleicher Laufhdhe wie schon im Coomassie-gefarbten SDS-Gel detektiert. Zudem zeigten
sich bei Pmp21-N, -A und —E weitere Nebenbanden (Abbildung 11, A, B, D). Zur Analyse
ihrer adhasiven Eigenschaften wurden Latexkligelchen mit gleichen Proteinkonzentrationen
(200 pg/ml) rekombinantem Pmp21-N oder den jeweiligen anderen rekombinanten
Proteindomanen beschichtet und mit HEp-2 Zellen inkubiert. Die ungebundenen Partikel
wurden durch mehrfaches Waschen mit PBS entfernt und die zellassoziierten
Latexklgelchen durch Formaldehyd auf den Humanzellen fixiert (Abbildung 12, D). Die
quantitative Auswertung des Bindungstests ergab, dass insgesamt 254 BSA-beschichtete
Latexklgelchen an 1000 HEp-2 Zellen adharierten, wahrend von den mit rPmp21-N
beladenen Latexkigelchen durchschnittlich zirka 1243 an die HEp-2 Zellen adharierten. Fur
die rPmp21-A-Domane ergab sich eine relative Adhasion von zirka 803 Latexklgelchen,
wahrend 1073 der mit rPmp21-B beschichteten Latexkigelchen an Humanzellen
adharierten. Der Einsatz von rPmp21-C resultierte in einer relativen Adhasion von 1050
Latexkugelchen und der von rPmp21-D von zirka 1697 Partikeln an HEp-2 Zellen (Abbildung
12, D).

Somit adharieren alle Pmp21- Proteindomdnen an Humanzellen, wobei quantitative
Unterschiede im Bindeverhalten zwischen den Protein-exprimierenden Hefezellen und den
rekombinanten Proteinen beobachtet werden konnten. Im Hefe-Adhasionstest wurde fur die
Aga2p-Pmp21-N exprimierenden Hefen die starkste Adhdsion nachgewiesen, gefolgt von
Aga2p-Pmp21-D. Beim rekombinanten Proteintest zeigte die Pmp21-D Domane die
starksten adhasiven Eigenschaften. Dennoch bestatigen beide Adhasionstests eine
signifikante Adhasion fir alle Pmp21-Domanen an Humanzellen. Bei anderen bisher
identifizierten Adhasinen beruht die Bindung auf bestimmte Motive, so dass nur ein
spezifischer Bereich des Proteins die adhasiven Eigenschaften vermittelt. Bei Pmp21 ist der

gesamte N-Terminus in der Bindung involviert.
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Abbildung 11: Aufreinigung von Pmp21-Doménen aus E. col

Coomassie-gefarbte 10%ige SDS-Gele; M= GroRenstandard; Analyse der Elutionsfraktionen (E.) der
affinitdtschromatographischen Proteinreinigung von Pmp21-N (A, 1-5 E.), Pmp21-A (B, 1-5 E.); Pmp21-B (C,1-5
E.), Pmp21-C (D, 1 E.) und Pmp21-D (E, 1-5 E.). Die Detektion der Proteine im Westernblot erfolgte mit dem Anti-
penta His-AK (1:2500 verd.) und ist jeweils neben dem Coomassie-Gel dargestellt (Spur 6). Die Pfeile markieren
die jeweiligen Volllangen Proteinbanden.
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Abbildung 12: Die rekombinanten Pmp21-Proteindomanen A bis D sowie N adhéarieren an Humanzellen

1 x 10° HEp-2 Zellen wurden mit proteinbeschichteten Latexkigelchen (MOI 100) fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert und das Adhasionsvermdgen mikroskopisch ausgewertet (A-C). Phasenkontrastaufnahmen (63-fache
Objektiv-Vergroferung) der mit BSA (A) und Pmp21-N (B) beschichteten zellassoziierten Latexkigelchen.(C)
AusschnittsvergréfRerung aus B. D) Quantitative Auswertung des Bindungstests. (n=3)

4.2 ldentifizierung der Adhasion vermittelnden Sequenzen von
Pmp21

Fur Pmp21 konnte gezeigt werden, dass eine zweite Spaltung des Proteins innerhalb der
Passagierdomane erfolgt, die in zwei prozessierte Proteinformen N-pmp21(70kDa) und M-
pmp21 (55kDa) resultiert (Wehrl et al., 2004). N-pmp21 konnte auf der Oberflache von EBs
und RBs nachgewiesen werden, wahrend fir M-pmp21 keine weiteren Studien durchgefihrt
wurden (Wehrl et al., 2004). Die Pmp21-Domanen Pmp21-A und -B liegen innerhalb der 70
kDa Proteinform und Pmp21-C sowie Pmp21-D in der 55 kDa Form. Aufgrund der
adhasiven Eigenschaften aller Pmp21-Proteindomanen kann fur die prozessierten Pmp21-
Formen eine Funktion im Adhasionsprozess postuliert werden. Zur weiteren Einengung der
identifizierten Adhasionsdomanen wurden zwei Proteindomanen (Pmp21-B und -D)

analysiert, die jeweils auf einer der prozessierten Pmp21-Proteinformen liegen und sich
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bezlglich der Verteilung und Anzahl ihrer repetitiven Motive stark unterscheiden (Abbildung
13, A).

4.2.1 Identifizierung einer minimalen Adhdsionsdomane von
Pmp21

Um die Bindeeigenschaften dieser Proteindomanen zu studieren, wurden sie sukzessive
vom C- bzw. N-Terminus aus verkirzt und im Hefe-Adhasionstest analysiert (Abbildung 13,
A, B). Aga2p-Pmp21-BA1 wurde auf 200 Aminosduren verklrzt und zeigte eine starkere
Adhasion mit 450 Hefezellen an 1000 HEp-2 Zellen als Aga2p-Pmp21-B exprimierende
Hefen (250 Hefen) (Abbildung 13, B). Die Aga2p-Pmp21-BA2 Deletionsvariante mit 50
Aminosauren Lange zeigte mit 300 Hefezellen an 1000 HEp-2 Zellen ebenfalls eine
Adhasion vergleichbar zur Ausgangsdomane Pmp21-B. Im Gegensatz dazu zeigten die
verkirzten Aga2p-Pmp21-D Deletionsdomanen eine massive Reduktion der Adhasion. Fur
die Ausgangsdomane Aga2p-Pmp21-D konnte eine Adhasion von 350 Hefezellen an 1000
HEp-2 Zellen detektiert werden. Dagegen lag die Adhasion fir Aga2p-Pmp21DA1 mit 100
Hefen nur um den Faktor 2 héher als die Kontrolle (50 Hefen). Die Adhasion flr Aga2p-
Pmp21-DA2 exprimierende Hefezellen lag mit 80 Hefezellen an 1000 HEp-2 Zellen nur
schwach Uber der Aga2p-Kontrolle (Abbildung 13, B).

Durch die Deletion von Pmp21-B fand keine Reduktion der adhasiven Eigenschaften statt,
sogar die 50 Aminosauren kurze Proteindomane Pmp21-BA2, mit noch drei repetitiven
Motiven, adharierte an Humanzellen. Die getesteten Deletionsvarianten von Aga2-Pmp21-D,
die keine repetitiven Motive mehr enthalten, verloren ihre Bindeeigenschaften im Zuge der
Verkirzung des N-Terminalen Proteinteils. Dies deutet auf die Anwesenheit einer

Adhasionsdomane innerhalb des deletierten Proteinteils hin (Abbildung 13, A).
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Abbildung 13: Minimierung von Pmp21-Adhédsionsdoméanen

A) Darstellung von Pmp21-N und den Deletionsproteinen. gelb: FxxN, rot GGA (I,L,V). Die Pmp21-
Doméanen Pmp21-B und Pmp21-D und ihre Deletionsvarianten liegen jeweils in einer der prozessierten
Pmp21-Proteinformen vor: 70 kDa (N-pmp21) bzw. 55 kDa (M-pmp21). Die Lange der jeweiligen
Proteindoméne ist in Aminosduren (AS) angegeben. AD= Adhé&sionsdomane. B) Quantitative
Auswertung des Hefe-Adhasionstests fir die Aga2p-Pmp21-Fusionsproteine.
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4.2.2 Die Adhasion von Pmp21-D an Humanzellen wird tber
die repetitiven FxxN Motive vermittelt

Die unterschiedlichen Bindeeigenschaften der Domanen Pmp21-B und Pmp21-D und ihrer
verkirzten Versionen konnten auf der An- bzw. Abwesenheit der fir die Pmps
charakteristischen repetitiven Motive FxxN und GGAI beruhen (s. Abschnitt 1.4.4). Bisher ist
die Funktion dieser Motive vollkommen ungeklart. Bei Aga2-Pmp21-B besitzt jede der beiden
getesteten Deletionsdomanen noch mehrere der repetitiven Motive. Im Gegensatz dazu
tragen die Deletionsvarianten Pmp21-DA1 und Pmp21-DA2 diese Motive nicht mehr. Der
Verlust der Bindeeigenschaften von Aga2p-Pmp21-DA1/2 kénnte somit auf den Verlust der
beiden in Pmp21-D lokalisierten FxxN Motive beruhen (Abbildung 13, B). Um dies zu
Uberprifen sollten weitere Mutationsanalysen an der Pmp21-D Proteindomane durchgefihrt
werden. Es wurden vier verschiedene Punktmutanten generiert, in denen die Aminosauren
Phenylalanin (F) und Asparagin (N) in den beiden FxxN Motiven sukzessiv gegen
Aminosauren mit entgegengesetzten chemischen Eigenschaften [Serin (S) und Valin (V)]
ersetzt wurden (Abbildung 14, B). In der ersten Mutante wurde das Asparagin des ersten
Motivs ausgetauscht (Pmp21-Du1). Bei der zweiten Mutante Pmp21-Dy,,» wurde das zweite
Motiv mutiert (Abbildung 14, B). Die dritte Mutante bildet eine Kombination der ersten beiden
Mutanten (Pmp21-Dy,3). Bei der vierten Mutante wurden beide Motive mutiert (Pmp21-
Dnua). Diese Mutanten wurden mittels homologer in vivo Rekombination in den
Hefeexpressions-Vektor kloniert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte Uber
Westernblot-Analyse, wobei fir die Kontrolle Aga2p nach a-Mannosidase Behandlung der
Proteinextrakte eine Laufbande unterhalb von 26 kDa (theoretisches MG: 17 kDa) und fir
alle Pmp21-D Mutationsdomanen eine Laufbande unterhalb von 55 kDa detektiert werden
konnte  (theoretisches MG: 38 kDa; Abbildung 15, B). Mit Hilfe des
Hefeoberflachenexpressionssystems wurden die adhasiven Eigenschaften untersucht
(Abbildung 15, A). Fur die Negativkontrolle Aga2p konnten ca. 90 gebundene Hefezellen pro
1000 HEp-2 Zellen detektiert werden. Die wildtypische Positivkontrolle Aga2p-Pmp21-D
zeigte eine Adhasion von 442 Hefezellen, die gleich 100% gesetzt wurde. Im Vergleich
hierzu zeigte sich fir Pmp21-D,,., welche ein intaktes zweites Motiv tragt, eine starke
Reduktion der Adhasion um zirka 50%. Bei der Mutante Pmp21-D.., die ebenfalls ein
intaktes Motiv tragt, wurde das gesamte zweite FxxN Motiv mutiert, resultierend in einer
Reduktion um zirka 74%. Die partielle Mutagenese beider Motive erhdhte die Reduktion nur
geringfugig (zirka 75%, Pmp21-Dny3), wahrend die Mutation beider Motive zugleich eine
Reduktion von zirka 56% aufwies (Abbildung 15, A). Die Ergebnisse zeigen, dass die
Mutagenese der Motive in Pmp21-D zu einer starken Reduktion der Bindeeigenschaften der
Domane flihrte, was eine funktionelle Rolle der repetitiven Motive im Adhasionsprozess

suggeriert.
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Abbildung 14: Mutationsanalyse der FxxN-Motive in Pmp21-D
A) Darstellung der repetitiven Motive in Pmp21-N und Pmp21-D. Die Balken entsprechen je einem Motiv (gelb=
FxxN, rot= GGA (l,L,V)). B) Gerichtete Mutagenese der beiden FxxN Motive.

Zur Bestatigung der Hefe-Adhasionsdaten wurden als nadchstes drei dieser Mutanten
rekombinant hergestellt (Abbildung 15, A).

Die Reinheit der Proben wurde mit Hilfe von Coomassie-gefarbten SDS-Gelen Gberprift. Flr
die drei rPmp21-D-Mutanten (-Dpu1 (Spur 1), -Dpus (Spur 2), -Dmus (Spur 3)) zeigte sich
jeweils eine Bande zwischen 26 kDa und 34 kDa (theoretisches MG: 21 kDa) (Abbildung 15,
D). Pmp21-Dnu4 zeigte unterhalb und oberhalb der spezifischen Proteinbande diinne
Zusatzbanden (Abbildung 15, D, Spur 3).
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Abbildung 15: Adhdsionstests mit den Pmp21-D Mutanten

A) Quantitative Auswertung des Hefe-Adhasionstests. 1x10° HEp-2 Zellen wurden mit Protein-exprimierenden
Hefezellen in einem 10-fachen Uberschuss fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Ungebundene Hefezellen wurden
durch Waschen entfernt und die Zahl der gebundenen Hefezellen pro 1000 HEp-2 Zellen bestimmt.

B) Westernblot-Analyse der a-Mannosidase behandelten Proteinextrakte von Aga2p (Spur 1), Aga2p-Pmp21-
Dmut1 (Spur 2), -Dmutz (Spur 3), -Dmuts (Spur 4,) und -Dmuis (Spur 5) exprimierenden Hefezellen. Die Detektion der
Proteine erfolgte mit den Anti-Penta-His und sekundaren AP-konjugierten Anti-Maus Antikérpern. C) Quantitative
Auswertung des Adhédsionstests mit rekombinantem Protein. 1x10° HEp-2 Zellen wurden mit
proteinbeschichteten Latexkiigelchen (MOI 10) fiir eine Stunde inkubiert. D) Coomassie-gefarbte 10%ige SDS-
Gele der affinitadtschromatographischen Proteinreinigung von Pmp21-Dmyt1 (Spur 1), -Dmuz (Spur 2) und —Dmuta
(Spur 3). M= GroRenstandard. Stern markiert die spezifische Proteinbande.

Die Latexkliigelchen wurden mit den rekombinanten Proteinen beschichtet und fir den
Adhasionstest eingesetzt (Abbildung 15, C). Im Vergleich zur Negativkontrolle BSA (zirka
250 Kdugelchen pro 1000 HEp-2 Zellen) und Positivkontrolle Pmp21-D (zirka 1650
gebundene Latexklgelchen) konnte mit nur 200 gebundenen Latexkugeln fir Pmp21-Dyuts
und 220 fir Pmp21-Dnys ein vollstandiger Verlust der adhasiven Eigenschaften detektiert
werden (Abbildung 15, B). Auch fir Pmp21-D, ergab sich eine starke Reduktion der
Adhasion mit nur zirka 300 gebundenen Kiigelchen pro 1000 HEp-2 Zellen.
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Durch den Hefe-Adhasionstest sowie dem Adhasionstest mit rekombinantem Pmp21-D und
dessen Mutationsvarianten konnte eine starke Reduktion bzw. sogar ein vollstandiger Verlust
der Adhasion nachgewiesen werden. Dabei konnten quantitative Unterschiede im
Bindeverhalten fiir die Pmp21-D.1,2 Mutationsdoméanen zwischen dem Hefe-Adhasionstest,
in dem die Proteindoménen als Aga2p-Fusionsproteine vorliegen, und dem Einsatz von His-
markierten rekombinantem Protein beobachtet werden.

Aufgrund dieser Studien konnte damit erstmalig Evidenz fur eine adhasive Funktion der

repetitiven FxxN Motive erbracht werden.

4.2.3 Beide Motive GGA (I, L, V) und FxxN sind fur die
Adhasion essentiell

Die Einteilung der Pmps in eine Proteinfamilie erfolgte aufgrund ihrer zwei charakteristischen
Motive (s. Einleitung 1.4.3). Durch die Analyse von Pmp21-D konnten dem FxxN Motiv
adhasive Eigenschaften zugeordnet werden. Um zu untersuchen, ob auch dem GGA (I, L, V)
Motiv eine adhasive Funktion zugeordnet werden kann, wurde eine weitere Studie an der
Pmp21-A Proteindomane durchgefihrt. Die Pmp21-A Doméane enthalt jeweils einmal die
repetitiven Motive FxxN und GGAV. Es wurde eine Mutante generiert, bei der nur das FxxN
Motiv mutiert wurde. Die zweite Mutante ist eine Deletionsmutante, bei der das GGAV Motiv
deletiert wurde, wahrend das FxxN Motiv intakt blieb (Abbildung 16, A). Zur Uberpriifung der
adhasiven Eigenschaften wurde rekombinantes Protein von Pmp21-A und den generierten
Mutanten hergestellt. Fiir rPmp21-A, -Ant und -Ap konnten im Coomassie-gefarbten SDS-
Gel Proteinbanden auf Hohe von 50 kDa detektiert werden (Abbildung 16, C). Fir den
Adhasionstest wurden proteinbeschichtete Latexklgelchen eingesetzt (Abbildung 16, B). Die
Adhasion der wildtypischen Pmp21-A Doméane mit zirka 650 Hefezellen pro 1000 HEp-2
Zellen wurde dabei auf 100% gesetzt. Fur die Negativkontrolle BSA konnte eine Adhasion
von zirka 20% detektiert werden. Im Vergleich hierzu zeigte die Mutante Pmp21-A., welche
nur noch ein intaktes GGAV Motiv enthielt, mit nur zirka 15% einen kompletten Verlust der

adhasiven Eigenschaften.
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Abbildung 16: Mutagenese von Pmp21-A

A) Darstellung der Mutationen in Pmp21-A. B) Quantitative Auswertung des Adhéasionstests mit
proteinbeschichteten Latexkugelchen. Hierfir wurden die Latexkugeln mit rekombinantem Protein [200ug/ml]
beschichtet und fir eine Stunde bei 37°C (MOI 5) mit HEp-2 Zellen inkubiert. Durch mehrfaches Waschen
mit PBS wurden ungebundene Partikel entfernt und die gebundenen Latexkilgelchen pro 1000 HEp-2 Zellen
ausgewertet.( n=3) C) Coomassie-gefarbtes 10%iges SDS-Gel. Analyse der affinitdtschromatographischen
Proteinreinigung von Pmp21-A (Spur 1), Pmp21-Amy: (Spur 2) und Pmp21-Aa (Spur 3). M= GréRenstandard

Auch die Deletionsmutante (Pmp21-A,) wies trotz vorhandenem FxxN Motiv keine adhasiven
Eigenschaften mehr auf (zirka 8%). Die Ergebnisse zeigen, dass beide repetitiven
Motivtypen fiir die Bindung von Pmp21 notwendig sind und ein einzelnes Motiv nicht fir die

Adhasion ausreicht.
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4.2.4 Ein synthetisches Pmp21 Peptid inhibiert die

chlamydiale Infektion

Aufgrund der Adhasionsdaten sollte im Folgenden die Relevanz der Motive fir die Infektion
mit einem synthetischen Peptid untersucht werden. Bei der Auswahl des Peptids wurde
folgendes bericksichtigt: Pmp21 enthalt insgesamt 31 repetitive Motive im N-Terminus,
dabei kommt das GGA (I, L, V) 15 mal und das FxxN Motiv 16 mal vor (Abbildung 17). Die
Motive treten groftenteils alternierend auf, wobei die Anzahl der dazwischenliegenden
Aminosauren ohne erkennbares Muster von 5 Aminosduren bis 29 Aminosauren variiert. Fur
die Peptid-Generierung wurde daher ein Bereich gewahlt, der beide Motive enthalt, eine
durchschnittlich geringe Anzahl von 8 dazwischenliegenden Aminosauren aufweist und in
einer der beiden prozessierten Pmp21-Proteinformen (N-pmp21 und M-pmp21) vorliegt

(Abbildung 18, A). Zudem sollte eine moégliche Proteinfaltung beglinstigt werden, weshalb die

Motive um die jeweils acht angrenzenden Aminosauren verlangert wurden.

Pmp21-N-Terminus

1 mvakktvrsy rssfshsviv ailsagiafe ahslhsseld lgvfnkqgfee
91 hsahveeaqt svlkgsdpvn psgkesekvl ytgvpltggs sgesldlada
101 nflehfghlf eettvfgidg klvwsdldtr nfsgptgepd tsnavsekis
151 sdtkenrkdl etedpskksg lkevssdlpk spetavaais edleisenis
201 ardplgglat fvkntssgsi sekdssfqggi ifsgsgansg lgfenlkapk
251 sgaavysdrd ivfenlvkgl sfiscesled gsaagvnivv thcgdvtltd
301 catgldleal rlvkdfsr_ftarnhev gnnlaggils vvgnkgaivv
351 eknsaeksng gafacgsfvy snnentalwk enqgalsiiiill ssasdidiqg
401 ncsaiefsgn gslialgehi gltdfvgii@llaaqgtltlr nnavvgcevkn
451 tskthi@l 1 agtvdlneti sevafkgnta alijjijiillsan dkviiannfg
501 eilfegnevr n_ycgc rsnpkleqgkd sgeniniign sgaitflknk
551 asvlevmtqga edyadi@w ghnvlldsns gniqgfignig gstfwigeyv
601 JEEl 1stdr vtisnnsgdv vikgnkggcl agkyvapget apvesdasst
651 nkdekslnac shgdhyppkt veeevppsll eehpvvsstd irg-laq
701 hifitdntgn lrfsgnlggg eesstwvgdla iV(Flst nevnvesndgn
751 | wvfsdnvtsn gcddiiilla kkvdisanhs vefvsngsgk fEMcalne
801 svnitdngsa wvsfsknrtrl ggagvaapqg svticgnggn iafkenfvfig
851 senqrsqfiilianssvniq dnagdilfvs nstgsyllll fvgslvaseg
901 snprtltitg nsgdilfakn stqgtaaslse kdsfdii@y tgnlkivkna
951 gnvsliygnra psgagvgiad ggtvcleafg gdilfegnin fdgsfnaihl
1001 cgndskivel savgdkniif gdaityeent irglpdkdvs plsapslifn
1051 skpgddsagh hegtirfsrg vskipgiaai gegtlalsgn aelwlaglkqg

1101 etgssivlsa gsilrifdsqg vdssaplpte nkeetlvsag vginm

Abbildung 17: Auswahl des Pmp21-Peptids
Darstellung der Aminosauresequenz der Passagierdomane von Pmp21 (1145 AS). Die repetitiven Motive sind in
gelb (FxxN) und rot (GGA (I, L, V)) unterlegt. Die ausgewahlte Aminosauresequenz des synthetischen Peptids ist
grau unterlegt (AS 745- AS 776).
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So konnte ein Peptid von insgesamt 32 Aminosauren Lange aus Pmp21-C generiert werden
(Abbildung 18, A).

Um den Einfluss der Motive auf die Infektion zu untersuchen, sollte ein Protein-
Neutralisationstest durchgeflhrt werden. Hierfir wurden HEp-2 Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Peptids bei 37°C inkubiert, bevor Chlamydien zugegeben wurden.
Durch die Absattigung der Interaktionspartner auf der Humanzelle sollte die chlamydiale
Infektion inhibiert werden. Die Anzahl der gebildeten chlamydialen Einschllisse wurde
ausgewertet und ist Aquivalent zum inhibitorischen Effekt des Peptids (Abbildung 18, B).

Als Kontrolle dienten PBS behandelte Humanzellen, die auf 100% gesetzt wurden, und das
denaturierte Peptid. Fir das denaturierte Peptid zeigte sich eine schwache Reduktion der
Infektion von 14 %. Fir die ersten beiden Konzentrationen (0,15 pg/ml und 1 pg/ml) konnte
keine weitere Reduktion der Infektion im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden.
Dagegen zeigte sich fur 6 ug/ml eingesetztes Peptid eine 22%ige Infektionsreduktion, fir 36
pug/ml eine 25%ige Reduktion und fir 72 pg/ml eine Reduktion der Infektion um 27%
(Abbildung 18, B).

Somit wies das synthetische Peptid einen inhibitorischen Effekt auf die chlamydiale Infektion
auf. Mit den letzten beiden Peptid-Konzentrationen scheint mit zirka 25% bzw. 27%
Reduktion eine Saturierung des inhibitorischen Effekts erreicht worden zu sein (Abbildung
18, B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die repetitiven Motive eine Funktion im Adhasionsprozess
erfillen und fur die chlamydiale Infektion relevant sind. Zur Bestatigung dieser Daten missen
zuklnftig noch Neutralisationsstudien mit Kontrollpeptiden durchgeflihrt werden, deren

Motive mutiert sind.
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Abbildung 18: Das Peptid aus Pmp21 reduziert die Infektion

A) Darstellung des Peptids aus Pmp21 sowie den prozessierten Proteinformen N-pmp21 (70 kDa) und M-pmp21 (55
kDa). B) Protein-Neutralisationstest mit dem generierten Peptid (32 AS). HEp-2 Zellen wurden mit PBS, Hitze-
inaktiviertem Peptid (72uize) 0der unterschiedlichen Konzentrationen des Peptids (wie angegeben) fir vier Stunden
bei 37°C inkubiert, bevor Gradienten-gereinigte Chlamydien (MOI 100) zugegeben wurden. 48 Stunden nach der
Infektion wurden die infizierten Zellen mit Methanol fixiert und die gebildeten Einschliisse unter Verwendung des
Pathfinder-Antikdrpers ausgewertet.
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4.2.5 Aga2p-Pmp20 exprimierende Hefezellen adharieren
signifikant an Humanzellen

Da die repetitiven Motive in allen Pmps wiederzufinden sind, sollten theoretisch alle Pmps an
Humanzellen binden. Zur Uberpriifung dieser Annahme sollte ein weiteres Mitglied dieser
Proteinfamilie untersucht werden. Pmp20 ist mit 1723 AA das langste Protein der Pmp-
Familie. Obwohl Pmp20 bisher nicht auf der Oberflache von Chlamydien nachgewiesen
werden konnte, stimuliert es eine Zytokin-Antwort in eukaryotischen Zellen (Vandanhl,
Pedersen et al. 2002), (Christiansen, Pedersen et al. 2000), (Niessner, Kaun et al. 2003).

Fir die Adhasionsstudie wurde eine Doméane aus dem N-Terminus von Pmp20 (kunftig als

Pmp20-Adhasionsdomane, Pmp20-AD, bezeichnet) mittels homologer in vivo Rekombination

A
1723 [AS]
pmp20 [ LI LI |_tbarel |
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Abbildung 19: Pmp20 bindet an Humanzellen

A) Darstellung von Pmp20 und der getesteten Doméane. Rote Balken entsprechen dem GGA (I,L,V) Motiv und
gelbe Balken dem FxxN Motiv. B) Westernblot-Analyse der a-Mannosidase behandelten Proteinextrakie von
Pmp20-AD (Spur 1) und Aga2p (Spur 2) exprimierenden Hefen. Die Detektion der Proteine erfolgte unter
Verwendung des Anti-Penta-His Antikdrpers und dem AP-konjugierten Anti-Maus Antikérper. C) Quantitatvie
Auswertung des Hefe-Adhasionstests fir Aga2p, Aga2p-Inv und Aga2p-Pmp20-AD prasentierende Hefen.
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in den Hefeexpressionsvektor kloniert (Abbildung 19). Diese Domane tragt zwolf der
repetitiven Motive (4 x GGA (I, L, V), 8 x FxxN Motiv). Die Expression von Pmp20-AD in der
Hefe wurde mittels Westernblot-Analyse Gberprift (Abbildung 19, B). Wegen der
Glykosylierung von Aga2p wurden die Proteinextrakte mit a-Mannosidase behandelt, um
eine moglichst distinkte Proteinbande zu detektieren. Fir die Kontrolle Aga2p konnte eine
Proteinbande oberhalb von 22kDa detektiert werden (theoretisch berechnetes
Molekulargewicht betragt 17 kDa). Fir Aga2p-Pmp20-AD zeigte sich eine starke
Proteinbande in Hbéhe von 50 kDa (theoretisch berechnet waren 44,2kDa). Nach der
erfolgreichen Proteinexpression wurde ein Hefe-Adhasionstest durchgefiihrt. Die Kontrolle
Agazp zeigte mit 50 Hefezellen pro 1000 HEp-2 Zellen eine schwache Adhasion, wahrend
die Positivkontrolle, Aga2p-Invasin exprimierende Hefezellen, mit 350 Hefezellen an 1000
HEp-2 Zellen stark adharierte. Fir Aga2p-Pmp20-AD konnte ebenfalls eine starke Adhasion
von 320 Hefezellen an 1000 Humanzellen nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt
werden, dass Pmp20 adhasive Eigenschaften besitzt. Diese Ergebnisse suggerieren eine
Rolle von Pmp20 und, aufgrund der Anwesenheit der repetitiven Motive, vielleicht sogar aller

Pmps im Adhasionsprozess.

4.3 Pmp21 ist auf der chlamydialen Oberflache lokalisiert

In friiheren Studien konnten durch Proteomanalysen unterschiedlich grof3e Proteinfragmente
von Pmp21 identifiziert werden, die auf eine Prozessierung des Proteins hinweisen. Dabei
handelt es sich um den C-terminalen sogenannten R-barrel (C-pmp21), die
Passagierdomane und den aus ihrer Prozessierung resultierenden Proteinformen N-pmp21
und M-pmp21 (Vandahl, Pedersen et al. 2002), (Wehrl, Brinkmann et al. 2004). In
Immunofluoreszenz- und Westernblot- Analysen mit Antikorpern, die gegen die
Passagierdomane oder die N-terminale Proteinform N-pmp21 gerichtet waren, konnte
Pmp21 auf der chlamydialen Oberflache von EBs und RBs detektiert werden (Vandahl et al.,
2002, Wehrl et al., 2004). Aber obgleich der gegen die Passagierdomane (AS 52-AS 1129)
gerichtete Antikérper auch Epitope gegen die M-pmp21 Domane enthalten musste, konnte
diese nicht nachgewiesen werden (Vandahl, Pedersen et al. 2002). Um die Lokalisation der
M-pmp21-Proteinform zu studieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Antikdrper
generiert, welche gegen die Pmp21-D Domane oder gegen die Pmp21-E Domane gerichtet
waren. Pmp21-E erstreckt sich von AS 671 bis AS 1145 und ist somit fast identisch zu der
prozessierten M-pmp21 Form, die in 2D-Gelen nachgewiesen worden war, deren Beginn und

Ende jedoch nicht prazise bekannt sind (Wehrl, Brinkmann et al. 2004). Um die Spezifitat der
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Antikérper zu Uberprifen, wurden Westernblot- und Immunofluoreszenz -Analysen
durchgefuhrt. Zunachst wurden die Antikdrper gegen das rekombinante Pmp21-E Protein
getestet. Hier konnte eine Proteinbande unterhalb von 64 kDa detektiert werden (Abbildung
20, B, Spur 1).

Fur nicht infizierte HEp-2 Zellextrakte blieb die Bande auf Hohe von 55 kDa aus, aber es
wurde eine unspezifische Bande detektiert (fir a-Pmp21-D Serum bei 64 kDa, flr a-Pmp21-
E AK unterhalb von 64kDa, Spur 2). Im Gegensatz dazu zeigte sich flir Proteinextrakte aus
infizierten Humanzellen ebenfalls eine Proteinlaufbande bei zirka 55 kDa (unterhalb von
64 kDa, Spur 3), genauso auch flr Gradienten-gereinigte Chlamydien (Spur 4). Die
Westernblot-Analyse zeigt somit, dass beide Antikorper eine Proteinbande bei 55 kDa
detektieren, welche der prozessierten M-pmp21 Form entsprechen misste. Die Tatsache,
dass keine weiteren Proteinbanden auf Héhe des Volllangen Pmp21 (zirka 160,9 kDa) oder
der gesamten Passagierdomane (zirka 116 kDa) detektiert werden konnten, bestatigt die
Befunde, dass Pmp21 in prozessierter Form vorliegt (Wehrl, Brinkmann et al. 2004).

Fir die Immunofluoreszenz- Studien wurden HEp-2 Zellen fiir 48 Std. mit C. pneumoniae
infiziert. Die Verwendung des Pmp21-Praimmunserums zeigte keine spezifische Farbung
des chlamydialen Einschlusses (Abbildung 20, C). Durch Einsatz des -Pmp21-D AK und a-
Pmp21-E AK konnten die Chlamydien-geflllten Einschlisse nach Methanol-Fixierung
detektiert werden. Die Analysen zeigten, dass das Pmp21-Serum spezifisch mit dem
chlamydialen Pmp21 Protein reagiert.

Zur detaillierteren  Analyse der Lokalisierung von Pmp21 wurden weitere
Immunfluoreszenzexperimente durchgefihrt (Abbildung 21). Bei der differentiellen
Fixierungsmethode werden mit Methanol die eukaryotische Membran, die chlamydialen
Einschlussmembranen und die bakteriellen Membranen permeabilisiert, weshalb alle
Antigene  zuganglich  sind, wahrend durch die Formaldehyd-Fixierung die

Chlamydienmembran nicht durchlassig wird.
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Abbildung 20 :Lokalisation des Pmp21 Proteins auf Chlamydien

A) Darstellung der Pmp21-Doméanen (D und E) gegen die der Antikdrper gerichtet wurde. Beide Pmp21-
Domanen liegen innerhalb der prozessierten Form M-pmp21 (55 kDa; N-pmp21 entspricht der 70 kDa
Domaéne) vor. B) Westernblot-Analyse eines 10%igen SDS-Gels. Detektion von Pmp21 mit dem polyklonalen
Pmp21-D Serum (1:100 verd.; links) und a-Pmp21-E Serum (Antigen gereinigt, 1:100 verd.; rechts), und dem
AP-konjugierten Anti-Kaninchen Antikorper (1:7500 verd.). Geladen wurde rPmp21-E (Spur 1), nicht infizierte
HEp-2 Zellen (Spur 2), infizierte HEp-2 Zellen (Spur 3) und Gradienten-gereinigte Chlamydien (Spur 4).
Sternchen= unspezifische Bande in HEp-2 Zellextrakten. C) Phasenkontrast- und Immunofluoreszenz-
Aufnahmen von infizierten HEp-2 Zellen. Die HEp-2 Zellen wurden nach einer 48 Std. C. pneumoniae Infektion
mit Methanol fixiert. Die Detektion von Pmp21 erfolgte durch Verwendung des Pmp21-D resp. des Pmp21-E
Serums (1:10 verd.) und der jeweiligen Praimmunseren (PI).
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Abbildung 21: Lokalisierung von Pmp21 im chlamydialen Einschluss und auf der Bakterienoberflache
Infizierte HEp-2 Zellen wurden nach 48 Stunden mit Methanol bzw. Formaldehyd fixiert. Flr die indirekte
Immunofluoreszenz (63-fache Objektiv-VergroRerung) wurden Doppelfarbungen mit spezifischen Antikdrpern
gegen das intrachlamydiale Protein DnaK (C,F), das oberflachenprasentierte Momp (I,L, ), und Pmp21-E
(B,E,H,K) durchgefiihrt. Der Nachweis von Pmp21 bzw. M-pmp21 erfolgte zusatzlich durch das Anfarben
intakter, nicht-fixierter chlamydialer Partikel mit spezifischen Antikdrpern gegen Pmp21-E (O), Pmp21-E-
Praimmunserum (N) und Momp (M) (Mikroimmunofluoreszenz).
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Die differentielle Fixierung ermdglicht somit die Unterscheidung zwischen intra- und
extrachlamydialen Epitopen. Das DnaK diente als ein intrachlamydiales Protein zur Kontrolle
fur die Fixierung. Wie erwartet konnte unter Verwendung des spezifischen DnaK Antikorpers
das DnaK-Protein in Methanol-fixierten infizierten Zellen, nicht jedoch in Formaldehyd-
fixierten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 21, C,F). Das bekannte
Aullenmembranprotein Momp ist das haufigste Protein des cOMCs und wurde hier als
Kontrolle fur extrachlamydiale Proteine verwendet. In der Immunfarbung mit dem
spezifischen Momp-Antikérper konnte das Protein sowohl in Methanol- als auch in
Formaldehyd-fixierte Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 21, I, L). Beide Pmp21-
Antikoérper detektierten in Methanol- und Formaldehyd-fixierten infizierten Zellen Pmp21,
wobei punktierte Strukturen detektiert werden konnten (Abbildung 21, B; Abbildung 20, C).
Zudem konnten Pmp21 und Momp auf intakten, nicht fixierten EBs mit den spezifischen
Antikérpern nachgewiesen werden, wahrend das Praimmunserum nicht reagierte (Abbildung
21, M-0O). Pmp21 ist somit auf der chlamydialen Oberfliche von EBs lokalisiert. Die
Unterscheidung, ob es sich dabei um die vollstandige Passagierdomane, oder M-pmp21
alleine handelt, ist nicht méglich, da M-pmp21 einem Teil der Passagierdomane entspricht
und somit der Antikdrper nicht nur die prozessierte Pmp21 Form, sondern auch das gesamte
Pmp21 detektieren wirde.

Mit Hilfe des polyklonalen Pmp21-D  Antikérpers wurde aullerdem eine
Proteinexpressionskinetik durchgefiihrt. Hierfur wurden infizierte HEp-2 Zellen nach
definierten Zeitpunkten geerntet und die Proteinexpression von M-pmp21 im Immunoblot
mittels des spezifischen Antikérpers nachgewiesen. Dabei detektierte der Pmp21-D
Antikérper eine Proteinbande auf Hoéhe von 55 kDa von 36 bis 96 Stunden nach der
Infektion. Eine schwache Bande ist auch bei 12 und 18 Stunden nach der Infektion zu
erkennen (gleiche Ergebnisse wurden mit dem Pmp21-E Antikérper erzielt) (Abbildung 22,
A). Ubereinstimmend hiermit konnte auch in Proteinlysaten von Gradienten-gereinigten RBs
sowie EBs ein Proteinbande von 55 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 22, B). Um eine
moglichst grole Anreicherung von RBs zu erzielen, wurden diese Proben nach 36 Stunden
geerntet und Uber einen Gastrografin-Gradienten gereinigt, wahrend EBs nach 72 Stunden
geerntet und gereinigt wurden. Die Expressionsbande fiur M-pmp21 erscheint bei den RBs
schwacher als bei den EBs. Dies ist wohl aber einer hoheren Bakterienzahl zu zuordnen, wie
der Vergleich zur Ladekontrolle DnaK verdeutlicht. In der Immunofluoreszenzanalyse konnte
Pmp21 ebenfalls 24, 48 und 72 Stunden nach der Infektion mit dem Pmp21-D Antikérper
detektiert werden (Abbildung 22, C-H). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass M-

pmp21 auf der Oberflache von C.°pneumoniae EBs und RBs lokalisiert ist.
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Abbildung 22: Nachweis von Pmp21 wahrend des Infektionszyklus

A) Zeitkinetik der M-pmp21 Proteinexpression wahrend des Infektionszyklus mittels Westernblot-Analyse.
Infizierte HEp-2 Zellen (MOI 1) wurden nach definierten Zeitpunkten geerntet und fir die Westernblot-Analyse
aufgearbeitet. Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit a-Pmp21-D AK, der a-B-Aktin AK diente als
Ladekontrolle. Sterne markieren die mit a-Pmp21-D detektierten Proteinbanden. B) Westernblot-Analyse von
Urografin-Gradienten gereinigten Chlamydien, Die RBs wurden nach 36 Std. und die EBs 72 Stunden nach der
Infektion geerntet. Die Proteinextrakte wurden im 10% SDS-Gel aufgetrennt, danach geblottet und mit
affinitdtsgereinigtem a-Pmp21-D AK (1:50 verd.) oder mit a-DnaK-AK (1: 500 verd.) detektiert. C-H)
Immunofluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen von C. pneumoniae infizierten Humanzellen 24 Std. (C,F), 48
Std. (D,G) und 72 Std. nach der Infektion.

4.4 Die funktionale Rolle von Pmp21 im Infektionsgeschehen

Im Folgenden sollte die Relevanz von Pmp21 als chlamydiales Adhasin wahrend der
Infektion genauer charakterisiert werden. In den bisherigen Analysen konnten die
Oberflachenlokalisation des Proteins und die adhasiven Eigenschaften mit Hilfe des Hefe-
Adhasionstest sowie mit rekombinantem Pmp21 nachgewiesen werden. Deshalb wurde eine

Rezeptor-Ligand-Interaktion fir Pmp21 mit der Humanzelle postuliert. Wenn Pmp21 mit
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einem Rezeptor auf der Wirtszelloberflache interagiert, sollte der gegen Pmp21-E gerichtete
Antikérper das Pmp21 Protein auf der EB-Oberflache blockieren und so die Infektion
neutralisieren kénnen. Aquivalent hierzu sollte der Einsatz von rekombinantem Pmp21 den
postulierten Rezeptor auf der Humanzelloberflache absattigen und so ebenfalls in einer

Reduktion der Infektion resultieren.

4.4.1 Neutralisation der chlamydialen Infektion mit Pmp21-
Antikorpern

Um den Einfluss des Antikérpers auf die chlamydiale Infektion zu Uberprifen, wurden die
infektidsen EBs eine Stunde vor der Infektion mit verschiedenen Konzentrationen des
Antikérperserums bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wurden sie mit PBS oder dem
Praimmunserum (Pl) behandelt. Die so vorbehandelten EBs wurden zur Infektion von HEp-2
Zellen eingesetzt und 48 Stunden nach der Infektion wurden die entstandenen Einschlisse
mikroskopisch quantifiziert. Nach der Behandlung mit Praimmunserum (200ul) zeigte sich
eine Infektion von 65% relativ zur PBS-Kontrolle, welche auf 100% gesetzt worden war.
Wurden 25ul des Pmp21-E Antikérpers eingesetzt, ergab sich eine Reduktion der Infektion
um 25%. Die Verdopplung der Antikdrpermenge zeigte eine Reduktion um 50%. Durch die
Vorbehandlung mit 100ul a-Pmp21-E AK konnte der Effekt der Reduktion der Infektion auf
70%, bzw. auf 78% (fur 200 pl) verstarkt werden (Abbildung 23). Die Stérung der Rezeptor-
Ligand Interaktion durch den Antikorper flhrt somit zu einer Konzentrations-abhangigen
Inhibierung der Infektion und zeigt, dass Pmp21 eine wichtige Rolle im Infektionsprozess
spielt. Die gebildeten Einschllisse wiesen keine morphologisch erkennbaren Unterschiede im
Vergleich zur PBS-Kontrolle auf. Dies kdonnte bedeuten, dass nicht die Entwicklung der
Chlamydien innerhalb der Wirtszelle durch die Antikdrpervorbehandlung beeintrachtigt wird,

sondern bereits ihre Aufnahme in die Humanzelle.
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4.4.2 Neutralisierung der chlamydialen Infektion durch
rekombinantes Pmp21

Durch den Einsatz des a-Pmp21-E Antikérpers konnte die Infektion der Chlamydien stark
reduziert werden. Zur Bestatigung dieser Daten, sollte ein Neutralisationstest mit dem
rekombinanten rPmp21-N sowie den Einzeldomanen rPmp21-A bis G durchgeflhrt werden
(Abbildung 24, A). Dies sollte zu einer Absattigung der verfugbaren Rezeptoren auf der

Humanzelloberflache fuhren, was sich in einer Reduktion der Infektion widerspiegeln musste.
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Abbildung 23: Neutralisierung der Infektivitit durch Pmp21-E Antikorper

Gradienten-gereinigte EBs wurden mit PBS, Praimmunserum (PI, unverdiinnt) oder verschiedene Mengen
des Pmp21-E Antikdrperserums (unverdiinnt) fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert, bevor sie mit einem 100-
fachen Uberschuss zur Infektion der HEp-2 Zellen eingesetzt wurden. Die Bestimmung der chlamydialen
Einschlisse erfolgte 48 Std. nach der Infektion mittels Pathfinder Farbung.

Die Humanzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen rekombinantem Pmp21
vorinkubiert und anschlieRend mit Gradienten-gereinigten C. pneumoniae EBs infiziert. Als
Kontrollen dienten mit PBS und BSA (200 pug/ml) vorbehandelte HEp-2 Zellen. Um mogliche

Konzentrations-bedingte Unterschiede auf die Infektion nachzuweisen, wurden die sechs
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Proteindomanen mit jeweils zwei unterschiedlichen Konzentrationen (100 pg/ml und 200
pug/ml) in den Protein-Neutralisationstest eingesetzt (Abbildung 24, B).

Die Kontrolle PBS, deren Einschlusszahlen auf 100% gesetzt wurden, unterschied sich nicht
signifikant in der Zahl der Einschlisse von den mit BSA vorbehandelten Zellen. Im
Gegensatz dazu konnte bei Vorbehandlung der Zellen mit 100 pg/ml rPmp21-N die Infektion
um 80% und mit 200 pg/ml rPmp21-N um 90% reduziert werden. Die Vorbehandlung mit
rPmp21-G flhrte zu einer Reduktion um zirka 43% fir 100 ug/ml bzw. um zirka 60% fur 200
pa/ml (Abbildung 24, B). Fur rPmp21-E zeigte sich ebenfalls eine starke Reduktion von zirka
40% far 100 pg/ml rPmp21-E, welche durch den Einsatz von 200 pg/ml rPmp21-E auf zirka
64% verstarkt werden konnte.

Um zu sehen, welchen Beitrag die weiteren Doméanen fiir die Infektion leisten und ob es hier
Unterschiede gibt, wurden auch rPmp21-A, rPmp21-B, rPmp21-C und rPmp-21-D getestet.
Fir rPmp21-A konnte im Vergleich zur Kontrolle (PBS) kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Bei rPmp21-B zeigte sich flir 100 ug/ml ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle, aber fur 200 pg/ml rPmp21-B konnte eine Reduktion um 15%
gezeigt werden. rPmp21-C zeigte eine Reduktion der Infektion um 10% (100 pg/ml) bzw.
18% fir 200 pg/ml rPmp21-C. Die Vorbehandlung mit dem rPmp21-D Protein flihrte zu einer
Reduktion der Infektion um 22% (100 pg/ml) bzw. um 32% (200 pg/ml) (Abbildung 24, B).
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass rekombinantes Pmp21-N einen starken Dosis-
abhangigen inhibitorischen Effekt auf die C. pneumoniae Infektion ausubt. Die Detailstudie
der verschiedenen Proteindomanen Pmp21-A bis —G zeigte, dass hier starke Unterschiede
bestehen. Den starksten inhibitorischen Effekt erzielten dabei die Pmp21-G und Pmp21-E
Domanen, welche ungefahr den beiden naturlicherweise gefundenen prozessierten
Proteinformen N- und M-pmp21 entsprechen. Rekombinantes Pmp21-A zeigte keinen
Einfluss auf die Infektion, wahrend die anderen Domanen Pmp21-B bis -D in

unterschiedlichem Maf inhibierend auf die Infektion wirkten.
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Abbildung 24: Reduktion der C. pneumoniae Infektion nach Vorbehandlung mit rekombinantem
Pmp21 Protein

A) Darstellung der hier studierten Pmp21-Domanen. B) Quantifizierung des Protein-Neutralisations-

Experiments. HEp-2 Zellen wurden mit PBS, BSA (200ug/ml) oder mit rekombinantem Protein (100ug/ml,

200ug/ml) inkubiert und anschlieBend mit Gradienten-gereinigten EBs (MOI100) infiziert. 48 Stunden nach

der Infektion wurden die infizierten Zellen mit Methanol fixiert und die Zahl der gebildeten Einschliisse unter

Verwendung des Pathfinder-Antikdrpers bestimmt. (n=3)

Mit Hilfe des Pmp21-Antikérpers konnte die chlamydiale Oberflache neutralisiert und somit
eine Infektion reduziert werden. Andererseits wurde durch die Vorinkubation der
Humanzellen mit Pmp21 Protein die Wirtszelloberflache neutralisiert, was ebenfalls in einer
Reduktion der Infektion resultierte. Bei beiden Ansatzen konnten keine morphologischen
Veranderungen der verbliebenen Einschllisse beobachtet werden. Daher konnte spekuliert

werden, dass Pmp21 direkt in der Adh&sion und Internalisierung involviert ist.

114



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Ergebnisse

44.2.1 C. pneumoniae Pmp21-N inhibiert nicht die C. trachomatis
Infektion

Das C. pneumoniae Pmp21 ist 34,74% identisch zum C. trachomatis Homolog PmpD.
Vergleichbar zum Pmp21 konnten fir PmpD mehrere prozessierte Proteinformen gefunden
und auch die Oberflachenlokalisation des Proteins auf EBs und RBs nachgewiesen werden
(Crane, Carlson et al. 2006), (Kiselev, Stamm et al. 2007), (Swanson, Taylor et al. 2009).
Aufgrund dieser Ahnlichkeit ware die Nutzung desselben humanen Wirtszellrezeptors
durchaus denkbar. Daher sollte untersucht werden, ob die Gabe von rekombinantem Pmp21
und die daraus resultierende Absattigung des Wirtszellrezeptors auch in einer Reduktion der

C. trachomatis Infektion resultiert.
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Abbildung 25: Neutralisationsversuch der C. trachomatis L2 Infektion durch rekombinantes
Pmp21 Protein

A) Schematische Darstellung des C. pneumoniae Pmp21 und des C. frachomatis L2 Homologs PmpD.
Die repetitiven Motive sind durch Balken (gelb=FxxN, rot= GGA (I,L,V) dargestellt. Das C. fr. PmpD
enthalt zudem ein RGD- Motiv, sowie ein Kernlokalsierungssignal (NLS) im N-Terminus. B) Quantitative
Auswertung des Protein-Neutralisations-Experiments. HEp-2 Zellen wurden mit PBS, BSA (200 pg/ml)
oder rPmp21-N (200 pg/ml) inkubiert und anschlieRend mit Gradienten-gereinigten C. trachomatis L2
EBs (MOI 50) infiziert. 30 Stunden nach der Infektion wurden die infizierten Zellen mit Methanol fixiert
und die Zahl der gebildeten Einschliisse unter Verwendung des Pathfinder-Antikorpers bestimmt. (n=3)

Fir das Neutralisationsexperiment wurden Humanzellen mit rekombinantem Pmp21-N
Protein (200 ug/ml) vorinkubiert und anschlieRend mit Gradienten-gereinigten C. frachomatis

L2 EBs infiziert. Als Kontrolle dienten PBS und BSA (200 pg/ml) vorbehandelte HEp-2
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Zellen. Die Einschlusszahlen der Kontrolle PBS wurden auf 100% gesetzt. Die Zahl der
Einschlisse von den mit BSA (94%) und den mit rPmp21-N (89%) behandelten Zellen
unterschied sich nur wenig von der Kontrolle PBS (Abbildung 25, B). Somit konnte fur
rekombinantes C. pneumoniae Pmp21, trotz der Ahnlichkeit zum C. trachomatis PmpD, kein
inhibitorischer Effekt auf die C. frachomatis Serovar L2 Infektion nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Pmp21 und sein homolog PmpD unterschiedliche

Rezeptoren oder Interaktionspartner auf der Humanzelloberflache erkennen.

4.4.3 Rekombinantes Pmp21 inhibiert die Adhasion der
Chlamydien

Pmp21 zeigte Adhasion an Humanzellen und die Vorbehandlung der Humanzellen mit
rekombinantem Protein flhrte zu einer signifikanten Reduktion der Infektion. Diese
inhibitorische Wirkung konnte auf die Interaktion des rekombinanten Pmp21 mit seinem
humanen Rezeptor und dessen Absattigung beruhen, so dass dieser fir das native Pmp21
auf der EB-Oberflache nicht mehr zur Verfiigung steht. Diese Hypothese sollte im Folgenden
untersucht werden.
Gereinigte Chlamydien wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE lebend markiert, um ihre
Bindung an Humanzellen anhand der Fluoreszenz im FACS direkt detektieren zu kénnen
(Schnitger, Njau et al. 2007). Um den Einfluss von Pmp21 auf die Bindung der Chlamydien
an die Humanzellen zu untersuchen, wurden die HEp-2 Zellen mit verschiedenen
Proteinkonzentrationen rekombinantem Pmp21-N vorbehandelt, bevor sie mit CFSE-
markierten Chlamydien fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert wurden. Da Heparin die Bindung
der Chlamydien zu zirka 90% neutralisiert, wurde es hier als Positivkontrolle verwendet
(Wuppermann et al., 2001; Molleken und Hegemann, 2008). Die Eigenfluoreszenz von HEp-
2 Zellen, welche bei zirka 80 relativen Fluoreszenzeinheiten liegt, wird um ein Vielfaches
gesteigert, sobald CFSE- markierte EBs an diese binden (relative Fluoreszenz von zirka
7500, PBS behandelte EBs) (Abbildung 26, A). Diese Fluoreszenz wurde gleich 100%
gesetzt (Abbildung 26). Bei einer Vorinkubation der Humanzellen mit BSA zeigte sich eine
relative Bindung der Chlamydien von ca. 92%, wahrend die Zugabe von 500 ug/ml Heparin
die Bindung fast vollstandig neutralisierte (ca.4%). Die Zugabe von 12,5 ug/ml rPmp21-N
fihrte mit 97% Bindung zu keinem inhibitorischen Effekt im Vergleich zu den Kontrollen,
wahrend die Zugabe der doppelten Proteinkonzentration (25 pg/ml) eine Reduktion um 20%
ergab (Abbildung 26, B). Durch steigende rPmp21-N Proteinkonzentrationen auf 50, 100 und
200 pg/ml konnte die relative Bindung der Chlamydien auf 40%, 23% und 10% reduziert
werden.

116



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Ergebnisse

Diese Konzentrationskinetik zeigt, dass das rekombinante Pmp21-N einen humanen
Rezeptor dosisabhangig blockieren und dadurch die EB- Bindung inhibieren kann. Die
reduzierte Bindung der EBs ist somit die Ursache fiur die verminderte Infektidsitat fir die in

Abschnitt 4.4.1 und 4.4.2 vorgestellten Neutralisationsexperimente.
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Abbildung 26: Der Einfluss von rPmp21-N auf die Adhdsion von C. pneumoniae an HEp-2 Zellen

A) FACS-Histogramme firr die relative Fluoreszenz der CFSE-EB gebundenen HEp-2 Zellen. HEp-2 Zellen
wurden mit PBS, BSA oder rPmp21-N vier Stunden vorinkubiert, bevor sie mit CFSE-markierten Chlamydien im
100-fachen Uberschuss (MOI 100) oder unter Zugabe von Heparin fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert wurden.
Die Chlamydien-HEp-2 Zellsuspension wurde durch Waschen mit PBS von ungebundenen Chlamydien
gereinigt, mit Formaldehyd (3,7%) fixiert und mittels FACS ausgewertet. Dargestellt sind unbehandelte HEp-2
Zellen (HEp-2), PBS (PBS), BSA (BSA) und Heparin [500 pg/ml] (Heparin) behandelte HEp-2 Zellen als
Kontrollen sowie die an HEp-2 Zellen gebundenen CFSE-EBs nach rPmp21-N [100pug/ml] (Pmp21-N)
Behandlung. B) Quantifizierung der Fluoreszenz der HEp-2 Zellen mit den gebundenen Chlamydien.

117



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Ergebnisse

4.5 Rekombinantes Pmp21 vermittelt die Internalisierung
proteinbeschichteter Latexkugeln

Pmp21 spielt eine wichtige Rolle als chlamydiales Adhésin spielt. Als nachstes sollte die
Frage geklart werden, ob es dariber hinaus auch eine Funktion bei der Internalisierung des
Bakteriums in die Wirtszelle erfillt. In Studien fir andere Organismen, wie z.B. Y.
pseudotuberculosis, konnte das Invasin als Adhasin identifiziert werden, welches zudem
auch die Internalisierung des Bakteriums in die Wirtszelle vermittelt (Dersch and Isberg
1999). Um zu untersuchen, ob Pmp21 mdoglicherweise ebenfalls diese Funktion vermittelt,
sollten Latexkigelchen mit dem rekombinantem Protein beschichtet und mit HEp-2 Zellen
inkubiert werden. Die Latexkiigelchen wurden jeweils mit 200 ug/ml biotinylierten BSA,
rinvasin oder rPmp21-N beschichtet. Die erfolgreiche Beschichtung der Kiigelchen wurde
mittels Westernblot-Analyse und indirekter Immunofluoreszenz nachgewiesen (Abbildung
27). Nach einer einstlindigen Inkubation der HEp-2 Zellen bei 37°C mit einem 100-fachen
Uberschuss von Latexkiigelchen wurden die Zellen mit Formaldehyd jedoch ohne Detergenz
fixiert. Diese Fixierung ermdglicht die Unterscheidung von internalisierten Kigelchen, deren
Antigene fur den Antikdrper nicht zuganglich sind, von extern gebundenen und somit
Antikdrper-zuganglichen Latexklgelchen. Fur die Kontrolle BSA konnten nur wenige
zellassoziierte Latexkigelchen gefunden werden und es zeigte sich eine geringe
Internalisierung von 5%. Fur Invasin-beschichtete Latexklgelchen konnte eine
58%ige Internalisierung beobachtet werden (Abbildung 27, F-H ; Abbildung 28).

Far die Pmp21-N-beschichteten Latexklgelchen konnte eine signifikante Internalisierung von
45% nachgewiesen werden (Abbildung 27 A, I-T; Abbildung 28).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Pmp21 nicht nur die Adhasion der Chlamydien an
die Wirtszelle vermittelt, sondern auch an der Aufnahme der Chlamydien in die Wirtszelle

beteiligt sein koénnte.
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Abbildung 27: Internalisierung von Protein-beschichteten Latexkiigelchen

Protein-beschichtete Latexklgelchen (200ug/ml) wurden mit HEp-2 Zellen inkubiert und anschliefend mit
Formaldehyd fixiert. Exemplarisch sind die mit rPmp21-N-beschichteten Latexklgelchen dargestellt, die mit dem
gereinigten a-Pmp21-E Antikérper und anschlieBend mit dem sekundaren a-Kaninchen-Cy3 AK detektiert wurden
(A, B). Untersucht wurde die Internalisierung von BSA (C, D. E) und rinvasin (F,G,H) beschichteten Kiigelchen.
Die Bestimmung der gesamten Zell-assoziierten Latexklgelchen erfolgte durch Phasenkontrast-Mikroskopie,
wahrend die internalisierten Kigelchen durch Immunofluoreszenz der nicht-permeabilisierten Zellen identifiziert
wurden (rot). Die Phasenkontrast- Aufnahme sind in A,C,F, dargestellt. Die Immunofluoreszenz- Aufnahme der
externen Kiigelchen sind in B,D,G, und die Uberlagerung der beiden jeweils in E und H gezeigt
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Ergebnisse

Abbildung 27 a: Internalisierung von Protein-beschichteten Latexkiigelchen

In Anlehnung an Abbildung 27 ist hier die Internalisierung von rPmp21-N (I-T) beschichteten Kigelchen
dargestellt. Die Phasenkontrast- Aufnahme sind in I,L,O,R, und die Immunofluoreszenz- Aufnahme der externen
Kiigelchen sind in J,M,P,S dargestellt. Die jeweiligen Uberlagerungsbilder entsprechen K,N,Q,T.
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Abbildung 28: Quantifizierung der internalisierten Protein-beschichteten Latexkiigelchen
Latexklgelchen wurden mit biotinylierten Proteinen beschichtet, je 200 pg/ml BSA, rinvasin (Inv) und den
rPmp21-Doménen. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der HEp-2 Zellen mit einem 100-fachen
Uberschuss von Latexkiigelchen. Die Bestimmung der gesamten Zell-assoziierten Latexkiigelchen
erfolgte durch Phasenkontrast-Mikroskopie. Die gebundenen, nicht internalisierten Kiigelchen wurden
durch Immunofluoreszenz detektiert. Zur Bestimmung der internalisierten Latexklgelchen wurde die Zahl
der externen Kigelchen von der Gesamtzahl (interne und externe) Latexkiigelchen abgezogen. Die
Detektion der Protein-beschichteten Latexkigelchen erfolgte Uber Streptavidin-konjugierte Qdots (s.
Methoden 3.12). (n=4)

Um zu klaren, welcher Proteinabschnitt die Internalisierung vermittelt, wurde das
Internalisierungsexperiment um die Pmp21-Domanen erweitert.

Es ergab sich fiir die rPmp21-E beschichteten Latexkligelchen eine deutliche Internalisierung
von 55%. Im Gegensatz hierzu zeigte sich fur die Pmp21-A-Domane eine schwache
Internalisierung von 10%. Die Pmp21-B-Domane konnte eine Internalisierung von 35%
vermitteln, wahrend Pmp21-C 24% und Pmp21-D 32% Internalisierung aufwies.

Somit vermitteln tatsdchlich alle getesteten Pmp21-Domanen mit quantitativen
Unterschieden die Internalisierung von Protein-beschichteten Latexklgelchen. Da alle
Doméanen die repetitiven Motive tragen, wéare eine funktionelle Rolle fir diese im

Internalisierungsprozess denkbar.
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4.5.1 Die repetitiven Motive FxxN und GGA (I,L,V) spielen
eine Rolle bei der Internalisierung protein-
beschichteter Latexkigelchen

Da die repetitiven Motive eine Rolle in der Adhasion des Proteins an Humanzellen spielen,
sollte im Folgenden geklart werden, ob sie darlber hinaus im Internalisierungsprozess
involviert sind. Dazu wurde der Internalisierungstest mit der mutierten Domane Pmp21-Dus
durchgefiihrt. Zum direkten Vergleich diente das wildtypische Pmp21-D, das mit 203
Latexkuigelchen an 1000 Humanzellen adharierte und gleich 100% gesetzt wurde (Abbildung
29). Fur die mit rPmp21-D beschichteten Kugelchen zeigte sich eine Internalisierung von
zirka 30%, somit wurde fast ein Drittel der mit rPmp21-D-beschichteten Kigelchen
internalisiert. Die rPmp21-Ds Mutante adharierte zu zirka 40% an die Humanzellen, wobei
nur 5% der proteinbeschichteten Latexkigelchen internalisiert wurden. Somit ist die
Internalisierung aller mit rPmp21-D,;3-beschichteten Zellassoziierten Latexkiigelchen um

den Faktor 8 reduziert.
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Abbildung 29: Analyse des Einflusses der repetitiven Motive auf die Internalisierung

Latexkligelchen wurden mit rPmp21-D bzw. rPmp21-Dmus beschichtet und in einem 100-fachen
Uberschuss mit Humanzellen inkubiert. Die Adh&sion (roter Balken) und Internalisierung (grauer Balken)
wurden durch Phasenkontrast-Mikroskopie und Immunofluoreszenz bestimmt. Zur Detektion der externen,
nicht gebundenen Latexkiigelchen wurde der affinitatsgereinigte a-Pmp21-E AK (1:10 verd.), und der
sekundare a-Kaninchen-Cy3 AK (1:200 verd.) verwendet.

Beim Vergleich der adhasiven Eigenschaften von Pmp21-D und Pmp21-D,s konnte wie
bereits gezeigt eine starke Reduktion der Adh&dsion einhergehend mit dem Verlust der

repetitiven Motive nachgewiesen werden. Die Ergebnisse des Internalisierungstest zeigen,
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dass die Mutante rPmp21-Dy,,s um den Faktor 8 reduziert aufgenommen wird, wahrend die
wildtypische Pmp21-D Domane um den Faktor 3 reduziert internalisiert. Dies suggeriert das

die repetitiven Motive von Pmp21-D auch im Internalisierungsprozess involviert sind.

4.5.2 Ein intaktes Aktin-Zytoskelett ist flr die
Internalisierung der Protein-beschichteten
Latexklgelchen notwendig

Die Internalisierung der Chlamydien geschieht wahrscheinlich durch Rezeptor vermittelte
Endozytose, an der das Aktin- Zytoskelett beteiligt ist (Carabeo et al., 2002; Carabeo und
Hackstadt, 2000; Boleti et al., 1999; Schramm und Woyrick, 1995). Wenn das Aktin-
Zytoskelett zerstort ist, wird die Internalisierung der Chlamydien zu mehr als 90% inhibiert
(Boleti, Benmerah et al. 1999). Es konnte daher spekuliert werden, dass die Internalisierung
der mit rPmp21-beschichteten Latexkugelchen ebenfalls Aktin-abhangig ist.

Die Humanzellen werden vor dem eigentlichen Internalisierungstest kurzzeitig mit
Cytochalasin D vorbehandelt. Cytochalasin D zerstort die Aktin-Mikrofilamente und wirkt als
Inhibitor der Aktinpolymerisation (Abbildung 30).

Abbildung 30: Cytochalasin D Behandlung von HEp-2 Zellen

Darstellung der HEp-2 Zellen ohne (A, B) und mit Cytochalasin D Behandlung. Die unbehandelten Zellen zeigen
lange, intakte Aktinfilamente (B). Bei den Cytochalasin D behandelten HEp-2 sind die Aktinfilamente zerstort und
ein punktiertes Aktinmuster tritt auf (D). Die Farbung firr die Immunofluoreszenz erfolgte mit dem Phalloidin.

In der Immunofluoreszenz- Mikroskopie konnte die Auswirkungen der Cytochalasin D

Behandlung auf die HEp-2 Zellen beobachtet werden. Die unbehandelten HEp-2 Zellen
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zeigen morphologisch keine Auffalligkeiten und weisen ein intaktes Aktin- Zytoskelett auf, mit
normalen Aktin-Fasern (Abbildung 30, A,B). Dagegen zeigen die Cytochalasin D
behandeltete HEp-2 Zellen eine porése Morphologie und ein abnormales Aktin- Zytoskelett,
sogenannte Aktin-patches (Abbildung 30, C,D).

Die HEp-2 Zellen wurden 30 min vor Zugabe der proteinbeschichteten Latexkigelchen mit
Cytochalasin D (2 ug/ml) vorbehandelt und anschlieRend wie im Internalisierungstest (aber in
Anwesenheit von Cytochalasin D) mit Latexkuglechen inkubiert. Die Bindung der
proteinbeschichteten Latexkugelchen an die Humanzellen wurde durch die Zugabe von
Cytochalasin D nicht gestort (Abbildung 31, Abbildung 32). Die quantitative Auswertung
zeigte, dass von den mit zirka 16% adharierenden BSA- beschichteten Kugelchen zirka 2%
internalisiert wurden (Abbildung 32). Fir Invasin konnte eine Adhasion von zirka 75% und
eine Internalisierung von zirka 10% nachgewiesen werden. Die mit rPmp21-N beschichteten
Kigelchen adharierten mit zirka 87% an die Cytochalasin D behandelten HEp-2 Zellen und
zeigten mit zirka 1% keine signifikante Internalisierung.

Dieser modifizierte Internalisierungstest suggeriert, dass das Aktin-Zytoskelett im Pmp21

Internalisierungsprozess involviert ist.

124



Abbildung 31: Einfluss von Cytochalasin D auf die Internalisierung

Internalisierungstest fur Protein-beschichtete Latexkugelchen unter Einwirkung von Cytochalasin D. Die HEp-2
Zellen wurden mit Cytochalasin D (2 pg/ml) 30 min. inkubiert bevor die mit rBSA (A-D), rPmp21-N (E-H) und
rinvasin- (I-L) beschichteten Kigelchen fiir den Internalisierungstest eingesetzt wurden. Fiur die
Immunofluoreszenz wurde das Aktin- Zytoskelett mit Phalloidin angefarbt (B, F, J) und die Latexklgelchen mit
den spezifischen AK (C, G, K) (s. Methoden 3.12). Eine Uberlagerung der Fluoreszenz-Aufnahmen ist in D, H und
L dargestellt.

125



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Ergebnisse

100 -
S
g 80 -
©
N
Ly
i 60 - ® Adhésion
T
= ¥ Internalisierung
c
S 40 -
[8)
©
o
E
X 20 -
e
1+]
-

0 -
BSA Invasin  Pmp21-N

Abbildung 32: Einfluss des Aktin-Zytoskeletts auf die Internalisierung

Der Internalisierungstest wurde unter Zugabe des Aktin-Polymerisierungs-Inhibitors Cytochalasin D
durchgefiihrt Die quantitative Auswertung der internalisierten Latexkigelchen (mit 200pg/ml rBSA, rinvasin
und rPmp21-N beschichtet) erfolgte mittels Phasenkontrast- und Immunofluoreszenz- Mikroskopie. Das
Aktin-Zytoskelett wurde mit Phalloidin angefarbt. (Es wurden jeweils 70 Zellen ausgewertet)
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5 DISKUSSION

Die Adhasion ist der essentielle primare Schritt zur Etablierung einer Infektion von
eukaryotischen Zellen durch Chlamydia pneumoniae. Kirzlich gelang die Identifikation des
ersten C. pneumoniae Adhasins OmcB, welches Uber das Heparin-Bindemotiv an die
Glykosaminoglykane (GAG) auf der Wirtszelloberflache bindet (Moelleken and Hegemann
2008). Die Inhibition dieser OmcB-GAG Interaktion flhrte zu keiner vollstandigen
Neutralisation der Infektion, so dass weitere chlamydiale Adhé&sine postuliert werden
mussten. In der vorliegenden Arbeit sollte der putative Autotransporter Pmp21 naher
untersucht werden. Die Analyse des Adhasionsvermdgens von Pmp21 mit Hilfe des Hefe-
Oberflachenexpressions-systems sowie Untersuchungen mit rekombinantem Pmp21-Protein
identifizierten Pmp21 als ein Adhasin von C. pneumoniae. Eine detaillierte Studie der
Passagierdomane fiihrte zur Identifikation der Funktion der fir die Pmps charakteristischen
repetitiven Motive GGA (I, L, V) und FxxN im Adhasionsprozess.

Die Untersuchungen zeigen dartber hinaus, dass rekombinantes Pmp21 die Aufnahme von
Latexklgelchen vermittelt. Dadurch gelang hier erstmalig die Identifikation eines C.

pneumoniae Adhasins, welches auch als Invasin fungiert.

5.1 Das C. pneumoniae Pmp21 Protein adhariert an
Humanzellen

5.1.1 Identifikation der adhasiven Domanen in Pmp21

Mit 21 Vertretern in C. pneumoniae (resp. 9 in C. trachomatis) stellen die Pmps die grofte
chlamydiale Proteinfamilie mit sehr heterogenen Proteinen dar. Aufgrund von
bioinformatorischen Studien werden die Pmps den Autotransportern zugeordnet. Die
Funktion der Pmps konnte bisher nicht aufgeklart werden. In Vorarbeiten konnten erste
Hinweise auf eine Funktion von Pmp21 in der bakteriellen Adhasion an Humanzellen
gefunden werden (Georgoudis 2004). Dabei waren flir die gesamte Passagierdomane von
Pmp21 sowie flr die zwei kleineren Pmp21-Domanen Pmp21-B und Pmp21-D adhasive
Eigenschaften mit Hilfe des Hefe-Oberflachenexpressionssystems identifiziert worden.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden in Hefe-Adhasionstests die adhasiven Eigenschaften der
fehlenden Pmp21-Domanen Pmp21-A und Pmp21-C analysiert. Aga2p-Pmp21-A Hefezellen
zeigten dabei eine relative Adhasion von 45% bezogen auf 1000 HEp-2 Zellen und Aga2p-

Pmp21-C Hefezellen 55% (Abbildung 10, Ergebnisse). Die von Aga2p-Pmp21-A und Aga2p-
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Pmp21-C vermittelte Adhasion ist somit ahnlich stark wie die von Aga2p-Inv exprimierenden
Hefezellen (50%). Dass die Adhasion der Hefezellen durch Pmp21 vermittelt wird, konnte
durch Adhasionsstudien mit rekombinantem Protein aller Pmp21-Domanen bestatigt werden
(Abbildung 12, Ergebnisse). Ein Vergleich der beiden Adhasionstests zeigte, dass die Starke
der Adhasion zwischen den einzelnen Pmp21-Doménen variiert. So zeigte beim Hefe-
Adhasionstest die vollstdndige Passagierdomane Pmp21-N die starkste Adhasion, wahrend
beim Adhasionstest mit rekombinantem Protein fur Pm21-D die starkste Adhasion detektiert
wurde. Diese quantitativen Unterschiede konnten auf unterschiedlichen Proteinmengen
beruhen. Wahrend Latexkligelchen mit jeweils 200 pg/ml rekombinantem Protein beschichtet

wurden, wurde die genaue Proteinmenge auf der Hefe-Oberflache nicht bestimmt.

Die Adhasionsanalysen fihrten zu der Uberraschenden
die

wie auch die vier

sowohl
Pmp21

Teildomanen starke Adhasion an humane Epithelzellen

Erkenntnis, dass vollstandige

Passagierdomane von
zeigen. Dieses Verhalten ist untypisch fir Adhasine
anderer Pathogene, welche zumeist Uber ein wohl
definiertes Adhasionsmotiv definierter Grofle innerhalb
des Proteins an Humanzellen adhéarieren. So vermittelt
RGD Motiv Y.

pseudotuberculosis und B. pertussis oder das Heparin-

das im Invasin Protein von

Bindemotiv. vom OmcB bei C. pneumoniae adhasive
Isberg 1999),
Roberts et al. 1991), (Moelleken and Hegemann 2008).

Eigenschaften (Dersch and (Leininger,

Abbildung 33: Struktur des Internalin

A von Listeria monocytogenes

Das InlA besteht aus einer N-terminalen
Kappe (pink), den LRR-Doménen
(violett) und der Interrepeat Region (IR,
blau). Die B-Strange der LRRs sind
nummeriert, die der IR-Region werden
durch Buchstaben angezeigt. (In
Anlehnung an (Schubert, Urbanke et al.

Bei den Listerien konnten Internaline identifiziert werden,
die
Adhasion und Internalisierung verantwortlich sind (Lecuit,
1997), (Marino, Braun et al. 1999),
(Schubert, Urbanke et al. 2002), (Bierne, Sabet et al.

deren Leucin-reiche Wiederholungen (LRR) fir

Ohayon et al.

2002).
) 2007). Die LRR Domanen sind im N-terminus lokalisiert

(flankiert von einer N-terminalen Kappe und einer C-terminalen Interrepeat Region (IR)),
bestehen aus 22 Aminosauren und kommen in InlA 15 mal und in InIB 7 mal vor. Die LRRs
bilden ein rechts-handiges Solenoid aus, wobei jedes LRR eine helikale Windung zuflgt
(Abbildung 33). Fir jede LRR Wiederholung sind ein konserviertes Muster aliphatischer,
hydrophober Reste und ein Asparagin charakteristisch, die zum Solenoid-Kern ausgerichtet
sind. Die von den LRRs gebildeten 3-Strange vereinen sich zu einem parallelen (-Blatt,
welches insgesamt eine Sichel-formige Struktur annimmt und es so zu einer spezifischen

Rezeptor-Erkennung kommt. Die Internaline unterscheiden sich in der Wirtsspezifitat.
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Wahrend InlA Uber die LRRs und Bindung an E-Cadherin die Aufnahme in Darm-
Epithelzellen und die Uberquerung der intestinalen Barriere vermittelt, adhariert InlB an eine
Vielzahl von Zelltypen (Linden, Bierne et al. 2008), (Lecuit, Vandormael-Pournin et al. 2001),
(Parida, Domann et al. 1998). Daflr ist das Fehlen einer Aminosaure im sechsten LRR von
InlA verantwortlich, wodurch es zur Verklirzung des B-Faltblatts kommt, die eine spezifische
Rezeptor Erkennung ermdéglicht und wodurch schlielich eine Spezies-spezifische Listerien-
Infektion determiniert werden kann (Niemann, Schubert et al. 2004).

Auch die Pmps verfiigen Uber multiple repetitive Motive, die ahnlich zu den LRRs von L.
monocytogenes zur Ausbildung einer spezifischen Struktur fiihren kénnten, wodurch der
Rezeptor dann Pmp21 erkennt. Die repetitiven Motive kénnten flir die Unterschiede in der
Rezeptor-Erkennung der Pmps verantwortlich sein. Dies suggeriert, dass im Protein-
Neutralisationstest das C. pneumoniae Pmp21 Protein aufgrund des strukturellen
Unterschieds nicht mit dem C. trachomatis PmpD Rezeptor interagieren konnte und somit

keine Reduktion der C. trachomatis Infektion zeigte.

5.1.2 Die repetitiven Motive vermitteln die Adhasion des
Proteins an die Humanzelle

Die vollstandige Passagierdomane Pmp21-N tragt 16 Mal das FxxN und 15 Mal das GGA (,
L, V) Motiv, wahrend die vier Domanen Pmp21-A bis —D zwischen 2 und 14 Wiederholungen
der beiden Motive tragen (Abbildung 8, Ergebnisse). Dies suggeriert, dass die repetitiven
Motive eine Rolle in der Adhasion spielen konnten. Zur Charakterisierung einer minimalen
Adhasionsdomane wurden daher die beiden Domanen Pmp21-B und Pmp21-D ausgewahlt,
die vergleichbare Adhasion, aber sehr unterschiedliche Motivzahlen aufweisen.
Zunachst wurden die Proteindomanen Pmp21-B und Pmp21-D sukzessive verkirzt und auf
ihre adhasiven Eigenschaften hin analysiert. Fur die sukzessiv C-terminal verkurzten Pmp21-
B Deletionsdomanen konnte kein Verlust der adhasiven Eigenschaften festgestellt werden
(Abbildung 13, Ergebnisse). Hingegen fiihrte die N-terminale Verkirzung der Pmp21-D
Doméane zu einer starken Reduktion und letztlich auch zum vollstdndigen Verlust der
adhasiven Eigenschaften. Beiden Pmp21-D-Deletionsdomanen fehlten die Motive
vollstandig, wobei auch die kiirzeste Pmp21-B-Deletionsdomane noch drei repetitive Motive
enthielt. Diese Ergebnisse deuteten auf eine mdgliche Rolle der repetitiven Motive in der
Adhasion hin, was durch Mutagenese der Motive in Pmp21-D weiter untersucht wurde.
In der Analyse von Aga2p-Pmp21-D-Mutanten, welche Aminosaureaustausche in beiden
FxxN Motiven tragen, konnte eine starke Reduktion bzw. ein Verlust der adhasiven
Eigenschaften verglichen zur Kontrolle Aga2p-Pmp21-D festgestellt werden. Diese
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Ergebnisse wurden durch rekombinante Pmp21-D-Mutanten bestéatigt, die alle eine mit der
Negativkontrolle vergleichbar geringe Adhasion zeigten (Abbildung 15, Ergebnisse). Somit
sind die FxxN Motive tatsachlich in der Adhasion involviert. Dass beide repetitiven Motive
(GGA (I,LL,V) und FxxN) in der Adhasion involviert sind, konnte durch die zusatzliche
Mutationsanalyse von zwei Motiven (FxxN und GGAV) in Pmp21-A gezeigt werden. Wurde
das FxxN Motiv mutiert oder das GGAV Motiv deletiert, so ging die Adhasionsfahigkeit
verloren. Beide Motive sind somit im Adhasionsprozess involviert und schon die Mutation
eines der beiden Motive fuhrte dabei zum Verlust der Adhasionsfahigkeit. Fir die Adhasion
werden demnach mindestens zwei Motiven bendétigt, wobei es sich hierbei um zwei gleiche
(wie in Pmp21-D) oder auch ungleiche Motive (s. Pmp21-A und Pmp21-Peptid) handeln
kann.

Ob beide Motive mit denselben Rezeptoren interagieren bleibt noch zu klaren. Der Rezeptor
fir das Pertaktin-Adhasin von B. pertussis ist nicht bekannt, obwohl dieses genau wie das
Invasin Uber ein RGD Motiv verfiigt, welches bei letzterem mit Integrin interagiert (Dersch
and Isberg 1999), (Leininger, Roberts et al. 1991), (Everest, Li et al. 1996). Neben dem RGD
Motiv tragt das Pertaktin auch eine Prolin-reiche Wiederholung (PRR). Moglich ware somit
auch, dass nicht das RGD, sondern das PRR Motiv die Adhasion vermittelt (Emsley, Charles
et al. 1996), (Remaut and Waksman 2004). Auch die Internaline A und B von L.
monocyogenes, welche beide die LRRs nutzen, interagieren mit unterschiedlichen
Rezeptoren. So bindet das InlA an E-cadherin, wahrend die LRRs von InIB an c-Met binden
(Mengaud, Lecuit et al. 1996), (Shen et al., 2000). Bei Pmp21 (sowie vermutlich bei allen
Pmps) sind gleich zwei Motive fur die Adhasion verantwortlich und unterschiedliche oder
weitere Funktionen fiir eines der Motive waren somit durchaus vorstellbar.

Mit Hilfe des chemisch synthetisierten Pmp21-Peptids konnte gezeigt werden, dass die
repetitiven Motive vermutlich auch fur die Infektion relevant sind (Abbildung 17). Die
Vorinkubation der Humanzellen mit dem Pmp21-Peptid flihrte zu einer Reduktion der
chlamydialen Infektion um 27%. Uberraschenderweise zeigte das denaturierte Peptid
ebenfalls einen schwachen inhibitorischen Effekt auf die Infektion. Méglicherweise hat sich
das Hitze-denaturierte Peptid wahrend der 4-stiindigen Inkubationsphase auf Humanzellen
partiell zurtick gefaltet und so den Wirtszellrezeptor abgesattigt. Eine andere Kontrolle, z.B.
ein enzymatisch verdautes Peptid, oder ein Peptid, das eine zufallige Anordnung der
Aminosauren enthalt oder dessen repetitive Motive zerstért oder mutiert waren, sollte keinen
Einfluss auf die Infektion ausliben. Diese Experimente stehen noch aus.

Das Pmp21 Protein enthalt insgesamt 31 repetitive Motive beider Typen im N-Terminus,
wahrend das Pmp21-Peptid von jedem Motiv nur eine Kopie tragt. Es kénnte sein, dass die
Motive eine strukturelle Rolle spielen, eine einzigartige Proteinfaltung induzieren oder auch

die Prasentation und Ausbildung von Modifikationsseiten beginstigen oder gar erst
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ermdglichen. Beachtlich ist, dass das Peptid ahnlich stark die chlamydiale Infektion
neutralisierte wie die Pmp21-C oder auch Pmp21-D Domane. Auch die vergleichsweise
geringe Anzahl von nur zwei Motiven scheint keinen limitierenden Faktor darzustellen, denn
die Pmp21-C-Domaéne tragt 14 Motive und inhibiert nicht so stark wie Pmp21-D oder das
Peptid mit je nur 2 Motiven.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit den repetitiven Motiven erstmalig eine adhasive
Funktion zugeordnet werden. Bis dato dienten sie nur als Charakteristikum zur Einordnung
der heterogenen Proteine in die Pmp-Familie (Grimwood and Stephens 1999). Wie bereits
erwahnt, alternieren die Motive in den Pmp Proteinen haufig, so dass einem GGA (I, L, V)
Motiv oft ein FxxN Motiv folgt (Abs. 1.4.3, Einleitung; Abbildung 5). Die Aminosauren-Anzahl
zwischen den Motiven ist dabei sehr variabel, was maoglicherweise strukturelle Hintergriinde
hat und dazu fihren mag, dass jedes Protein eine einzigartige Oberflachenstruktur besitzt.
Fir das Peptid wurde ein Bereich ausgewahlt, in dem beide Motive FxxN und GGAI
vorkommen und die Aminosauren dazwischen einer durchschnittlich geringen Anzahl von 8
entsprechen (Abbildung 17, Ergebnisse). Kiinftige Studien mit weiteren synthetischen
Peptiden, wie oben beschrieben, kdonnten wichtige Informationen Uber die Funktion der
Motive beitragen.

Kirzlich publizierte Studien tber das Pmp21 C. frachomatis Homolog PmpD zeigen, dass
von EBs isoliertes PmpD oligomerisiert (Swanson, Taylor et al. 2009). Mdglicherweise
spielen die Motive wahrend dieser Oligomerisierung eine Rolle. Sie kdnnten an bestimmten
Positionen innerhalb der fiur PmpD beschriebenen ,flower-like structure® exponiert werden
und so mit dem Rezeptor interagieren, oder bei der Strukturbildung selbst eine Rolle spielen,
ahnlich zu den LRRs der Listerien. In diesem Fall kénnten Peptide mit mehr als zwei Motiven
oder verschiedene Motivkombinationen die Oligomerisierung begunstigen, was in einer
massiven Steigerung des inhibitorischen Effekts auf die chlamydiale Infektion resultieren
kénnte. Ob Pmp21 wie sein PmpD Homolog oligomerisiert bleibt noch zu untersuchen.
Vielleicht fuhrt ein anderer Aminosaureabschnitt zu einem verstarkten inhibitorischen Effekt.
Da Peptide nur relativ kurze Sequenzbereiche abdecken, ware der Einsatz einer
Kombination verschiedener Peptide im Infektionsneutralisationstest im Hinblick auf die

Rezeptor-Absattigung interessant.

Die Genexpression der 21 C. pneumoniae Pmps unterliegt vermutlich einer internen
Kontrolle, da sie in vier Operons transkribiert werden (Grimwood and Stephens 1999),
(Vandahl, Pedersen et al. 2002), (Vandahl, Birkelund et al. 2004). Dies konnte gemeinsame
oder ahnliche Funktionen fiir diese Pmps implizieren. Denkbar ware aufgrund der repetitiven
Motive in allen Pmps eine generelle Rolle im Adhasionsprozess, sofern sie

oberflachenlokalisiert sind. Mit der Adhasionsstudie einer willkurlich gewahlten Domane aus

131



Charakterisierung des C. pneumoniae Adhasins und Invasins Pmp21 Diskussion

Pmp20 konnte diese Hypothese unterstitzt werden (Abbildung 18, Ergebnisse). Aga2-
Pmp20-AD exprimierende Hefezellen zeigten Adhasion an HEp-2 Zellen, die mit ca. 32% nur
unwesentlich geringer ist als die der AgaZp-Inv Hefezellen (35%). Die Expression
unterschiedlicher Pmps kénnte zur Selektion der zu infizierenden Humanzellen dienen, was
die beobachteten Unterschiede im Adhasionsverhalten verschiedener chlamydialer Spezies
an verschiedenen Zelltypen erklaren kdnnte (Hackstadt 1999), (Davis, Raulston et al. 2002),
(Kuo, Lee et al. 2004).

Neben der Adhasion kénnten die Pmps auch andere Funktionen erflillen. So besitzen zwei
der insgesamt 30 Pmps (C. trachomaits PmpA und C. pneumoniae Pmp16) keine
voraussagbare Signalsequenz ~ zum Sek-abhangigen Transport  durch die
Zytoplasmamembran (Grimwood and Stephens 1999). Sie kénnten daher innerhalb der
Bakterien lokalisiert sein oder einem anderen Sekretionsmechanismus unterliegen. Von den
Pmps werden nicht alle Proteine exprimiert, und die Expression von Pmp10 variiert innerhalb
einer C. pneumoniae Spezies (Grimwood, Olinger et al. 2001), (Pedersen, Christiansen et al.
2001), (Vandahl, Pedersen et al. 2002). Mdglicherweise dienen nicht exprimierte Gene
zusammen mit den mutierten pmps als Reservoir flir Rekombinationsereignisse (Stothard,
Toth et al. 2003), (Gomes, Bruno et al. 2004). Fir einige pmp-Gene konnten extensive
Polymorphismen gefunden werden, aufgrund derer eine Unterscheidung der okularen,
urogenitalen und LGV Krankheitsgruppen moglich ist (Gomes, Nunes et al. 2006). Da die
Pmps auf der bakteriellen Oberflaiche exprimiert werden, koénnten sie aufgrund ihrer
Polymorphismen in der Antigenvariation involviert sein und auch bei der Erkennung
verschiedener Rezeptoren und verschiedener Zelltypen fungieren (Gomes, Nunes et al.
2006), (Nunes, Gomes et al. 2007).

5.2 Lokalisation des Pmp21 Proteins auf der chlamydialen
Oberflache

Unter Verwendung der generierten anti-Pmp21-D und anti-Pmp21-E Antikérper wurden
Lokalisationsstudien durchgefiihrt, durch die Pmp21 auf der chlamydialen Oberflache von
EBs und RBs nachgewiesen werden konnte. Zudem konnte die Oberflachen-Lokalisierung
des Pmp21-Proteins auch auf nicht-fixierten chlamydialen Partikeln nachgewiesen werden
(Abbildung 20, Ergebnisse).

In vorangegangenen Studien wurden sowohl biochemische als auch Immunofluoreszenz-
Verfahren zur Detektion von Pmp21 eingesetzt (Vandahl, Pedersen et al. 2002), (Wehrl,
Brinkmann et al. 2004). Dabei wurden unterschiedliche Ergebnisse bezlglich der

Lokalisation erzielt. Fir Pmp21 konnte in biochemischen Analysen mit einem Antikérper
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gegen ein rekombinantes Pmp21 Proteinfragment (AS 52-1129) nur eine N-terminale Form
von 66 kDa nachgewiesen werden (Vandahl, Pedersen et al. 2002). Hingegen flhrte ein
Antikdrper gegen das Volllangen Pmp21 (ohne Signalsequenz) zur Detektion einer 47 kDa
prozessierten Form, welche dem C-Terminus (C-pmp21) entspricht (Vandahl et al., 2001,
Montigiani et al., 2001). Ein Antikdrper gegen ein rPmp21-Fragment (AS 16-670) fuhrte zur
Detektion des gesamten Pmp21-Proteins (zirka 170 kDa), der Passagierdomane (120-130
kDa) und einer aus ihrer Prozessierung resultierenden Proteinform von 70 kDa (N-pmp21) in
Zelllysaten infizierter Humanzellen 2 bis 4 Tage nach der Infektion (Abbildung 34, A) (Wehrl,
Brinkmann et al. 2004). Aus der Prozessierung der Passagierdomane entsteht neben N-
pmp21 als weitere Proteinform M-pmp21 (55 kDa); ihre Anwesenheit wurde Uber 2D-Gelen
nachgewiesen (Abbildung 34) (Wehrl, Brinkmann et al. 2004). Bei der 66 kDa und der 70
kDa Proteinform handelt es sich wahrscheinlich um ein und dieselbe prozessierte Form (N-
pmp21), wahrend die 55kDa Form (M-pmp21) bislang nur von Wehrl et al. beschrieben
wurde (Webhrl, Brinkmann et al. 2004).

Mit allen Pmp21-spezifischen Antikérpern konnten in Immunofluoreszenz-Analysen infizierter
Zellen Pmp21 an der chlamydialen Oberflache detektieren (Montigiani, Falugi et al. 2002),
(Vandahl, Pedersen et al. 2002), (Wehrl, Brinkmann et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit
gelang der biochemische Nachweis der 55 kDa Proteinform (auf RBs und EBs) und ebenfalls
die Detektion des Pmp21 Proteins auf der chlamydialen Oberflache. Fur das Pmp21
Homolog von C. trachomatis, PmpD, konnte ebenfalls eine Oberflichenlokalisation auf C.
trachomatis EBs nachgewiesen werden (Crane, Carlson et al. 2006). Zudem wurden
ebenfalls Unterschiede in biochemischen Analysen beobachtet. Dabei gelang einmal die
Detektion des Volllangen PmpD Proteins mit zirka 157 kDa und der zwei Proteinformen von
zirka 120 kDa (Passagierdomane) und zirka 65 kDa (verkirzte Passagierdomane) im
Westernblot durch spezifische PmpD-Antikorper (Kiselev, Stamm et al. 2007). Hingegen
reagiert der Antikbrper gegen das gesamte PmpD Protein nur mit den prozessierten
Proteinformen von zirka 80 kDa und 42 kDa in EB-Lysaten (Crane, Carlson et al. 2006). In
Expressionsanalysen konnten mit Antikérpern gegen PmpD-Peptide unterschiedliche
Proteinformen detektiert werden. Daher postulieren die Autoren eine zeitabhangige Zwei-
Schritt Prozessierung, resultierend in drei Membran-assoziierten Proteinformen p155 (155
kDa, Volllangen PmpD), p73 (73 kDa, Passagierdomane) und p82 (82 kDa,
Translokationseinheit) (Swanson, Taylor et al. 2009). Im spaten Infektionszyklus entstehen
dann die l6slichen Proteinformen p111, p73 und p30, wobei p111 der verlangerten
Passagierdomane entspricht, welche ahnlich zum C. pneumoniae Pmp21 einer weiteren
Prozessierung unterliegt, resultierend in den zwei kleineren Formen p73 und p30 (Abbildung
34, B) (Swanson, Taylor et al. 2009).
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Abbildung 34: Die prozessierten Proteinformen von Pmp21 und dem C. trachomatis Homolog PmpD

A) Schematische Darstellung des Pmp21 Proteins und den prozessierten Proteinformen (in Anlehnung an
Vandahl et al., 2002 und Wehrl et al., 2004). B) Schematische Darstellung des C. trachomatis Homolog PmpD
und den prozessierten Proteinformen (in Anlehnung an (Swanson, Taylor et al. 2009).

Trotz der Unterschiede in den biochemischen Analysen konnte in Immunofluoreszenz-
Analysen mit allen Antikdrpern eine Detektion von Pmp21 an der chlamydialen Oberflache
nachgewiesen werden. Mit den in dieser Arbeit verwendeten Antikérpern, die spezifisch
gegen die Pmp21-E Doméne gerichtet sind, konnte so erstmalig die Anwesenheit von M-
pmp21 auf der chlamydialen Oberflache von EBs und RBs gezeigt werden. Dabei bleibt die
Prozessierung der Passagierdomane zu berlcksichtigen, da die Antikérper keine
Differenzierung zwischen dem Vollldngen Pmp21 Protein und den prozessierten Formen
zulassen. Gemal der Immunofluoreszenz-Daten und den Ergebnissen der Westernblot-
Analysen sollte es sich jedoch um M-pmp21 handeln. Die Anwesenheit der prozessierten
Pmp21-Formen auf der chlamydialen Oberflache und ihre adhasiven Eigenschaften kénnte

auf ihre Rolle bei der spezifischen Rezeptor Erkennung und/oder der Infektion hinweisen.
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5.3 Pmp21 vermittelt die chlamydiale Infektion als Adhasin und
Invasin

Um die Relevanz von Pmp21 im Infektionsprozess nachzuweisen, wurden verschiedene
experimentelle Strategien angewandt. Dabei sollte gezeigt werden, dass die Suppression der
Pmp21 Funktion, also die ausbleibende Adhasion an die Wirtszelle, eine Reduktion der
Infektion zur Folge hat. Die Interaktion zwischen dem chlamydialen Pmp21 Protein und
einem unbekannten humanen Rezeptor wurde zum einen durch Vorinkubation von C.
pneumoniae EBs mit dem a-Pmp21-E Antikdérper und zum anderen durch Vorbehandlung
der HEp-2 Zellen mit dem rekombinanten Pmp21 Protein verhindert. Durch die Vorinkubation
der EBs mit dem Antikorper werden die auf den Chlamydien zuganglichen Pmp21-Epitope
gebunden, wahrend das rekombinante Protein die Rezeptor-Bindestellen auf der
Wirtszelloberflache besetzt. Die Vorinkubation mit dem reinen Pmp21-E Antikdrperserum
brachte dabei eine Reduktion der Infektion in konzentrationsabhangiger Weise um bis zu
78% (Abbildung 21, Ergebnisse). Uberraschenderweise zeigte das Praimmunserum eine
Reduktion um 35%, wobei das Praimmunserum weder in Westernblot-Analysen noch in
Immunofluoreszenzstudien reagierte. Somit scheint der Einfluss des Praimmunserums nicht
auf einer spezifischen Interaktion mit Pmp21 zu beruhen, sondern eine andere, unbekannte
Auswirkung auf die chlamydiale Funktion zu haben. Wehrl et al. (2004) konnten mit dem
gegen die 70 kDa N-pmp21 Form gerichteten Antikérper die Infektion um bis zu 95%
reduzieren. Dabei zeigten ihre Negativkontrollen mit monoklonalen Antikérpern gegen Momp
oder LPS wider Erwarten eine Erhéhung der Infektivitat auf zirka 200% (Momp) bzw. 300%
(LPS). Weshalb der N-pmp21 Antikdrper im Vergleich zu den hier eingesetzten Antikbrpern
einen starkeren inhibitorischen Effekt ausiibt ist unklar, aber die erwahnten Negativ-
Kontrollen relativieren das ganze Experiment (Wehrl, Brinkmann et al. 2004).

In C. trachomatis konnte mit einem Antikérper gegen das vollstandige PmpD eine Reduktion
der Infektion von mindestens 50% nachgewiesen werden (Crane, Carlson et al. 2006). Die
inhibitorische Wirkung des Antikorpers war auf alle getesteten C. trachomatis Serovare
Ubertragbar, aber eine Reaktion des Antikérpers mit C. muridarum, C. pneumoniae oder C.
caviae fand nicht statt. Da PmpD und Pmp21 nur zu zirka 34% identisch sind, ist ein Einfluss
des Antikorpers auf das homologe Protein der anderen Spezies nicht zu erwarten.

Auch flir andere chlamydiale AuRenmembranproteine, die mdglicherweise eine Rolle in der
Adhasion spielen, konnte die neutralisierende Wirkung von Antikérpern gezeigt werden
(Caldwell and Perry 1982), (Su, Watkins et al. 1990), (Rasmussen-Lathrop, Koshiyama et al.
2000), (Mamelak, Mylvaganam et al. 2001), (Kawa and Stephens 2002). So fiuhrte die
Verwendung eines Antikdrpers gegen das immunodominante Momp Protein von C.

trachomatis zu einer Reduktion der Infektion, ohne jedoch die Aufnahme der Chlamydien in
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die Wirtszelle, sondern ihre Entwicklung innerhalb der Wirtszelle zu beeinflussen (Caldwell
and Perry 1982). Auch fur C. pneumoniae konnte die Infektion mit einem monoklonalen
Momp Antikdrper reduziert werden (Wolf, Fischer et al. 2000). Da das C. pneumoniae Momp
im Hefeadhasionstest jedoch keine Adhasivitat zeigte, bleibt die Funktion von Momp bei C.
pneumoniae unklar (Moelleken and Hegemann 2008). Fir das PorB Protein von C.
trachomatis fuhrte der spezifische AK ebenfalls zur Reduktion der Infektion (Kubo and
Stephens 2000), (Kawa and Stephens 2002). Kirzlich konnte auch fir das erste identifizierte
C. pneumoniae Adhasin OmcB gezeigt werden, dass der OmcB-Antikérper die Infektion um
60% reduziert (Moelleken and Hegemann 2008). AuRerdem zeigten Antikorper, die gegen
chlamydiales LPS gerichtet waren, eine Reduktion der chlamydialen Infektion (Crane,
Carlson et al. 2006), (Brade, Schramek et al. 1986). Die neutralisierende Wirkung des o-
Pmp21-Antikoérpers auf die chlamydiale Infektion wurde durch ein Neutralisations-Experiment
mit rekombinant hergestelltem Pmp21 Protein bestatigt. Durch die Vorbehandlung der HEp-2
Zellen mit dem rekombinanten Pmp21-N reduzierte sich die Infektion Dosis-abhangig um bis
zu 90%. Fir die Proteinfragmente Pmp21-G und Pmp21-E konnte ein inhibitorischer Effekt
von bis zu 65% nachgewiesen werden (Abbildung 22, Ergebnisse). Die einzelnen Pmp21-
Doméanen (A-D) zeigten keine so starken inhibitorischen Effekte. Interessanterweise zeigten
die Pmp21-A und Pmp21-B Domaéane einzeln fast keine Reduktion der Infektion, wahrend
beide zusammen (entspricht Pmp21-G) inhibitorisch wirkten. Ahnliches wurde auch fir
Pmp21-C und Pmp21-D (entpricht Pmp21-E) beobachtet. Die einzelnen Effekte wurden bei
weitem verstarkt, wenn sie flr die Vorinkubation in Form von Pmp21-E eingesetzt wurden.
Pmp21-E und —G entsprechen fast vollstandig den biologisch prozessierten N- und M-pmp21
Formen. Somit kénnten diese Daten ein Hinweis auf die Relevanz der prozessierten Formen
in der Infektion sein. Die prozessierten Proteinformen prasentieren womdbglich eine
spezifische Struktur auf der chlamydialen Oberflache, welche flr die optimale
Wirtszellinteraktionen gebraucht wird. Auflerdem scheinen sie beide fur die Infektion
gleichermalien relevant zu sein, da im Gegensatz zu den Antikérpern nur minimale
Unterschiede in den neutralisierenden Eigenschaften der beiden Pmp21 Fragmente (G und

E) detektiert werden konnten.

5.3.1 Pmp21 ist das erste chlamydiale Adhasin das auch die
Internalisierung vermitteln kann

Mit den Neutralisationsanalysen war keine Differenzierung zwischen einer Inhibition der
chlamydialen Bindung und der Aufnahme der Chlamydien und/oder einem negativen Effekt
des Antikérpers auf die chlamydiale Entwicklung selbst nach Eintritt in die Wirtszelle mdglich.
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Um direkt zu Gberprifen, ob das Pmp21 Protein flr die Adhasion von C. pneumoniae an die
humane Zelle verantwortlich ist, wurden HEp-2 Zellen mit rekombinantem Pmp21-N Protein
vorinkubiert, bevor CFSE-markierte EBs zugegeben wurden. Die Anwesenheit des
rekombinanten Pmp21 fihrte in konzentrationsabhangiger Weise zu einer bis zu 90%igen
Reduktion der EB Bindung (fir 200 ug/ml, bzw. ca. 2 nmol rPmp21-N) an Humanzellen
(Abbildung 26, Ergebnisse). Daraus kann geschlossen werden, dass das rekombinante
Pmp21 Protein die Rezeptor-Bindestellen auf der Humanzelle abséattigt und so die Bindung
der EBs und die nachfolgende Infektion inhibiert.

Auch fur das andere bis dato charakterisierte Adhasin OmcB konnten durch den Einsatz von
rekombinantem Protein inhibitorische Effekte auf die Infektion beobachtet werden. So fuhrte
eine Vorbehandlung mit OmcB (200 pg) zu einer Reduktion der EB Bindung um 91%
(Moelleken and Hegemann 2008). Auch Antikdrper gegen das Invasin von Yersinia
pseudotuberculosis, welches im Rahmen dieser Arbeit als Kontrolle diente, zeigten eine
starke Reduktion der Infektion auf, wobei hier verschiedene Antikérper generiert wurden,
welche zur ldentifikation des Bindemotivs beitrugen(Leong, Fournier et al. 1990). Das Invasin
vermittelt Uber die Interaktion seines RGD-Motivs mit dem asf3+-Integrin-Rezeptor nicht nur
die Bindung der Yersinien an Humanzellen, sondern induziert so auch die Ausbildung von
Pseudopoden, die das Bakterium umhdllen und aufnehmen (Isberg, Voorhis et al. 1987),
(Isberg and Leong 1990), (Dersch and Isberg 1999). Fur Listeria monocytogenes konnten
zwei Proteine einer grolen Familie von Oberflachenproteinen, den Internalinen, als
Adhasine und Invasine identifiziert werden (s.o.) (Dramsi, Levi et al. 1998). Im Gegensatz zu
Pmp21 verfigt das Homolog PmpD von C. trachomatis Uber ein RGD Motiv (Swanson,
Taylor et al. 2009). Bisher wurde allerdings kein Rezeptor ausfindig gemacht und
Untersuchungen zu den adhasiven Eigenschaften stehen noch aus. Aufgrund der
Anwesenheit des RGD-Motivs innerhalb der 73 kDa PmpD-Form (p73) wird eine Rolle des
PmpD Proteins bei der Wirtszellinteraktion postuliert (analog zum Invasin von Y.
psudotuberculosis oder Pertaktin von B. pertussis). Fur die zweite prozessierte PmpD Form
(p30) kdnnte hingegen eine andere Effektor Funktion in Betracht kommen. Dieses Fragment
besitzt eine NLS (nuclear localisation signal) und kénnte somit zum Wirtszell-Nukleus
gelangen, ahnlich wie das a-Protein der Neisseria IgA Protease (Pohlner, Langenberg et al.
1995). Dennoch gelang bisher kein cytosolischer oder Zellkern-assoziierter Nachweis eines
PmpD-Fragments in der Wirtszelle, genauso wenig wie fur Pmp21, was jedoch auf zu
geringen Mengen der I0slichen Formen beruhen konnte. Aufgrund dieser Befunde wird eine
maogliche wichtige Rolle von PmpD fir die chlamydiale Infektion immer offensichtlicher.

Das C. pneumoniae Pmp21 verfugt Uber kein RGD Motiv, die adhasiven Eigenschaften
werden hier nachweislich entscheidend Uber die repetitiven Motive vermittelt (Abs.4.3;

Ergebnisse).
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Adhasine kdnnen gleichzeitig neben der Adhasion auch flr den Eintritt der Bakterien in die
Wirtszelle eine Rolle spielen, wie es fur die Internaline von L. monocytogenes gezeigt
werden konnte. Ob Pmp21 als Invasin fungiert, wurde mit Hilfe des Internalisierungstest
untersucht (Abbildung 28, Ergebnisse). Dafir wurden Latexklgelchen mit den
unterschiedlichen Pmp21-Doménen beschichtet und ihre Internalisierungseigenschaften
detektiert. Die Passagierdomane von Pmp21 zeigte dabei eine &hnlich starke
Internalisierungseffizienz wie die Positivkontrolle Invasin. Aufgrund dieser Ergebnisse kann
fir Pmp21 neben seiner Funktion als C. pneumoniae Adhasin auch die Funktion als Invasin
im chlamydialen Infektionszyklus postuliert werden.

Neben der adhasiven Funktion der repetitiven Motive scheinen die Motive auch im
Internalisierungsprozess eine Rolle zu spielen (Abbildung 29, Ergebnisse). Dabei zeigte die
rPmp21-Dnus Mutante eine nur sehr schwache Adhasion an die Humanzellen und eine um
60% niedriger Internalisierungseffizienz als die wildtypisch internalisierten rPmp21-D-
Latexklgelchen. Die Mutante war demnach nur sehr bedingt in der Lage, an den Rezeptor
zu binden, und konnte relativ zur wt-Kontrolle nur eine sehr geringe Internalisierung
auslosen.

Um erste Hinweise auf den Mechanismus der Internalisierung zu erhalten, wurde die Rolle
des Aktin-Zytoskeletts fur die Aufnahme der Latexklgelchen untersucht. Daflr wurde der
Internalisierungstest in Anwesenheit des Aktin-Polymerisations-Inhibitors Cytochalasin D
durchgefuhrt (Abbildung 31,Abbildung 32). Die ausbleibende Internalisierung der mit
rekombinantem Pmp21-N beschichteten Latexkiigelchen deutet auf eine Beteiligung des
Aktin-Zytoskeletts hin. Dies unterstitzt die Hypothese einer Pmp21-Rezeptor Interaktion, da
bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts

stattfindet, welche mit der Aufnahme der Bakterien endet (Carabeo, Grieshaber et al. 2002).

Urspringlich scheinen Autotransporter nicht mit anderen bakteriellen Sekretionssystemen
verwandt zu sein, da sie alle nétigen Elemente fiir ihre Translokation Uber die
AuRenmembran in ihrer Sequenz enthalten (Henderson, Navarro-Garcia et al. 1998),
(Henderson, Cappello et al. 2000). Aufgrund der Studien der IgA1-Protease (IgAP) von N.
gonorrhoeae wurde ein Modell der Autotransporter Sekretion entwickelt, wobei der B-barrel
einer monomeren C-Doméane einen zentralen hydrophilen Kanal bildet durch den die
Passagierdomane transloziert wird (Klauser, Pohlner et al. 1990), (Klauser, Kramer et al.
1993). Neben den konventionellen monomeren Autotransportern werden auch oligomere
Autotransporter beschrieben (Veiga, Sugawara et al. 2002), (Muller, Benz et al. 2005),
(Skillman, Barnard et al. 2005). Weitere Studien der IgAP-C-terminalen Doméane von N.
gonorrhoeae zeigten, dass diese sich in einem Ring-&hnlichen oligomeren Komplex

sammelt, dessen zentrale hydrophile Pore einen Durchmesser von 2 nm aufweist(Veiga,
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Sugawara et al. 2002). In neueren Untersuchungen konnte das C. frachomatis PmpD als ein
Oligomer identifiziert werden (Swanson, Taylor et al. 2009). Die Oligomere bestehen dabei
aus dem Volllangen-Protein (p155), der prozessierten Passagierdoméane (p73) sowie der
Translokationseinheit (p82) und sind aufgrund ihrer Blumen-ahnlichen Struktur und der
asymmetrischen Lokalisation auf den EBs den Oberflachen-Projektionen, welche Matsumoto
et al. beschrieb, sehr ahnlich (Swanson, Taylor et al. 2009), (Matsumoto 1982).

Mit den Erkenntnissen aus den vorangegangenen C. trachomatis PmpD und C. pneumoniae
Pmp21 Studien sowie den hier erzielten Ergebnissen tber die funktionelle Rolle von Pmp21
kann folgendes Modell postuliert werden (Abbildung 35): Die N-terminale Signalsequenz wird
nach Uberquerung der inneren Membran im Periplasma abgespalten. Die Passagierdomane
von Pmp21 wird durch eine hydrophile Pore in der AuRenmembran an die Oberflache
transloziert. Die Pore kdénnte von einer monomeren C-Domane gebildet werden, oder Pmp21
koénnte einen oligomeren Komplex bilden, dhnlich zu PmpD (Swanson, Taylor et al. 2009).
Der Vergleich von Pmp21 mit PmpD zeigt, dass die Passagierdomanen beider Proteine in
zwei Proteinformen prozessiert werden (Abbildung 34). Die Prozessierung von Pmp21
koénnte stattfinden, wahrend die Chlamydien durch elektrostatische Wechselwirkungen und
der OmcB-GAG Interaktion an die Wirtszelle binden. Die GAG vermittelte Bindung wurde flr
C. trachomatis LGV Infektionen von mutierten CHO-Zelllinien als reversibler Schritt
beschrieben, welcher von einem irreversiblen Schritt, die Bindung an den potentiellen
Rezeptor gefolgt wird, der die Aufnahme vermittelt (Carabeo and Hackstadt 2001). Durch
Entfernung der GAGs oder den Einsatz von rekombinantem OmcB oder eines OmcB
Antikérpers konnte die Infektion um 90% reduziert werden. Die verbleibenden 10% stitzen
die Hypothese des zweiten irreversiblen Schritts, die Rezeptor-vermittelte Adhasion bzw.
Internalisierung (Wuppermann, Hegemann et al. 2001), (Moelleken and Hegemann 2008).
Pmp21 stellt einen guten Kandidaten fiir diese Interaktion dar. Beide prozessierten Pmp21-
Proteinformen nehmen vermutlich eine spezifische Konformation ein, wodurch die repetitiven
Motive GGA (I, L, V) und FxxN mit den spezifischen Wirtszellrezeptoren interagieren kénnen.
So verstarken oder stabilisieren sie die Adhasion der Chlamydien an die Wirtszelle und leiten
die Internalisierung ein, wobei sie die metabolische Aktivitdt der Wirtszelle stimulieren
(Niessner, Kaun et al. 2003), (Wehrl, Brinkmann et al. 2004) (Daten nicht gezeigt) (Abbildung
35).
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Abbildung 35: Modell der Pmp21 vermittelten Adh&sion und Internalisierung

Schematische Darstellung des durch Pmp21 vermittelten Adhé&sions- und Internalisierungsprozesses von C.
pneumoniae. (1) Die erste Bindung findet durch elektrostatische Wechselwirkungen und der Interaktion von OmcB
mit den Glykosaminoglykanen (GAG) statt. (II) AnschlieRend binden die prozessierten Pmp21-Fragmente (N-
pmp21 und M-pmp21) an ihren (ihre) bisher unbekannten Rezeptor(en) und initieren die Internalisierung.
Dariber hinaus stimulieren sie die Humanzellantwort. (I11) Pmp21 vermittelt die Internalisierung der chlamydialen
EBs in die Wirtszelle.

Ein derartiges Modell konnte fiir das Varicella-Zoster Virus (VZV) bereits gezeigt werden.
Das VZV bindet mit einem Glykoprotein (gE) an die Wirtszelle Gber die Interaktion mit dem
Heparansulfat Proteoglykan (Lowry, Solem et al. 1992), (Wu and Forghani 1997) (Olson,
Bishop et al. 1997). Dadurch wird die Virus-Wirtszellinteraktion stabilisiert, und die
nachfolgende Interaktion mit dem Mannose-6-Phosphat/ Insulin-like growth facor-2 Rezeptor
(M6P/IGF2R) flhrt zur Aufnahme des Virus (Zhu, Gershon et al. 1995).

Pmp21 stimuliert die Immunantwort der Wirtszelle, und dies kénnte zur Sicherung des
chlamydialen Uberlebens innerhalb der Inklusion dienen (Niessner, Kaun et al. 2003),
(Mygind, Vandahl et al. 2004). Pmp21 erfullt als Adhasin und wahrscheinlich als Invasin eine
entscheidende Rolle fur die Etablierung einer erfolgreichen chlamydialen Infektion. Die
inhibierende Wirkung der Antikérper auf die Infektion identifizieren Pmp21 als guten
Kandidaten fur mogliche Vakzinierungsansatze. Mit dem rekombinanten Protein und mit
einem Peptid lasst sich bereits die erste Kontaktaufnahme, die Adhasion, vereiteln. Genau

hier kdnnte ein Vakzin greifen und frihzeitig die chlamydiale Infektion unterbinden.
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