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Zusammenfassung

Chlamydia sind Gram-negative, obligat intrazellulire Bakterien, die phylogenetisch sehr stark
von allen anderen Eubakterien abgegrenzt sind. Zu den humanpathogenen Chlamydien
gehoren C. pnenmoniae und C. trachomatis. C. pneumoniae verursacht akute Infektionen der oberen
und unteren Atemwege und wird aullerdem mit chronischen Erkrankungen wie Asthma und
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) in Verbindung gebracht. Praktisch jeder
Mensch durchliuft in seinem Leben mindestens eine C. prenmoniae Intektion. Die
verschiedenen C. #rachomatis Serovare infizieren die Augen und den Urogenitaltrakt.
Infektionen des Auges koénnen zur Ausbildung eines Trachoms fithren und sind der
Hauptgrund vermeidbarer Blindheit, wihrend Infektionen des Urogenitaltraktes weltweit die
hiufigste bakterielle Ursache sexuell tbertragbarer Krankheiten sind.

Chlamydien durchlaufen einen einzigartigen biphasischen Lebenszyklus und wechseln
zwischen zwei distinkten Lebensformen. Das Elementarkorperchen (EB) stellt die infektiose,
metabolisch inaktive Form dar, wahrend das Retikularkérperchen nicht infektios ist, jedoch
metabolisch aktiv und daher die replizierende Form darstellt.

Der initiale Schritt der Infektion ist die Adhision der EBs an die Wirtszelle und die folgende,
bakterienvermittelte Internalisierung. Die C. prenmoniae EBs interagieren héchstwahrscheinlich
zunichst Uber das Adhisin OmcB mit Glykosaminoglykanen der Wirtszelle und gelangen
entlang der polymeren GAG-Strukturen auf der Oberfliche der Humanzelle zu ihrer
spezifischen Eintrittspforte. Hier wird dann die Adhision des EBs tber die Interaktion der
Pmp-Proteine mit humanen Rezeptoren vermittelt. Werden beide Adhdsionswege blockiert,
so ist dennoch eine Restinfektion von 40 % zu beobachten. Somit nutzt C. preumoniae, ebenso
wie viele andere Pathogene, ein breites Repertoire an Adhisinen um effizient an die Wirtszelle
zu binden. In einer vorausgegangenen Studie nach neuen, potentiellen Adhasinen wurden den
hypothetischen, chlamydialen Proteinen Yaal, Yaa2 und Yaa3 (yet another adhesin) adhidsive
Eigenschaften zugeordnet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese potentiellen Adhasine zu
charakterisieren und ihre Funktion im Infektionszyklus zu beschreiben.

Fir die funktionelle Analyse von Yaal, Yaa2 und Yaa3 war die Expression und Aufreinigung
von rekombinantem Protein essentiell. Da im Rahmen dieser Arbeit alle Versuche
fehlschlugen Yaa3 rekombinant herzustellen, wurde dessen Funktionsanalyse nicht weiter
verfolgt.

Polyklonale Antikorper gegen das Yaa2-Protein neutralisierten die chlamydiale Infektion nur
schwach, wihrend rekombinantes Yaa2 die Infektion um etwa 30 % reduzierte. Die im Hefe-

System beschriebenen adhisiven Eigenschaften von Yaa2 konnten mit rekombinantem
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Protein allerdings nicht bestitigt werden. Damit ist fraglich, ob es sich bei Yaa2 um ein
weiteres, chlamydiales Adhasin handelt.

Polyklonale Antikorper gegen das Yaal-Protein detektierten das Protein auf der Oberfliche
von chlamydialen EBs. Die postulierten adhisiven FEigenschaften von Yaal wurden in
Adhisionsexperimenten mit rekombinantem Protein bestitigt. Die Yaal-Bindedomine
konnte auf den C-terminalen Bereich des Proteins (Aminosdure 305 bis 355) eingegrenzt
werden. Bei der Bindung an die Humanzelle interagierte rYaal direkt mit der
Phospholipidmembran. Zudem neutralisierten anti-Yaal Antikorper die Infektion signifikant.
Uberraschenderweise neutralisierte rYaal die chlamydiale Infektion nicht, sondern fiihrte zu
einer verbesserten Infektion von bis zu 300 %. Fir die infektionssteigernde Wirkung von
rYaal war sowohl die Bindung tiber den C-Terminus als auch der N-Terminus notig, dessen
genaue Funktion noch beschrieben werden muss. Diese stimulierende Wirkung auf die
Infektion beruhte erstaunlicherweise nicht auf einer verbesserten Adhision, sondern einer
verbesserten Internalisierung der EBs. Im Detail konnte gezeigt werden, dass rYaal auf frithe
Prozesse der Internalisierung wirkt und hierbei von Lipid Rafts und einem intakten
Aktinzytoskelett abhingig ist. Damit handelt es sich bei Yaal nicht um ein klassisches
Adhisin, sondern um ein Protein, dass an der Internalisierung beteiligt ist. Die durch rYaal
vermittelte, effizientere Endozytose des EBs ist ein spezifischer Prozess, denn es erhéhte die
generelle Endozytose der Humanzelle nicht. Uberraschenderweise hatte das C. preumoniae
spezifische rYaal auch einen verstitkenden Effekt auf die Infektion von C. trachomatis
Serovar E, nicht jedoch auf die des L.2-Serovars.

Die Bedeutung von Lipid Rafts fir die C. prenmoniae Infektion konnte in dieser Arbeit erstmals
mikroskopisch bestitigt werden. So wurde eine Akkumulation von Lipid Rafts an der EB-
Eintrittsstelle nachgewiesen. Auch die frithe Einschlussmembran ist eine Stunde nach der
Infektion angereichert mit Lipid Rafts, welche dariiber hinaus auch eine Anreicherung des
C. pneumoniae-spezifischen Rezeptors EGFR aufwies. Auch rYaal lokalisierte spezifisch an
Lipid Rafts, jedoch war die Bindung von rYaal an die Membran der Humanzelle unabhingig
von der Integritit der Lipid Rafts.

Zusammenfassend wurde mit Yaal ein neues, fir die C. prenmoniae Infektion essentielles
Protein identifiziert, welches neue Einblicke in die bis dato wenig verstandenen

Endozytoseprozesse liefert.
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Summary

Chlamydia are Gram negative, obligate intracellular bacteria that are phylogenetically very well
separated from all other eubacteria. C. pnenmoniae and C. trachomatis are important human
pathogens. C. pneumoniae causes acute infections of the upper and lower respiratory tract, but
has also been linked to chronic diseases like the asthma and chronic obstructive pneumonia
disease (COPD). During his life, nearly everybody undergoes at least one C. pneumoniae
infection. The different C. #rachomatis serovars infect the eyes and the urogenital tract.
Infections of the eyes cause a disease called Trachom and are the leading cause of preventable
blindness worldwide, whereas infections of the urogenital tract are the leading cause of
sexually transmitted bacterial diseases worldwide.

Chlamydia undergoes a unique biphasic life cycle and changes between two distinct forms. The
elementary body (EB) is the infectious but metabolically inactive form. The reticulate body
(RB) is not infectious but metabolically active and thus the replicative form.

The adhesion of the EB to the host cell and the subsequent bacteria-driven internalization are
the initial steps of the infection. The first interaction is mediated by the chlamydial adhesin
OmcB that interacts with glycosaminoglycans on the surface of the human cell. Most likely,
the EBs can surf along the surface of the host cell via the polymeric GAGs to the specific port
of internalization. Here, the adhesion is enforced by the interaction of the chlamydial Pmp
proteins that interact with a human protein. If both adhesion pathways are blocked, this
results in a decrease of infection to 40 %, indicating that C. pmeumoniae, like many other
pathogens, uses a wide repertoire of adhesion molecules. Thus, in a previous study, we
searched for new potential adhesins and found the hypothetical, chlamydial proteins Yaal,
Yaa2 and Yaa3 (yet another adhesin) having adhesive abilities. The aim of this work was to
characterize the potential adhesins and describe their role in the chlamydial infection.

To functionally analyze Yaal, Yaa2 and Yaa3 the expression and purification of recombinant
protein was essential. As all attempts to generate recombinant Yaa3 protein have been not
successful the functional characterization of Yaa3 was not pursued.

Polyclonal antibodies raised against Yaa2 had weak neutralizing abilities, while recombinant
Yaa2 reduced the infection by 30 %. In contrast, the adhesive abilities of Yaa2, observed in
the yeast display system, could not be confirmed using recombinant protein. Thus, it remains
questionable if Yaa2 is a new chlamydial adhesin.

Polyclonal antibodies raised against Yaal could detect Yaal on the surface of EBs. The
proposed adhesive abilities could be confirmed in different experiments using recombinant

protein. The binding domain of Yaal was addressed to the C-terminal part (amino acids 305
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to 355). The binding of rYaal was shown to be mediated by direct interaction with the plasma
membrane of the human cell. Additionally, anti-Yaal antibodies neutralized the infection
significantly. Surprisingly, rYaal did not neutralize the chlamydial infection but boosted the
infection up to 300 %. This boosting effect of rYaal was shown to be dependent on the
binding of the C-terminal domain, but also the N-terminal domain was necessary. The precise
function of the N-terminal domain still needs to be elucidated. Interestingly, the boosting of
the infection by rYaal was not due to an enhanced adhesion of the EBs but due to a more
efficient internalization. In detail, it could be shown that rYaal acts at early steps of
internalization and its function is dependent on the integrity of lipid rafts and the actin
cytoskeleton. Thus, Yaal is not a new classical adhesin, but a protein that is involved in the
internalization of the EB. The enhanced endocytosis of the EB, mediated by rYaal, was
shown to be a specific process as it did not enhance endocytosis in general. Interestingly, the
C. pneumoniae specific rYaal also boosted the C. #rachomatis serovar E infection but not the
infection of the L2 serovar.

The involvement of lipid rafts in the C. pmeumoniae infection was proven microscopically for
the first time. It could be shown that lipid rafts accumulate at the entrance port of the EBs
and that the early inclusion one hour post infection is enriched in lipid rafts. Additionally, an
accumulation of the C. pueumoniae specific receptor EGFR co-localized with clustered
lipid rafts. Recombinant Yaal also localized specifically at lipid rafts but the binding of rYaal
to the plasma membrane of the human cell was independent of the integrity of lipid rafts.

In summary, Yaal was identified to be a new protein that is essential for the C. preumoniae
infection and provides new insights into the little-understood endocytosis of the chlamydial

EB.
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1 Einleitung

1.1 Chlamydien

Chlamydien sind Gram-negative, obligat-intrazellulire Bakterien, die sich phylogenetisch stark
von anderen Bakterien abgrenzen. Sie durchlaufen einen einzigartigen biphasischen
Lebenszyklus (1.1.3.2, S.6) und ihre AuBlenmembran, die als cOMC (chlamydia outer
membrane complex) bezeichnet wird, besitzt einen speziellen Aufbau (1.1.3.1, S.5). Die
verschiedenen Mitglieder des Phylums Chlamydiae kénnen ein sehr breites Spektrum an
Wirtsorganismen infizieren, das von Sdugetieren, Beuteltieren, Amphibien und Végeln, iber
Fische, Reptilien, Insekten und Krustentieren, bis hin zu Weichtieren und sogar Protozoen
(Amoben) reicht (Horn 2008). Chlamydieninfektionen verursachen in Nutztierbestinden
wirtschaftliche Schiden, wihrend Infektionen des Menschen eine hohe gesundheitliche
Relevanz aufweisen (1.1.2, S. 2). Trotz intensiver Forschungsbemuthungen ist derzeit noch
kein Impfstoff zur Privention von Chlamydieninfektionen erhaltlich. Daher stellt die
Identifikation und Funktionsanalyse chlamydialer Proteine, die am Adhidsions- und
Internalisierungsprozess beteiligt sind, einen wichtigen Schritt auf dem Weg zur Entwicklung

eines Vakzins dar.

1.1.1 Taxonomie

Entdeckt und erstmals beschreiben wurden Chlamydien vom deutschen Radiologen Ludwig
Halberstidter und dem o6sterreichischen Zoologen Stanisluas von Prowazek im Jahre 1907
(Halberstiadter and Prowazek 1907; Horn 2008). Sie bezeichneten den neu entdeckten
Organismus als ,,Chlamydozoa“, abgeleitet von dem griechischen Wort ,,Chlamys®, was so viel
wie Reise-oder Kriegsmantel bedeutet. Die Einordnung der Chlamydien zur Domine Bacteria
erfolgte jedoch erst in den 1960er Jahren, nachdem sie zuvor den Viren zugeordnet waren
(Moulder 1960). Spitere Sequenzvergleiche der 16S rRNA und reprisentativer Proteine
bestitigten den eubakteriellen Ursprung der Chlamydien und verdeutlichten gleichzeitig den
entfernten Verwandtschaftsgrad zu anderen bakteriellen Spezies (Weisburg, Hatch et al. 19806;
Bern and Goldberg 2005).

Aufgrund ihrer Einzigartigkeit bilden Chlamydien ein eigenes Phylum (Chlamydiae) mit nur
einer Ordnung (Chlamydiales) und lediglich einer Familie (Chlamydiaceae) mit einer Gattung
(Chlamydia). Im Jahr 1999 wurde, aufgrund von 16S rRNA Analysen, eine Unterteilung der
Familie Chlamydiaceae in die bestehenden Gattung Chlamydia und eine neue Gattung

Chlamydophila vorgeschlagen (Everett, Bush et al. 1999). Diese Neuerung wurde jedoch von
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einer breiten Mehrheit der Wissenschaftsgemeinde abgelehnt (Schachter, Stephens et al. 2001).
Zudem bestitigen neue phylogenetische Untersuchungen die enge Verwandtschaft der Spezies
der Familie Chlamydiaceae, weshalb die urspringliche Einteilung in nur eine Gattung
(Chlamydia) weiterhin Bestand hat (Stephens, Myers et al. 2009) (Abbildung 1.1).

Aufgrund von 16S rRNA Identititen von 80 — 90 % und einheitlichen Entwicklungszyklen
wurde die Ordnung Chlamydiales im Jahr 1999 um drei weitere Familien (Parachlamydiaceae,
Simkaniaceae und Waddliaceae) erweitert (Everett, Bush et al. 1999; Rurangirwa, Dilbeck et al.
1999). Heutzutage umfasst das Phylum  Chlamydiae acht Familien (Chlamydiaceae,
Parachlamydiaceae, Waddliaceae, Simkaniaceae, Prsicichlamydiaceae, Clavochlamydiaceae,
Rhbabdochlamydiaceae und ~ Criblamydiaceae), deren Vertreter ein sehr breites Spektrum an

Wirtsorganismen, von Saugetieren bis zu Amé&ben, infizieren kénnen (Horn 2008).
Familie Gattung Art Typische(r) Wirt(e)

{ C. felis Katze

C. caviae Meerschwein
{ C. psittaci Vogel

C. abortus Schwein, Rind, Ziege, Schaf

Chiamydia C. pecorum Schwein, Rind, Ziege, Schaf, Gams
Chlamydiaceae _: .
C. pneumoniae Mensch, Koala

_: C. trachomatis Mensch
C. muridarum Maus, Hamster
] Protochlamydia I: P. amoebophila Amdben
S . . .
= P. neagleriophila Amoben
S .
S |Parachlamydiaceae ;
g | Neochlamydia N. hartmannellae Amoben
S .
5 Parachlamydia P. acanthamoebae ~ Amdben
Waddliaceae Waddlia W. chondrophila Rind
[ W. malaysiensis Flughund
Simkaniaceae Simkania

S. negevensis Mensch

Abbildung 1.1: Taxonomie der Ordnung Chlamydiales

Taxonomische Einordnung der Mitglieder der Ordnung Chlamydiales nach Everett, Bush 1999, Rurangirwa,
Dilbeck et al. 1999 und Stephens, Myers et al. 2009 mit Angabe der typischen Wirte nach Horn 2008. Die Linge
der Linien spiegeln hierbei nicht die phylogenetischen Abstinde wieder.

1.1.2 Pathogenitat

Chlamydien kommen weltweit sowohl als tierpathogene als auch humanpathogene Erreger
vor, wobei Infektionen des Menschen mit C. preumoniae oder C. trachomatis von grol3er
klinischer Relevanz sind. Die tierpathogenen Erreger C. caviae und C. muridarnm sind
hauptsichlich in Nagetieren wie Meerschweinchen, Miusen und Hamstern nachweisbar,
wihrend C. felis Katzen und C. abortus sowie C. pecornm hauptsichlich verschiedene Nutztiere
wie Schweine, Rinder, Ziegen und Schafe infizieren kann (Abbildung 1.1). Sie infizieren die

Epithelgewebe der Augen, des Respirationstraktes sowie des Urogenital- und Darmtraktes und
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konnen daher respiratorische und intestinale Erkrankungen auslosen. Besonders in
Tierbestinden von Schafen und Ziegen kénnen C. abortus Infektionen des Urogenitaltraktes zu
Infertilitdit und spontanen Aborten fihren, was einen hohen wirtschaftlichen Schaden nach
sich zieht (Kerr, Entrican et al. 2005; Runge, Binder et al. 2012; van den Brom, Lievaart-
Peterson et al. 2012). C. psittaci hingegen ist ein weit verbreiteter Erreger respiratorischer
Erkrankungen bei Vogeln und Ausléser der Psittakose oder Ornithose. Dartiber hinaus
konnen sowohl C. psittaci als auch C. abortus auf den Menschen tbertragen werden und
besitzen daher zoonotisches Potential. So fithren Infektionen durch C. abortus in vereinzelten
Fillen zu Fehlgeburten bei Menschen (Pospischil, Thoma et al. 2002). C. psittaci Infektionen
hingegen koénnen beim Menschen grippeihnliche Symptome hervorrufen, aber in seltenen
Fallen auch tédlich verlaufen (Fryden, Kihlstrom et al. 1989; Peeling and Brunham 1996). In
Deutschland ist die Ornithose meldepflichtig, tritt jedoch deutschlandweit nur sehr selten auf
(16 bekannte Falle in 2011) (Robert Koch Institut 2012).

Mit 600 Millionen infizierten Menschen weltweit gehoéren C. preumoniae und C. trachomatis za

den verbreitetesten humanpathogenen Erregern (Ojcius, Darville et al. 2000).

1.1.2.1 C. pneumoniae Infektionen

Durch Trépfcheninfektion tbertragen, infiziert C pnenmoniae die Epithelzellen der Atemwege
und verursacht akute sowie chronische respiratorische Erkrankungen. Hierbei sind zum einen
die oberen Atemwege betroffen, was zur Ausbildung von Pharyngitis (Rachenentziindung)
und Sinusitis (Nasennebenhohlenentziindung) fihren kann. Zum anderen kann eine Infektion
der unteren Atemwege die Ausbildung von Bronchitiden (Entziindung der Bronchen) oder
Pneumonien (Lungenentzindung) nach sich ziehen. Dabei werden etwa 6-20 % aller
ambulant, d.h. nicht im Krankenhaus, erworbenen Pneumonien (CAP = community-aquired
pneumonia) und etwa 5 % aller ambulant erworbenen Bronchitiden auf eine C. preunmoniae
Infektion zurtckgefithrt. Weltweit geht man von einer Durchseuchung von 50 % der
Zwanzigjihrigen aus, die sich bei den 60- bis 70-jahrigen zu einer AntikGrperprivalenz von
70 — 80 % ausweitet (zusammengefasst aus (Kuo, Jackson et al. 1995; Blasi, Tarsia et al. 2009).
Infolgedessen durchliuft praktisch jeder Mensch in seinem Leben zumindest eine
C. pneumoniae Infektion (Campbell, Kuo et al. 1990). In etwa 70 % der Fille verliuft diese
jedoch asymptomatisch und wird folglich nicht behandelt (Hahn, Azenabor et al. 2002).
Neben den akuten Erkrankungen wird C. preumoniae auch mit einer Reihe von chronischen
Erkrankungen wie Asthma, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD), Multipler
Sklerose (MS), Alzheimer und Arteriosklerose in Verbindung gebracht (zusammengefasst in
(Blasi, Tarsia et al. 2009)). Allerdings verwenden unterschiedliche Studien verschiedene

Diagnosekriterien und Diagnoseverfahren und zudem wurde kein Verfahren standardisiert.
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Desweiteren stellt sich bei allen systemischen Krankheitsbildern die Frage, ob die
C. pneumoniae Infektion der Ausloser oder ein Risikofaktor fur die jeweilige Erkrankung ist,
oder ob es sich lediglich um eine sekundire Besiedlung des geschidigten Gewebes handelt.
Das eine Vielzahl von Zelltypen wie Lungenepithelzellen, arterielle glatte Muskelzellen,
vaskulire Endothelzellen, residente Makrophagen und auch Monozyten 7 witro infiziert
werden konnen, konnte die Verbreitung von C. punenmoniae im menschlichen Koérper

gewahrleisten (Belland, Ouellette et al. 2004).

1.1.2.2 C. trachomatis Infektionen

Gegenwirtig wird C. #rachomatis in 19 Serovare unterteilt, wobei die Serovare A - C (A, B, Ba
und C) die Augen und die Serovare D — K (D, Da, E, F, G, Ga, H, 1, Ia, ] und K) sowie die
LGV Serovare (L1, L2, L.2a und L3) den Urogenitaltrakt infizieren (Bebear and de Barbeyrac
2009). C. trachomatis Serovar A — C Infektionen sind Ausléser der Entziindung des Auges, dem
sogenanntem Trachom. Weltweit waren im Jahr 2001 etwa 149 Millionen Menschen, fast
ausschliefflich in Entwicklungslindern, an einem Trachom erkrankt, das unbehandelt zur
Erblindung fihrt (Whitcher, Srinivasan et al. 2001). Mit weltweit 7 bis 9 Millionen durch
Trachome erblindeter Menschen sind Serovar A — C Infektionen bis heute der Hauptgrund
vermeidbarer Blindheit (Whitcher, Srinivasan et al. 2001; Ojcius, Darville et al. 20006).
C. trachomatis Serovar D — K Infektionen sind mit 101 Millionen Neuinfektionen im Jahre 2005
weltweit die haufigste bakterielle Ursache sexuell tibertragbarer Krankheiten (World Health
Organization 2011). Bei Minnern kann sich diese in einer lokalen Entziindung der
Schleimhaut der Harnréhre (Urethritis) manifestieren, welche durch eine Entziindung des
Nebenhodens (Epididymitis) verkompliziert werden kann. Bei Frauen kann eine C. #rachomatis
Serovar D —K Infektion zur Ausbildung verschiedener Unterleibsentziindungen
(PID = pelvic inflammatory disease) wie Zervizitis (Gebiarmutterhalsentziindung) und damit
verbunden zu Endometritis (Entzindung der Gebarmutterschleimhaut) und Salpingitis
(Eileiterentziindung) fihren. Aufgrund der einhergehenden Vernarbung des Gewebes kénnen
zwei Drittel aller Fille eileiterbedingter Unfruchtbarkeit und ein Drittel aller
Extrauterinschwangerschaften —auf  C. #rachomatis  Infektionen  zuriickgefihrt werden
(zusammengefasst aus (Peeling and Brunham 1996; Bebear and de Barbeyrac 2009)). Zudem
scheint ein Zusammenhang zwischen C. frachomatis Infektionen und Fehlgeburten zu bestehen
(Baud, Goy et al. 2011). In Industrielindern treten C. frachomatis LGV Serovare seltener auf,
sind allerdings deutlich invasiver als die Serovare D — K und nutzen das Epithelgewebe nur,
um von dort in tiefere Schichten vorzudringen und die Lymphknoten zu infizieren. Jedoch
verlduft die Infektion der sexuell Ubertragenen Serovare ebenso wie die von C. preumoniae,

hiufig asymptomatisch (in 50 % der Fille bei Mannern und 70 % bei Frauen) und wird somit



1 Einleitung 5

nicht behandelt (zusammengefasst aus (Bebear and de Barbeyrac 2009). Bei Frauen ist diese
persistierende Infektion der Grund fur die Vernarbung des Gewebes und der damit

einhergehenden, zuvor geschilderten Komplikationen.

1.1.3 Biologie der Chlamydien

Chlamydien besitzen als obligat intrazellulire Organismen ein relativ kleines, zirkuldres
Genom, was wahrscheinlich in Folge der Anpassung an die Wirtszelle reduziert wurde. Dabei
weisen 798 Gene Orthologe in C. pueumoniae, C. trachomatis, C. muridarnm und C. caviae auf und
stellen damit wahrscheinlich den minimalen Satz an Genen dar, der fur das intrazellulire
Ubetleben und den Entwicklungszyklus benétigt wird (Read, Myers et al. 2003). Das Genom
von C. pnenmoniae CW1.029 ist mit 1,23 x 10° bp und 1073 ORFs (open reading frames) um
etwa 20 % groBer als das von C. trachomatis (Serovar D) mit 1,04 x 10° bp und 894 ORFs
(Stephens, Kalman et al. 1998; Kalman, Mitchell et al. 1999; Vandahl, Birkelund et al. 2004).
Hierbei weisen 80 % der kodierenden Gene von C. preunmoniae orthologe Gene in C. trachomatis
auf, wihrend 214 proteinkodierende Sequenzen nicht in C. #rachomatis vorkommen und 154
dieser Sequenzen keine Homologie zu bisher bekannten bakteriellen Genomen besitzen
(Kalman, Mitchell et al. 1999).

Chlamydien durchlaufen einen einzigartigen biphasischen Lebenszyklus (1.1.3.2, S. 6) wobei
zwischen zwei distinkten Lebensformen unterschieden wird (ausfiuhtlich beschrieben in
(Abdelrahman and Belland 2005). Das etwa 03 um grole Flementarkérperchen
(EB = elementary body) ist die infektise, jedoch metabolisch inaktive Form und besitzt
supramolekulare Strukturen auf der Oberfliche, die das Typ III Sekretionssystem darstellen
konnten. Das Nukleoid des EBs ist aufgrund einer Kondensation der DNA stark verdichtet.
Das Retikularkérperchen (RB = reticulate body) ist mit etwa 1 um deutlich groB3er als das EB
und die metabolisch aktive, jedoch nicht infektiose Form, welche sich durch binire Teilung
vermehrt. Es besitzt ebenso wie das EB supramolekulare Strukturen auf der Oberfliche, die
das Typ III Sekretionssystem darstellen konnten, jedoch sind diese Strukturen deutlich
dichter. Im Gegensatz zum EB ist die DNA im RB nicht verdichtet, weshalb das Zytoplasma
des RBs mikroskopisch granulir mit diffuser, fimbrienartiger DNA erscheint

(zusammengefasst aus (Abdelrahman and Belland 2005).

1.1.3.1 Der chlamydiale AuBenmembrankomplex (cOMC)
Neben dem besonderen Lebenszyklus besitzen Chlamydien eine speziell geartete
Aullenmembran, die als cOMC (chlamydia outer membrane complex) bezeichnet wird und

welche die Gram-negativen Chlamydien deutlich von anderen Gram-negativen Bakterien
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abgrenzt. Zwar entspricht der generelle Aufbau der EB- und RB-Hdlle aus innerer Membran
und dullerer Membran, die durch den periplasmatischen Raum voneinander getrennt sind,
dem anderer Gram-negativer Bakterien, jedoch ist keine Mureinschicht detektierbar (Barbour,
Amano et al. 1982; Everett and Hatch 1995). Paradoxerweise besitzen Chlamydien jedoch
Gene fiir den Syntheseweg von Pepdidoglykan und die Behandlung mit B-Laktam-Antibiotika
zeigt einen nachhaltigen Effekt auf chlamydiales Wachstum und Entwicklung, weshalb dieser
Umstand als ,,chlamydiale Anomalie® bezeichnet wird (Moulder 1993; Rockey, Lenart et al.
2000; Abdelrahman and Belland 2005; McCoy and Maurelli 2006; Pavelka 2007). Alternativ
wird die Rigiditidt der chlamydialen EB-Hdtlle durch die starke Quervernetzung der Cystein-
reichen Proteine MOMP (major outer membrane protein), OmcA (outer membrane complex
protein A) und OmcB (outer membrane complex protein B), fir die ein stochiometrisches
Verhiltnis von 5 (MOMP) zu 3 (OmcB) zu 2 (OmcA) kalkuliert wurde, durch Ausbildung von
Disulfidbriicken gewihrleistet (Everett and Hatch 1995; Hatch 1996).

1.1.3.2 Der chlamydiale Entwicklungszyklus

Alle Chlamydien durchlaufen den in Abbildung 1.2 dargestellten Entwicklungszyklus, jedoch
variiert dessen Dauer je nach chlamydialer Spezies. Im Folgenden wird der Entwicklungs-
zyklus reprisentativ fir C. prenmoniae erortert, der 72 h bis 96 h nach Infektion abgeschlossen
ist (Wolf, Fischer et al. 2000). Der Infektionszyklus der C. #rachomatis LGV Serovare ist
beispielsweise bereits nach 48 h durchlaufen (Davis and Wyrick 1997).

Der Zyklus beginnt mit der Adhésion der infektiésen EBs an die humane Wirtszelle, welche in
zwei Schritten erfolgt. Zundchst binden die EBs tber eine reversible, elektrostatische
Wechselwirkung des chlamydialen Adhasins OmcB an humane Glykosaminoglykane auf der
Humanzelle (Carabeo and Hackstadt 2001; Dautry-Varsat, Balana et al. 2004; Abdelrahman
and Belland 2005; Dautry-Varsat, Subtil et al. 2005). Diesem Schritt folgt eine irreversible
Interaktion zwischen chlamydialen Proteinen und humanen Rezeptoren und die Aufnahme
der EBs durch eine Chlamydien-induzierte Rezeptor-vermittelte Endozytose (Dautry-Varsat,
Balana et al. 2004; Abdelrahman and Belland 2005; Dautry-Varsat, Subtil et al. 2005). Diese
frihen Schritte der chlamydialen Infektion werden in Kapitel 1.4 (S. 23) detailliert dargestellt.
Nach dem Eintritt in die Wirtszelle verbleiben die Chlamydien wihrend des gesamten
Entwicklungszyklus in einer membranumschlossenen Vakuole, die als Einschluss (Inclusion)
bezeichnet wird. Wihrend des gesamten Zyklus sekretieren Chlamydien zudem, unter
anderem uber das TypIII Sekretionssystem, Effektorproteine in das Zytoplasma der
Wirtszelle, die Einschlussmembran oder ins Lumen des Einschlusses. Dies gewihrleistet eine
effiziente Internalisierung der EBs, die Maskierung des Einschlusses, die Akquisition von

Nihrstoffen und das intrazellulire Uberleben der Chlamydien durch Modulation von
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Wirtszellprozessen (Peters, Wilson et al. 2007; Valdivia 2008). Fur C. trachomatis konnte gezeigt
werden, dass der frithe Einschluss entlang von Mikrotubuli zum Mikrotubuli-organisierenden
Zentrum (MTOC = microtubuli organizing center) in die Kernperipherie transportiert wird
(Clausen, Christiansen et al. 1997). Beginnend acht bis zwo6lf Stunden nach dem ersten
Kontakt differenzieren die infektiosen EBs zu den metabolisch aktiven RBs, welche sich
anschlieBend durch bindre Zweiteilung vermehren (Wolf, Fischer et al. 2000). Wahrend der
Entwicklung sind Chlamydien auf die Zufuhr von ATP, Nukleotiden, Eisen, Aminosduren
und Lipiden von der Humanzelle angewiesen (McClarty 1994; Wylie, Hatch et al. 1997; Bavoil,
Hsia et al. 2000; Carabeo, Mead et al. 2003; Kumar, Cocchiaro et al. 20006).

Adhésion

) e

Internalisierung

Lyse/Exozytose/Extrusion

-]

72-96h Einschluss (Inklusion)

72-96h 2-12h
(C. pneumoniae)

ASSTR 12-48h *’C

Differenzierung
EB->RB

Redifferenzierung
RB -> EB

© Elementarkérperchen (EB)

Vermehrung

. Retikularkérperchen (RB)

Abbildung 1.2: Der chlamydialen Entwicklungszyklus
Reprisentative Darstellung des biphasischen Entwicklungszyklus der Chlamydien. Die Zeitangaben beziechen sich
auf die Infektion mit C. preumoniae (\Wolf, Fischer et al. 2000). N = Nukleus

Unter Nihrstoffmangel oder unter dem Einfluss von Antibiotika kénnen RBs in einen
Ubergangszustand Gbergehen, der sogenannten Persistenz. Diese zeichnet sich durch
besonders grofle, abnorme Formen (AB = aberrantbody) aus und geht hiufig mit
chronischen Infektionen einher (Hogan, Mathews et al. 2004). Die Redifferenzierung der RBs
in die infektiosen EBs beginnt 48 hpi und verlduft deutlich asynchron, da sich einige RBs
weiter teilen (acht bis zwolf Teilungen), wihrend andere bereits redifferenzieren (Wolf,

Fischer et al. 2000). Nach 72 hpi bis 96 hpi ist der Einschluss hautsichlich mit EBs gefiillt,
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welche die Wirtszelle tiber deren Lyse oder einen Exozytose-dhnlichen Prozess verlassen
(Todd and Caldwell 1985; Moulder 1991; Wolf, Fischer et al. 2000). Zudem wurde ein weiterer
Freisetzungsmechanismus beschrieben, die Extrusion, bei der sich der Einschluss oder Teile
davon von der Wirtszelle ablésen, wobei letztere intakt bleibt (Hybiske and Stephens 2007).
Die entlassenen infektiosen EBs kénnen anschlieBend eine neue Zelle infizieren und einen

weiteren Infektionszyklus starten.

1.2 Humane Endozytose

Bei der Endozytose werden Vesikel von der Membran abgeschniirt und in die Zelle
aufgenommen. Zusammen mit der Exozytose reguliert die Endozytose somit mal3geblich die
Komposition der Plasmamembran und die Interaktion der Zelle mit der Umwelt.
Grundsitzlich werden zwei unterschiedliche Endozytosewege unterschieden: zum einen die
Clathrin-abhingige (1.2.2, S. 10), zum anderen die Clathrin-unabhingige Endozytose (1.2.3,
S.11). Die Endozytose wird hauptsichlich durch Interaktionen zwischen Liganden mit
spezifischen Rezeptoren der Plasmamembran reguliert. Einen wichtigen Beitrag zur
Endozytose leisten kleine Mikrodominen in der Plasmamembran, die als Lipid Rafts
bezeichnet werden (1.2.1, S. 8). Sie sind angereichert mit oder ausgenommen von spezifischen
Proteinen/Rezeptoren und haben daher einen essentiellen Anteil an der Signaltransduktion an
der Plasmamembran der Zelle. Da die Endozytose der Humanzelle einen natirlichen Weg
bietet, um ,,von auflen® in die Zelle aufgenommen zu werden, wird sie hdufig von invasiven
Pathogenen manipuliert und genutzt, um in die Wirtszelle zu gelangen (1.2.4, S. 12). Bei der
Adhision und Internalisierung dieser Pathogene spielen Lipid Rafts hiufig eine entscheidende

Rolle (1.2.5, S. 13).

1.2.1 Lipid Rafts

Die Membran der Zelle ist keine starre Struktur, sondern nach dem , Fluid Mosaic Model*
vielmehr eine, aus zwei Lipidschichten bestehende, hoch fluide Schicht in der sich die
Komponenten relativ frei bewegen kénnen (Singer and Nicolson 1972). Die Lipidkomposition
der Plasmamembran von Blutplittchen Zhnelt der von anderen Sidugetierzellen. Die
Lipidschicht besteht hierbei aus verschiedenen Phospholipiden, dem Sphingolipid
Sphingomyelin, welches etwa 20 % der Lipidmasse ausmacht und Cholesterol, was ein molares
Verhiltnis zu den Phospholipiden von etwa 0,5 aufweist. Zu den Phospholipiden zihlen
Phosphatidylcholin (~ 35 %), Phosphatidylethanolamin (~ 35 %), Phosphatidylserin (~ 13 %)

und Phosphatidylinositolvarianten (< 5 %). Hierbei sind diese jedoch nicht gleichmaf3ig in den
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beiden Schichten verteilt. So sind Sphingomyelin und Phosphatidylcholin hauptsichlich in der
duBeren Schicht zu finden, wihrend die anderen Phospholipide hautsichlich in der inneren
Schicht lokalisieren (zusammengefasst aus (Boesze-Battaglia and Schimmel 1997; van Meer,
Voelker et al. 2008). Dennoch kénnen Phospholipide von der dufleren Schicht in die innere
und umgekehrt ,,geflippt™ werden (Bevers, Comfurius et al. 1999).

Zudem weisen Plasmamembranen kleine, hoch dynamische Mikrodominen auf, die
sogenannten Lipid Rafts, die durch eine starke Anreicherung von Cholesterol und
Sphingolipiden definiert sind (Simons and Ikonen 1997; Owen, Magenau et al. 2012)
(Abbildung 1.3 A). Cholesterol ist dabei sowohl in der inneren als auch der duBleren Schicht
der doppelschichtigen Plasmamembran eingebaut, wihrend Sphingolipide (Sphingomyelin,
Glycosphingolipide) lediglich in der dufleren Schicht zu finden sind. Desweiteren weisen
Lipid Rafts eine hohe Akkumulation an Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten
Proteinen auf. Die umgebenden Membranen hingegen bestehen zum grofiten Teil aus
ungesittigtem Phosphatidylcholin (PC) und sind deutlich fluider als die eng gepackten

Lipid Rafts (zusammengefasst aus (Simons and Ikonen 1997)).

A Lipid Raft Lipid Raft Lipid Raft
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Abbildung 1.3: Lipid Raft-Mikrodominen in der Plasmamembran eukaryotischer Zellen

Schematische Darstellung des Aufbaus von Lipid Rafts modifiziert nach Simons and Ikonen 1997, Simons and
Toomre 2000 und Owen, Magenau et al. 2012. Lipid Rafts sind kleine Mikrodominen (A), die jedoch durch
extrazellulire und intrazellulire Stimuli clustern und so groBere Interaktionsplattformen bilden kénnen (B).
Grin: Cholesterol, Lila: Sphingolipide, Blau: Proteine, die spezifisch in Lipid Rafts angereichert sind,
Rot: kortikales Aktin-Netzwerk, GPI = Glycosylphosphatidylinositol-verankerte Proteine
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Lipid Rafts spielen in der Signaltransduktion der Zelle eine entscheidende Rolle, da spezifische
Proteine/Rezeptoren in Lipid Rafts angereichert sind, wihrend andere ausgeschlossen werden
(ausfithrlich beschrieben in (Simons and Toomre 2000; Owen, Magenau et al. 2012). Diese
moortierung* der  Proteine dient  wahrscheinlich der  Maximierung  von
Signaltransduktionsprozessen. Lipid Raft-Mikrodominen sind 10nm bis 200 nm grof3,
konnen jedoch durch extrazellulire und intrazellulire Stimuli clustern und somit als grof3e
Signaltransduktionsplattformen fungieren (Abbildung 1.3 B). Hierbei konnen Raft-Proteine zu
groB3en Signaltransduktionskomplexen verbunden werden. Der genaue Mechanismus, wie die
rezeptorvermittelte Signaltransduktion Gber die Lipid Rafts und das Clustern der Lipid Rafts
funktioniert ist noch unbekannt, jedoch scheint das kortikale Aktin-Netzwerk fur die
Organisation von Lipid Rafts entscheidend zu sein. Somit besteht die Hauptfunktion von
Lipid Rafts in der ,Protein-Protein-Interaktion®-vermittelten Signaltransduktion an der
Plasmamembran der Zelle. Zusitzlich spielen sie bei Endo- und Exozytoseprozessen und
damit einhergehend beim Membrantransport eine entscheidende Rolle (zusammengefasst aus

(Simons and Toomre 2000; Owen, Magenau et al. 2012)).

1.2.2 Clathrin-abhangige Endozytose

Die Clathrin-abhingige Endozytose (CME = clathrin mediated endocytosis) ist der am besten
verstandene Endozytosemechanismus eukaryotischer Zellen. Mittels CME kann eine Vielzahl
verschiedener Cargos aufgenommen werden, wobei unterschiedliche akzessorische Proteine
und Adapterproteine benétigt werden (ausfithrlich beschrieben in (Doherty and McMahon
2009; McMahon and Boucrot 2011)). Allgemein ist die CME in finf aufeinander folgende
Phasen unterteilt: der Initiation oder Nukleation, der Cargo Selektion, der Assemblierung von
Clathrin, der Abschniirung des Vesikels und schlieflich der Entfernung des Clathrin-Mantels
vom Vesikel. Im ersten Schritt der Formierung eines Clathrin-umschlossenes Vesikel
(CCV = clathrin coated vesicle) erfolgt die Assemblierung des Nukleationsmoduls an der
Innenseite der Plasmamembran aus EPS15, FCH-only-Domanen-Proteinen (FCHO1,2) und
Intersektinen, was eine ersten Krimmung der Plasmamembran ins Zytosol der Zelle induziert.
Die Stelle der Krimmung wird dabei durch das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat (PtdIns(4,5)P,) definiert. Im zweiten Schritt wird AP2 rekrutiert, welches das
Zentrum der Interaktionen bildet, indem es zum einen direkt PtdIns(4,5)P, und die
spezifischen Rezeptoren, zum anderen tiber Cargo-spezifische Adapterproteine indirekt das
jeweilige Cargo bindet. Nach der Cargoselektion erfolgt die Rekrutierung von Clathrin-
Triskelien aus dem Zytosol der Zelle zum entstehenden Vesikel durch AP2 und weitere

akzessorische Proteine, unter anderen Epsin. Clathrin stabilisiert hierbei die Invagination der
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Membran, bis sich schlieBlich ein komplettes CCV gebildet hat. Die Abschntirung des CCV
von der Plasmamembran erfolgt durch die intrazellulire, mechanochemische GTPase
Dynamin, welche unter anderen direkt durch SNX9 (sortin nexin 9) rekrutiert wird. Sofort
nach der Abschniirung wird final der Clathrinmantel durch Auxillin und HSC70 vom Vesikel
entfernt. Aktin ist wihrend der CME nicht essentiell und wird daher nicht als
Kernkomponente angesehen. Die durch Arp2/3 und N-WASP induzierte Polymerisation von
Aktin wird jedoch bendtigt, um gréflere Zugkrifte zu erzeugen, welche bei der Endozytose
von groflen Cargos und an besonders rigiden Membranen notwendig sind. Die Grof3e der
CCVs ist direkt abhingig von der GroBe des Cargos, jedoch wurde ein maximaler dullerer
Umfang von 200 nm beschrieben. Somit werden sehr grofle Cargos wie Bakterien
wahrscheinlich nicht durch ein einziges CCV aufgenommen (zusammengefasst aus (Doherty
and McMahon 2009; McMahon and Boucrot 2011)). Alternativ wurde fur VSV
(Vesicular stomatitis virus) beschrieben, dass es iber die Clathrin-abhingige Endozytose
aufgenommen wird, obwohl es eigentlich zu grof3 fur ein CCV ist. Hierbei wird das CCV
lediglich teilweise von Clathrin ummantelt und die vollstindige Internalisierung ist folgend
abhingig von der Polymerisierung von Aktin (Cureton, Massol et al. 2009; Cureton, Massol et

al. 2010).

1.2.3 Clathrin-unabhangige Endozytose

Unter der Clathrin-unabhingigen FEndozytose (CIE = clathrin indepedent endocytosis)
werden alle endozytotischen Mechanismen zusammengefasst, die, wie der Name impliziert,
unabhingig von der Kernkomponente Clathrin ablaufen (ausfiihrlich beschrieben in (Doherty
and McMahon 2009; Sandvig, Pust et al. 2011)). Die CIE kann ebenfalls durch eine Ligand-
Rezeptor-Interaktion induziert werden, jedoch zusitzlich auch durch zellulidre Freilassung von
Sphingomyelinase nach Schiadigung der Membran oder durch Einlagerung von Lipiden, die
die Membranwolbung beeinflussen. Die jeweiligen CIE-Aufnahmemechanismen werden
aufgrund der Beteiligung unterschiedlicher kleiner GTPasen so wie Lipid Rafts und Dynamin
unterschieden. Mit CIE wurden zunichst 60 — 80 nm Strukturen an der Plasmamembran
assoziiert, die als Caveolae bezeichnet wurden, hauptsichlich aus Caveolin-1 (Cav-1) bestehen
und spezifisch an Lipid Rafts lokalisieren (Kirkham and Parton 2005). Jedoch wird heutzutage
davon ausgegangen, dass Caveolae normalerweise immobile Strukturen an der
Plasmamembran sind und lediglich Cav-1 an endozytotischen Prozessen beteiligt ist. Neben
der Cav-1 vermittelten Endozytose werden weitere fiinf CIE-Mechanismen unterschieden: die
Flotillin-abhingige Endozytose, die RhoA-abhingige sowie die Cdc42-abhingige Aufnahme,

die Arf6-assoziierte Aufnahme und die Makropinozytose. Die Lipid Raft-assoziierten Proteine
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Flotellin-1 und Flotellin-2, auch als Reggie-Proteine bezeichnet, weisen eine Homologie zu
Cav-1 auf und vermitteln die Endozytose sowohl iiber einen Dynamin-abhingigen als auch
Dynamin-unabhingigen Weg. Die Formierung des Endozytosevesikels ist sowohl in der
RhoA-abhingigen Endozytose als auch in der Cdc42-abhingigen Endozytose abhingig von
der Integritit von Lipid Rafts. Wihrend die RhoA-abhingige Aufnahme jedoch Dynamin-
abhingig verlduft und ebenfalls Rac-1 involviert, ist die Cdc42-abhingige Endozytose
unabhingig von Dynamin und involviert zudem Arfl. Die Arf6-assoziierte Aufnahme
hingegen ist wahrscheinlich kein tatsdchlicher Endozytose- sondern vielmehr ein Recycling-
Mechanismus, der in den meisten Fillen unabhingig von Dynamin verlduft. Die
Makropinozytose fithrt zur Formierung von relativ groen Vesikeln und involviert eine
»Membrankriuselung® (membrane ruffling). Sie ist abhidngig von einer Vielzahl akzessorischer
Proteine wie Rac-1, Cdc42, PAK1 und Sorting Nexinen (SNX), hingegen weitgehend
unabhingig von Dynamin, jedoch abhingig von Cholesterol und Aktin. Die Unterscheidung
der einzelnen CIE-Mechanismen voneinander gestaltet sich allerdings insofern als schwierig,
da einzelne Proteine in mehr als einem CIE-Mechanismus beteiligt sein konnen. Ebenso wie
bei der CME kann auch bei der CIE das Zytoskelett der Zelle und in besonderem das Aktin-
Zytoskelett genutzt werden, um Zugkrifte auf die sich wolbende Membran auszuiiben und
somit die Invagination der Membran zu unterstlitzen (zusammengefasst aus (Doherty and

McMahon 2009; Sandvig, Pust et al. 2011)).

1.2.4 Ausnutzung der Endozytose durch Bakterien und Viren

Die humane Endozytosemaschinerie wird durch eine Vielzahl von humanen Pathogenen
genutzt, um effektiv in die Wirtszelle aufgenommen zu werden. So benutzen viele Viren
sowohl die Clathrin-abhingige als auch die Clathrin-unabhingige Endozytose um ihre eigene
Aufnahme in die Wirtszelle zu induzieren. Letztere bietet, durch die Beteiligung von
Lipid Rafts, zudem die Méglichkeit den typischen Endosom-zu-Lysosom Weg zu umgehen
und gewihrt dem Pathogen damit eine alternative Route, um den lysosomalen Enzymen zu
entgehen (Doherty and McMahon 2009). So dringt SV40 (Simian Virus 40) nach Bindung an
das Lipid Raft-spezifische Gangliosid GM1 tber Clathrin-unabhingige Endozytose in die
Humanzelle ein (Damm, Pelkmans et al. 2005; Ewers, Romer et al. 2010). Adenoviren
hingegen benutzen die Clathrin-abhingige Endozytose um in die Wirtszelle einzudringen,
wihrend Influenza sowohl die CME als auch die CIE fir die Aufnahme ausnutzen kann
(Manes, del Real et al. 2003; Rust, Lakadamyali et al. 2004). Auch eine Pakl-abhingige
Makropinozytose wurde fir die Aufnahme von Vaccinia-Viren beschrieben (Mercer and

Helenius 2008). Ebenso wie Viren nutzen unterschiedliche Bakterien wie Listeria monocytogenes,
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Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, Staphylococcus aurens, und Rickettsia conorii, um nur ein paar zu
nennen, die CME fiir ihren Eintritt in die Zelle (Veiga and Cossart 2006; Pizarro-Cerda,
Bonazzi et al. 2010). Hierbei ist die Clathrin- und Dynamin-abhingige, induzierte Aufnahme
von L. monocytogenes wohl am besten untersucht. Die Listerien-Proteine InlA und InIB binden
humanes E-Cadherin bzw. den HGF-Rezeptor (hepatocyte growth factor) Met, was eine
Signaltransduktionskaskade induziert und letztendlich zu einer Hakai- und Cbl-vermittelten
Ubiquitinierung der Rezeptoren und der Clathrin-abhingigen Aufnahme des Bakteriums fiithrt
(Doherty and McMahon 2009; Pizarro-Cerda, Bonazzi et al. 2010). Da Bakterien im
Allgemeinen zu grof3 fur eine Clathrin-vermittelte Endozytose sind, ist bis heute unbekannt,
ob Clathrin eine direkte Rolle bei der Invagination der Membran spielt, oder ob es den Eintritt
durch andere Grinde férdert (Doherty and McMahon 2009). Shigella flexneri induziert die
Aufnahme tiber das IpaB-Protein, welches mit Lipid Raft-lokalisierten CID44 der Humanzelle
interagiert und so das Clustern der Lipid Rafts so wie die Rho-vermittelte Polymerisation von
Aktin induziert (Lafont, Tran Van Nhieu et al. 2002; Manes, del Real et al. 2003). Auch die
Internalisierung von Neisseria gonorrboeae ist abhingig vom Clustern von Lipid Rafts und damit
einhergehend von Rezeptoren wie CEACAM3 und ASGPR. Dies fihrt zur Assemblierung
von der kleinen GTPase Rac und von Clathrin, die damit die Internalisierung mal3geblich
induzieren (Parton and Richards 2003; Veiga and Cossart 2006). Ebenso wie Viren und
Bakterien werden bakterielle Toxine uber Endozytosemechansimen in die Zelle
aufgenommen. So bindet das Cholera-Toxin tiber seine B-Untereinheit (CT-B), genauso wie
SV40, das Lipid Raft-spezifische GM1 und wird entweder iiber CME oder CIE aufgenommen
(Parton and Richards 2003; Doherty and McMahon 2009). Hingegen werden sowohl das
Shiga-Toxin als auch das Anthrax-Toxin, welches die Lipid Raft-spezifischen
Transmembranproteine TEM8 und CMG?2 bindet, ausschlieBlich iiber Clathrin-abhingige
Endozytose aufgenommen (Lafont and van der Goot 2005; Doherty and McMahon 2009).

1.2.5 Lipid Rafts und die Adhasion und Internalisierung von Pathogenen

Viele unterschiedliche Pathogene wie Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen und sogar Prionen
nutzen Lipid Rafts, um an die Wirtszelle zu adhirieren und dadurch ihren Eintritt zu initiieren,
da diese eine gute Signalplattform darstellen und mit spezifischen Proteinen angereichert sind
(Lafont and van der Goot 2005; Vieira, Correa et al. 2010). So ist die Konzentration von
Lipid Rafts an der Eintrittsstelle von bekannten Pathogenen wie SV40 (Simian Virus),
Influenza, HIV, Ebola Virus, Ebstein-Barr Virus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Mycrobacterium tuberculosis, ~ Neisseria gonorrhoeae, — Psendomonas aeroginosa, — Salmonella typhimurinm,

Shigella flexcneri, Staphylococcus aurens, Paracoccidioides brasiliensis, Toxoplasma gondii und  Plasmodium



1 Einleitung 14

Jaleiparum  essentiell fur die Internalisierung in die Wirtszelle. Fir die Adhision und
insbesondere die Internalisierung werden kleine Lipid Rafts hdufig 2zu groflen
Interaktiosplattformen geclustert, da so die spezifischen Lipid Raft-lokalisierten Rezeptoren
ebenfalls in rdumliche Nihe gebracht werden und oligomerisieren kénnen (zusammengefasst
aus (Manes, del Real et al. 2003; Lafont and van der Goot 2005; Riethmuller, Riehle et al.
20006; Vieira, Correa et al. 2010). So bindet HIV tber das Glykoprotein gp120 an den, in
Lipid Rafts lokalisierten, Rezeptor CD4 und die Korezeptoren CCR5 und CXCR4. Hierbei ist
ein Clustern von Lipid Rafts und CD4 zu beobachten und bestimmt so die spezifische
Domine der Plasmamembran an der das Glykoprotein gp4l die Fusion mit der
Plasmamembran vermittelt. Der Mechanismus der hier zum Clustern der Rafts fihrt ist
jedoch unbekannt (Riethmuller, Riehle et al. 2006; Vieira, Correa et al. 2010). Der Pilz
P. brasiliensis tordert ebenfalls die Aggregation von Lipid Rafts was einen wichtigen Schritt in
der Adhision darstellt und zur Aktivierung von Src-Kinasen fihrt, die spezifisch an
Lipid Rafts lokalisieren (Vieira, Correa et al. 2010). Sowohl S. #yphimurium als auch S. flexneri
besitzen als Gram-negative Bakterien ein Typ III Sekretionssystem (T'TSS), das zur Sekretion
von Effektorproteinen benotigt wird. Lipid Rafts sind in der Lage, das TTSS dieser beiden
Pathogene zu aktivieren und so die Translokation der Cholesterol-bindenden Effektorproteine
SipB (Salmonella) und IpaB (Shigella) zu induzieren. Dabei ist fur Salmonella die Integritit der
Lipid Rafts fir den Eintritt, nicht jedoch fir die Adhision an die Zelle n6tig, wihrend bei
Shigella beide Prozesse abhingig von Lipid Rafts sind (Lafont and van der Goot 2005).
Invasive E. co/i Stimme binden tber das Adhidsin FimH an das humane GPIl-verankerte,
Lipid Raft-lokalisierte CD48 und veranlassen so ihren Eintritt in die Wirtszelle durch
geclusterte Lipid Rafts (Riethmuller, Riehle et al. 2000). Lipid Rafts spielen jedoch auch fiir die
Adhision von nicht-invasiven Bakterien eine Rolle. So sekretieren nicht-invasive E. coli
Stimme das Tir-Protein, welches in Lipid Rafts clustert. Es wird anschlieBend durch die
Lipid Raft-lokalisierte Src-dhnliche Kinase c-Fyn phosphoryliert, was zur Neuorganisation des
Aktinzytoskeletts und der Ausbildung einer ,,Podeststruktur® (actin pedestal) fithrt, auf dem
das Bakterium an die Zelle gebunden bleibt (Lafont and van der Goot 2005).
Interessanterweise sind fir die Ausbildung dieser ,,Podeststrukturen® ebenfalls Clathrin und
Dynamin notwendig, die typische Komponenten der Endozytosemaschinerie sind (Pizarro-
Cerda, Bonazzi et al. 2010).

Neben der Adhision und Internalisierung sind Lipid Rafts an weiteren Aspekten der Infektion
beteiligt, zu denen die intrazellulire Reifung des pathogenhaltigen Phagosoms, dessen Lyse
und Fusion, sowie die Aktivierung von intrazelluliren Signalmolekiilen und die Induktion des

Zelltodes gehoren (Riethmuller, Riehle et al. 2000).



1 Einleitung 15

1.3 Zelluldre Adhasion und Invasion humanpathogener Bakterien

Invasive, pathogene Bakterien induzieren ihre Aufnahme in nicht-phagozytotische Zellen und
werden aufgrund ihrer Lebensweise in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe bilden die
obligat intrazelluliren Bakterien wie Rzkettsia und Chlamydia, die abhingig von der Wirtszelle
sind und daher extrazellulir nicht iberleben kénnen. Die andere Gruppe bilden die fakultativ
intrazelluliren Baktetrien wie Salmonella, Yersinia, Listeria und Neisseria, deren Infektion sich
sowohl an Zelloberflichen als auch intrazelluldr manifestieren kann. Die Bindung (Adhision)
der Bakterien an die Wirtszelle wird durch bestimmte oberflichenlokalisierte Proteine, die
sogenannten Adhidsine vermittelt (1.3.1, S.15). Die Invasion in die Wirtszelle erfolgt
anschlieBend tber den ,,Zipper- oder den ,,Trigger“-Mechanismus (1.3.2, S. 18). Hierbei
werden unterschiedliche Rezeptoren und/oder Adapterproteine der Wirtszelle rekrutiert und
aktiviert um das Aktinzytoskelett der Wirtszelle an der Eintrittsstelle zu polymerisieren (1.3.2,

S. 18).

1.3.1 Bakterielle Adhdsine

Bakterielle Proteine mit der Eigenschaft an bestimmte Strukturen der Zelloberfliche zu
binden werden als Adhidsine bezeichnet. Sie vermitteln den Kontakt zwischen Bakterium und
Wirtszelle und sind daher wichtige Schlisselproteine von Pathogenen. Dabei exprimieren viele
Bakterien nicht nur ein, sondern mehrere Adhisine auf ihrer Oberfliche um mdglichst
effizient an die Wirtzelle zu binden (ausfihrlich beschrieben in (Gerlach and Hensel 2007)).
Um Adhisine auf der Zelloberfliche zu prisentieren miissen Gram-positive Bakterien das
Protein lediglich durch eine Membran, jedoch durch eine dicke Mureinschicht transportieren.
Gram-negative Bakterien hingegen miissen das Adhisin sowohl iiber die zytoplasmatische
Membran als auch durch das Periplasma und tber die dullere Membran auf die Zelloberfliche
beférdern. Daher besitzen Gram-negative Bakterien verschiedene Typen von Adhisinen, die
Uber unterschiedliche Sekretionsmechanismen transportiert werden. Sie werden aufgrund ihrer
Struktur in zwei Hauptgruppen unterteilt: Die fimbrienartigen (I) und die nicht-
fimbrienartigen (II) Adhisine (Gerlach and Hensel 2007).

(I) Fimbrienartige Adhisine sind filament6se, heteropolymere Fortsitze die sich aus mehreren,
bis zu hunderten Untereinheiten zusammensetzen. Sie werden in funf Untergruppen
unterteilt: Typ I und P Pili, Afa/Dr Adhisine, CS Pili, Typ IV Pili und Curli (ausfihtlich
beschrieben in (Gerlach and Hensel 2007)).

(i) Sowohl die Typ I und P Pili, die Arf/Dr Adhisine als auch die CS Pili werden tUber den
CU Weg (Chaperone/Usher) oder einen CU-dhnlichen Weg assembliert (Pizarro-Cerda and
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Cossart 2000). Hierbei werden alle Untereinheiten des heteropolymeren Pilus iiber den Sec-
vermittelten Transport in das Periplasma transloziert, wobei Chaperone die vorzeitige
Assemblierung verhindern. Die Translokation und die Assemblierung auf der bakteriellen
Oberfliche wird durch ein Protein induziert, welches als Assemblierungsplattform (Usher)
dient und das Adhisin in der dulleren Membran verankert (zusammengefasst aus (Gerlach and
Hensel 2007)). So besitzen uropathogene E. co/i (UPEC) sowohl Adhisine der Unterklasse
TypI als auch der Unterklasse P Pili. Varianten des P Pili Adhisins PapG binden
unterschiedliche aber verwandte terminale Zucker von Glykolipiden und vermitteln dadurch
sowohl Wirts- als auch Gewebespezifitit (Pizarro-Cerda and Cossart 2006; Gerlach and
Hensel 2007). Das Mannose-bindende Typ I Adhasin FimH hingegen erkennt CD48 und 16st
so die Aufnahme in die Wirtszelle aus (Riethmuller, Riehle et al. 2006; Gerlach and Hensel
2007).

(if) Typ IV Pili werden nicht tiber den CU Weg assembliert, sondern in der zytoplasmatischen
Membran verankert und durch die Polymerisation einer einzigen Untereinheit durch die
dullere Membran auf die Oberfliche des Bakteriums gebracht. Fiir die Biogenese des Pilus ist
jedoch eine Vielzahl akzessorischer Proteine notig. Eine Besonderheit der langen, flexiblen
Typ IV Pili ist, dass sie lateral aggregieren und somit Biindel formen kénnen. Zudem kénnen
die Pili zuriickgezogen werden, wihrend die Spitze an die Wirtszelle adhiriert bleibt, so dass
der Kontakt zwischen Bakterium und Wirtszelle intensiviert wird (zusammengefasst aus
(Pizarro-Cerda and Cossart 2006; Gerlach and Hensel 2007)). So stellt der Typ IV PAK-Pilus
von Pseudomonas aernginosa das dominante Adhisin dar, welches die Adhdsion des Bakteriums
tber die Bindung der Wirtszellen-Glykolipide asalia-GM1 und asalia-GM2 vermittelt (Gerlach
and Hensel 2007).

(i) Curli-Adhasine assemblieren an der Oberfliche der Bakterien durch extrazellulire
Nukleationsprizipitation. Hierbei polymerisiert die Hauptuntereinheit des Adhisins an einem
oberflichenlokalisierten Nukleator (Gerlach and Hensel 2007).

(II) Nicht-fimbrienartige Adhisine sind oberflichenlokalisierte Mono- oder Oligomere, die
nicht tber den CU Weg assembliert werden. Sie werden in drei Untergruppen unterteilt:
Autotransporter-Adhasine (AT-Adhisine) (i), integrale Aullenmembranadhisine (i) und
sekretierte Adhisine (iii) (ausfithrlich beschrieben in (Gerlach and Hensel 2007)).

(i) Die AT-Adhisine werden nochmals in die klassischen AT-Adhasine (ia), die trimeren AT-
Adhisine (TAA) (ib) und die TPS-Adhisine (two partner system) (ic) unterteilt.

(ia) Die klassischen AT-Adhisine sind Typ V Autotransporter mit einer N-terminalen

Signalsequenz, die eine Sec-abhingige Translokation des Proteins in das Periplasma
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ermoglicht. Die C-terminale Translokationsdomine formt anschlieBend ein [3-Barrel in der
dulleren Membran und erlaubt somit die Sekretion der adhisiven ,,Passagier” Domine.

(ib) Die TAA sind ebenfalls Typ V Autotransporter, welche Oligomerkomplexe auf der
bakteriellen Zelloberfliche formen und tber ihre C-terminalen Translokationsdominen
interagieren, um (3-Barrel-Anker in der dufleren Membran zu formen. Die Struktur der TAA
dhnelt dabei einem Lutscher bestehend aus einer Kopf-Domine, die die Adhision vermittelt,
einem langen Stiel aus repetitiven Elementen und einem Membrananker (zusammengefasst
aus (Gerlach and Hensel 2007)). So bildet das TAA YadA von Yersinia hochmolekulare,
trimere Strukturen auf der Oberfliche des Bakteriums und bindet extrazellulire
Matrixproteine wie Kollagen, LLaminin und Fibronectin (Isberg and Barnes 2001).

(ic) TPS-Adhisine zeichnen sich dadurch aus, dass die ,Passagier-Domine und die
Autotransporter-Domaine als zwei separate Proteine translatiert werden (Gerlach and Hensel
2007). So ist das TPS-Adhisin FHA von Bordetella pertussis in der Lage, die Adhasion durch
Bindung unterschiedlicher Liganden zu vermitteln (Mazar and Cotter 2006; Gerlach and
Hensel 2007). Interessanterweise wird ein grofer Teil des Proteins durch die bakterielle
Protease SphB1 gespalten und von der Oberfliche des Bakteriums abgelost (Coutte, Antoine
et al. 2001). Diese Freilassung von Adhisinen in den extrazelluliren Raum scheint ein
verbreiteter, jedoch immer noch kaum verstandener Mechanismus zu sein (Gerlach and
Hensel 2007).

(i) Integrale AuBlenmembranadhisine werden tber das Typ I Sekretionssystem (T'1SS) auf die
bakterielle Oberfliache transloziert. Der heterotrimere T1SS-Komplex besteht aus einem ABC-
Exporter (ATP-bindig cassette) in der inneren Membran, einem Membranfusionsprotein
(MFP) und einem porenformenden Protein in der duBleren Membran. Das integrale dullere
Membranprotein Invasin von Yersinia besteht aus einem N-terminalen 3-Barrel-Anker, vier
Dominen aus der Ig Superfamilie (D1 —D4) und der D5-Domine. Letztere gehort zu den
C-Typ Lektinen und bindet mit hoher Affinitit B1-Integrine, was die Aufnahme des
Bakteriums in die Wirtszelle induziert. Ein weiteres integrales Adhasin stellt das Protein
Intimin von enterohimorrhagischem und enteropathogenem E. w/i (EHEC / EPEC) dar.
Intimin ist ahnlich dem Invasin von Yersinia aufgebaut und besitzt einen N-terminalen
B-Barrel-Anker, drei Dominen aus der Ig Superfamilie (D1 — D3) und eine C-Typ Lektin D4-
Domine. Die Dominen D3 und D4 vermitteln die Bindung der E. co/is an die Wirtszelle iiber
die Interaktion mit dem bakteriellen Tir (translocated intimin receptor) in der humanen
Zellmembran (zusammengefasst aus (Gerlach and Hensel 2007)). Das Tir-Protein ist ebenfalls

ein E. co/i Protein und wird iiber das Typ III Sekretionssystem in die Wirtszelle sekretiert, wo
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es nach der Phosphorylierung in die Plasmamembran der Wirtszelle integriert und als
Rezeptor fiir Intimin fungiert (Pizarro-Cerda and Cossart 2006; Gerlach and Hensel 2007).

(i) Sekretierte Adhisine konnen tber das Typ I Sekretionssystem transloziert werden und
zeichnen sich durch das Vorhandensein von Glyzin-reichen Wiederholungen aus. Das gré3te
bekannte, sekretierte Adhisin ist das 900 kDa LapA Adhisin von Pseudomonas fluorescens. Der
Mechanismus sekretierter Adhisine ist jedoch immer noch unklar. So kénnten sie einerseits
eine , Bruckenfunktion® haben, indem sie zum einen mit bakteriellen, zum anderen mit
wirtszellspezifischen Oberflichenstrukturen interagieren. Andererseits konnte das Protein, wie
im Falle von FHA bei Bordetella pertussis, sowohl sekretiert als auch oberflichengebunden
vorliegen, so dass beide Varianten zusammen die Adhision vermitteln (zusammengefasst aus
(Gerlach and Hensel 2007)).

Wie in den zuvor genannten Beispielen beschrieben, vermitteln bakterielle Adhisine die
Bindung an die Wirtszelle, indem sie mit Zuckerstrukturen oder Proteinen der extrazelluliren
Matrix oder der humanen Zelloberfliche interagieren. Fur einige Bakterien wie Helicobacter
pylori und H. mustelae, sowie Haemophilus influenzae, EPEC und BEHEC, als auch Actinobacillus
Pplenropnenmoniae wurde zudem gezeigt, dass sie direkt mit dem Phospholipid
Phosphatidylethanolamin (PE) der Wirtszellmembran interagieren kénnen (Lingwood, Huesca
et al. 1992; Gold, Huesca et al. 1993; Busse, Hartmann et al. 1997; Barnett Foster, Philpott et
al. 1999; Jeannotte, Abul-Milh et al. 2003). In den meisten Fallen ist hierbei jedoch das
entsprechende  bakterielle  Adhidsin  unbekannt. Hingegen konnte fur MAM7
(multivalent adhesion molecule 7)  von  Vibrio  parabaemolyticus  eine  Bindung an das
Phospholipid Phosphatidsiure (PA) sowie an das Protein Fibronectin nachgewiesen werden.
Dies fihrt zur Ausbildung eines Komplexes auf der Oberfliche der Wirtszelle und unterstiitzt
somit die Aufnahme des Bakteriums (Krachler, Ham et al. 2011; Krachler and Orth 2011).
Homologe zu MAM7 werden unter anderem auch in Yersinia, Salmonella und EPEC gefunden,
was die generelle Bedeutung von Lipid-Interaktionen bei frithen Schritten der bakteriellen

Infektion hervorhebt.

1.3.2 Grundlegende Invasionsmechanismen

Nach der Bindung an die Wirtszelle induzieren viele pathogene Bakterien ihren Eintritt in die
Zelle. Grundsitzlich werden zwei Mechanismen der induzierten Aufnahme unterschieden: der
»Zipper“-Mechanismus und der ,, Trigger*“-Mechanismus. (ausfiihrlich beschrieben in (Cossart
and Sansonetti 2004; da Silva, Cruz et al. 2011)).

Beim ,,Zipper-Mechanismus interagieren die Bakterien im ersten Schritt tber oberflichen-

lokalisierte  Proteine entweder direkt oder indirekt iber ,Brickenproteine” mit
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Oberflichenrezeptoren der Wirtszelle. Diese Interaktion 16st im zweiten Schritt tber ein
Clustern des/der Rezeptor(en) eine Signalkaskade aus, bei der Proteine phosphoryliert sowie
Adapterproteine rekrutiert und aktiviert werden, was zur Reorganisation des Aktinzytoskeletts
und Ausstiilpung der Plasmamembran der Wirtszelle um das Bakterium fihrt. Typischerweise
werden bei diesem Mechanismus verschieden Komponenten der humanen Endozytose
rekrutiert und aktiviert. Im zweiten Schritt bildet sich demnach das phagozytotische Vesikel
um das Bakterium. Im dritten und finalen Schritt wird das phagozytotische Vesikel um das
Bakterium geschlossen, von der Plasmamembran der Wirtszelle abgeschnurt und das
Aktinzytoskelett wieder in den ,,natirlichen® Zustand zuriickversetzt (zusammengefasst aus
(Cossart and Sansonetti 2004; da Silva, Cruz et al. 2011)).

Beim ,, Trigger“-Mechanismus hingegen erfolgt die Reorganisation des Aktinzytoskeletts direkt
durch bakterielle Effektorproteine, die tber das Typ III Sekretionssystem (TTSS) in die
Wirtszelle injiziert werden (Cossart and Sansonetti 2004; da Silva, Cruz et al. 2011). Im ersten
Schritt, der Pri-Interaktion, ist die Sekretion der Effektorproteine zunichst unterdriickt. Im
folgenden Interaktionsschritt wird der Kontakt zwischen dem TTSS, das auch als Injektosom
bezeichnet wird, und der Wirtszelle hergestellt und die bakteriellen Effektorproteine werden
kontaktabhingig transloziert (Cossart and Sansonetti 2004; Cornelis 20006). Im dritten Schritt
formt sich, durch Effektorprotein-induzierte Aktivierung zellulirer Proteine, die zur
Verinderung der Wirtszellmembran und massiver Polymerisierung des Aktinzytoskeletts
fihren, die makropinozytotische Tasche um das Bakterium. Im vierten und finalen Schritt
wird die Tasche um das Bakterium geschlossen und das Aktinzytoskelett durch
Depolymerisierung in den ,,natiirlichen” Zustand zuriickversetz (zusammengefasst aus
(Cossart and Sansonetti 2004)).

Nach der Invasion der Bakterien Gber den ,,Zipper®- oder ,, Trigger*-Mechanismus verbleiben
die Bakterien wie Salmonella oder Chlamydia entweder im Phagosom und modifizieren dieses
um der lysosomalen Fusion zu entgehen oder verlassen das Phagosom, wie Shigella oder

Listeria und vermehren sich im Zytosol der Wirtszelle (Cossart and Sansonetti 2004).

1.3.3 Invasionsstrategien humanpathogener Bakterien

Die Internalisierung von Yersinia psendotuberculosis und Listeria monocytogenes sind  typische
Beispiele fir eine Invasion in die Wirtszelle Uber den ,,Zipper“-Mechanismus, wihrend
Shigella flexcneri and ~ Salmonella typhimurinm klassische Vertreter einer Invasion iber den
» Irigger®-Mechanismus sind. Anhand dieser Pathogene sollen daher im Folgenden

unterschiedlichen Invasionsstrategien detaillierter erldutert werden.
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Y. pseudotuberculosis bindet uber das trimere AT-Adhidsin  (TAA) YadA Proteine der
extrazelluliren Matrix der Wirtszelle wie Kollagen und Fibronectin, welche wiederum
B1-Integrine der Wirtszelle binden (Isberg and Barnes 2001; Nummelin, Merckel et al. 2004;
Heise and Dersch 2006). Somit bindet Y. pseudotuberculosis iber YadA indirekt an 31-Integrine
der Wirtszelle. Die direkte, hoch affine Bindung an verschiedene $1-Integrine wird tiber das
integrale AuBenmembran-Adhisin Invasin vermittelt (Isberg and Leong 1990). Die Bindung
induziert das Clustern von Integrinen und ermoglicht somit eine effizientere, nachgeschaltete
Signalweitergabe (Dersch and Isberg 1999; Isberg and Barnes 2001). Diese fihrt zur
Aktivierung der Rac-1-abhingigen Signalkaskade und Aktinpolymerisierung, induziert durch
den Arp2/3-Komplex und involviert unter anderen die Aktivierung der Tyrosinkinasen FAK
(focal adhesion kinase) und Src (Alrutz and Isberg 1998; Alrutz, Srivastava et al. 2001). Die
Invasin-vermittelte Aufnahme bedarf zusitzlich der Aktivierung des Rac-1-Effektorproteins
PIP5K (Phosphatidylinositol-4-Phosphate-5-Kinase), welches wiederum durch Arf6 reguliert
wird (Wong and Isberg 2003). Zusammen mit der Aktivierung von PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase) reguliert PIP5K die Phosphatidylinositolkomposition der
inneren Seite der Plasmamembran der Wirtszelle und fithrt somit zur Rekrutierung und
Aktivierung weiterer Kinasen wie B/Akt, welche die Aufnahme von Y. pseudotuberculosis
unterstitzen (Eitel, Heise et al. 2005; Uliczka, Kornprobst et al. 2009).

Der Eintritt von L. monocytogenes in die Wirtszelle ist der zurzeit wohl am besten untersuchte
Internalisierungsprozess. L. monocytogenes besitzt mit InlA und InlB (Internalin) zwei
oberflichenlokalisierte Proteine, die den Eintritt in die Wirtszelle vermitteln kénnen. Das
LLR-Protein (leucin rich repeat) InlA interagiert mit der ersten FEktodomine des
transmembranen Glykoproteins E-Cadherin  (Schubert, Urbanke et al. 2002). Diese
Interaktion bewirkt die Rekrutierung von B-Catenin und a-Catenin, wobei letzteres direkt
Aktin binden kann (Lecuit, Hurme et al. 2000). Die InlA/E-Cadherin-induzierte
Polymerisierung von Aktin wird durch den Aktinnukleator Arp2/3 vermittelt und bedarf der
Aktivierung durch Cortaktin, welches durch die aktivierte Tyrosinkinase Src und die kleine
GTPase Rac-1 rekrutiert wird (Sousa, Cabanes et al. 2007). Zudem wird E-Cadherin durch die
InlA-Bindung zunichst durch Src phosphoryliert und anschlieBend durch die Ubiquitinligase
Hakai ubiquitiniert (Bonazzi, Veiga et al. 2008). Diese Ubiquitinierung wiederum induziert die
Rekrutierung von Clathrin, welches fiir eine effiziente Aufnahme bendtigt wird.
Interessanterweise spielt mit Caveolin-1 auch eine Komponente der Clathrin-unabhingigen
Endozytose eine entscheidende Rolle in der InlA-vermittelten Aufnahme von L. zonocytogenes
(Bonazzi, Veiga et al. 2008). InlB hingegen interagiert mit drei verschiedenen zelluliren

Komponenten, wobei die wichtigste Interaktion die mit der HGF-Rezeptor
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(hepatocyte growth receptor) Tyrosinkinase Met ist (Shen, Naujokas et al. 2000; Bierne and
Cossart 2002). Diese Interaktion fihrt zur Phosphorylierung der Adaptoren Gabl, Cbl und
Shc sowie zur Rekrutierung und Aktivierung von CrkII und PI3K (Ireton, Payrastre et al.
1999; Sun, Shen et al. 2005). Die Remodellierung des Aktinzytoskeletts, bedingt durch den
Nukleatorkomplex Arp2/3, ist abhingig von Rac-1, PI3K, Abil und WAVE2 (Bierne, Gouin
et al. 2001; Bierne, Miki et al. 2005; Seveau, Pizarro-Cerda et al. 2007; Seveau, Tham et al.
2007). Die Ubiquitinligase Cbl ubiquitiniert den Met-Rezeptor und induziert so die
Rekrutierung der Clathrin-abhingigen Endozytosemaschinerie (Veiga and Cossart 2005). So
ist die InlB/Met-induzierte Internalisierung von L. monocytogenes abhingig von den CME-
Komponenten Clathrin, Dynamin, Grb2, Esp15 und Cortaktin (Veiga and Cossart 2005). Das
InIB-Adhisin ist im Gegensatz zu InlA nicht-kovalent in die Bakterienmembran verankert und
kann durch Heparin von dieser abgeldst werden (Jonquieres, Pizarro-Cerda et al. 2001).
Losliches InIB ist in der Lage mit humanem gC1-R/p32 zu interagieren, wobei die Funktion
bislang ungeklirt ist (Braun, Ghebrehiwet et al. 2000).

Sowohl die Internalisierung tiber InlA als auch tber InlB ist abhingig von Lipid Rafts (Seveau,
Bierne et al. 2004; Seveau, Tham et al. 2007). Hierbei sind Lipid Rafts essentiell bei der
initialen InlA/E-Cadherin-Interaktion, spielen jedoch bei der InlB/Met-vermittelten
Signalkaskade erst spiter eine Rolle (Seveau, Bierne et al. 2004).

S. flexcneri  induziert seine Aufnahme in die Wirtszelle tUber die Translokation von
Effektorproteinen tber das Typ III Sekretionssystem (T'TSS). Hierbei erfolgt die Bindung an
die Wirtszelle ebenso wie die Aktivierung der Typ III Sekretion abhingig von Lipid Rafts
(Lafont, Tran Van Nhieu et al. 2002; van der Goot, Tran van Nhieu et al. 2004). Das
Translokon bestehend aus dem cholesterolbindenden Protein IpaB und IpaC wird in die
Plasmamembran der Wirtszelle integriert und ermoglicht so die weitere Sekretion von
Effektorproteinen (Hayward, Cain et al. 2005; Schroeder and Hilbi 2008). Dabei rekrutiert
IpaC tuber den zytoplasmatischen C-Terminus die Tyrosinkinase Src, welche wiederum
Cortaktin phosphoryliert (Bougneres, Girardin et al. 2004; Mounier, Popoff et al. 2009).
Zudem fihrt die Interaktion von IpaB mit Lipid Raft-lokalisiertem CD44 zum Clustern der
Lipid Rafts und ermoglicht damit die Rekrutierung weiterer Signalmolekiile (Skoudy, Mounier
et al. 2000; Lafont, Tran Van Nhieu et al. 2002). So akkumulieren die aktivierten Abl-
Tyrosinkinasen Abl und Arg an der S. flexneri-Bindestelle und phosphorylieren den
molekularen Adapter Crk (Burton, Plattner et al. 2003). Aktiviertes Crk aktiviert zum einen
mutmallich einen GEF (guanidine nucleotide exchange factor) der GTPasen Cdc42 und
Rac-1, aktiviert diese somit und fihrt zur Rekrutierung des Arp2/3 Komplexes (Tran Van

Nhieu, Caron et al. 1999; Burton, Plattner et al. 2003; Pizarro-Cerda and Cossart 20006;
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Schroeder and Hilbi 2008). Zum anderen induziert aktiviertes Crk zusammen mit dem Src-
aktivierten Cortaktin die Polymerisation von Aktin iber den Arp2/3 Komplex (Bougneres,
Girardin et al. 2004). Des Weiteren aktiviert das translozierte Effektorprotein VirA Rac-1
indirekt tber die Destabilisierung des Mikrotubulinetzwerks (Yoshida, Katayama et al. 2002).
Das Effektorprotein IpaD wirkt als eine Inositol-4-Phosphatase, das an der Eintrittsstelle
PtdIns4,5P, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) in der Plasmamembran der Wirtszelle zu
PtdIns5P  (Phosphatidylinostiol-5-Phosphat) dephosphoryliert und somit mal3geblich zur
Morphologieinderung der Wirtszellenmembran beitragt (Niebuhr, Giuriato et al. 2002). Nach
der erfolgreichen Invasion fihrt die Sekretion von IpaA zur Vinculin-vermittelten
Depolymerisation des assemblierten Aktins an der FEintrittsstelle und stellt somit die
urspringliche Membranarchitektur wieder her (Bourdet-Sicard, Rudiger et al. 1999; Hamiaux,
van Eerde et al. 2000).

Salmonella enterica Serovar  typhimurium (8. typhimurium) stellt den engen Kontakt mit der
Wirtszelle tber das Translokon aus SipB, SipC und SipD des TTSS her (Lara-Tejero and
Galan 2009). Hierbei ist das SipD-Protein, dhnlich wie das IpaB-Protein von . flexneri, ein
cholesterolbindendes Protein. Im Gegensatz zu S. flexneri ist hier lediglich der Eintritt in die
Wirtszelle und nicht die Adhésion an selbige abhingig von der Integritit von Lipid Rafts
(Garner, Hayward et al. 2002; Hayward, Cain et al. 2005). S. #yphinurium sekretiert mit SipA
und SipC zwei Proteine, die direkt Aktin binden kénnen, wobei SipC essentiell fir den Eintritt
in die Wirtszelle ist, wihrend SipA die Funktion von SipC unterstutzt (McGhie, Hayward et al.
2001; McGhie, Hayward et al. 2004). Hierbei bundelt SipC Aktin und induziert die
Polymerisation (Hayward and Koronakis 1999; Myeni and Zhou 2010). SipA hingegen bindet
Aktin und verhindert die ADF/Cofilin-vermittelte Depolymerisation, so dass SipA und SipC
zusammen direkt die Reorganisation des Aktinzytoskeletts an der Eintrittsstelle vermitteln
(Zhou, Mooseker et al. 1999; McGhie, Hayward et al. 2001; McGhie, Hayward et al. 2004).
Die Effektorproteine SopE und SopE2 sind GEFs fiir Rac-1 und Cdc42, aktivieren dies somit
direkt und induzieren die Formation der Membranausstilpungen tGber die Aktivierung von
Arp2/3 (Hardt, Chen et al. 1998; Stender, Friebel et al. 2000; Schlumberger, Friebel et al.
2003). Cdc42 wird zudem indirekt tber SopB (SigD) aktiviert (Zhou, Chen et al. 2001; Patel
and Galan 2006; Rodriguez-Escudero, Ferrer et al. 2011). SopB besitzt eine Inositol-
Phosphatase-Aktivitit und modifiziert hierdurch die Phosphatidylinositolkomposition der
Wirtszellenmembran zusammen mit einer Wirtszelleninositolphosphatase, welche durch SopE
aktiviert wird (Zhou, Chen et al. 2001). Ebenso wie S. flexneri induziert auch S. syphimurium die
Wiederherstellung der natiirlichen Plasmamembran- und Zytoskelettstruktur durch die

Sekretion des Effektorproteins SptB  (Fu and Galan 1999). SptB wirkt als GAP
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(GTPase activating protein) von Rac-1 und Cdc42 und inaktiviert somit die Rac-1 und Cdc42-
vermittelte Aktinpolymerisation (Fu and Galan 1999; Kubori and Galan 2003). Hierbei wird
SptB zwar gleichzeitig mit SopE sekretiert, jedoch wird SopE im Wirtszellzytoplasma relativ
schnell durch des Proteasom degradiert, so dass SptB wirkt, wenn SopE bereits degradiert und
S. flexcneri aufgenommen ist (Kubori and Galan 2003). Interessanterweise verfugt S. enterica
Subspezies Enterica Serovar Enteridis neben der Invasion iiber den beschriebenen ,, Trigger®-
Mechanismus auch die Moglichkeit durch das Protein Rck tiber den ,,Zipper*“~-Mechanismus in
die Wirtszelle einzudringen (Rosselin, Virlogeux-Payant et al. 2010). Dies involviert die
Aktivierung der Tyrosinkinase c-Src, Rac-1 tiber den PI3K-Akt Signalweg und Cdc42, welche
die Arp2/3-induzierte Polymerisierung von Aktin vermitteln (Rosselin, Vitlogeux-Payant et al.
2010; Mijouin, Rosselin et al. 2012; Wiedemann, Rosselin et al. 2012).

Trotz der unterschiedlichen involvierten Rezeptoren und aktivierten Signalwege weisen die
geschilderten Internalisierungsprozesse deutliche Gemeinsamkeiten auf. So wird in jedem Fall
zum einen die Ausstilpung der Wirtzellenmembran um das Bakterium durch die induzierte
Polymerisierung von Aktin an der Fintrittsstelle vermittelt. Zum anderen wird die
Phosphatidylinositol-Komposition der zytoplasmatischen Schicht der Plasmamembran der
Wirtszelle haufig modifiziert, um die Ausstilpung der Membran zu unterstitzen. Auch wird
deutlich, dass zumeist mehr als eine bakterielle Komponente denselben Mechanismus der

Wirtszelle aktivieren.

1.4 Adhasion und Internalisierung bei Chlamydien

Die Adhiasion der chlamydialen EBs an die Wirtszelle erfolgt in zwei Schritten (Carabeo and
Hackstadt 2001). Der erste, reversible Kontakt wird iiber das Adhidsin OmcB vermittelt, das
mit Glykosaminoglykanen (GAG) der Wirtszelle interagiert (1.4.1, S.24). Die irreversible
Adhision an die Wirtszelle wird folgend tiber Protein-Protein-Interaktionen vermittelt (1.4.2,
S.27). Die Aufnahme der Chlamydien in die Wirtszelle wird wahrscheinlich sowohl durch
Typ III sekretierte Effektorproteine als auch durch Adhisin-vermittelte Aktivierung von
Rezeptoren induziert und stellt daher eine Kombination aus ,,Zipper*- und ,, Trigger-
Mechanismus dar (1.4.3, S. 30).

Obwohl in neuen Studien Plasmid-DNA erfolgreich in chlamydiale EBs transformiert werden
konnte, ist es bislang noch nicht gelungen sie genetisch stabil zu verindern (Wang, Kahane et
al. 2011). Da somit chlamydiale Proteine nicht endogen markiert, oder ganz deletiert werden
konnen, erfordert die Analyse chlamydialer Adhisine oder Effektorproteine im besonderen

Mafe alternative Testsysteme. So kann die Identifizierung und Charakterisierung von
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Adhidsinen iber das Hefe- oder E. w/i-Oberflichenexpressionssystem sowie Uber
Latexkiigelchen, welche mit rekombinantem Protein beschichtet wurden, erfolgen. Mittels
Oberflichenexpressionssystem ist es moglich, ein zu charakterisierendes Protein auf der
Oberfliche von lebenden Hefe- oder E. cw/i-Zellen zu prisentieren. Sollte das zu testende
Protein eine adhisive Eigenschaft aufweisen, so wiirde es die Bindung der Hefe- oder E. co/i-
Zellen an die Wirtszelle vermitteln. Auch ein rekombinantes Protein mit adhisiver Eigenschaft
sollte, wenn es auf die Oberfliche von Latexkiigelchen gebracht wird, die Bindung der
Kiigelchen an die Wirtszelle vermitteln.

Aufgrund der Abhingigkeit von alternativen Testsystemen ist der chlamydiale Adhésions- und
Internalisierungsprozess trotz intensiver Forschung noch weitgehend unbekannt und nicht alle

Proteine, die an diesen Schritten beteiligt sind, sind identifiziert (1.4.4, S. 33).

1.4.1 Kontaktaufnahme

Der erste, reversible Kontakt zwischen dem chlamydialen EB und der Wirtszelle wird tiber das
Adhisin OmcB und Glykosaminoglykanen (GAGs) vermittelt (Carabeo and Hackstadt 2001;
Fudyk, Olinger et al. 2002) (Abbildung 1.4, S. 26). GAGs sind lineare, stark geladene saure
Polysaccharide unterschiedlicher Liange, die zudem aufgrund unterschiedlicher Modifikationen
wie N- und O-Sulfatierung, Carboxylierung und Acetylierung einen mikroheterogenen
Charakter haben (Kjellen and Lindahl 1991; Bernfield, Gotte et al. 1999). GAGs kommen auf
allen Zellen, zumeist kovalent an ein Kernprotein gebunden, vor und werden als
Proteoglykane (PG) bezeichnet, die in der Zellmembran oder der extrazelluliren Matrix
lokalisiert sind (Bernfield, Gotte et al. 1999; Linhardt and Toida 2004). GAGs werden in vier
grofle Gruppen unterteilt: Heparansulfat (HS)/Heparin, Chondroitinsulfat/Dermatansulfat,
Keratinsulfat und Hyaluronsidure (Kjellen and Lindahl 1991). Fir die chlamydiale Infektion
wurde in vielen Studien gezeigt, dass Heparin- bzw. HS-dhnliche GAGs an der Adhision der
EBs an die Wirtszelle beteiligt sind, wihrend andere GAGs keine oder nur eine geringe Rolle
spielen (Zhang and Stephens 1992; Chen and Stephens 1994; Chen, Zhang et al. 1996;
Taraktchoglou, Pacey et al. 2001; Wuppermann, Hegemann et al. 2001; Beswick, Travelstead
et al. 2003; Fadel and Eley 2004; Yan, Silvennoinen-Kassinen et al. 2006). Fur C. trachomatis
wurde frith ein trimolekularer Mechanismus der GAG-abhingigen Adhision vorgeschlagen,
bei dem GAGs als Briicke zwischen bakteriellem und chlamydialem Rezeptor dienen (Zhang
and Stephens 1992). Bei C. #rachomatis Serovar E konnte keine Abhingigkeit der Adhision von
Heparin- bzw. HS-dhnliche GAGs nachgewiesen werden (Davis and Wyrick 1997;
Taraktchoglou, Pacey et al. 2001; Beswick, Travelstead et al. 2003).
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Das bakterielle 60 kDa OmcB Protein ist innerhalb der Gattung Chlamydia stark konserviert
(70 — 80 % Identitit) und kann in einen hoch konservierten C-Terminus (80 —98 %
Homologie) und einen variablen, speziesspezifischen N-Terminus (AS 1 bis 100) mit 35—
95 % Homologie unterteilt werden. Zunichst wurde OmcB als periplasmatisches Protein des
cOMC  (chlamydia outer membrane complex)  beschrieben.  Allerdings  zeigten  die
bioinformatorische Vorhersage, sowie biochemische und immunbiologische Untersuchungen,
dass der N-Terminus von OmcB oberflichenzuginglich ist (Ting, Hsia et al. 1995; Mygind,
Christiansen et al. 1998; Stephens, Koshiyama et al. 2001; Montigiani, Falugi et al. 2002; Fadel
and Eley 2007; Moelleken and Hegemann 2008). Das OmcB von C. frachomatis Serovar 1.2
wurde mittels Affinitaitschromatografie als Heparin-bindendes Protein beschreiben (Stephens,
Koshiyama et al. 2001). Mittels Hefe- und E. w/-Oberflichenexpressionssystem sowie
rekombinantem Protein konnte danach eindeutig gezeigt werden, dass das Adhisin OmcB
direkt mit Heparin- bzw. HS-dhnlichen GAGs der Wirtszelle interagiert (Fadel and Eley 2007;
Fadel and Eley 2008; Moelleken and Hegemann 2008). Dabei konnte die adhisive Eigenschaft
mittels synthetischer Peptide und Deletionsanalysen auf den OmcB-N-Terminus (AS 40 - 100)
eingeschrinkt werden (Stephens, Koshiyama et al. 2001; Moelleken and Hegemann 2008).
Innerhalb der N-terminalen Bindedomine besitzt OmcB ein, bei C. prenmoniae  zwei,
konservierte(s) XBBXBX Heparinbindemotiv(e), die eine Interaktion mit Heparin oder HS
ermoglichen (Cardin and Weintraub 1989; Stephens, Koshiyama et al. 2001; Capila and
Linhardt 2002; Moelleken and Hegemann 2008). Hierbei steht X fiir eine hydrophatische und
B fiir eine basische Aminosdure. Mutationsanalysen zeigten dann eindeutig, dass bei
C. pneumoniae sowohl die basischen Aminosiuren innerhalb der beiden Motive als auch die
flankierenden basischen Aminosduren einen starken FEinfluss auf die Adhision haben
(Moelleken and Hegemann 2008; Fechtner, Stallmann et al. unveroffentlicht). Fur
C. trachomatis OmcB ist die Heparinabhingigkeit der Adhidsion Serovar-spezifisch zu
betrachten. Ebenso wie bei der Adhiasion der EBs ist die Adhision von OmcB Serovar E
unabhingig von Heparin, wihrend das OmcB aller anderen Serovare zumindest partiell an
Heparin- bzw. HS-dhnliche GAGs der Wirtszelle bindet (Fadel and Eley 2007; Fadel and Eley
2008; Moelleken and Hegemann 2008). Interessanterweise unterscheidet sich das OmcB der
verschiedenen C. frachomatis Serovare lediglich in 13 von 548 Aminosiuren und weist
innerhalb  des  Heparinbindemotivs  Sequenzidentitit auf. Die unterschiedliche
Heparinabhingigkeit der OmcB-vermittelten Adhision wird hier lediglich durch Variation von
drei Aminosduren C-terminal des Heparinbindemotivs vermittelt (Moelleken and Hegemann
2008; Fechtner, Stallmann et al. unver6ffentlicht). Die Variabilitait innerhalb der OmcB-

Bindedomine vermittelt demnach die Spezies- und Serovar-spezifische Interaktion mit GAGs
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der Wirtszelloberfliche und unterstiitzt somit wahrscheinlich die spezifische Infektion mit
verschiedenen Wirten und Geweben (Moelleken and Hegemann 2008; Fechtner, Stallmann et
al. unveréffentlicht).

Durch die reversible Bindung des chlamydialen Adhisins OmcB an GAGs der Wirtszelle
konnen die chlamydialen EBs nach erster Kontaktaufnahme eventuell Gber die Oberfliche der

Wirtszelle ,,surfen”, um zu den spezifischen Regionen der Wirtszelle zu gelangen, an denen

b
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erster Kontakt Adhdsion Internalisierung

Art)

\ Pmp
i r b ' * PDGFRP
\\ PDGFRB pgrp  LOX-1 BB
MR mERa,p
FGFR oG TTSS
M6P/
IGF2R

Abbildung 1.4: Adhision und Internalisierung des chlamydialen EBs

Schematische Darstellung der am Adhisions- und Internalisierungsprozess beteiligten chlamydialen und
humanen Proteine. In schwarz dargestellt sind dabei alle Proteine fiir die eine Beteiligung sowohl bei
C. pnenmoniae als auch C. trachomatis gezeigt wurde. Alle C. pneumoniae-spezifischen Proteine sind in griin, die
C. trachomatis-spezifischen Proteine in rot dargestellt. Durchgehende Linien weisen auf gezeigte Interaktionen hin,
gepunktete auf vermutete Interaktionspartner. Blau: EB, gelber Stern: Aktivierung

Auch fir MOMP (major outer membrane protein) von C. trachomatis Serovar MoPn (mouse
pneumonitis) wurde eine Bindung an Heparansulfat postuliert, welche fiir MOMP von
C. pneumoniae nicht nachgewiesen werden konnte (Su, Raymond et al. 1996; Moelleken,
Schmidt et al. 2010). Zudem wurde vermutet, dass MOMP durch elektrostatische oder
hydrophobe Wechselwirkungen mit der Wirtszelle interagiert (Su, Watkins et al. 1990). Spitere
biochemische Studien zeigten, dass fiir verschiedene Spezies diese Bindung tber die
Glykosylierung von MOMP tber N-verkntpfte Oligosaccharide vom Mannosetyp vermittelt
wird (Swanson and Kuo 1994; Kuo, Takahashi et al. 1996; Kuo, Lee et al. 2004). Als mégliche
Zielstrukturen auf humaner Seite werden aufgrund von Neutralisationsexperimenten mit

unterschiedlichen Oligosacchatiden vom Mannosetyp fiir C. preumoniae der MPG6/IGF2-
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Rezeptor (insulin-like growth factor), fir C. frachomatis hingegen der Mannose-Rezeptor (MR)
vorgeschlagen (Puolakkainen, Kuo et al. 2005; Puolakkainen, Lee et al. 2008).

Far  C. trachomatis  wurde zudem  postuliert, dass der Wachstumsfaktor FGF2
(fibroblast growth factor) an die Oberfliche chlamydialer EBs bindet und den Kontakt mit
der Wirtszelle iber die Interaktion mit FGFR vermittelt (Kim, Jiang et al. 2011). Der
Interaktionspartner von FGF2 auf chlamydialer Seite ist jedoch unbekannt. Der Kontakt
zwischen EB und FGFR tber FGF2 ist dabei abhingig von Heparansulfat (HS) auf der
Humanzelle, nicht jedoch auf der Oberfliche der EBs (Kim, Jiang et al. 2011). Sowohl FGI2
als auch FGFR besitzen Bindestellen fiir HS und die Interaktion zwischen FGF2 und FGFR
ist abhangig von HS-Proteoglykanen (HSPG) auf der Zelloberfliche der Wirtszelle (Esko and
Selleck 2002; Linhardt and Toida 2004).

1.4.2 Adhasion

Der zweite, irreversible Schritt in der chlamydialen Adhision erfolgt tiber Protein-Protein
Wechselwirkungen. Hierfir sind bereits einige beteiligte chlamydiale Proteine und
Wirtszellenrezeptoren identifiziert worden.

Auf chlamydialer Seite konnte gezeigt werden, dass GroEL1, Art], LPS und Vertreter der
Pmp-Familie an der engen Bindung zwischen Bakterium und Wirtszelle involviert sind.
GroEL1 von C. pnenmoniae lokalisiert auf der Oberfliche von EBs und kann sowohl auf der
Oberfliche von Hefezellen und als rekombinantes Protein die Adhasion an Humanzellen
vermitteln (Wuppermann, Molleken et al. 2008). Zudem fihrte die Inkubation der
Humanzellen mit rekombinantem GroEL1 zu einer Aktivierung von NF.B und zu einer
Reduktion der Infektion, nicht jedoch der Adhision von EBs .Daher ist unklar, ob GroEL1
direkt an dem Adhisionsprozess beteiligt ist (Wuppermann, Molleken et al. 2008).

Auch das Arginin-bindende Protein Art] von C. pneumoniae und C. trachomatis konnte auf der
Oberfliche von EBs detektiert werden und rekombinantes Art] bindet direkt an humane
Wirtszellen (Montigiani, Falugi et al. 2002; Soriani, Petit et al. 2010). Antikérper gerichtet
gegen rekombinantes C. preumoniae Art] (Cpn0482) neutralisierten sowohl die C. preumoniae als
auch die C. frachomatis Infektion partiell, wohingegen Antikérper gerichtet gegen
rekombinantes C. trachomatis Art] keine neutralisierende Wirkung hatten (Finco, Bonci et al.
2005; Soriani, Petit et al. 2010). Neutralisationsversuche mit rekombinantem Art] wurde in
diesen Studien jedoch nicht durchgefiihrt, weshalb fragwiirdig bleibt, ob es sich bei Art]
tatsachlich um ein weiteres chlamydiales Adhisin handelt.

LPS-Antikorper, sowie chlamydiales LBS und verschiedene LPS-Inhibitoren reduzierten die

C. pneunmoniae und C. trachomatis Infektion, so dass LPS als potentielles Adhisin in Betracht
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gezogen wurde (Peterson, de la Maza et al. 1998; Fadel and Eley 2008). Zudem konnte mittels
Immunprazipitation LPS von C. trachomatis mit CFTIR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) der Wirtszelle in Verbindung gebracht werden (Ajonuma, Fok et al.
2010). Desweiteren waren CFTR-Mutanten-Zelllinien schlechter zu infizieren und die
Internalisierung konnte mittels CEFTR-Inhibitoren oder anti-CFTR Antikérper neutralisiert
werden (Ajonuma, Fok et al. 2010). Dies deutet darauf hin, dass CFTR und LPS am
Internalisierungsprozess beteiligt sein kénnten.

Eine grofle Proteinfamilie stellen die Autotransporteradhisine Pmp (Polymorphic membrane
protein) dar. Hierbei besitzt C. pnenmoniae 21 unterschiedliche Pmps, wihrend C. trachomatis 9
Pmps aufweist (Grimwood and Stephens 1999). Fir verschiedene Pmps von C. preumoniae und
C. trachomatis wurde gezeigt, dass sie EB-oberflichenlokalisiert sind und posttranslational
prozessiert werden (Vandahl, Pedersen et al. 2002; Wehtl, Brinkmann et al. 2004; Crane,
Carlson et al. 2006; Kiselev, Skinner et al. 2009; Swanson, Taylor et al. 2009; Moelleken,
Schmidt et al. 2010; Tan, Hsia et al. 2010). Zudem neutralisierten anti-PmpD (C. #rachomatis)
und anti-Pmp21 (C. pnenmoniae) Antikorper die chlamydiale Infektion (Wehtl, Brinkmann et al.
2004; Crane, Carlson et al. 2006; Moelleken, Schmidt et al. 2010). Jedoch wurde bisher nur in
einer Studie die Adhision von C. preunwoniae Pmp21, Pmp20 und Pmp6 an Humanzellen direkt
gezeigt (Moelleken, Schmidt et al. 2010). So vermittelte die Expression von Pmp21 auf der
Oberfliche von Hefezellen deren Adhision an Humanzellen. Auch mit rekombinantem
Pmp21-, Pmp20- und Pmp6-beschichtete Latexkiigelchen adhirierten an die Wirtszellen.
Zudem fiihrte die Vorbehandlung der Humanzellen mit rekombinantem Pmp21, Pmp20 oder
Pmp6 zu einer Reduktion der Infektion und Adhision der EBs um bis zu 80 %. Eine
Mutationsanalyse zeigte weiterhin, dass die Adhision tber spezifische FxxN und
GGA(, L, V)-Motive vermittelt wird. Zudem neutralisierte ein 32 Aminosauren grof3es
synthetisches Peptid mit jeweils einem FxxN und einem GGAI Motiv die Infektion um etwa
40 % (Moelleken, Schmidt et al. 2010). In einer detaillierten Studie verschiedener Pmps
wurden zudem Pmp2, Pmp14, Pmp16 und Pmp19 (C. preumoniae) und alle neun C. trachomatis
Pmps (PmpA - Pmpl) analysiert. Hierbei zeigten alle Pmps eine direkte Adhision an die
Humanzelle und die Vorbehandlung der Humanzellen mit den jeweiligen Pmps fihrte in
jedem Fall zu einer reduzierten Infektion (Becker unveroffentlicht). Somit sind sehr
wahrscheinlich alle Pmps an der Adhidsion des EBs an die Humanzelle beteiligt. Dabei zeigen
verschiedene EBs z vitro unterschiedliche Pmp-Expressionsmuster, so dass ein einzelnes EB
nicht alle Pmps auf der Oberfliche exprimiert (Tan, Hsia et al. 2010; Becker unveréffentlicht).
In einer jungsten Studie konnte mit EGFR (epidermal growth factor receptor) der direkte

humane Interaktionspartner von Pmp21 identifiziert werden (Moelleken, Becker et al.
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unver6ffentlicht). Die Bindung von Pmp21 an EGFR fithrt zur Phosphorylierung von EGFR
und Rekrutierung der Adaptoren Cbl und Grb2, was eine zusitzliche Funktion von Pmp21
und EGFR im Internalisierungsprozess belegt (Moelleken, Becker et al. unveréffentlicht).

Auf humaner Seite wird, je nach chlamydialer Spezies, neben den bereits genannten
Transmembranproteinen CFTR und EGFR, dem PDGFRB (platelet-derived growth factor
receptor), LOX-1 (lectin-like ox-LDL receptor) und PDI (protein disulfid isomerase) eine
entscheidende Rolle am Adhisionsprozess zugeordnet.

So wird humanes PDGFRP zur Eintrittsstelle von C. #rachomatis rekrutiert und aktiviert
(Elwell, Ceesay et al. 2008). Die Inhibierung von PDGFRJ durch RNA-Interferenz oder
durch neutralisierende Antikorper fiihrt zu einer verminderten Adhision der EBs (Elwell,
Ceesay et al. 2008). Dabei konnten EBs tiber ein unbekanntes chlamydiales Protein zum einen
direkt an PDGFRJ binden. Da der natirliche Ligand (PDGF) von PDGFR jedoch
Heparansulfat (HS) binden kann, wire zum anderen auch eine indirekte Bindung tiber HS und
PDGF denkbar (Garcia-Olivas, Hoebeke et al. 2003; Elwell, Ceesay et al. 2008). Gleichzeitig
scheint aktivierter PDGFR zudem Proteine der Wirtszelle zu rekrutieren und aktivieren, die
wiederum den Eintritt in die Wirtszelle stimulieren (Elwell, Ceesay et al. 2008; Wang, Johnston
et al. 2010).

Fir die Adhidsion von C. pneumoniae, nicht jedoch fiur C. trachomatis, wird LOX-1 benétigt
(Campbell, Puolakkainen et al. 2012). So wird die C. pneumoniae Infektion durch LOX-1-
Liganden und neutralisierende Antikérper inhibiert, wobei letztere ebenfalls zu einer
reduzierten Adhidsion der EBs fithren (Campbell, Puolakkainen et al. 2012). Zudem
kolokalisierten EBs mit LOX-1 (Campbell, Puolakkainen et al. 2012).

PDI ist als eine Komponente des Ostrogenrezeptors an der Adhision beteiligt und interagiert
mit EBs von C. trachomatis (Davis, Raulston et al. 2002). Zudem fithren PDI-spezifische
Inhibitoren und neutralisierende Antikérper zu einer reduzierten C. #frachomatis Infektion
(Davis, Raulston et al. 2002). Desweiteren ist die Adhésion von C. trachomatis und C. psittaci
EBs in PDI-defizienten CHOG Zellen und nach RNA-Interferenz reduziert (Conant and
Stephens 2007; Abromaitis and Stephens 2009). Dabeti ist die Adhdsion nicht abhingig von
der Aktivierung von PDI (Abromaitis and Stephens 2009). Auch scheint PDI nicht direkt als
Rezeptor zu fungieren, sondern vielmehr eine strukturelle Komponente des EB-Rezeptors zu
sein (Abromaitis and Stephens 2009). Damit einhergehend konnte gezeigt werden, dass
Antikérper und Inhibitoren gegen membranassoziierten Ostrogenrezeptor (mERa und
mERR) die Infektion reduzieren (Hall, Schell et al. 2011). Neben der strukturellen Beteiligung
am Adhisionsprozess hat die aktivierte PDI zudem einen Einfluss auf die Internalisierung des

EBs, indem sie moglicherweise die rigide Struktur des cOMC durch Reduktion der

b
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Disulfidbriicken 16st und somit weitere Interaktionen zwischen EB und Humanzelle erlaubt
(Abromaitis and Stephens 2009).

Somit sind bislang mit der OmcB-GAG-Interaktion und der Pmp21-EGFR-Interaktion nur
zwei Wege bekannt, bei denen beide Interaktionspartner (bakterieller und humaner)
identifiziert wurden. Bei allen anderen Proteinen, fiir die eine Funktion bei der EB-Adhision
postuliert wurde, ist entweder nur der chlamydiale oder der humane Interaktionspartner
bekannt. Zudem stellt sich in vielen dieser Studien die Frage, ob es sich bei der postulierten
Interaktion um eine direkte, oder eine indirekte Interaktion zwischen dem EB und der

Humanzelle handelt.

1.4.3 Internalisierung

Nach der Adhision des Bakteriums an die Wirtszelle und der Sekretion von Effektorproteinen
tber das Typ III Sekretionssystem kommt es zur Rekrutierung und Aktivierung von Adapter-
proteinen (AP) an der Eintrittsstelle und zur Ausstilpung der Membran um das Bakterium,
begleitet von massiver Aktinpolymerisierung (Abbildung 1.4, S. 26). Dabei gibt es allerdings
bislang fir keine chlamydiale Spezies ein vollstindiges Verstindnis fiir die Prozesse, die
wihrend der Internalisierung ablaufen.

So wird die Bedeutung von Lipid Rafts (LR) an der chlamydialen Endozytose kontrovers
diskutiert. Bereits wihrend der Adhidsion (5 min pi) ist fur C. caviae GPIC eine Akkumulierung
von Lipid Rafts an der Eintrittsstelle sichtbar (Subtil, Wyplosz et al. 2004). Zudem liefert diese
Arbeit bislang den einzigen mikroskopischen Nachweis einer Kolokalisation von Lipid Rafts
mit dem internalisierenden Bakterium. Weitere Studien zur Beteiligung von Lipid Rafts an der
Adhision oder Internalisierung der EBs erfolgten mit den chemischen Inhibitoren Methyl-
beta-Cyclodextrin (MBCD) oder Nystatin und Filipin. Die Zerstérung der Lipid Rafts durch
Extraktion von Cholesterol aus der Plasmamembran der Humanzelle durch MBCD fiithrte zu
einer reduzierten Internalisierung von C. prenmoniae und den C. trachomatis Serovaren D, E, K
und L2, reduzierte jedoch die Adhidsion nicht (Jutras, Abrami et al. 2003; Gabel, Elwell et al.
2004; Korhonen, Puolakkainen et al. 2012). Da die Extraktion von Cholesterol weitreichende
Effekte auf die Zelle hat, wurden weitere Internalisierungsstudien mit den Inhibitoren
Nystatin und Filipin durchgefihrt, die lediglich die laterale Organisation der Lipid Rafts
storen. Hierbei wies eine erste Studie darauf hin, dass die Vorbehandlung der Humanzellen
mit Nystatin und Filipin zu einer reduzierten Internalisierung von C. #rachomatis Serovar K
tithrt und diese somit abhangig von Lipid Rafts ist (Norkin, Wolfrom et al. 2001). Hingegen
hatte in einer anderen Studie die Vorbehandlung der Humanzellen mit diesen Inhibitoren

keinen Effekt auf die Adhidsion und Internalisierung der EBs von C. #rachomatis Serovar D, E,
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K und L2, weshalb diese Autoren eine Beteiligung von Lipid Rafts an der Internalisierung
ausschlossen (Gabel, Elwell et al. 2004). In dieser Studie konnte zudem mikroskopisch 1 hpi
keine Kolokalisation der EBs mit Lipid Raft positiven Strukturen beobachtet werden. Eine
detaillierte, vergleichende Studie zur Infektion von verschiedenen chlamydialen Spezies und
Serovaren unter Nystatin- und Filipin-Behandlung deutet darauf hin, dass die Internalisierung
von C. caviae GPIC, C. pneumoniae sowie C. trachomatis Serovar E und F abhingig von der
Integritit von Lipid Rafts ist, die Internalisierung von C. trachomatis Serovar A, B, C, L2 und
MoPn jedoch nicht (Stuart, Webley et al. 2003). Auch eine neue, detaillierte Studie, erhirtete
die Beobachtung, dass Lipid Rafts essentiell fir die Internalisierung, nicht jedoch die
Adhision von  C. pneumoniae sind, wihrend die Beteiligung von Lipid Rafts an der
Internalisierung von C. frachomatis Serovar 1.2 ausgeschlossen wurde (Korhonen, Puolakkainen
et al. 2012).

Caveolin-1 (Cav-1) ist hdufig mit Lipid Rafts assoziiert. Hier konnte in einer Studie 1 hpi und
20 hpi keine Kolokalisation zwischen Cav-1 und den EBs respektive dem Einschluss von
C. trachomatis Serovar D, E, K und .2 beobachtet werden (Gabel, Elwell et al. 2004). Auch die
Depletion von Cav-1 mittels RNA-Interferenz fihrte nicht zu einer verminderten Infektion
von C. trachomatis Serovar D und L2 (Hybiske and Stephens 2007). In einer friheren Studie
konnte jedoch eine Kolokalisation von C. trachomatis Serovar K EBs mit Cav-1 zu frithen
Zeitpunkten der Infektion (5 min pi, 15 min pi) und Einschlissen zu spiten Zeitpunkten der
Infektion (48 hpi, 72 hpi) beobachtet werden (Norkin, Wolfrom et al. 2001). In einer
vergleichenden Studie wurde beobachtet, dass sowohl C. caviae GPIC, C. pneumoniae sowie
C. trachomatis Serovar E, I und K spit in der Infektion (48 hpi) mit Cav-1 kolokalisieren,
wihrend keine Kolokalisation bei C. frachomatis Serovar A, B, C, 1.2 und MoPn beobachtet
wurde (Stuart, Webley et al. 2003). Jedoch ist zu bedenken, dass reine Kolokalisationsstudien
keinen Aufschluss tber eine direkte Beteiligung von Strukturen an der Internalisierung liefern.

Eine Beteiligung der Clathrin-abhingigen Endozytose (CME) wurde fir C. caviae GPIC und
C. pneumoniae ausgeschlossen, da die Clathrin Depletion mittels RNA-Interferenz (RNAI)
keinen negativen FEinfluss auf die Internalisierung hatte (Boleti, Benmerah et al. 1999;
Korhonen, Puolakkainen et al. 2012). Damit einhergehend zeigten dominant-negative
Mutanten von Espl5, einer wichtigen Komponente der CME, keine Reduktion der
C. caviae GPIC Infektion (Boleti, Benmerah et al. 1999). Hingegen deuten RNAi-Studien auf
eine Beteiligung der CME am Eintritt von C. frachomatis Serovar D und 1.2 hin (Hybiske and
Stephens 2007; Korhonen, Puolakkainen et al. 2012).

Die Beteiligung von Dynamin variiert ebenso Spezies-spezifisch. So haben dominant-negative

Mutationen von DynaminI keinen Einfluss auf die Internalisierung von C. caviae GPIC,



1 Einleitung 32

C. pnenmoniae und C. trachomatis Serovar L2 (Boleti, Benmerah et al. 1999; Dautry-Varsat, Subtil
et al. 2005). Hingegen weisen Infektionsstudien dominant-negativer Mutanten von
Dynamin I diesem eine Rolle in der Internalisierung von C. caviae GPIC zu, wihrend die
C. pnenmoniae Infektion unverandert blieb (Dautry-Varsat, Subtil et al. 2005). Fur C. #rachomatis
Serovar K und L2 deutet die Depletion von Dynamin IT mittels RNAi ebenfalls auf dessen
Beteiligung hin (Hybiske and Stephens 2007).

Die Rekrutierung und Polymerisation von Aktin wird sowohl iiber die Aktivierung humaner
Rezeptoren als auch iber sekretierte Effektorproteine gewihrleistet und stellt einen
essentiellen Schritt in der Internalisierung dar. So fiihrt die Zerstérung des Aktinzytoskeletts
durch Cytochalasin D und die Inhibierung der GTPase Rac-1 zu einer verminderten
Internalisierung, nicht jedoch zu einer verminderten Adhision von C. frachomatis (Majeed and
Kihlsttom 1991; Boleti, Benmerah et al. 1999; Carabeo, Grieshaber et al. 2002; Carabeo,
Grieshaber et al. 2004). Die Beteiligung von Rac-1 am Internalisierungsprozess wurde durch
verschiedene weitere Studien bestitigt (Subtil, Wyplosz et al. 2004; Carabeo, Dooley et al.
2007; Hybiske and Stephens 2007; Elwell, Ceesay et al. 2008). Eine Beteiligung von Cdc42
wurde fur C. caviae GPIC gezeigt, jedoch fir C. trachomatis ausgeschlossen (Carabeo,
Grieshaber et al. 2004; Subtil, Wyplosz et al. 2004). An der Arp2/3 Komplex-vermittelten
Polymerisierung von Aktin sind bei C. trachomatis weiterhin die Kinase Abl-1, WAVE2 und
Cortaktin beteiligt (Carabeo, Dooley et al. 2007; Elwell, Ceesay et al. 2008). Hierbei konnte die
direkte Interaktion des EBs mit PDGFRJ diese Adapterproteine aktiveren (Elwell, Ceesay et
al. 2008). Auch Arf6 und dessen Effektor PIP5K (Phosphatidylinositol-4-Phosphate-5-
Kinase) wurden eine Rolle im Remodulierungsprozess von Aktin bei C. trachomatis
zugeschrieben (Balana, Niedergang et al. 2005) Fir C. pneumoniae wurde sowohl eine PI3K
vermittelte Phosphorylierung und Aktivierung von Akt als auch eine MEK-vermittelte
Phosphortylierung und Aktivierung ERK1/2 beschrieben, die zwei essentielle Signalwege fiir
die Internalisierung darstellen (Coombes and Mahony 2002).

Das bislang einzige aktinmodulierende Typ III sekretierte Effektorprotein ist Tarp
(translocated actin-recruiting phosphoprotein) (Clifton, Fields et al. 2004). Tarp fihrt tber
eine Aktin-Bindedomine zur Nukleation von Aktin, wird speziesspezifisch phosphoryliert,
wobei die Phosphorylierung keine Einfluss auf die Rekrutierung von Aktin hat (Clifton,
Dooley et al. 2005; Jewett, Fischer et al. 2006; Jewett, Miller et al. 2010). Hierbei kooperiert
Tatp mit dem humanen Aktinnukleator Arp2/3-Komplex um die Rate der

Aktinfilamentformierung zu erhéhen (Jiwani, Ohr et al. 2012).
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1.4.4 Identifizierung neuer, potentieller chlamydialer Adhasine

Ebenso wie viele andere Bakterien besitzen auch Chlamydien wahrscheinlich ein breites
Repertoire an Adhisinen, um effizient an die Wirtszelle zu adhirieren (Gerlach and Hensel
2007). So fiihrte die gleichzeitige Blockierung der bekannten Adhisine OmcB und Pmp21 mit
spezifischen Antikérpern zu einer Reduktion der Infektion um 63 % (Becker
unveroffentlicht). Auch die gleichzeitige Blockierung der spezifischen OmcB- und Pmp21-
Rezeptoren auf der Humanzelle mit rekombinantem OmcB und Pmp21 reduzierte die
Infektion um 64 % (Becker unver6ffentlicht). Dies deutet eindeutig darauf hin, dass
C. pneumoniae weitere Adhisine auf der EB-Oberfliche exprimiert. Daher wurden in einer
Suche  nach  weiteren  Adhidsinen  ausgewihlte  Proteine  mittels Hefe-
Oberflichenexpressionssystem auf adhisive Fihigkeiten hin untersucht (Fechtner 2009). Die
Vorauswahl an zu testenden Proteinen erfolgte anhand von drei unterschiedlichen
Parametern. Einerseits wurde eine Liste von potentiellen C. pneunoniae Oberflichenproteinen,
die durch immunologische und biochemische Untersuchungen mittels Antikérper respektive
2D-SDS-Gel Proteomanalyse und anschlieBender Identifikation mittels MALDI-TOF
identifiziert wurden, herangezogen (Montigiani, Falugi et al. 2002). Als zweiter Datensatz
wurde ein laborinterner Microarray zur Analyse der Regulation der Transkription von
C. pneumoniae herangezogen (Murra unveroffentlicht). Aufgrund der Arbeitshypothese, dass
Proteine, die in frihen Stadien der Infektion benétigt werden, spit im Infektionszyklus
exprimiert und auf der Oberfliche der infektibsen, metabolisch inaktiven EBs lokalisiert
werden, wurde aus den Daten eine Liste von Proteinen erstellt deren Transkription spit im
Zyklus hochreguliert wird. Die aus diesen Listen selektionierten Proteine wurden anschlieBend
gegen die COMP-Datenbank (chlamydia outer membrane protein) abgeglichen, die mittels
bioinformatorischer Analysen eine potentielle Membranlokalisation chlamydialer Proteine
vorschligt (http://131.130.66.201/comp). Da lediglich die bekannten Adhisine OmcB und
die Pmp-Familie fur alle drei Parameter positiv waren, wurden die sechs hypothetischen
C. pneumoniae Proteine mittels Hefe-Oberflichenexpressionssystem analysiert, die nur fir zwei
der drei Parameter positiv waren (Fechtner 2009). Auf diese Weise wurden die neuen,
potentiellen Adhisine Yaal (Cpn0473), Yaa2 (Cpn0498) und Yaa3 (Cpnl000)
(Yaa = yet another adhesin) identifiziert, die eine dhnliche Adhisionsstirke aufwiesen wie das

bekannte Adhisin Invasin von Yersinia psendotuberculosis (Fechtner 2009).
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die potentiellen neuen Adhisine Yaal, Yaa2 und Yaa3 zu
charakterisieren und ihre Funktion in der chlamydialen Infektion zu bestimmen.

Eine Grundvoraussetzung fir Adhisine ist, dass sie auf der Oberfliche von EBs zuginglich
sind. Daher sollte in einem ersten Schritt die Expression und Lokalisation der bislang
hypothetischen Proteine Yaal, Yaa2 und Yaa3 mit spezifischen Antikérpern bestimmt
werden. Da Adhisine eine essentielle Rolle im Infektionszyklus spielen, fihrt ihre Blockierung
mit spezifischen Antikérpern zu einer reduzierten Infektion. Im zweiten Schritt sollten daher
die spezifischen anti-Yaa Antikérper genutzt werden, um zu tUberpriifen, ob die Blockierung
der Yaa-Proteine auf dem EB zu einer Reduktion der Infektion fihrt.

Zur Generierung der spezifischen Antikorper muss zunichst rekombinantes Protein
hergestellt werden. Dieses rekombinante Protein sollte im dritten Schritt genutzt werden, um
die direkte Bindefahigkeit von Yaal-3 an humane Zelle zu bestitigen.

Sollte ein Yaa-Protein alle drei beschriebenen und essentiellen Kriterien erfiillen, so wirde es
sich bei dem entsprechendem Protein sehr wahrscheinlich um eine neues, chlamydiales
Adhasin handeln.

Wird der spezifische humane Interaktionspartner eines Adhisins durch rekombinantes Protein
blockiert, so fithrt dies zu einer Reduktion der Infektion. Daher sollte die Wirkung von
rekombinantem Yaa auf die Infektion und Adhision genau untersucht werden, um das
Adhisin zu charakterisieren und die Beteiligung am Adhisionsprozess zu untermauern.

Da Adhisine mit bestimmten humanen Zielstrukturen interagieren, sollte folgend fir die
identifizierten Adhisine geklirt werden, mit welcher Zielstruktur auf der Humanzelle sie
interagieren und welche Domine im Yaa diese Interaktion vermittelt.

Sollte der humane Interaktionspartner identifiziert werden, so sollte diese Interaktion genau
charakterisiert werden.

Die funktionelle Charakterisierung der Proteine Yaal, Yaa2 und Yaa3 sollte demnach zur
Aufschlisselung der beteiligten chlamydialen und humanen Strukturen am Adhisions- und
Internalisierungsprozess beitragen und somit potentiell wichtige Hinweise fiir die Entwicklung

eines Impfstoffes liefern.
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2.1 Gebrauchsartikel

Gebrauchsartikel Hersteller
Dialyseklammern Pierce
Dialyseschlauch, 12-15 kDa Ausschluss Serva
Elektroporationskiivetten Bio-Rad
FACS-Réhrchen (5 ml) Sarstedt
Glasperlen (o ~0,5 mm) Braun
Glasplittchen fur Zellkultur (Deckglidschen o 12 mm) | Roth
Isopropanol-Einfrierbox Roth
Kryo-Réhrchen (1,8 ml) Nunc
Kivetten Sarstedt
Membran-Lipid-Streifen (Membrane Lipid Strips) Echelon
Mikro-Schraubréhre (2 ml) Sarstedt
Objekttriger Diagonal
PCR-Reaktionsgefal3 (Multipli-Strip) Sarstedt
PCR-Reaktionsgefal3 (Optical Tube) Applied Biosystems
Petri-Schalen (o 15 cm) [grof3]] Sarstedt
Petri-Schalen (¢ 9 cm) [klein] Sarstedt
Polypropylen Siule (10 ml) Pierce
PVDF-Membran fiir Westernblots (Immobilon-P) Millipore
Reaktionsgefdl (1,5 ml) Eppendorf
Reaktionsgefil3 (2 ml) Sarstedt
Rohre 15 ml, steril Sarstedt
Rohre 50 ml, steril Sarstedt
Saugpapier fiir Westernblots VWR
Sensor Chip L1 BIAcore AB
Spin-Siulen Pierce
Sterilfilter 0,2 pm Nalgene
Sterilfilter 0,45 um Whatman
Ultrazentrifugationsréhrchen Beckmann
Zellkulturflaschen (Polystyrol 25 cm?/50 ml), steril Nunc
Zellkulturflaschen (Polystyrol 80 cm?/260 ml), steril Nunc
Zellkulturplatte (24 Vertiefungen) Nunc
Zellkulturplatte (96 Vertiefungen) Nunc
Zellkultur-Zentrifugationsréhrchen (10 ml) Greiner
Zellschaber (23 cm), steril Nunc
Zentrifugationsréhrchen Korex
2.2 Gerdate und Maschinen

Gerit/Maschine Hersteller
ABI PRISM 7000 Sequence Detektion System Applied Biosystems
BioPhotometer plus Eppendorf
Blotapparatur Fastblot B44 Biometra
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Gerit/Maschine Hersteller
BiacoreX Biacore
Brutschrank HEPA Class 100 Thermo Electron Corporation
Elektroporationsapparatur Gen Pulser Bio-Rad
FACSAria BD
Feinwaage H110 Satorius
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 50 Filter A,B,C Zeiss
Geldokumentationssystem Bio-Rad
Inkubator Heraeus
Konfokalmikroskop LSM 510 Meta Zeiss
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss
NanoDrop N-2000C Spectrophotometer Peqlab
PCR-Thermocycler PTC-200 M] Research
Photometer DU-800 Spectrophotometer Beckmann
Precellys 24 Peqlab
Proteingelsystem Hoefer SE-260
Schiittler Polymax 1040 Heidolph
Schiittler Unitron Infors
Sicherheitswerkbank Herasafe Heraeus
Speed-Vac Vakuumkonzentrator Savant
Ultrafuge Optima Max-E, Rotor MLS 50 Beckmann
Ultraschallstab Sonoplus HD2200 Bandelin
Ultraschallwasserbad RK102H Bandelin
Vibrax VXR IKA
Vortex-Genie 2 Scientific industries
Waage TE3125 Satorius
Zentrifuge Avanti J-25, Rotoren JLLA10.500, JA25-50 Beckmann
Zentrifuge Beckmann J2-21, Rotoren JA10, JA20 Beckmann
Zentrifuge Biofuge pico, Rotor #3324 Heraeus
Zentrifuge Biofuge Primo R, Rotor #7593 Heraeus
Zentrifuge Megafuge 1.0R, Rotor #3360 Heraeus
Zentrifuge Picol7 Heraeus
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich

2.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) Serva
Acrylamid (Rodiphorese 35) Roth
Adenin Roth

Agar Difco/Gibco
Alanin Merck
Ammoniumpersulfat (APS) Merck
Ammoniumsulfat Roth
Ampicillin Sigma
Arabinose Sigma
Arginin Fluka
Asparagin Merck
Asparaginsiure Merck
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Chemikalie Hersteller
Borsiure Roth
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva
Bovines Serumalbumin (BSA) Fettsiure frei Serva
Bradford-Reagenz Bio-Rad
Bromphenolblau Fluka
Calciumchlorid Roth
Casein Pepton Difco
Chloramphenicol Merck
Coomassie Brillant Blau G250 Serva
Cycloheximid Sigma
Cystein Merck
Cytochalasin D Sigma
D(+)-Glucose Roth
Desoxynucleosid-5"-Triphosphate (ANTPs) MBI Fermentas
Dimethylformamid (DMF) Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka
Dithiothreitol (DTT) Sigma
DMEM Zellkulturmedium GlutaMax Invitrogen
DSP Pierce
DTSSP Pierce
Dynasore Sigma
Essigsdure Roth
Ethanol (96 %) J. T. Baker
Ethanolamin Sigma
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) Roth
Ethylendiamintetraacetat (Na2-EDTA) Roth
EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin Pierce
EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin Pierce
Ficoll Serva
Fotales-Kilber-Serum (FKS) Invitrogen
Fungizone (Amphotericin B) Invitrogen
Gastrographin Schering
Gentamycin Invitrogen
Glutamin Merck
Glutaminsiure Sigma
Glycerin Roth
Glycin Roth
Guanidin/HCl Serva
Hanks” Salzlosung (HBSS) Invitrogen
Harnstoff J. T. Baker
Hefe Nitrogen Basis (YNB) Difco
Hefeextrakt Difco
Heparin Sigma
Histidin Roth
Imidazol Sigma
Inositol Sigma
Isoleucin Roth
Isopropanol Roth
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Chemikalie Hersteller
Isopropyl-8-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) Sigma
Kaliumchlorid Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kanamycin Fluka
Lachssperma-DNA (Carrier-DNA) Sigma
LE-Agarose Biozym
Leucin Roth
Lithiumacetat Roth
Lysin Roth
Magnesiumchlorid Roth
Methanol Riedel-deHaén
Methionin Merck
Methyl-beta-Cyclodextrin Sigma
Milchpulver Roth
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumdeoxycholat Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Roth
Natriumdodecylsulphat (SDS) Roth
Natriumhydrogencarbonat Fluka
Natriumhydroxid Roth
Nicht-essentielle Aminosiuren Invitrogen
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) Serva
N-Lauroylsarcosin (Sarkosyl) Sigma
NP-40 Sigma
Nystatin Sigma
Para-Aminobenzoesiure Fluka
Paraformaldehyd Fluka
Phenylalanin Acros
Phosphatidylcholin Sigma
PMSF Sigma
Polyethylenglycol 3350 (PEG) Roth
Poly-L-Lysin Sigma
POPC Avanti Polar Lipids
Prolin Merck
Protease-Inhibitor-Cocktail (EDTA fret) Roche
Reduziertes Glutathion Sigma
Roti-Phenol/C/I Roth
Saccharose Roth
Salzsiure Roth
Serin Merck
TEMED Serva
Tetrazyklin Sigma
Threonin Merck
Triethanolamin Roth
Trishydroxymethylaminomethan (Ttis) Roth
Triton X-100 Merck
Trypton Pepton Difco
Tryptophan Roth
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Chemikalie Hersteller
TurboFect™ Thermo Scientific
Tween 20 Merck
Tyrosin Merck
Uracil Roth
Valin Merck
Vectashield (Anti-fade, mountig fluid) Linaris
Vitaminlésung Invitrogen
X-alpha-Gal Clontech
Xylen-Cyanol FF Serva
Zell-Dissoziation-Losung Sigma

2.4 Agarosen/Sepharosen, Latexkiigelchen und Firbemittel

Agarosen/Sepharosen Hersteller
Glutathion-Agarose Sigma/Pietce
Ni-NTA-Agarose Pierce/Qiagen
Streptavidin-Agarose Pierce
NHS-aktivierte Sepharose GE Healthcare
Latexkiigelchen Hersteller
Latexkiigelchen (griin fluoreszierend, o 1,1 um) Polysciences
Firbemittel Hersteller
Alexa594-Wheat-Germ-Agglutini (WGA) Invitrogen
FITC-Choleratoxin Untereinheit B (FITC-CT-B) Sigma

DAPI Sigma
NHS-Fluoteszein Pierce
Rhodamine Phalloidin Invitrogen
Streptavidin-AP Sigma
Streptavidin-Qdot(605) Invitrogen
2.5 Enzyme

Enzym Hersteller
Lysozym Sigma
Platinum Pfx DNA-Polymerase Invitrogen
PreScission Protease GE Healthcare
Proteinase K Roche

Restriktionsenzyme (Aed, Aval, BanHI, Bgll, Bpu101, Fermentas
Clal, Eco521, Hindl11, Mscl, Ndel, Nofl, PsAl, Pvull, Sacl,
Scal, Smal, Xhol, Xmall)

RNase A Qiagen

Tag-Polymerase Eigene Herstellung (Fr. Volfson)
Trypsin/EDTA Invitrogen
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2.6 Puffer und Losungen

Puffer/Losung

Zusammensetzung

4 x Sammelgelpuffer (SDS-Gele)

0,4 % SDS
0,5 M Tris/HCl

pH 6,8

4 x Trenngelpuffer (SDS-Gele)

0,4 % SDS
1,5 M Tris/HCI

pH 88

Blockierungslésung Antikérper Antigenreinigung

0,5 M Ethanolamin
0,1 M Tris/HCl

pH 8,5

Blockierungslésung Immunfluoreszenz

1 % Serum
0,5 % Tween 20
in PBS

pH 7,4

Blockierungslésung Westernblot

3 % Milchpulver
0,05 % Tween 20
in PBS

pH 7,4

Coomassie-Farbelsung

80 mg Coomassie G250
3 ml konz. HCI
ad 11ddH20

Detektionspuffer Westernblots

0,1 M NaCL
50 mM MgClI2
0,1 M Tris/HClI

pH 9,5

DNA-Blaumarker

0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylen-Cyanol FF
15 % Ficoll

10 mM Tris/HCI

10 mM EDTA

Kopplungspuffer

0,2 M NaHCO3
0,5 M NaCl

pH 8,6

Laufpuffer (SDS-Gele)

0,2 M Glycin
0,1 % SDS
0,05 M Tris/HCl

pH 83

PBS (Phosphate Buffered Saline)

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na2HPO4
1,8 mM KH2PO4

pH 7,4

Proteinblaumarker (4-fach)

2 % SDS

0,1 % Bromphenolblau
5 % Glycerin

50 mM Tris/HCl

pH 6,9

Puffer 1 (Antigenreinigung Antikérper)

0,1 M Tris

pH 8,0

Puffer 2 (Antigenreinigung Antikérper)

0,1 M Natriumacetat
0,5 M NaCl

pH 8.4

Puffer B (denaturierte Proteinaufreinigung)

8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
10 mM Tris/HCl

pH 8,0

Puffer C (denaturierte Proteinaufreinigung)

8 M Harnstoff
0,1 M NaH2PO4
10 mM Tris/HCl

pH 6,3




2 Material

4

Puffer/Losung

Zusammensetzung

RIPA-Puffer (Zelllyse)

150 mM NaCl

0,1 % SDS

0,5 % Natriumdeoxycholat
1 % NP-40

50 mM Tris/HCI pH 7,4

SPG-Puffer (Saccharose-Phosphat-Glutaminsiure) (1 1)

75 g Saccharose
0,52 g KH,PO,
1,53 g Na,HPO,

0,72 g Glutaminsiure pH 7,5

TBE-Puffer (Agarosegele)

89 mM Tris/HCl
89 mM Borsaure
2mM EDTA

Transferpuffer Westernblots

50 mM Tris/HCl
135 mM Glycin
0,05 % SDS

10 % Methanol

2.7 Antikorper

Primire Hersteller/
Antikoérper Spezifitit Ursprung Verdiinnung | Referenz
Anti-cMyc C-Myc-Epitop | Maus 1:500 (WB) Roche
Glutathion-S-
Anti-GST Transferase Kaninchen | 1:1000 (WB) Santa Cruz
(GST)
. . o 1:2000 (WB)
Anti-Penta-His oxHistidin Maus 1:50 (IF) Roche
. EGF Rezeptor )
Anti-EGFR-N N-Terminus Maus 1:50 (IF) Santa Cruz
Anti-hTfR Transferrin Maus 1:50(IF) Santa Cruz
Rezeptor
Anti-B-Aktin Aktin Maus 1:3000 (WB) Sigma
Pathfinder (nglsamydlales Maus 1:6 (IF) Bio Rad
. Chlamydiales _ .
Anti-DnaK Dnak Maus 1:500 (WB) Birkelund
. Chlamydiales . ) S. Stallmann
Anti-EFTu EFTu Ziege 1:100 (WB) Furogentec
. Chlamydiales . )
Anti-GroEL GroEL Kaninchen | 1:500 (WB) Wuppermann
. Chlamydiales 1:200 (WB)
Anti-MOMP MOMP Maus 1:20 (IF) Wuppermann
Anti-S1 glhlamydlales Maus 1:500 (WB) Birkelund
. Chlamydiales . 1:1000* (WB) Diese Arbeit
Anit-Yaal #712 Yaal,., Kaninchen 1:25% (IF) Furogentec
. Chlamydiales . 1:250** (WB) Diese Arbeit
Anti-Yaa2 #714 Yaa2,, i, Kaninchen Purt* (IF) Eurogentec

WB: Westernblot, IF: Immunfluoreszenz, * abgereichert gegen HEp-2 Zellen, ** Antigengereinigt
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Sekundire
Antikoérper Spezifitit Ursprung Verdiinnung | Hersteller
Anti-Maus-AP Maus Ziege 1:7500 (WB) Promega
Anti-Kaninchen-AP | Kaninchen Ziege 1:7500 (WB) Promega
Anti-Human-AP Mensch Ziege 1:7500 (WB) Promega
Anti-Ziege-AP Ziege Maus 1:200 (WB) Santa Cruz
Alexa488-anti-Maus | Maus Ziege 1:200 (IF) Invitrogen
Alexa594-anti-Maus | Maus Ziege 1:200 (IF) Invitrogen
Alexa488-anti-
Kaninchen Kaninchen Ziege 1:200 (IF) Invitrogen
Alexa594-anti-
Kaninchen Kaninchen Ziege 1:200 (IF) Invitrogen
WB: Westernblot, IF: Immunfluoreszenz
2.8 Kits
Kit Hersteller
Genomic Kit G20 Qiagen
Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System III Clontech
Mate&Plate™ Library — Human Testis Clontech
PeqGold Gel Extraction Kit Peqlab
Plasmid Midi Kit Qiagen
NucleoBond Xtra Midi EF Macherey-Nagel
SYBR Green PCR Mastermix Applied Biosystems
2.9 GroBenstandards
DNA Standard Fragmente (bp) Hersteller
10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500,
1 kb DNA-Ladder Mix 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.200, 1.000, 900, Fermentas
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100
. 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250,

50 bp DNA-Ladder Mix 200, 150, 100, 50 Fermentas
Protein Standard Fragmente (kDa) Hersteller
PageRuler 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17, 11 Fermentas
PageRuler plus 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10 Fermentas
SeeBlue 2 Plus 250, 148, 98, 64, 50, 30, 22, 16, 6, 4 Invitrogen
2.10 Oligonukleotide
Oligonukleotide zur
Amplifikation Sequenz (5'— 37) Interne Nr.

. . AGGTCGTCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGG
Cpn0473 in pF'T8 hin ATCCATGGCAGTTGGTGGCGTAGG C-1154
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Oligonukleotide zur

Amplifikation Sequenz (5'— 37) Interne Nr.
e [T
R e T
Comw T ber | SO AT CHTTOOTOT |
Comtonsmpr T | RSO ICTCONETITOTEEG0SOCEETC | g
Comto0g T ber | GO COTCAE TR CRTATOOTOT |
TS ATG newtin | STV A TRCTITCSONTE | 1
TS ATG reaher | ST T |
e [T
ComTsin erker | (0N | Cong
95 s metin | ALTIOCHR TN CRRTIC | sy
Comosin e ber | AT TG TON CETTOOTOT | g
Como0gp T nein | ATTECRCACHCATECA ORI 1
Comtongin erker | (oGO OO | Cong
1006 et i T eCTeC o TOSCTOCT RGOt | 7
1006 el e
OopRNGn | PTG |
0o pRNG er | RTINSO | g
T ConiTs N i | SIS |y
TS ConT N e | QT CCTONETATOTOOTORTT |
TS ConiTs Chin | ATTCICTONCATTNTTIHIOATIN | 1y
T ConiTsCher | 0N TONT TR ST |y
75 vait TSRO TSR | 1
7Vt e oo TR | g
G
Coma7y pRMES e | CooT AT TR |
RN p 1| TSI
RN pr ther | SO TGO TS ACERSCOT | ¢ 7
PR ps 2| AT GG OGSO | 7

AACTAGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCTCGAGCGGC
pKM22 pms 2 her C-1784

CGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCA
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Oligonukleotide zur

Amplifikation Sequenz (5'— 37) Interne Nr.
. CAGTATTGATCGGGAGAGCCGGAGCGAGCAAGCTTA
Cpn0473-N 55 hin CCCGATGGCAGTTGGTGGCGTAGG C-1865
CGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGAATT
Cpn0473-N 55 her CACCCTGAACTGTAGACGTCGCTC C-1866
. TATTGATCGGGAGAGCCGGAGCGAGCAAGCTTACCC
Cpn0473-C 55 hin GATGGGAGCCTTAGGTGACGCTAA C-1867
CGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGAATT
Cpn0473-C 35 her CACCCTGTCCCTCTGGAGCARATG C-1868
Cpn0473 = Yaal, Cpn0498 = Yaa2, Cpnl006 = Yaa3
Oligonukleotide zur
Sequenzierung Sequenz (5'— 37) Interne Nr.
pFT25 seq-rev CAATAAAAAACGCCCGGCGG C-1292
seq pKM32 tim her(hin) TTTCGTCTTCACCTCGAGAAA C-795
seq pKM32 tim her GGTCATTACTGGATCTATCAA C-796
pKM33 seq hin TACTTGAAATCCAGCAAGTAT C-673
GSTProteaseGenXHis seq | CAAGCTGTGACCGTCTCCG C-803
seq-pKM55-s TATCGATTCTAGCCGAGTCC C-1401
seq-pKM55-as ACACGCTGAACTTGTGGCCG C-1402
Forward Primer pRJ1/2/4 | TAATTCGTGTCGCTCAAGGC C-1217
pKM22 seq Hin GGAGACAGACACACTCCTGC C-1777
pKM22 seq Her AGTGTGGCACCACGATGACC C-1778
Seq her mCherry GCCATGTTATCCTCCTCGCC C-1491
pGBT9-FP GTGCGACATCATCATCG GATC
pGBT9-RP CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC GATC
Oligonukleotide fiir die
Real-Time PCR Sequenz (5'— 3’) Interne Nr.
GAPDH hin TGATGACATCAAGAAGGTGGT C-353
GAPDH her TCCTTGGAGGCCATGTAGGC C-354
16S hin CCAACACCTCACGGCACGAG C-2019
16S her CGCCTGAGGAGTACACTCGC C-2020
2.11 Plasmide
Plasmide Vektor Konstrukt Interne Nir.
Hefe-2-Hybrid Vektor, Expression der GAL4-
pGBKTY/ Bindedomaine [Clontech] #1301
Hefe-2-Hybrid Vektor, Expression der GAIL4-
pGADT7 Aktivierungsdomine [Clontech] #1675
E. coli Chaperon-Expressionsvektor (dnaK-dna],grpE-
pG-KJE8 groFS-groFL) [TaKaRal #1935
E. coli Chaperon-Expressionsvektor (groES-groEL)
pGro7 (TaKaRa] # 1936
E. coli Chaperon-Expressionsvektor (dnaK-dnaJ,grpE)
pKJE7 (TaKaRa] # 1937
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Plasmide Vektor Konstrukt Interne Nr.
E. coli Chaperon-Expressionsvektor (groES-groEL-tig)
pG-Tf2 Tatiata #1938
pTF16 E. coli Chaperon-Expressionsvektor (tig) [TaKaRa] # 1939
RI2 E. coli Expressionsvektor mit pelB-Sequenz fir die
PRJ periplasmatische Expression (R. Jain)
Transfektionsvektor fir humane Zellen zur Obet-
pKM22 flichenprisentation von Proteinen (K. Mélleken) #1216
pKM32 (Eléc;//i;l);iref:)monsvektor mit N-terminalem 6xHis-Tag #1941
pKM55 gl;\;[grl?:]:,;fﬁiitionsvektor fir humane Zellen #1895
E. coli Expressionsvektor mit N-terminalem GST-Tag
pFI8 und C-terminalem 6xHis-Tag (T. Fechtner) #1612
KM32 Integration eines C-terminalen 10xHis-Tags unter
pFT25 pB o Wegnahme des N-terminalen 6xHis-Tags, genetiert mit | # 1924
(BprA102L8add) | 4o Oligonukleotiden C-1311/C-1312 (Dimer)
FTS8 Integration des Cpn0498-Gens (ohne Transmembran-
pFT27 p Sl domine) generiert mit den Oligonukleotiden C-1156/ | # 2131
(Sal) C-1157 auf genomischer DNA
pFT8 Integration des Cpn1006-Gens genetiert mit den
pFT28 Smal Oligonukleotiden C-1158/C-1159 auf pFT24 DNA #2132
(Smal) 8 p
pFT8 Integration des Cpn0473-Gens generiert mit den
pFT29 Smal Oligonukleotiden C-1154/C-1155 auf pFT22 DNA #2133
(Smal) 8 p
FT25 Integration des Cpn0498-Gens (ohne Transmembran-
pFT30 % D domine) generiert mit den Oligonukleotiden C-1258/ | # 2134
ma .
C-1214 auf genomischer DNA
FT25 Integration des Cpn1006-Gens generiert mit den
pFT31 p Oligonukleotiden C-1294/C-1216 auf genomischer # 2135
(Smal) DNA
FT25 Integration des Cpn0473-Gens generiert mit den
pFT34 g " Oligonukleotiden C-1313/C-1212 auf genomischer H 2138
ma
DNA
pRJ2 Integration des Cpr1006-Gens genetiert mit den
p FT40 (BamHI) Oligonukleotiden C-1473/C-1474 auf pFT31 DNA #2144
FT25 Integration des C-terminalen Fragments (bp 736-1527)
pFT42 g D des Cpn0473-Gens generiert mit den Oligonukleotiden | # 2146
ma
C-1509/C-1510 auf pFT29 DNA
FT25 Integration des N-terminalen Fragments (bp 1-735) des
pFT43 pS ; Cpn0473-Gens genetiert mit den Oligonukleotiden # 2147
(mal) C-1507/C-1508 auf pFT29 DNA
pGBKT7 Integration des Cpr0473-Gens genetiert mit den
pFT45 Smal Oligonukleotiden C-1623/C-1624 auf pFT34 DNA #2149
(Smal) 8 p
pKM55 Integration des Cpn0473-Gens generiert mit den
p FT46 (Smal) Oligonukleotiden C-11744/C-1745 auf pFT34 DNA #2150
Fusion von m-Cherry an den zytoplasmatischen Teil
pKM32 der Transmembrandomine des PDGFR generiert mit
prT48 (S72al ,Nofl) den Oligonukleotiden C-1781/C-1782 auf pDisplay #2152
DNA und C-1783/C-1784 auf mCherry
KMS55 Integration des N-terminalen Fragments (bp 1-735) des
pFT49 p Cpn0473-Gens generiert mit den Oligonukleotiden # 2153
($al) C-1865/C-1866 auf pFT34 DNA
KMS55 Integration des C-terminalen Fragments (bp 736-1527)
pFT50 P des Cpn0473-Gens genetiert mit den Oligonukleotiden | # 2154
($al) C-1867/C-1868 auf pFT34 DNA

Cpn0473 = Yaal, Cpn0498 = Yaa2, Cpn1006 = Yaa3
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2.12 Zellen und Zelllinien

2.12.1 Prokaryotische Zellen und Zelllinien

Escherichia coli

XL,;-blue supEd4 hsdR17 recAT endAT1 gyrA96 thi relAl lac-[F* proAB lacl’ ZAMT5
Tn10(tetr)]
Stratagene

BL21 F ompT hsdSB(rymy) gal demr (DE3)
Invitrogen

Origami Aara-len7697  NacX74, AphoAPvull  phoR  araD139  galE  galK  rpsL.F"
[lac" (lac\pro) gor522::Tn10(T(") trxB::kan (DE3)
Novagen

Rosetta: F ompT hsdSB(tymy) gal dem (DE3) pRARE (argU, argW, ileX, gh'T, leulV,
prol)
Novagen

Chlamydia pneumoniae

GiD Herkunft: GieBener Isolat eines Patienten mit akuter Bronchitis (Jantos,

Heck et al. 1997)

Chlamydia trachomatis
L2/434/Bu ATCC Nr. VR-902B

(kultiviert und bereitgestellt von K. Molleken)
E DK-20, erhalten von Dr. Straube aus Jena

(kultiviert und bereitgestellt von S. Kobus)

2.12.2 Eukaryotische Zellen und Zelllinien

Adhirente Zellkulturzellen

HEp-2 epitheliale Larynxkarzinom-Zelllinie, menschlichen Ursprungs, Hel.a-
Morphologie, 46 Chromosomen
ATCC Nr.: CCL-23

Hela 229 epitheliale Zervixkarzinom-Zelllinie, menschlichen Ursprungs
ECACC Nr.: 86090201; ATCC Nr.: CCL-2.1
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Saccharomyces cerevisiae

CEN.PK 2-1C  MATa len2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAI 2-8° SUC2
Entian, Schuster et al. 1999

AH109 MATa tp1-901 feri2-3,112 ura3-52 his3-200 galAA galBOA LY S2:GALL -
GALL gy - HIS3:GAL2,, - GAL2y — ADE2 URA3:MEILL,g -
MEIL1 ypp - LacZ MEIL1

Clontech

Y187 MATw #1p1-901 len2-3,112 ura3-52 his3-200 ade2-101 galAA gal8OA met —
URA3:MEIL1 s — MELLypn — LacZ MEIL
Clontech

2.13 Medien

2.13.1 Medium fiir adhdrente Zellkulturzellen (DMEM+5)

DMEM-GlutaMax Medium wird folgendes zugegeben:

50 ml FKS (hitzeinaktiviertes 60 min / 56 °C) Endkonzentration 10 %

e 5 ml Vitamine (100-fach) Endkonzentration 1-fach
¢ 5 ml nicht-essentielle Aminosduren (100-fach) Endkonzentration 1-fach
¢ 5 ml Fungizone (250 pg/ml) Endkonzentration 2,5 pg/ml
e 0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml) Endkonzentration 50 ng/ml

2.13.2 Medium fiir Chlamydieninfektionen

Das Chlamydienkultur-Medium entspricht dem Zellkulturmedium, enthilt aber zusitzlich

Cycloheximid in einer Konzentration von 1,2 pg/ml.
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2.13.3 Medien fiir Escherichia coli
LB-Medium:

10 ¢ Bacto Trypton
5 ¢ Hefeextrakt
5 ¢ Na(Cl
135 ¢ Agar (nur bei Festmedium)
In einem Liter deionisierten Wasser 16sen und autoklavieren. Nach dem Autoklavieren erfolgt

die Zugabe von Antibiotika zur Selektion

Ampicillin Endkonzentration 50 ng/ml
Kanamycin Endkonzentration 15 pug/ml (flissig), 10 pg/ml (fest)
Chloramphenicol Endkonzentration 20 pg/ml

2.13.4 Medien fiir Saccharomyces cerevisiae

YPD'-Medium:
20 ¢ Glucose
10 ¢ Hefeextrakt
20 ¢ Casein Hydrolysat (Pepton)
135 ¢ Agar (nur bei Platten)

2 ml  Adeninstocklosung (2 mg/ml)
4 ml Tryptophanstocklosung (5 mg/ml)

In einem Liter deion. Wasser 10sen und autoklavieren.

SD-Minimalmedium:

20 g Glucose
1,7 ¢  Hefe Nitrogen Base (YNB)
5 g Ammoniumsulfat
2 g Aminosiuremix

20 g  Agar (nur bei Festmedium)

In einem Liter deion. Wasser 16sen. Vor dem Autoklavieren mit 1 M NaOH auf pH 6
einstellen (nur bei Festmedium). Zur Selektion wird die entsprechende Nukleo-Base oder

Aminosaure nicht mit in den Aminosdure-Mix gegeben.
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Aminosduremix +24:
Der Aminosiure-Mix ist die Kombination aus den folgenden Aminosiuren, Nukleo-Basen
und Chemikalien unter Wegnahme der entsprechenden Substanz fiir die Selektion. Der Mix

wird mindestens 15 min mit sterilen Mahlkugeln gemischt.

Aminosiure Menge Aminosiure Menge
Adenin 05¢g Leucin 10,0 g
Alanin 20¢g Lysin 20¢g
Arginin 20¢g Methionin 20¢g
Asparagin 20¢g Para-Aminobenzoesiure 20¢g
Asparaginsiure 20¢g Phenylalanin 20¢g
Cystein 20¢g Prolin 20¢g
Glutamin 20¢g Serin 20¢g
Glutaminsiure 20¢g Threonin 20¢g
Glycin 20¢g Tryptophan 20¢g
Histidin 20¢g Tyrosin 20¢g
Inositol 20¢g Uracil 20¢g
Isoleucin 20¢g Valin 20¢g
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3 Methoden

3.1 Kultivierung verschiedener Organismen

3.1.1 Kultivierung eukaryotischer adharenter Zellkulturzellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (HEp-2 und Hela 229 (2.12.2, S. 46)) sind

adhirente epitheliale Zellen mit dhnlichem Wachstumsverhalten und werden daher nach
denselben Protokollen behandelt. Die Kultivierung erfolgt in DMEM+5 Medium (2.13.1,
S. 47).

3.1.1.1 Auftauen adhdrenter Zellen zur Kultivierung

Ein Kryo-Rohrchen mit adhirenten Epithelzellen wird aus der -80 °C-Truhe
entnommen, bei 37 °C im Brutschrank erwirmt.

Die Zellsuspension wird kurz gemischt und mit 9 ml Zellkulturmedium in ein
Zellkultur-Zentrifugationsréhrchen (12 ml) Gberfiihrt.

Die Suspension wird fur 10 min bei 25 °C und 43,3 x g (500 Upm / Rotanta 460R)
zentrifugiert.

Die sedimentierten Zellen werden vorsichtig in 2 ml Zellkulturmedium resuspendiert, in
eine 25 cm” oder 80 cm” Zellkulturflasche mit 5 ml respektive 14 ml Zellkulturmedium

uberfihrt und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.1.1.2 Passagieren adharenter Zellen durch Trypsinbehandlung

Das Zellkulturmedium einer konfluent bewachsenen 80 cm® Zellkulturflasche wird
abgenommen und der Zellmonolayer vorsichtig mit 10 ml HBSS gewaschen.

Die Zellen werden mit 5 ml 0,5 x Trypsin/EDTA-L6sung Uberschichtet und bis zum
Ablosen der Zellen inkubiert (etwa 10 min). Durch leichtes Schwenken der Flasche
kann das Ablésen geférdert werden.

Es werden 5 ml Zellkulturmedium hinzupipettiert um die Trypsinreaktion abzustoppen.
Die Suspension wird vorsichtig gemischt, in ein Zentrifugationsrdhrchen (10 ml)
Uberfihrt und fiir 10 min bei 25 °C und 43,3 x g (500 Upm/Rotanta 460R) zentrifugiert.
Die sedimentierten Zellen werden vorsichtig in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert
(mehrmaliges pipettieren) und kénnen passagiert werden.

— Zur Passage in 25 cm’ Zellkulturflasche werden 5 ml Zellkulturmedium vorgelegt

und 0,2 ml — 0,5 ml der Zellsuspension hinzupipettiert.
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— Zur Passage in 80 cm’ Zellkulturflaschen werden 15 ml Zellkulturmedium vorgelegt
und 0,5 ml — 1,5 ml der Zellsuspension hinzupipettiert.

— Zur Passage in 24-Well Platten werden optional sterile Deckglischen (o 12 mm) in
die Vertiefungen gelegt, die Zellsuspension mit Zellkulturmedium verdinnt (1:10 bis
1:40) und je 1 ml der Verdinnung je Well pipettiert. Mogliche Luftblasen werden
entfernt.

e Die passagierten Zellen werden leicht geschwenkt und bis zur gewiinschten Zelldichte

bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank inkubiert.

3.1.1.3 Einfrieren adharenter Zellen

e Sedimentierte Zellen aus einer 80 cm” Zellkulturflaschen (3.1.1.2, S. 50) werden in 1 ml
Einfriermedium (90 % FKS, 10 % DMSO) resuspendiert und in ein Kryo-Rohrchen
(1,8 ml) Gberfihrt.

e Dic Zellen werden in einer Isopropanol-Einfrierbox schonend bei -80 °C eingefroren

und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

3.1.2 Kultivierung von Chlamydien

Chlamydien sind obligat intrazellulire Erreger und vermehren sich somit ausschlieBlich in
Wirtszellen (hier HEp-2 Zellen). Durch Zentrifugation kann die Infektion des HEp-2
Monolayers mit Chlamydien unterstiitzt werden. Das Chlamydienkultur-Medium enthilt
Cycloheximid, ein Inhibitor der eukaryotischen Proteinbiosynthese, um die Zellteilung der
humanen Zellen deutlich zu reduzieren und die ATP-Produktion zu erhéhen, was sich positiv

auf die Chlamydieninfektion auswirkt (2.13.2, S. 47).

3.1.2.1 Auftauen von Chlamydien zur Kultivierung
e FEin Kryo-Réhrchen mit infektiGsen chlamydialen Partikeln wird aus der -80 °C-Truhe
entnommen, bei 37 °C im Brutschrank erwirmt.

e Die aufgetaute Suspension kann entweder direkt zur Infektion genutzt werden (,,Pool“/
Gradienten-gereinigte EBs) oder wird zunidchst in Zellkulturmedium verdiinnt

(sedimentierte Chlamydien) um humane Zellen zu infizieren.

3.1.2.2 Passagieren von Chlamydien in 25 cm?” Zellkulturflaschen

e Die aufgetaute Suspension wird durch Zugabe von Zellkulturmedium auf ein Volumen

von 6 ml pro 25 cm?® Zellkulturflasche aufgefillt und gevortext. Mit 1 ml aufgetauter
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Chlamydiensuspension kénnen, je nach Infektionsdosis, eine bis vier konfluent
bewachsene 25 cm” Zellkulturflaschen infiziert werden.

e Die konfluent bewachsenen Zellkulturflaschen werden unter sterilen Bedingungen
geoffnet, das iiberstehende Zellkulturmedium wird abgenommen.

e Die Chlamydiensuspension wird vorsichtig in die Flasche pipettiert.

e Die Flaschen werden fest verschlossen, 60 min bei 30 °C und 1560 x g (2920 Upm/
Rotanta 460R) zentrifugiert und anschlieBend 60 min zur Adsorption bei 37 °C
inkubiert.

e Nach der Adsorption werden die Flaschen unter sterilen Bedingungen gedffnet, das
Medium wird vorsichtig abgenommen und die infizierten Zellen mit 6 ml Chlamydien-
kultur-Medium (1,2 pg/ml Cycloheximid) tiberschichtet.

e Die infizierten Zellen werden bei 37 °C und 6% CO, fur 72 bis 96 Stunden
(C. pnenmoniae) oder 50 bis 60 Stunden (C. trachomatis) im Brutschrank inkubiert.

e Der Grad der Infektion wird mittels Phasenkontrastmikroskopie bei 200-facher
Gesamtvergroflerung bestimmt. Bei starken Infektionen, u.a. gekennzeichnet durch
Ablosen der Zellen vom Flaschengrund, kann die Suspension bei der nichsten Passage
1:2 oder 1:4 mit Zellkulturmedium verdinnt werden. Bei schwicheren Infektionen wird
die Suspension nicht weiter verdiinnt.

e Mit Hilfe eines sterilen Zellschabers werden die infizierten Zellen vom Flaschengrund
gelést und die Suspensionen von bis zu sechs 25 cm® Zellkulturflaschen in einem
Rohrchen (50 ml) vereinigt.

e Die Suspension wird 45 sek bei 40 % Leistung mit dem Ultraschallstab (Sonoplus
HID2200) beschallt.

e Dice Suspension wird 10 min bei 2670 Upm (Rotanta 460R) und 20 °C zentrifugiert
(Differentialzentrifugation), der Uberstand in ein neues Rhrchen iiberfiihrt und erneut
zentrifugiert.

e Der Uberstand des zweiten Zentrifugationsschrittes wird zur weiteren Infektion neuer
konfluent bewachsener 25 cm” Zellkulturflaschen verwendet (bei hohen Infektionsraten

1:2 oder 1:4 verdinnt, s.0.) oder eingefroren.

3.1.2.3 Herstellung eines Chlamydien-Pools

e Zur Herstellung von Chlamydiensuspensionen mit geringer Anzahl infektiéser Partikel
wird der Uberstand stark infizierter Zellen nach der Differentialzentrifugation (3.1.2.2,

S. 51) 1:1 mit SPG-Pufter verdinnt.

e Der so erstellte ,,Chlamydien-Pool wird in 1 ml Aliquots bei -80 °C weggefroren.
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3.1.2.4 Sedimentation und Einfrieren von Chlamydien

e Zur Herstellung von Chlamydiensuspensionen mit hoher Anzahl infektioser Partikel
wird der Uberstand infizierter Zellen nach der Differentialzentrifugation (3.1.2.2, S. 51)
in ein steriles UltrazentrifugationsrOhrchen wberfithrt und 30 min bei 4 °C und
30000 x g (15000 Upm/Beckmann Avanti ]-25) zentrifugiert.

e Der Uberstand wird abgenommen, das Pellet in 1 ml SPG-Puffer resuspendiert

(Ultraschallwasserbad), in Kryo-Réhrchen tiberfithrt und bei -80 °C eingefroren.

3.1.2.5 Reinigung von Chlamydien durch Dichtegradientenzentrifugation
Chlamydien werden mittels Dichtegradientenzentrifugation von eukaryotischen Zelltrimmern
gereinigt. Fir die Reinigung werden die sedimentierten Chlamydien von bis zu 40 infizierten,

konfluent bewachsenen 25 cm? Zellkulturflaschen auf einem Gradienten aufgetrennt.

e Die Chlamydiensuspension in SPG-Puffer (3.1.2.4, S. 53) wird aufgetaut, fiir 30 min bei
4°C und 21885x g (15000 Upm/ Heraeus Biofuge Primo R) zentrifugiert und das
SPG-Medium abgenommen.

e Die Pellets von bis zu 40 infizierten, konfluent bewachsenen 25 cm” Zellkulturflaschen
werden in 1 ml HBSS vereinigt und vollstindig resuspendiert (Ultraschallwasserbad).

e Ein steriles Zentrifugenrohrchen wird mit 9 ml 30 % Gastrografin in sterilem ddH,O
befiillt, mit der Chlamydiensuspension tUberschichtet und 1 h bei 4 °C und 30000 x g
(15000 Upm/Beckmann ]J2-21) zentrifugiert.

e Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen, das Chlamydienpellet in 1 ml HBSS
resuspendiert und fur 30 min bei 4 °C und 21885 x g (15000 Upm/Heraeus Biofuge
Primo R) zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt.

e Das Chlamydienpellet wird in 200 ml SPG-Puffer vollstindig resuspendiert (Ultraschall-
wasserbad), auf 1 ml mit SPG-Puffer aufgefillt und in 200 pl Aliquots bei -80 °C

weggefroren.

3.1.2.6 Titration von Chlamydiensuspensionen
Zur Bestimmung der Infektisitit von Chlamydiensuspensionen wird die Anzahl
einschlussbildender Einheiten (IFUs: ,inclusion forming units) pro ul einer Chlamydien-

suspension durch Titration bestimmt.

e Die Chlamydiensuspension wird 1:10 bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10° mit
Zellkulturmedium schrittweise verdiinnt.
e Konfluent bewachsene Wells einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen werden in

Dreifachbestimmung mit 100 pl jeder Verdiinnung tiberschichtet, fiir 60 min bei 30 °C
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und 1560 x g (2920 Upm/Rotanta 460R) zentrifugiert und anschlieBend 60 min zur
Adsorption bei 37 °C inkubiert.

Nach der Adsorption wird das Medium vorsichtig abgenommen und die infizierten
Zellen mit 200 ul Chlamydienkultur-Medium (1,2 pg/ml Cycloheximid) je Vertiefung
Gberschichtet.

Die infizierten Zellen werden bei 37 °C und 6 % CO, fir 50 Stunden (C. prneumoniae)
oder 24 Stunden (C. trachomatis) im Brutschrank inkubiert, fir 10 min mit 100 ul
Methanol fixiert und die Einschlisse durch direkte Immunfluoreszenz mittels FITC-
markiertem Antikérper gegen chlamydiales LPS gefirbt (Pathfinder 1:6).

Die Anzahl der gebildeten Einschliisse je Vertiefung werden mikroskopisch bestimmt
und somit Zahl einschlussbildender Einheiten (IFUs) pro ul der Chlamydiensuspension

berechnet.

3.1.2.7 Stationdre Chlamydieninfektion

Fir verschiedene experimentelle Ansitze in 24-Well Platten wird auf das Aufzentrifugieren

der Chlamydien auf die Zellen verzichtet.

Das Zellkulturmedium wird abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gespiilt.

Die Chlamydiensuspension wird auf die Zellen pipettiert fir 2 h bei 37 °C und 6 % CO,
im Brutschrank inkubiert.

Das Medium wird abgenommen und die infizierten Zellen vorsichtig mit 1 ml
Chlamydienkultur-Medium (1,2 pg/ml Cycloheximid) je Vertiefung tiberschichtet.

Das Chlamydienwachstum erfolgt fiir 50 Stunden (C. preumoniae) oder 24 Stunden
(C. trachomatis) bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank.

Die Zellen werden 5 min Methanol-fixiert und die Einschliisse mittels direkter

Immunfluoreszenz angefirbt (Pathfinder 1:6).

3.1.3 Kultivierung von E. coli

Die verwendeten E. co/f Stimme werden in LB-Medium in aeroben Schittelkulturen bei 37 °C

und 140 Upm kultiviert (2.13.3, S. 48). Der Rosetta E. co/-Stamm  besitzt zusitzlich ein

Plasmid, auf das unter Zugabe von 20 pg/ml Chloramphenicol selektioniert wird. Zur

Selektion von Plasmid-Transformanten werden dem Medium, je nach Plasmidmarker

zusitzlich 50 pg/ml Ampicillin oder 15 pg/ml Kanamycin hinzugegeben.
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3.1.3.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zellen aus der Stammsammlung werden in 5 ml SOB-Medium (20 mM MgSO,) 4/N
bei 37 °C unter rotierendem Schitteln inkubiert.

50 ml SOB-Medium werden mit 1 ml der &/N-Kultur beimpft und bis zu einer ODy,
von ~0,5 bei 37 °C unter rotierendem Schutteln inkubiert.

Die Kultur wird auf Eis abgekihlt und 10min bei 4°C und 5000 Upm
(Beckmann J2-21) zentrifugiert.

Die pelletierten Zellen werden in 20 ml kaltem FSB-Puffer (10 mM KAc pH 7,5,
45 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 100 mM KCI 3 mM Hexaminkobaltchlorid, 10 %
Glycerol) resuspendiert und erneut 10 min bei 4 °C und 5000 Upm (Beckmann J2-21)
pelletiert.

Die Zellen werden in eiskaltem FSB-Puffer resuspendiert, mit 140 ul DMSO versetzt
und 15 mi auf Eis inkubiert.

Zur Suspension werden weitere 140 ul DMSO hinzugegeben, der Ansatz gut gemischt
und in 10 pl Aliquots portioniert.

Die Zellen werden mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.1.3.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen

XL,-blue Zellen aus der Stammsammlung werden auf einer LB-Medium-Platte mit
Tetrazyklin-Selektion (30 ul/Platte) ausgestrichen und /N bei 37 °C inkubieren.

Es werden zwei 5 ml ti/N-Kulturen angesetzt

Die zwei 5 ml u/N-Kulturen werden jeweils in 11 LB-Medium tbergeimpft und bei
37 °C unter rotierendem Schiitteln (140 Upm) inkubiert bis eine ODg,, von 0,7 - 0,8
erreicht ist.

Die 1-Liter-Kulturen werden 30 min auf Eis abgekihlt und 15 min bei 4 °C und
4000 Upm (Beckmann ]2-21) abzentrifugiert.

Die pelletierten Zellen jeder Liter-Kultur werden zweimal mit 11 eiskaltem, sterilem
ddH,O gewaschen.

Die Pellets werden anschlieBend in je 20 ml eiskaltem, sterilem 10 %igem Glycerin
resuspendiert und erneut 15 min bei 4000 Upm und 4 °C abzentrifugiert.

Die Zellen werden in je 2 - 3 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert, aliquotiert und 1 min

in flussigem Stickstoff schockgefroren.
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e Die clektrokompetenten Zellen werden bei -80 °C gelagert und die Transformations-
effizienz durch eine Testtransformation mit 0,01 ng pBIISK+ in 1pl Volumen

bestimmt.

3.1.4 Kultivierung von S. cerevisiae

Die verwendeten S. cerevisiae Stimme werden bei 30 °C in unterschiedlichen Fest- und
Flassigmedien kultiviert (2.13.4, S. 48). Die Selektion auf Plasmid-haltige Zellen erfolgt durch

das Weglassen der entsprechenden Marker-Aminosiure oder Nukleo-Base.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittel Polymerase-Kettenreaktion ist es méglich, eine beliebige DNA-Sequenz durch zyklische
Amplifikation zu vervielfaltigen. Ein Zyklus umfasst drei Reaktionsschritte. Im ersten Schritt,
der Denaturierung, werden die beiden DNA-Stringe der Template-DNA voneinander
getrennt. Im Annealing-Schritt wird die Temperatur Oligonukleotid-spezifisch abgesenkt, so
dass sich die einzelstringigen synthetischen Oligonukleotide (Sigma) an der Zielsequenz des
jeweiligen einzelstringigen Stranges anlagern. Im dritten Schritt, der Elongation, wird die
Temperatur auf das Polymerase-spezifische Temperaturoptimum angehoben um das 3° OH-

Ende der Oligonukleotide komplementar zum Matrizenstrang zu verlingern.

3.2.1.1 Berechnung der optimalen Annealingtemperatur fiir Oligonukleotide
Fir die Berechnung der optimalen Annealing-Temperatur wird folgende Formel verwendet:
3xA+2xB][°C]
A: Anzahl der Guanin- und Cytosin-Basen innerhalb der Oligonukleotidsequenz die
komplementir zur Matrize sind.
B: Anzahl der Adenin- und Thymin-Basen innerhalb der Oligonukleotidsequenz die

komplementir zur Matrize sind.

3.2.1.2 Ansatz der PCR-Reaktion

Das Reaktionsvolumen betrigt in der Regel 50 ul. Als DNA-Template dienen entweder
Plasmid-DNA, chlamydiale genomische DNA (10 -100 ng) oder Hefezellen. Um eine
moglichst hohe Genauigkeit der Amplifikation einer DNA-Sequenz zu erreichen, wie fiir die
Amplifikation eins Gens fur Klonierungszwecke, wird die Pfx-Polymerase mit

Korrekturlesefunktion (;,proof-reading®) verwendet. Fuir alle PCR-Reaktionen die keine
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Korrekturlesefunktion erfordern wird die Tag-Polymerase verwendet. Die PCR-Reaktion wird

im Thermocycler durchgefiihrt und anschlieBend auf einem Agarosegel tiberprift.

Pfx-PCR Taq-PCR
xul  DNA-Template (10-100 ng) xul  DNA-Template (10-100 ng)
1l Oligonukleotid 1 (50 pmol) 1ul  Oligonukleotid 1 (50 pmol)
1ul  Oligonukleotid 2 (50 pmol) 1ul  Oligonukleotid 2 (50 pmol)
5ul  dNTPs (4 mM) 5ul  dNTPs (4 mM)
5ul  Puffer (10 x) 5ul  Puffer (10 x)
0,5ul  Pfx-Polymerase (1 U/ul) 1ul Tag-Polymerase (1 U/ul)
4ul MgSO, (25 mM) 4ul MgCl, (25 mM)
5ul  Enhancer (10 x
ad 50 Wl ddH,O ad 50 Wl ddH,O

3.2.1.3 Bedingungen der PCR-Reaktion

Die Wahl der optimalen Flongationstemperatur ist abhingig von der verwendeten
thermostabilen DNA-Polymerase und liegt fir die Pfx-Polymerase bei 68 °C, fur die Tag-
Polymerase bei 72 °C. Die Linge des Elongationsschritts ist abhidngig von der Gréfie des zu

amplifizierenden Fragments und wird mit 1 min pro 1000 Nukleotide angesetzt.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 45— 55 °C 1 min x 35

Elongation 68 °C/72 °C 1 —3 min
finale Elongation 68 °C/72 °C 7 min
Abkthlung 16 °C o0

3.2.1.4 PCR auf Hefezellen

Fir die PCR auf Hefezellen werden dem PCR-Ansatz wenige Zellen mit einer Pipettenspitze

zugefiigt. Die Hefezellen sollten hierfur moglichst frisch ausgestrichen sein.

PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
0,3l Oligonukleotid 1 (50 pmol)
0,3l Oligonukleotid 2 (50 pmol) Schritt Temp Dauer Zyklen
0,24 ul  dNTPs (25 mM) Denaturierung 95 °C 10 min

3ul  Puffer (10 x) Denaturierung 95 °C 1 min
0,3ul Taqg-Polymerase (1 U/pl) Annealing 45-55°C  1min [ x40
1,8 ul MgCI2 (25 mM) Elongation 68 °C 1 min

1ul DMSO finale Elongation 68 °C 7 min

1ul Tween 20 Abkuhlung 16 °C 0

ad 30 ul  ddH20
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3.2.2 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese
Zur analytischen Auftrennung von DNA-Molektlen werden Agarosegele (0,7 % - 2 %)
verwendet. Die Porengréfle der Gele und damit ihre Auftrennungseigenschaft ist dabei direkt
von der Agarosekonzentration abhingig. Standardmiflig werden 0,7 % Agarosegele
verwendet. Unter Anlegung eines elektrischen Feldes (100 — 140 V) in der Elektrophorese-
kammer wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente Richtung Anode und werden
aufgrund ihrer GroBle aufgetrennt. Hierbei gilt, je kleiner das Fragment, desto schneller
wandert es durch das Gel. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid (1 pg/ml), ein DNA-
interkalierender Farbstoff, kann die DNA unter UV-Licht (366 nm) sichtbar gemacht werden.
Zur GroBenbestimmung  der einzelnen DNA-Fragmente wird ein GroéBenstandard

aufgetragen.

3.2.2.1 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgt mit dem peqGOLD Gel
Extraction Kit der Firma PeqLab.

3.2.3 Transformation von Zellen

3.2.3.1 Transformation in E. coli

3.2.3.1.1  Ein-Minuten-Transformation
Die Ein-Minuten-Transformation ist aufgrund der niedrigen Effizienz nur fir die

Transformation hoch konzentrierter Plasmid-DNA mit Ampicillinselektion geeignet.

e 10 ul DMSO-kompetente Zellen (XL,blue, Rosetta, BL.21, Origami, eigene Herstellung)
werden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl Plasmid-DNA (50 - 500 ng) gemischt.

e Der Reaktionsansatz wir fur 1 min bei 42 °C inkubiert, sofort mit 100 ul LB-Medium
versetzt und auf einer LB-Medium-Platte mit 50 ng/ml Ampicillin zur Selektion
ausplattiert.

e Die Platte wird i/N bei 37 °C inkubiert.

3.2.3.1.2 Transformation durch Elektroporation
Die Transformation gering konzentrierte Plasmid-DNA isoliert aus S. cerevisiae und hoch
konzentrierte Plasmid-DNA mit Kanamyzinselektion erfolgt durch Elektroporation nach

einem hoch effizienten Protokoll (Sambrook, Maniatis et al. 1989).

e Sterile  Elektroporationskiivetten — werden auf FEis vorgekihlt und 10l

elektrokompetente Zellen je Transformationsansatz auf Eis aufgetaut.
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2—-5ul kalte und moglichst salzfreie DNA (0,1 ng — 1 ug) wird in 40 ul ddH,O
aufgenommen, mit den Zellen auf Fis gemischt und in eine eiskalte Kiivette pipettiert.
Die Kiuvette wird von aullen getrocknet und der Hochspannung ausgesetzt.
Geriteparameter: Spannung: 2,1 kV, 200 Ohm, 25 uF (Bio-Rad Gene Pulser / Bio-Rad
Pulse Controller).

Zu den Zellen wird sofort 1 ml LB-Medium zugeben, der Ansatz in ein vorbereitetes
1,5 ml Reaktionsgefdl3 tberfihrt und 30 min bis 1h bei 37 °C unter rotierendem
Schiitteln (140 Upm) inkubiert.

Die Zellen werden 5sek bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert, der
Uberstand abgekippt und das Zellpellt in dem verbleibenden Rest LB-Medium
resuspendiert.

Die Zellen werden auf einer LB-Medium-Platte mit entsprechendem Antibiotikum zur

Selektion ausplattieren und /N bei 37 °C inkubiert.

3.2.3.2 Transformation in Saccharomyces cerevisiae

Um Plasmide und Integrationskassetten in Hefe zu transformieren, wird ein hocheffizientes

Transformationsprotokoll basierend auf der Lithiumacetat-Methode angewandt (Gietz,

Schiestl et al. 1995).

Eine 5 ml ii/N-Kultur des zu transformierenden Hefestammes wird in YPD"-Medium
angesetzt.

Die Zellzahl der /N-Kultur wird photometrisch bestimmt und eine 50 ml
YPD'-Kultur mit 5 x 10° Zellen/ml angeimpft.

Es erfolgt Wachstum bei 30 °C unter rotierendem Schiitteln (140 Upm) bis zu einer
Konzentration von 2 x 10" Zellen/ml. (Falls die Zellmenge geringer ist, sollte beachtet
werden, dass mindestens 2 Zellteilungen vor der Transformation durchlaufen werden
missen. Die Transformationseffizienz bleibt tiber 3 bis 4 Zellteilungen konstant.)

Die Kultur wird 5min bei 3500 Upm (Heraeus Megafuge 1.0R) sedimentiert, der
Uberstand verworfen, und die Zellen in 25 ml ddH,O resuspendiert.

Die Zellsuspension wird erneut 5min bei 3500 Upm (Heraeus Megafuge 1.0R)
zentrifugiert, das erhaltene Zellsediment in 1ml 100 mM LiAc pH 8,4-89
resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal iberfihrt.

Die Zellsuspension wird 5 sek bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert und
in 0,1 M LiAc pH 8,4 -8,9 resuspendiert, nachdem der Uberstand mit einer Pipette
abgezogen wurde. Die Zellmenge sollte bei 2 x 10° Zellen/ml liegen.
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e Fir die Transformation werden 50 ul Aliquots in 1,5 ml Reaktionsgefile und erneut
5sek bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgenommen.

e Die Catrier-DNA (2 mg/ml) wird zum Denaturieren fir 10 min auf 100 °C erhitzt und
anschlieBend auf Eis abgekiihlt.

e Zu den kompetenten Hefezellen wird der folgende ,,Transformationsmix“ in der

vorgegebenen Reihenfolge zugegeben:

240 ul PEG (50 % w/v)
36 wl 1MLiAc pH 8,4 -89
50 ul Carrier DNA

x wl zu transformierende DNA (0,1 — 1 pug)
34-x ul ddH,O

e Der Ansatz wird gut gemischt (Vortex Genie), zundchst 30 min bei 30 °C und
anschlieBend fir 30 min bei 42 °C im Thermoblock inkubiert.

e Der Transformationsansatz wird bei 13000 Upm fir 5 sek sedimentiert (Heraeus
Biofuge pico) und in 200 pl ddH,O resuspendiert.

e Die Zellsuspension wird zu je 90 % und 10 % auf zwei Selektivmedium-Platten

ausgestrichen und bei 30 °C fiir 2 - 3 Tage inkubiert.

3.2.3.2.1 Integration von DNA-Fragmenten iiber homologe in vivo Rekombination

Um ein gewlnschtes DNA-Fragment in einen Zielvektor in S. cerevisiae zu integrieren, wird
dieses durch PCR amplifiziert. Fiir die PCR werden zwei spezifische Oligonukleotide mit
jeweils 40 Nukleotiden Homologie im 5°-Bereich zur Integrationssequenz des Zielvektors und
18 - 22 Nukleotiden Homologie im 3'-Bereich zur Insertionssequenz verwendet. Der
Zielvektor wird linearisiert und zusammen mit dem PCR-Produkt im Verhaltnis 1:3 in Hefe
transformiert. Infolge der homologen Bereiche des PCR-Produkts und des Zielvektors wird in

der Hefe das amplifizierte Fragment tiber homologe Rekombination in das Plasmid integriert.

3.2.4 DNA-Isolation

3.2.4.1 DNA Isolation aus Chlamydien-infizierten HEp-2 Zellen

Die Isolation von DNA aus infizierten Humanzellen erfolgt mittels Phenol-Chloroform-

Extraktion.
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e Das durch Zentrifugation gewonnene Pellet infizierter Humanzellen wird in 120 pl
HBSS mit Proteinase K (500 pg/ml) resuspendiert und 60 min bei 37 °C zur Reaktion
inkubiert.

e Die Suspension wird mit 240 ul Roti-Phenol/C/I gemischt und 10 min bei RT
inkubiert. An dieser Stelle kann die Emulsion /N bei -20 °C gelagert werden.

e Die Emulsion wir 10min bei RT und 13000 Upm (Heraeus Biofuge Primo R)
zentrifugiert, 100 ul der DNA-haltigen, wissrigen oberen Phase in ein neues
Reaktionsgefdll Gberfihrt, mit 1 ml eiskaltem Isopropanol gemischt und 30 min auf Eis
inkubiert.

e Die DNA wird fir 30 min bei 15000 Upm (Heraeus Biofuge Primo R) pelletiert, das
Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol tberschichtet und erneut fir 10 min bei 13000 Upm
(Heraeus Biofuge Primo R) zentrifugiert.

e Das Pellet wird im Vakuum-Konzentrator getrocknet, anschlieBend in 100 ul ddH,O
resuspendiert und mit 11,7 pl RNAse-Puffer (10x) und 5 ul RNase A (25 mg/ml) fir 1 h
bei 37 °C inkubiert.

e Zum Ansatz werden 13 pul 3M NaAc pH5 (final 0,3 M) und 130 pl Isopropanol
hinzupipettiert.

e Der Ansatz wird gut gemischt, 10 min bei RT inkubiert und die DNA fir 20 min bei
13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert.

e Das DNA-Pellet wird mit 200 pl 70 % Ethanol tberschichtet, erneut 10 min bet
13000 Upm  (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert und im Vakuum-Konzentrator
getrocknet.

e Die DNA wird in 25ul ddH,O resuspendiert, die Konzentration photometrisch
ermittelt (3.2.6, S. 63) und kann bei -20 °C gelagert werden.

3.2.4.2 Gewinnung chlamydialer genomischer DNA
Zur Isolation chlamydialer genomischer DNA aus Gradienten-gereinigte Chlamydien wird das

Genomic Kit G20 von Qiagen verwendet.

3.2.4.3 Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli

Das Verfahren beruht auf einer von der Firma Qiagen modifizierten Methode der alkalischen

Lyse (Sambrook, Maniatis et al. 1989).

3.2.4.3.1 Plasmid MIDI-Praparation
Fir die Gewinnung groflerer Mengen sauberer Plasmid-DNA wird das Plasmid Midi Kit der

Firma Qiagen verwendet. Um die Verunreinigung mit Endotoxinen moglichst gering zu halten
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erfolgt die Isolation von Plasmid-DNA fiur Transfektionen mit dem NucleoBond Xtra
Midi EF der Firma Macherey-Nagel. Die Aufreinigung erfolgt jeweils tber eine Sdule aus einer

50 ml E. co/i Ubernachtkultur.

3.2.4.3.2 Plasmid MINI-Praparation
Bei der Plasmid-Minipraparation wird Plasmid-DNA aus einer 2 ml Ubernachtkultur

gewonnen. Die Zusammensetzung der Puffer entspricht denen des Qiagen Plasmid Midi Kits.

e 1,5ml der Ubernachtkultur werden in ein Reaktionsgefal3 tberfithrt, und 5 sek bei
13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert.

e Der Uberstand wird verworfen, das E. c/i-Pellet in 100 pl P1 mit RNase (100 pg/ml)
vollstindig resuspendiert und 100 pl P2 hinzugefigt.

e Der Ansatz wird durch mehrmaliges Invertieren gemischt, 5 min bei RT inkubiert und
100 pl P3 hinzugefigt.

e Der Ansatz wird erneut durch mehrmaliges Invertieren gemischt und fir 10 min bei
13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert.

e Der Plasmid-DNA-haltige Uberstand (300 ul) wird in ein neue Reaktionsgefi3
Uberfiihrt, mit 1 ml eiskaltem 98 % Ethanol vermischt und 10 min auf Eis inkubiert.

e Die Plasmid-DNA wird fir 20 min bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert,
das Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol Gberschichtet und erneut fir 10 min bei 13000 Upm
(Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert.

e Das Pellet wird im Vakuum-Konzentrator getrocknet, anschlieBend in 100 ul ddH,O

resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

3.2.4.4 Gewinnung von Plasmid-DNA aus Saccharomyces cerevisiae
Die Isolation der DNA erfolgt durch Aufschluss der Hefezellen einer 5 ml Ubernachtkultur
mit Glasperlen und unter Verwendung des Prinzips der alkalischen Lyse (Fink 1983). Die

Zusammensetzung der Puffer entspricht denen des Qiagen Plasmid Midi Kits.

e 4ml der Ubernachtkultur werden in einer 2 ml Mikro-Schraubréhre fiir 5 sek bei
13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert.

e Das Zellpellte wird in 1 ml ddH,O resuspendiert und erneut fiir 5 sek bei 13000 Upm
(Heraeus Biofuge pico) pelletiert.

e Der Uberstand wird verworfen, das Hefe-Pellet in 300 ul P1 mit RNase (100 ug/ml)
vollstindig resuspendiert, 300 ul P2 hinzugefiigt und Glaspetlen (2/3 des Volumens)
zugesetzt.

e Der Zellaufschluss erfolgt durch drei Vortexzyklen a 20 sek mit 6000 rpm (Precellys 24).
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e Die Glasperlen werden fiir 2 min bei 2000 Upm (Heraeus Biofuge pico) abzentrifugiert
und 500 pl des Uberstands in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefif3 tiberfiihrt.

e Dem Uberstand werden 250 pul P3 hinzugefiigt, der Ansatz durch vortexen gemischt
und 10 min auf Eis abgekiihlt.

e Der Ansatz wird 15 min bei 13000 Upm zentrifugiert, der Uberstand (750 pl) in ein
neues Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und mit 750 ul eiskaltem Isopropanol vermischt.

e Die DNA wird fiir 30 min bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert, das Pellet
mit 500 ul 70 % Ethanol uberschichtet und erneut fir 10 min bei 13000 Upm
(Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert.

e Das Pellet wird im Vakuum-Konzentrator getrocknet, anschlieBend in 20 pl ddH,O

resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

3.2.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgt unter Verwendung der fiir das
jeweilige Enzym spezifischen Rektionsbedingungen und Puffer (vom Hersteller mitgeliefert)
fur 3 —4 h oder G/N. Die DNA-Restriktionsfragmente werden tber Agarosegele aufgetrennt,

analysiert und gegebenenfalls extrahiert.

3.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung durch photometrische Messung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Losungen erfolgt mittels Adsorptionsmessung bei
260 nm im Nanodrop. Die Reinheit der DNA-Probe wird tber den Quotienten der

Adsorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.2.7 Sequenzierung

Alle generierten Plasmide werden zur Uberpriifung der Richtigkeit der integrierten Sequenz

von der Firma GATC-Biotech sequenziert.

3.2.8 Quantitative Real-Time-PCR zum Vergleich der DNA-Kopienzahl

Mittels quantitativer Real-Time-PCR ist es moglich, tiber die Fluoreszenzintensitit eines in
dsDNA interkalierenden Farbstoffes (SYBR Green), kontinuierlich die Menge an Produkt
wihrend der PCR zu bestimmen. Die Messung erfolgt am Ende der Elongation jedes

PCR-Zyklus. Der Zyklus, bei dem die gemessene Amplifikationskurve den festgesetzten
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Schwellenwert bersteigt, wird als CT-Wert (Cycle Threshold) definiert und befindet sich
immer in der exponentiellen Phase der Amplifikation. Je héher die Menge an Template-DNA
in der Ausgangslosung ist, desto eher wird die exponentielle Phase erreicht und desto niedriger
ist folglich der CT-Wert.

Zur Bestimmung der Internalisierungsrate von Chlamydien wird die Real-Time-PCR auf
200 ng isolierter DNA aus infizierten Humanzellen mit spezifischen 16S rRNA
Oligonukleotiden  durchgefithrt ~ (ABI PRISM 7000 Sequence Detektion System).  Zur
Quantifizierung wird das humane Referenzgen GAPDH herangezogen. Die Quantifizierung

erfolgt nach der AACT-Methode.

PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
Schritt Temp Dauer Zyklen
10 ul  Template-DNA (20 ng/ul) Denaturierung 95 °C 5 min
15ul  SYBP Green Master Mix Denaturierung 95 °C 15 sek
4yl Primer-Mix (je 500 nM) Annealing 60 °C 15 sek < 60
ad 30 Wl ddH20 Elongation 68 °C 30 sek
Detektion

3.2.9 Hefe-2-Hybrid-Screening

Das Hefe-2-Hybrid-System dient der Identifizierung direkter Protein-Protein-Interaktion
in vivo. Das System beruht auf den Transkriptionsfaktor Galdp der Hefe S. cerevisiae. Dieser
besteht zum einen aus der DNA-Bindedomine (BD), die an die GAL UAS (Upstream-
Aktivierungs-Sequenz) bindet, und der Aktivierungsdomine (AD), die mit der basalen
Transkriptionsmaschinerie interagiert und so die Transkription aktiviert. Zum Nachweis
direkter Protein-Protein-Interaktion wird das Gen des einen Proteins mit der GAIA4-BD, das
des anderen Proteins mit der GALA-AD im jeweiligen Expressionsvektor fusioniert
(pGBKT7, pGADT7) und anschlieBend in S. cerevisiae transformiert. Interagieren die beiden
Proteine, so gelangen Gal4p-AD und Gal4p-BD in enge riumliche Nihe was die
Funktionalitit des Transkriptionsfaktors wiederherstellt und die Expression von genomisch
integrierten Reportergenen ermaglicht.

Zur Identifikation eines unbekannten proteindsen Interaktionspartners eines definierten
Proteins kénnen DNA-Bibliotheken mittels Hefe-2-Hybrid-Systems analysiert werden (Hefe-
2-Hybrid-Screen). In dieser Arbeit wurde eine humane Testis-cDNA-Bibliothek der Firma
Clontech verwendet, welche bereits in den Expressionsvektor pGADT7 (Gal4p-AD) kloniert
und in den . cerevisiae Stamm Y187 (MATa) transformiert ist. Das Gen des zu testenden
Proteins wird in den Expressionvektor pGBKT7 (Gal4p-BD) kloniert und in den . cerevisiae
Stamm AH109 (MATw) transformiert. Aufgrund der unterschiedlichen Paarungstypen kénnen

die beiden Stimme gepaart werden und die resultierenden diploiden Hefestimme mit
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entsprechendem Selektivmedium auf Expression der Reportergene iberprift werden. Die
Selektion kann zum einen auf Selektivmedium mit geringem Selektionsdruck (SD -Ttp/-Leu/
-His/X-a-Gal) erfolgen um auch schwache Protein-Protein-Interaktionen zu detektieren. Zum
anderen kann Selektivmedium mit hohem Selektionsdruck verwendet werden (SD —Ttrp/
-Leu/-His/-Ade/X-a-Gal).

Der Screen wird nach dem Protokoll der Firma Clontech durchgefiihrt.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Generierung von rekombinanten Proteinen

3.3.1.1 Induktion der Genexpression in E. coli

Die Expression von Proteinen unter der Kontrolle des /z-Promotors erfolgt durch die
Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration) zu einer E. co/i Kultur bei einer ODy,, von
0,4 - 0,8. Die Induktion der Genexpression wird durch die Aufarbeitung von Proteinproben

vor und nach der Induktion (t,/t,) tiberprift.

e Eine 1 Liter Induktionskultur wird auf ODg,, von 0,1 aus einer 50 ml G/N-Kultur
angeimpft und bis zu einer ODg,, von 0,4 —0,8 bei 37 °C und 140 Upm (Schiittler
Unitron) inkubiert.

e Die Induktion erfolgt durch Zugaben von 1 ml 1 M IPTG (1 mM final) fir 4 h bei
standardmaBig 37 °C und 140 Upm (Schittler Unitron).

e Die E. coli Zellen werden fiir 10 min bei 5000 Upm (Beckmann ]2-21) abzentrifugiert, in
40 ml PBS resuspendiert und in ein 50 ml Rohre tiberfihrt.

e Dic E. co/i Zellen werden 5 min bei 6000 Upm und 4 °C (Megafuge 1.0) pelletiert und in
1 ml PBS vollstindig resuspendiert.

e Das Zellpellet kann in der Regel bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert werden.

3.3.1.1.1 Koexpression von Chaperonen zur Faltungsunterstiitzung

Zur Faltungsunterstiitzung und Stabilisierung von Proteinen kénnen Chaperone eingesetzt
werden. Hierzu werden Chaperon-Plasmide (Chloramphenicolselektion) kotransformiert und
die Expression durch Zugabe von L-Arabinose (1 mg/ml) und oder Tetrazyklin (5 ng/ml)

induziert.

3.3.1.2 Affinitatschromatografische Aufreinigung von Proteinen

Durch Affinititschromatographie kénnen GST- oder His-Fusionsproteine an Glutathion-

Agarose respektive Ni-NTA-Agarose gebunden werden, wihrend unspezifische Proteine eines
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Extraktes nicht an das Trigermaterial binden und auf diese Weise durch mehrmaliges
Waschen entfernt werden koénnen. Die Elution der Fusionsproteine erfolgt durch Zugabe

eines spezifischen Kompetitors (reduziertes Glutathion respektive Imidazol).

3.3.1.2.1 Lyse der E. coli Zellen

Um Proteine aus einer E. /i Induktionskultur aufzureinigen, missen die Zellen erst
aufgebrochen und die Proteine zuginglich gemacht werden. Dies geschieht je nach
Aufreinigungsart unter nativen oder denaturierten Bedingungen.

Lyse unter nativen Bedingungen:

e Das Zellpellet einer 1 Liter Induktionskultur wird in 25 ml PBS mit 1 mM PMSF,
Proteaseinhibitor (1:100), 0,5 mg/ml Lysozym, 1 % Triton X-100 und optional 1 %
Sarkosyl /N auf Eis lysiert.

e Das Lysat wird in vorgekiihlte Metallbecher tberfihrt und 3 x 10 sek mit bei 40 %
Leistung mit dem Ultraschallstab (Sonoplus HID2200) sonifiziert. Zwischen den
Beschallungen sollte gentigend Zeit gelassen werden, dass sich das Lysat vollstindig
abkiihlen kann.

e Das Lysat wird 30 min bei 4 °C und 15000 Upm (Avanti J-25) zentrifugiert. Der geklirte

Uberstand kann nun in die affinitdtschromatographische Reinigung eingesetzt werden.

Lyse unter denaturierenden Bedingungen:

e Das Zellpellet einer 1 Liter Induktionskultur wird in 20 ml Puffer B unter rotierendem
Schitteln 4/N bei RT lysiert.
e Das Lysat wird 30 min bei 15000 Upm (Avanti J-25) zentrifugiert. Der geklarte

Uberstand kann nun in die affinitdtschromatographische Reinigung eingesetzt werden.

3.3.1.2.2  Reinigung von GST-Fusionsproteinen unter nativen Bedingungen
Die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen basiert auf der Affinitit von GST (Glutathion-
S-Transferase) zu einem Siulenmaterial aus Glutathion-Agarose. Alle Schritte werden bei 4 °C

durchgefiihrt.

e 500 ul Glutathion-Agarose Suspension wird mit 30 ml kaltem PBS gewaschen und mit
dem geklirten Uberstand der Lyse einer 1 Liter Induktionskultur fiir 2 h bei 4 °C unter
rotierendem Schiitteln inkubiert.

¢ In eine Polypropylen Sdule (10 ml) wird ein Gazestopfen eingelegt, der die Glutathion-

Agarose daran hindert durch die Sdule durchzulaufen.

e Die Siule wird mit dem Proteingemisch beladen und der Durchfluss verworfen.
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e Die Agarose wird mit 2 x 10 ml 1 % Triton X-100 in PBS und 10 ml 50 mM Tris/HCI
pH 9,5 gewaschen.

e Die Elution etfolgt mit 5x 1 ml 10 mM reduziertem Glutathion in 50 mM Tris/HCl
pH 9,5 (2 min Inkubationszeit).

3.3.1.2.3 Reinigung von His-Fusionsproteinen unter nativen Bedingungen
Die Aufreinigung von His-Fusionsproteinen basiert auf der Affinitit von Oligohistidinen zu

einem Sdulenmaterial aus Ni-NTA-Agarose. Alle Schritte werden bei 4 °C durchgefiihrt.

e 700 ul Ni-NTA-Agarose Suspension wird mit 30 ml kaltem PBS gewaschen und mit
dem geklirten Uberstand der Lyse einer 1 Liter Induktionskultur und 20 mM Imidazol
fir 2 h bei 4 °C unter rotierendem Schiitteln inkubiert.

e In cine Polypropylen Siule (10 ml) wird ein Gazestopfen eingelegt, der die Ni-NTA-
Agarose daran hindert durch die Sdule durchzulaufen.

e Die Siule wird mit dem Proteingemisch beladen und der Durchfluss verworfen.

e Die Agarose wird mit 10 ml 20 — 50 mM Imidazol in PBS und 10 ml 50 — 80 mM
Imidazol in PBS gewaschen.

— Die Konzentration an Imidazol in den Waschschritten ist Protein-spezifisch und
wird fiir jedes Protein neu ermittelt.
— Yaal: 50 mM / 80 mM, Yaa2: 20 mM / 60 mM

e Die Elution erfolgt mit 5 x 1 ml 500 mM Imidazol in PBS (2 min Inkubationszeit).

3.3.1.24 Reinigung von His-Fusionsproteinen unter denaturierenden Bedingungen
Im Gegensatz zur Aufreinigung unter nativen Bedingungen erfolgt die Aufreinigung unter

denaturierenden Bedingungen bei RT.

e 700 ul Ni-NTA-Agarose Suspension wird mit 30 ml PBS gewaschen und mit dem
geklirten Uberstand der Lyse einer 1 Liter Induktionskultur und 0 - 20 mM Imidazol fiir
2 h bei RT unter rotierendem Schiitteln inkubiert.

e In cine Polypropylen Siule (10 ml) wird ein Gazestopfen eingelegt, der die Ni-NTA-
Agarose daran hindert durch die Sdule durchzulaufen.

e Die Siule wird mit dem Proteingemisch beladen und der Durchfluss verworfen.

e Die Agarose wird mit 10 ml 10 — 20 mM Imidazol in Puffer B und 10 ml 20 — 50 mM
Imidazol in Puffer C gewaschen.
— Die Konzentration an Imidazol in den Waschschritten ist Protein-spezifisch und

wird fur jedes Protein neu ermittelt.

e Die Elution erfolgt mit 5 x 1 ml 500 mM Imidazol in Puffer C (2 min Inkubationszeit).
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3.3.1.2.5 Dialyse von rekombinanten Proteinen
Um den Kompetitor (reduziertes Glutathion oder Imidazol) aus den Elutionsfraktionen zu

entfernen und um denaturierte Proteine zu renaturieren werden die Elutionsfraktionen gegen

PBS bei 4 °C dialysiert.

e Ein 5 cm langer Abschnitt eines Dialyseschlauchs (12 — 15 kDa Ausschluss) wird 20 min
in deion. Wasser bei 100 °C erhitzt und anschlieBend auf Eis abgekiihlt.

e Die Proteinsuspension wird mittels einer sterilen Pipette in einen Dialyseschlauch
gefillt, der zuvor durch eine sterile Klemme an einem Ende verschlossen wurde.

e Der Dialyseschlauch wird am verbleibenden Ende mit einer weiteren Klemme
verschlossen.

e Die Dialyse erfolgt unter leichtem Rithren /N gegen 2 | kaltes PBS.
— Zur Renaturierung von Proteinen wird dieser Schritt zweimal wiederholt.

e Die dialysierten Proteine werden in Reaktionsgefille aliquotiert, zur Stabilisierung mit

Proteaseinhibitor (1:100) versetzt und auf Eis oder bei 4 °C oder -20 °C gelagert.

3.3.2 Proteinmengenbestimmung mittels Bradford-Reagenz

Die Proteinmengenbestimmung nach Bradford basiert einer spezifischen Farbreaktion des
Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau G250. Dieser Farbstoft reagiert in saurer Losung mit den
Proteinen und bildet Komplexe was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von

465 nm auf 595 nm fihrt.

e 800—-xu ddH,0O werden mit xul Proteinlosung und 200 ul Bradford-Reagenz
vermischt und 10 min bei RT inkubiert. (x = 1 — 20 pl).
e Die Adsorption des Gemisches wird bei einer Wellenldnge von 595 nm photometrisch

bestimmt (BioPhotometer plus).
e Der Abgleich erfolgt gegen 800 pl Wasser + 200 pl Bradford-Reagenz.

e Die Proteinmenge der Losung wird anhand der Adsorptionswerte einer zuvor erstellten
Eichkurve (BSA 0 — 10 ug, 2 ug-Schritte) ermittelt.
Fir die eingesetzte Konzentration an Protein gilt:
Abs. 595 nm = 0,064* x Proteinkonzentration [ug/ml]
=> Proteinkonzentration [ug/ml] = Abs. 595 nm / 0,064
Fir die Proteinkonzentration der Lésung gilt dann:
Proteinlosung [pg/ml] = Proteinkonz. [pg/ml] x 1000/eingesetzte Menge (x)

* ermittel ans der Steigung der Edchkurve
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3.3.3 Detektion von Proteinen

3.3.3.1 Proteinprobenaufarbeitung fiir SDS-Polyacrylamidgele
Proteinproben miussen denaturiert werden, um sie der GroB3e nach tiber ein Polyacrylamidgel

zu separieren.

e Von Proteinldsungen wird 32,5 ul abgenommen oder ein geringeres Volumen auf
32,5 ul mit PBS aufgefillt.

e Die Zellsuspension einer E. cw/-Kultur wird fir 1 min bei 13000 Upm (Heraeus
Biofuge Pico) zentrifugiert und das Zellpellet in 32,5 pul ddH,O resuspendiert.

e Die Zellsuspension einer Hefe-Kultur wird fir 1 min bei 13000 Upm (Heraeus
Biofuge Pico) zentrifugiert und das Zellpellet in 32,5 ul 4 M Harnstoff resuspendiert.

e Diec Ansitze werden mit 125ul Proteinblaumarker (4-fach) und 5pul 1M DTT
aufgefillt (50 pl final) und 10 min bei 100 °C erhitzt.

3.3.3.2 Auftrennung von Proteinproben mittels SDS-PAGE
Fir die Analyse von Proteinen werden 10 %ige bis 15 %ige, 7 x 9 cm grof3e Polyacrylamidgele

verwendet. Die Glasplatten, Teflonplatten und Abstandhalter werden sorgfiltic mit dest.

Wasser und 70 %igen Ethanol gereinigt und getrocknet.

3.3.3.2.1  Herstellung des Trenngels

Im Trenngel werden die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Grof3e separiert.

e Acrylamid (30:0.8), Wasser und Trenngelpuffer werden zusammenpipettiert und gut
gemischt.

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

e Die Gelmasse wird ztigig ohne Blasenbildung zwischen die Glas- und Aluminiumplatte
bis 2 cm unter den oberen Rand gegossen und das Gel mit Isopropanol tiberschichtet.

e Nach dem Auspolymerisieren wird der Isopropanol abgegossen und das Gel

vorsichtig mehrfach mit dest. Wasser gesptlt.

Prozentigkeit  Acrylamid- 4 x Trenngel-
des Trenngels Losung Wasser puffer APS TEMED
10 % 6,7 ml 8,3 ml 5 ml 200 pl 70 pl

15 % 10 ml 5 ml 5 ml 200 pl 70 pl
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3.3.3.2.2  Herstellung des Sammelgels
Das Sammelgel dient dazu, die Proteine im Gel zu fokussieren und somit eine bessere und

saubere Bandenbildung der Proteine zu erreichen.

e 1,5ml Acrylamid-Losung (30:0.8), 6 ml Wasser und 2,5 ml Sammelgelpuffer werden
zusammenpipettiert und gut gemischt.

e Als letztes werden 100 ul Ammoniumpersulfat (APS: 10 %ige Stocklésung) und 40 pl
TEMED hinzugegeben.

e Das Sammelgel wird auf das Trenngel gegossen, wobei sich keine Luftblasen bilden
durfen und der Kamm in das Sammelgel gesteckt, sodass sich Ladetaschen bilden

konnen.

e Nach dem Auspolymerisieren kann das Gel fiir die Elektrophorese verwendet werden

indem der Kamm gezogen wird und die Ladetaschen mit Ladepuffer gespiilt werden.

3.3.3.2.3  SDS-Gelelektrophorese
e Das Gel wird in die Apparatur eingespannt, mit Laufpuffer hintergossen und die
Kammer mit Laufpuffer gefillt.
e Die Proben (max. 25 pl pro Tasche pro Ladung) werden aufgetragen.
— In einer Spur kénnen durch mehrmaliges Laden bis zu 50 ul Probe aufgetragen
werden. Die Proteinprobe darf hierbei vor der letzten Ladung das Trenngel noch
nicht erreicht haben.

e Fir die Elektrophorese wird der Strom (200 V) fiir etwa 1 h bis 1,5 h angelegt.

3.3.3.3 Farbung von Proteingelen mit Coomassie-Blau
e Das Proteingel wird in Wasser gelegt, 30 sek bei 600 Watt in der Mikrowelle erwirmt
und anschlieBend 10 min unter leichtem Schwenken gewaschen (3 x).
e Die Firbung erfolgt mit Coomassie-Losung fiir 15 min bis 2h unter leichtem
Schwenken.

e Die Coomassie-Losung wird abgenommen. Die Firbung wird deutlicher, wenn das Gel

anschlieend mit Wasser gewaschen wird.

3.3.3.3.1  Fixierung und Firbung von Proteingelen
Zur Priparation von Proben fiir die massenspektrometrische Analyse werden Proteingele vor

der Firbung fixiert.

e Das Proteingel wird in 46 % Methanol, 7 % Essigsdure fir 1h unter leichtem

Schwenken fixiert.
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Die Farbung erfolgt fir 1-2h unter leichtem Schwenken mit 0,1 % Coomassie-
Brillant—Blau G250 in 46 % Methanol, 7 % Essigsdure (filtriert).
Das Gel wird mit 5% Methanol, 7,5 % Essigsdure unter leichtem Schwenken t/N

entfarbt.

3.3.3.4 Westernblotanalyse

Das Verfahren beruht auf dem Transfer von Proteinen aus einem SDS-Polyacrylamidgel auf

eine PVDF-Membran, wodurch diese immobilisiert werden. Auf der Membran konnen

Proteine spezifische mit Antikérpern nachgewiesen werden.

3.3.3.4.1  Aufbau der Blotapparatur

Zwei Filterpapiere werden auf die Malle 7x9cm zurechtgeschnitten und in
Transferpuffer inkubiert.

Eine PVDF-Membran (Immobilon-P) wird ebenfalls auf 7 x 9 cm zugeschnitten, kurz
in Methanol gewendet und auch in Transferpuffer inkubiert.

Ein Transferpuffer-getrinktes Filterpapier wird auf die Graphitplatte der unteren
Blotapparatur gelegt, die aktivierte PVDF-Membran aufgelegt und Luftblasen zwischen
den Schichten entfernt.

Die PVDF-Membran wird mit Transferpuffer tbergossen, das SDS-Polyacrylamidgel
mit Wasser von der Teflonplatte gewaschen, kurz in Transferpuffer gelegt und
luftblasenfrei auf die Membran gelegt.

Der Stapel wird mit dem zweiten Transferpuffer-getrinkten Filterpapier bedeckt und
Luftblasen erneut durch vorsichtiges Auswalzen mit einer sterilen Glaspipette entfernt.
Die Graphitplatte der obere Blotapparatur wird auf den Stapel gelegt, die Kontakte an
das Stromgerit angeschlossen und ein Gewicht von etwa 1 kg auf die Apparatur gestellt,
um den Transfer zu begtinstigen.

Der Proteintransfer erfolgt bei 225 mA und maximal 8 W fir 15—45 min je nach
Proteingrofle.

— Je groBer das Protein, desto linger die Transferdauer.

Nach dem Transfer wird die PVDF-Membran kurz in PBS gewaschen um Salze zu
entfernen und fiir 1 h bei RT oder ii/N bei 4 °C mit Blockierungslésung inkubiert.

3.3.3.4.2  Antikorperreaktion auf der PVDF-Membran

Die Detektion von Proteinen auf der PVDF-Membran erfolgt durch Inkubation mit

spezifischen Antikérpern.
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e Der Primidrantikorper, gerichtet gegen das spezifische Protein, wird in 5 ml
Blockierungslosung verdunnt und 1 —2 h bei RT oder t/N bei 4 °C unter rotierendem
Schwenken mit der Membran inkubiert.

e Die Membran wird dreimal fir 10 min unter leichtem Schwenken mit PBS gewaschen.

e Der Sekundirantikérper, mit Alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelt und gegen den
Primarantikérper gerichtet, wird in Blockierungslosung verdiinnt und 1 h bei RT oder
/N bei 4 °C unter rotierendem Schwenken mit der Membran inkubiert.

e Die Membran wird erneut dreimal fur 10 min unter leichtem Schwenken mit PBS

gewaschen.

3.3.3.4.3  Farbentwicklung mittels Alkalischer Phosphatase
e Die Membran wird fir 5min unter rotierendem Schwenken in Detektionspuffer
inkubiert.

e AnschlieBend wird die Membran mit 20 ml Detektionspuffer mit 33 ul BCIP-Losung
(0.5 ¢ BCIP in 10 ml DMF) und 66 pl NBT-Losung (0.5 g NBT in 10 ml 70 %igem
DMF) fir mindestens 2 min bis zu mehreren Stunden inkubiert.

e Die Farbentwicklung wird durch mehrfaches Waschen mit Wasser abgestoppt und die

Membran luftgetrocknet.

3.3.4 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

Die massenspektrometrische Analyse einzelner, aus SDS-Polyacrylamidgelen ausgeschnittener
Proteinbanden erfolgt durch die Zentrale Bioanalytik des Zentrums fiir Molekulare Medizin

der Universitit Kéln (ZMMK) durch LC-MS nach Trypsinbehandlung.

3.3.5 Beschichtung von Latexkiigelchen mit rekombinantem Protein

e 1x10” Latexkiigelchen (o 1,1 um) werden in 1 ml PBS pipettiert und 5 min bei
10000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert.

Kiigelchen/ul = (6,03 x 1x10” x Feststoffgehalt) / (3,3 x Durchmesser [um]’)

e Die Latexktgelchen werden erneut in 1ml PBS resuspendiert und 5 min bei
10000 Upm (Heraeus Biofuge pico) pelletiert.

e Die Latexkiigelchen werden mit 1 ml Kopplungspuffer vollstindig resuspendiert
(Ultraschallwasserbad) und 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico).

Dieser Schritt wird wiederholt.
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e Die Latexkiigelchen werden in 100 ul Kopplungspuffer resuspendiert (Ultraschall-
wasserbad) und mit 100 ul Proteinlésung in PBS versetzt, so dass die Endkonzentration
12,5 — 100 pg/ml betrigt.

e Die Suspension wird gemischt und 1 h bei 37 °C oder /N auf Eis inkubiert.

e Es werden 500 ul Kopplungspuffer hinzugegeben, die Suspension 2 min sonifiziert
(Ultraschallwasserbad) und 500 pl 40 mg/ml BSA in Kopplungspuffer hinzupipettiert.

e Die Suspension wird gemischt und 1 h bei 37 °C oder 4 h auf Eis inkubiert.

e Die proteinbeschichteten Latexkiigelchen werden 5 min bei 13000 Upm (Heraeus
Biofuge pico) pelletiert und in 1 ml 1 mg/ml BSA in PBS resuspendiert.

e Die proteinbeschichteten Latexkiigelchen werden 5 min bei 13000 Upm (Heraeus
Biofuge pico) pelletiert, in 500 ul 0,2 mg/ml BSA in PBS resuspendiert und kénnen

etwa eine Woche bei 4 °C gelagert werden.

3.3.5.1 Uberpriifung der Beschichtungsqualitit
Zur Bestimmung der Beschichtungsqualitit wird ein Aliquot proteinbeschichteter Latex-

kiigelchen mittels Westernblot analysiert.

e 1x10° proteinbeschichtete Latexkiigelchen werden 5 min bei 13000 Upm (Heraeus
Biofuge pico) pelletiert, in 32,5ul ddH,O resuspendiert und mit 12,5 pul Protein-
blaumarker (4-fach) und 5 ul 1 M DTT fir 10 min bei 100 °C erhitzt.

e Eswerden 25 pl (entspricht 5 x 10" Latexkiigelchen) mittels Westernblot analysiert.

3.3.6 Markierung von Organismen/Proteinen

3.3.6.1 Fluoreszenzmarkierung chlamydialer EBs mit CFSE
Um die Adhision von Chlamydien an HEp-2 Zellen mittel Durchflusszytometrie untersuchen
zu kénnen, mussen diese zuvor fir das FACSAria ,,sichtbar® gemacht werden. Dies geschieht

durch die Finlagerung von Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) in lebende EBs.

e Ein 200 ul Aliquot Gastrografin-gereinigte Chlamydien (3.1.2.5, S. 53) wird mit 800 ul
PBS + 0,1% BSA auf 1 ml Gesamtvolumen aufgeftllt und mit 25 uM CFSE (5 ul 5 mM
Stocklsung in DMSO) fiir 1,5 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

e Die Suspension wird mit 500 ul PBS + 1% BSA aufgefillt und 25 min bei 4 °C und
15000 Upm (Heraeus Biofuge Primo R) zentrifugiert.

e Das CFSE-markierte Chlamydienpellet wird zweimal mit PBS + 1% BSA gewaschen
und in 200 pl SPG-Puffer vollstindig resuspendiert (Ultraschallwasserbad).
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3.3.6.2 Fluoreszenzmarkierung von rekombinantem Protein mit Fluoreszein
Proteine kénnen direkt durch NHS-Fluoreszein fluorezenzmarkiert werden. Dabei reagiert der
NHS-Ester mit primiren Aminogruppen (-NH,) des Proteins und formt eine stabile Amid-

Bindung.

1 mg NHS-Fluoreszein wird direkt vor der Reaktionsansetzung in 100 ul DMSO gel6st.
e Die zur Reaktion verwendeter Menge an geléstem NHS-Fluoreszein berechnet sich

nach folgender Formel:

mg Protein/MW Protein [Da] x a* x 47340 = pl NHS-Fluoreszein-Losung
MW= Molekulargewicht, a = Uberschuss NHS-Fluoreszein

e Die Markierung erfolgt standardmifig mit einem 20-fachen Uberschuss an NHS-

Fluoreszein fur 2 h auf Eis.

o Uberschussiges NHS-Fluoreszein wird durch Dialyse ii/N gegen PBS entfernt.

3.3.6.3 Biotinylierung von rekombinantem Protein

Proteine kénnen auch durch Sulfo-NHS-Biotin markiert werden. Dabei reagiert der NHS-
Ester ebenfalls mit primiaren Aminogruppen (-NH,) des Proteins und formt eine stabile
Amid-Bindung. Die Markierung mit EZ-Link-Sulfo-SS-NHS-Biotin kann im Gegensatz zur
Markierung mit EZ-Link-Sulfo-NHS-Biotin durch Reduktion der Disulfidbriicke mit 50 mM
DTT wieder gelost werden.

¢ 1,1 mg Sulfo-NHS-Biotin werden direkt vor der Reaktionsansetzung in 250 ul PBS
gelost.

e Die zur Reaktion verwendeter Menge an gelostem Sulfo-NHS-Biotin berechnet sich
nach folgender Formel:
mg Protein/MW Protein [Da] x a* x 100000 = pl Sulfo-NHS-Biotin -Lésung
MW= Molekulargewicht, a = Uberschuss NHS-Fluoreszein

e Die Markierung erfolgt standardmiBig mit einem 20-fachen Uberschuss an Sulfo-NHS-
Biotin fir 1 h auf Eis.

e Die Reaktion wird durch Zugabe von 1 M Tris/HCI pH 8 auf 50 mM final tiiber Nacht
auf Eis abgestoppt.

3.3.7 Far Western Analyse fiir Protein-Protein Interaktion

Der Far Westernblot ermdglicht die Detektion direkter Protein-Protein-Interaktion zz vitro.

Hierbei wird das eine Protein (1 pug) zunichst mittels Westernblot auf eine PVDF-Membran
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transferiert (3.3.3.4.1, S.71), mit 6 M Guanidin-HCl vollstindig denaturiert und dann

schrittweise mit abnehmender Konzentration Guanidin-HCI renaturiert.

Guanidin-HCL (M) 6 3 1 0,1 0
Milchpulver (g) 1 1 1 1 1

Glycerin (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

5 M NaCl (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

1 M Tris/HCl pH 7,5 (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
10 % Tween-20 (ml) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0,5M EDTA (ml) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1 M DTT (ml) 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025

8 M Guanidin-HCI (ml) 18,75 9,30 3,13 0,31 0
ddH20 (ml) 2,45 12,82 18,07 20,89 21,20

Volumen total (ml) 25 25 25 25 25

Zeit/Temperatur 30 min/RT 30 min/RT 30 min/RT 30 min/4 °C i/N /4°C

Die Membran wird anschlieBend 2h bei RT mit einer Losung des zweiten, biotinylierten
Proteins (2 ug/ml) inkubiert. Die Uberpriifung der Interaktion erfolgt mit AP-gekoppeltem

Streptavidin zur Detektion des biotinylierten Proteins (Wu, Li et al. 2007).

3.3.8 Protein-Phospholipid-Interaktion

3.3.8.1 Liposomen Zentrifugationsexperiment
Die Bindung von rekombinantem Protein an Liposomen stellt ein einfaches Verfahren dar um

die Interaktion von Proteinen mit Membranen zu bestimmen.

3.3.8.1.1 Generierung der Liposomen mittels , Freeze-Thaw-Sonication“-Methode
Die verwendeten Liposomen wurden ausschlieBlich aus dem Phospholipid Phosphatidylcholin
generiert. Die Pri-Liposomen wurden freundlicherweise von B.Sc. Jan Wiese (Institut fur

Biochemie der Pflanzen, HHU Disseldorf) bereitgestellt.

e Phospholipide (final 3 % Phosphatidylcholin (PC)) werden in Puffer (50 mM
K-gluconat, 100 mM Tricin-KOH pH 7,6) gel6st, auf Eis sonifiziert und mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren (bereitgestellt von Jan Wiese).

e Die Pri-Liposomen werden bei RT aufgetaut, zehnmal 10 sek sonifiziert (Ultraschall-
wasserbad) und tiber eine PD-10 Sdule isoliert.

— Die PD-10 Sdule wird fiinfmal mit 5 ml Puffer (100 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI
pH 7,8) equlilibriert und mit 1 ml aufgetauter Pri-Liposomen-Emulsion beladen.

— Die Emulsion wird vollstindig durch die Sdule laufen gelassen und der Durchfluss
verworfen.

— Die Elution erfolgt mit 3 ml Puffer. Die Liposomen werden eluiert, wenn der

Durchfluss trub wird.
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¢ Die Liposomen werden aufgefangen und umgehend fiir den Bindeassay eingesetzt.

3.3.8.1.2  Bindung von Proteinen an Phospholipidmembranen
Fir den experimentellen Ansatz werden die PC-Liposomen frisch iber die PD10-Siule
aufgereinigt. Die Proteinlésungen werden vor der Injektion zentrifugiert um potentielle

Proteinaggregate zu pelletieren.

¢ 5 pug rekombinantes 16sliches Protein in 50 ul PBS wird mit 50 pl frisch aufgereinigten
PC-Liposomen (s.0.) fur 20 min bei RT inkubiert.

e Die Liposomen werden fiir 15 min bei 16000 x g (Heraeus Zentrifuge Picol7) pelletiert,
der 16sliche Uberstand (100 ul) in ein neues ReaktionsgefaB iiberfiihrt und das
Liposomen-Pellet in 100 ul PBS resuspendiert.

e Die Auswertung erfolgt mittels Westernblotanalyse.

3.3.8.2 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

Mittels Oberflichenplasmonenresonanz kann die Interaktion von rekombinantem Protein mit
Phospholipid-Membranen quantifiziert werden. Dies geschieht durch die quantitative
Bestimmung der Schichtdicke im Nanometerbereich welche als Resonanz in RU (Resonanz
Units) wiedergegeben wird. Bindet das Protein an die Membran, so erhoh sich die
Schichtdicke und folglich die Resonanz. Die Experimente werden im Forschungszentrum
Julich im ,Institute of Complex Systems®, Strukturbiochemie (ICS-6) unter Anleitung von
Dr. Bernd Konig und Yu-Fu Hung durchgefiihrt. Simtliche Puffer werden steril filtriert und
entgast. Die Proteinlésungen werden vor der Injektion zentrifugiert um potentielle

Proteinaggregate zu pelletieren.

3.3.8.2.1 Beschichtung des Sensorchips mit Phospholipidmembranen

e Der Sensorchip L1 (mit 2 Durchflusszellen) wird durch Injektion von 20 mM CHAPS
regeneriert.

e Die Beschichtung des Sensorchips mit Membran erfolgt durch die Injektion von 100 pl
Liposom-Emulsion in PBS (bereitgestellt durch Yu-Fu Hung) bei einer Fluss-
geschwindigkeit von 2 ul/min.

— Als Phospholipid wird 1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholin (POPC) verwendet.

e Die Membran wird durch mehrfache Injektionen von 20 ul 50 mM NaOH bei einer
Flussgeschwindigkeit von 20 ul/min geglittet, bis eine stabile Basislinie erreicht ist.

e Unspezifische Bindestellen werden durch eine Injektion von 20 ul 0,1 mg/ml BSA in
PBS bei einer Flussgeschwindigkeit von 20 pl/min abgesittigt.

e Der beschichtete Sensorchip kann nun fir Interaktionsstudien genutzt werden.
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3.3.8.2.2 Bindung von Proteinen an Phospholipidmembranen
Um die Interaktion von Proteinen mit Membranen zu untersuchen werden Proteinlésungen
unterschiedlicher Konzentrationen (0,5 puM, 5 uM) injiziert. Die Injektion erfolgt mit 20 pl

Proteinlésung in PBS bei einer Flussgeschwindigkeit von 20 ul/min.

3.3.8.3 Membran-Lipid-Streifen

Mit Membran-Lipid-Streifen kann die Interaktion von Proteinen mit spezifischen Lipiden

nachgewiesen werden.

e Der Lipid-Streifen wird /N bei 4 °C mit 3 % BSA (fettsidurefrei), 0,1 % Tween-20 in
PBS oder TBS blockiert.

e Der Streifen wird 1 h bei RT mit 3 ml 1 pg/ml rekombinantem His-Fusionsprotein, 3 %
BSA (fettsdurefrei), 0,1 % Tween in PBS oder TBS inkubiert.

e Der Streifen wird dreimal 5 min mit 0,1 % Tween-20 in PBS oder TBS gewaschen.

e Die Detektion erfolgt mit primidrem anti-His und sekundirem AP-gekoppeltem

Antik6rper in 3 % BSA (fettsdurefrei), 0,1 % Tween-20 in PBS oder TBS.

3.3.9 Generierung polyklonaler Antikoérper

Zur Generierung von polyklonalen Antikérpern werden Kaninchen mit 10xHis
Fusionsprotein immunisiert. Die Immunisierung und Gewinnung des Antiserums wird von
der Firma Furogentec durchgefiihrt. Pro Antikérper sind mindestens 800 pug sauberes
rekombinantes Protein noétig, da jeweils zwei Kaninchen mit je 100 ug in vier Schritten
immunisiert werden. Zunichst werden 400 ug gereinigtes rekombinantes Protein iber ein
10 % SDS-Gel aufgetrennt, das Volllingenprotein nach Coomassiefirbung ausgeschnitten und
tir die ersten zwei Immunisierungsschritte zur Firma Eurogentec gesandt. Fir die folgenden
zweil Immunisierungsschritte wird natives, gereinigtes rekombinantes Protein in PBS
verwendet. Optional kann ein weiterer Immunisierungsschritt mit nativem, gereinigtem

rekombinantem Protein durchgefiihrt werden.

3.3.9.1 Abreicherung polyklonaler Antikorper gegen HEp-2 Zellen
Eine schnelle aber Effiziente Methode die Spezifitit von Antiseren zu erhShen ist die
Abreicherung gegen HEp-2 Zellen. Dies kann zum einen gegen fixierte Zellen oder gegen

Zelllysat erfolgen.
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3.3.9.1.1  Abreicherung gegen fixierte Zellen

Ein konfluenter Zellrasen von HEp-2 Zellen in einer 25 cm® Zellkulturflasche wird
entweder 3 min mit Methanol oder 20 min mit 3 % PFA fixiert.

1,5 ml Antiserum werden 1:1 mit HBSS verdinnt und /N bei 4 °C gegen die fixierten
und HBSS-gewaschenen Zellen unter leichtem Schwenken abgereichert und bei -20 °C
gelagert.

Das abgereicherte Antiserum kann nun fir die Immunfluoreszenz oder Westernblot-

Analyse verwendet werden.

3.3.9.1.2  Abreicherung gegen Zelllysat

Das Zelllysat von HEp-2 Zellen wird mittels Westenblot auf eine PVDF-Membran
transferiert (3.3.3.4, S. 71).

Das Antiserum wird mit Blockierungslosung verdunnt (1:100 bis 1:1000) und 2 h bei RT

mit dem geblotteten Zelllysat inkubiert.
Die Antikdrperlésung wird aufgefangen und bei -20 °C gelagert.

Das abgereicherte Antiserum kann pur oder weiter verdinnt in Blockierungslésung fiir

Westernblot-Analysen verwendet werden.

3.3.9.2 Antigenreinigung polyklonaler Antikérper

Um die Spezifitit des Antiserums deutlich zu erhéhen kann der polyklonale Antikérper

mittels Antigenreinigung aufgereinigt werden. Hierzu wird das spezifische Antigen stabil an

eine NHS-Sepahrose gebunden (Amidbindung) welche folgend mit dem Antiserum inkubiert

wird um die spezifischen AntikGrper an das Antigen binden zu lassen. Nach mehreren

Waschschritten konnen die spezifischen polyklonalen Antikérper eluiert und aufgefangen

werden. Die Methode erfolgt nach ,,Using Antibodies: A Laboratory Manual*“ (Harlow and

Lane 1999) und nach Herstellerangaben. Fur die Antigenreinigung werden 2 ml Serum, 1 ml

NHS-Sepharose und 1 mg rekombinantes Protein benétigt.

1 ml NHS-Sepharose wird in einer Polypropylen Sdule (10 ml) mit Fritte gegeben und
mit 2 x 10 ml kaltem 1 mM HCI und 2 x 5 ml kaltem Kopplungspuffer gewaschen.

Die Proteinlosung in PBS (1 mg total) wird 1:1 mit Kopplungspuffer verdinnt und /N
bei 4 °C unter stindigem Invertieren inkubiert.

Um nicht reagierte NHS-Gruppen zu blockieren wird das gleiche Volumen
Blockierungslésung  hinzugegeben und 4h bei 4 °C unter stindigem Invertieren

inkubiert.
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3.4

Die NHS-Sepharose mit gebundenem Antigen wird fiinfmal alternieren mit 3 x 2 ml
Puffer 1 und Puffer 2 gewaschen und mit 2 ml Antiserum in 8 ml Puffer 1 fiir 2 h bei
4 °C unter stindigem Invertieren inkubiert.

Die Sepharose witd mit 2x 10 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5 und 2x 10 ml 10 mM
Tris/HCI, 500 mM NaCl gewaschen.

Die erste Elution (saure Elution) erfolgt mit 2 x 1,8 ml 100 mM Glycin pH 2,5. Die
Losung verbleibt dabei vor der Elution 5 min auf der Siule. Die Eluate werden getrennt
in je 200 ul 1 M Tris/HCl pH 9,0 aufgefangen um den pH-Wert zu neutralisieren.

Die zweite Elution (basische Elution) erfolgt mit 2 x 1,8 ml 100 mM Triethanolamin
pH 11,5. Die Losung verbleibt dabei vor der Elution 5 min auf der Sdule. Die Eluate
werden getrennt in je 200 ul 1 M Tris/HCI pH 7,5 aufgefangen um den pH-Wert zu
neutralisieren.

Der Antigen-gereinigte Antikorper wird aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Zellbiologische Methoden

3.4.1 Transfektion adhirenter Zellen mit TurboFect™

HEp-2 oder Hela 229 Zellen werden 24 h vor der Transfektion diinn (etwa 5 x 10*
Zellen) in einer mit Deckgldschen bestiickten 24 Well-Platte ausgesit.

Die Zellen werden vor der Transfektion mit 300 pl frischen DMEM+5-Zellkultur-
Medium tberschichtet.

Fir die Transfektion von Zellen eines Wells wird 1 pg Plasmid-DNA (Endotoxin-frei)
in 100 ul Serum-freiem DMEM-Medium verdinnt.

Zur verdiinnten Plasmid-DNA wird 2 ul TurboFect™ hinzugegeben, der Ansatz durch
leichtes Vortexen gemischt und fir 15 — 20 min bei RT inkubiert.

100 pl des Ansatzes werden tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben,
durch leichtes Schiitteln gut verteilt und fir 24h bei 37 °C und 6% CO, im
Brutschrank inkubiert.

Die Zellen kénnen 24 h nach der Transfektion fixiert, oder mit Chlamydien infiziert

werden.
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3.4.2 Loslichkeitstest chlamydialer Proteine mit Detergenzien

75 ul  gradientengereinigte Chlamydien werden 30 min bei 4°C und 21885x ¢
(15000 Upm/Heraeus Biofuge Primo R) pelletiett.

Das Chlamydienpellet wird vollstindig in 100 ul PBS resuspendiert (Ultraschall-
wasserbad) und auf 150 pl zur Detergenzienbehandlung aufgefullt:

- PBS

1 % Triton X-100

2 % Sarkosyl
1 % NP-40 und 50 mM DTT

Die Behandlung erfolgt fir 1h bei 37 °C unter wiederholtem Vortexen und
Ultraschallbehandlung (Ultraschallwasserbad).

Die Suspension wird 1h bei 4°C und 100000 x g (Ultrafuge Optima Max-E)
zentrifugiert.

Der Uberstand (150 ul) wird in ein neues ReaktionsgefaB tiberfiihrt und das Pellet
vollstindig in 150 ul PBS resuspendiert

Die Ansitze werden mit 57,7 ul Proteinblaumarker (4-fach) und 23 ul 1 M DTT versetzt
und 10 min bei 100 °C erhitzt.

3.4.3 Adhdsionsexperimente

3.4.3.1 Adhasionsanalyse mit Protein-beschichteten Latexkiigelchen

Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird mit HBSS gewaschen.

1 x 107 proteinbeschichtete, griin fluoreszierende Latexkiigelchen (3.3.5, S. 72) werden
in 300 pl Zellkultur-Medium aufgenommen, auf die HBSS-gewaschenen HEp-2 Zellen
gegeben und durch Schiitteln verteilt (zehnfacher Uberschuss).

Die Latexkiigelchen werden fiir 5 min bei 30 °C und 700 Upm (Rotanta 460R) auf die
Humanzellen zentrifugiert und 1h bei 37 °C und 6% CO, im Brutschrank zur
Adhision inkubiert.

Nicht gebundene Latexkiigelchen werden unter mikroskopischer Beobachtung durch

HBSS-Waschungen entfernt.
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Die Humanzellen mit adharierten Latexkiigelchen werden durch Inkubation mit 300 pl
Zell-Dissoziations-Lésung (10 min bei 37 °C) abgel6st, in ein neues Reaktionsgefil3
Uberfithrt und fir 20 min bei RT oder /N bei 4 °C mit 300 ul 3 % PFA fixiert.

Die fixierten Zellen werden fir 5 min bei 1000 x g (Heraeus Biofuge Primo R) pelletiert
und in 250 pul HBSS resuspendiert.

Die quantitative Analyse erfolgt durch Bestimmung der mittleren Fluoreszenz von
10000 HEp-2 Zellen mit gebundenen griin-fluoreszierenden Latexkigelchen
(FACSAria).

3.4.3.2 Adhdsionsanalyse mit I6slichem rekombinantem Protein

Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird 15 min bei 4 °C abgekuthlt und mit kaltem HBSS gewaschen.

Die Zellen werden mit 250 pl 100 pg/ml rekombinantem Protein in Zellkulturmedium
tberschichtet und fiir unterschiedliche Zeitpunkte (1 min, 15 min, 30 min und 60 min)
bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank oder 4 °C inkubiert.

Das Zellkulturmedium wird entfernt und die Humanzellen fiinfmal mit HBSS
gewaschen.

Die Humanzellen mit gebundenem rekombinantem Protein werden durch Inkubation
mit 200 ul Zell-Dissoziations-Lésung (10 min bei 37 °C) abgeldst, in ein neues
Reaktionsgefdl iberfihrt und 5 min bei 1000 x g (Heraeus Biofuge Primo R) pelletiert.
Das Zellpellet wird in 97,5 ul PBS resuspendiert mit 37,5 ul Proteinblaumarker (4-fach)
und 15 ul 1 M DTT versetzt (final 150 ul) und 10 min bei 100 °C erhitzt.

Die Auswertung erfolgt mittels Westernblotanalyse.

3.4.3.3 Adhdsionsexperiment mit CFSE-markierten chlamydialen EBs

Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird 15 min bei 4 °C abgekuthlt und mit kaltem HBSS gewaschen.

Die Zellen werden mit 250 ul 100 pg/ml rekombinantem Protein in Zellkultur-Medium
Uberschichtet und fiir 1 h bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank oder 4 °C inkubiert.

— Erfolgt die Inkubation bei 37 °C werden die Zellen nachfolgend erneut fiir 15 min

bei 4 °C abgekihlt.

Zu den vorbehandelten Zellen werden unterschiedliche IFUs (5 x 10°, 1 x 107, 2 x 10"
CFSE-markierter Chlamydien (3.3.6.1, S. 73) hinzugegeben und durch Schiitteln verteilt.

— Zur Kontrolle einer verminderten Adhidsion werden CFSE-markierte Chlamydien

15 min bei 4 °C mit 500 pg/ml Heparin in HBSS behandelt.
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e Die Zellen werden fiir 1 h bei 4 °C inkubiert um die Adhasion der CFSE-markierten

EBs zu erlauben, die Internalisierung jedoch zu verhindern.

e Das Zellkulturmedium wird entfernt und die Humanzellen dreimal mit kaltem HBSS
gewaschen.

e Die Humanzellen mit adhirierten CFSE-markierten EBs werden durch Inkubation mit
200 ul  Zell-Dissoziations-Losung (10 min  bei 4 °C) abgel6st, in  ein  neues

Reaktionsgefal tberfihrt und /N mit 3 % PFA fixiert.

e Die quantitative Analyse erfolgt durch Bestimmung der mittleren Fluoreszenz von

10000 HEp-2 Zellen mit gebundenen CFSE-markierten EBs (FACSAria).

3.4.4 Neutralisation der chlamydialen Infektion

3.4.4.1 Neutralisation der Chlamydialen Infektion mit Antikérpern

e 2x 10" IFUs gradientengereinigter chlamydialer EBs (3.1.2.5, S. 53) werden in 50 pl
Zellkultur-Medium mit unterschiedlichen Verdunnungen (1:10, 1:100 und 1:1000) Pra-
Immunserums oder Antiserums fiir 2 h bei 4 °C inkubiert.

e Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird HBSS gewaschen, mit 250 ul Zellkultur-Medium tiberschichtet und 2 h bei 37 °C
und 6 % CO, mit den vorbehandelten EBs (MOI = 20) im Brutschrank infiziert.

e Das Medium wird abgenommen und die infizierten Zellen vorsichtig mit 1 ml
Chlamydienkultur-Medium (1,2 pg/ml Cycloheximid) je Vertiefung tiberschichtet.

e Das Chlamydienwachstum erfolgt fiir 50 Stunden (C. preumoniae) bei 37 °C und 6 %
CO, im Brutschrank.

e Die Zellen werden 5 min Methanol-fixiert und die FEinschlisse mittels direkter
Immunfluoreszenz angefirbt (Pathfinder 1:6).

e Zur quantitativen Analyse wird mikroskopisch die Anzahl an chlamydialen Einschlissen

in zehn Gesichtsfeldern bestimmt.

3.4.4.2 Neutralisation der chlamydialen Infektion mit rekombinantem Protein
e Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird mit HBSS gewaschen.

e Die Zellen werden mit 250 pl 100 pg/ml rekombinantem Protein in Zellkultur-Medium
Uberschichtet und fiir unterschiedliche Zeitpunkte bei 37 °C und 6% CO, im

Brutschrank inkubiert.
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Die vorbehandelten HEp-2 Zellen werden mit gradientengereinigte EBs (3.1.2.5, S. 53)

fir 2 h bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank infiziert (MOI = 20).

— Zur Kontrolle einer verminderten Infektion werden gradientengereinigte EBs 15 min
bei 4 °C mit 500 pg/ml Heparin in HBSS behandelt.

Das Medium wird abgenommen und die infizierten Zellen vorsichtig mit 1 ml

Chlamydienkultur-Medium (1,2 pg/ml Cycloheximid) je Vertiefung tiberschichtet.

Das Chlamydienwachstum erfolgt fiir 50 Stunden (C. pneumoniae) oder 24 Stunden

(C. trachomatis) bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank.

Die Zellen werden 5 min Methanol-fixiert und die Einschliisse mittels direkter

Immunfluoreszenz angefirbt (Pathfinder 1:6).

Zur quantitativen Analyse wird mikroskopisch die Anzahl an chlamydialen Einschlissen

in zehn Gesichtsfeldern bestimmt.

3.4.5 Endozytoseexperimente

3.4.5.1 Internalisierungsexperiment chlamydialer EBs

Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)

wird 15 min bei 4 °C abgekuhlt und mit HBSS gewaschen.

Die Zellen werden mit 250 ul 100 pg/ml rekombinantem Protein in Zellkultur-Medium

Uberschichtet, fir 1 h bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank inkubiert und 15 min bei

4 °C abgekiihlt.

Zu den behandelten Zellen werden 2x 10" IFUs chlamydialer EBs hinzugegeben

(MOI = 20) und der Ansatz fiir die Adhédsion 1 h bei 4 °C inkubiert.

— Zur Kontrolle einer verminderten Internalisierung werden chlamydiale EBs 15 min
bei 4 °C mit 500 pg/ml Heparin in HBSS behandelt.

Die Internalisierung der EBs erfolgt fiir 2 h bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank.

Uberschiissige EBs werden durch fiinfmaliges Waschen mit HBSS entfernt.

Der Zellrasen wird mit 15 min mit 300 ul 0,5 x Trypsin/ EDTA-Losung bei 37 °C und

6 % CO, im Brutschrank inkubiert um sowohl die HEp-2 Zellen vom Wellgrund als

auch die adhirierten, nicht internalisierten EBs von der Zelloberfliche abzul6sen.

Die infizierten Zellen werden 5 min bei 1000 x g (Heraeus Biofuge Primo R) pelletiert,

in 1 ml HBSS resuspendiert und erneut 10 min bei 250 x g (Heraeus Biofuge Primo R)

pelletiert um nicht internalisierte EBs zu entfernen.
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e Die DNA infizierter Zellen wird isoliert (3.2.4.1, S. 60) und die Internalisierung mittels
Real-Time-PCR auf 200 ng DNA mit GAPDH und 16S Oligonukleotiden bestimmt
(3.2.8,S. 63).

3.4.5.2 Blockierung der Endozytose mit chemischen Inhibitoren

Um spezifische Mechanismen der Endozytose der Humanzellen zu inhibieren werden
chemische Inhibitoren eingesetzt. Die Zellen werden mit dem Inhibitor in Serum-freiem
Medium vorbehandelt (s.u.). Beim Adhiasionsexperiment mit 16slichem rekombinantem
Protein (3.4.3.2, S.81) und Neutralisationsexperiment der Chlamydialen Infektion mit
rekombinantem Protein (3.4.4.2, S.82) wird der Inhibitor ebenfalls bei der Protein-
Behandlung hinzugefiigt. Beim Neutralisationsexperiment wird der Inhibitor mit dem

Medienwechsel entfernt.

Inhibitor Wirkung Behandlungszeit Konzentration
. Depolymerisierung von .
Cytochalasin D Aktin 45 min 20 uM
Dynasore Inhibierung von 30 min 0,1 mM
Dynamin
. Zerstorung der Integritit .
Methyl-B-Cyclodextrin von Lipid Rafts 60 min 5 mM
. Laterale Zertérung von )
Nystatin Lipid Rafts 30 min 30 pg/ml

3.4.5.3 Internalisierung Protein-beschichteter Latexkiigelchen

e Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird mit HBSS gewaschen.

e 5x 10° proteinbeschichtete, griin fluoreszierende Latexkiigelchen (3.3.5, S. 72) werden
in 300 pl Zellkultur-Medium aufgenommen, auf die HBSS-gewaschenen HEp-2 Zellen
gegeben und durch Schiitteln verteilt (fiinffacher Uberschuss).

e Die Latexkiigelchen werden fir 5 min bei 30 °C und 700 Upm (Rotanta 460R) auf die
Humanzellen zentrifugiert und 4h bei 37 °C und 6% CO, im Brutschrank zur
Adhision und Internalisierung inkubiert.

e Nicht gebundene Latexkiigelchen werden unter mikroskopischer Beobachtung durch
HBSS-Waschungen entfernt.

e Die Humanzellen werden fir 10 min mit 3% PFA fixiert und extrazellulire
proteinbeschichtete Latexkiigelchen mit spezifischem primirem und Alexa594-

gekoppeltem sekundirem Antikérper ohne Permeabilisierung gefirbt.
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Zur Auswertung wird mikroskopisch die Anzahl internalisierter (nicht gefirbter) und

extrazellulirer (gefirbter) Latexktgelchen in zehn Gesichtsfeldern bestimmt.

3.4.5.4 Bestimmung der allgemeinen Endozytose humaner Zellen

Das Protokoll ist eine Abwandlung des Zelloberflichen-Protein-Isolationskits der Firma

Thermo Scientific.

3.4.5.4.1 Mikroskopische Analyse der Endozytose

Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in 24 Well-Platten (1 x 10° Zellen pro Well)
wird mit zweimal mit HBSS gewaschen mit 1 ml Zellkultur-Medium tberschichtet und
20 min bei 4 °C abgekiihlt um biologische Prozesse der Zelle zu unterbinden.

Die abgekiihlten Zellen werden dreimal mit kaltem HBSS gewaschen und oberflichen-
zugingliche Molekiile (e.g. Proteine) fiir 30 min bei 4 °C mit 1 ml 0,25 mg/ml EZ-Link-
Sulfo-NHS-SS-Biotin reversibel biotinyliert.

Die Reaktion wird durch Zugabe von 50 ul 1 M Tris/HCI pH 7,8 (50 mM final) fir
15 min bei 4 °C abgestoppt.

Die biotinylierten Zellen werden zweimal mit HBSS gewaschen, mit 1 ml Zellkultur-
Medium tberschichtet und 30 min bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank inkubiert um
Endozytose zuzulassen.

Die Zellen werden dreimal mit kaltem HBSS gewaschen, mit 500 pl kaltem 50 mM DTT
in HBSS tberschichtet und 1 h bei 4 °C inkubiert um oberflichenzugingliches Biotin
durch Reduktion der Disulfidbriicke zu entfernen.

Die Zellen werden 10 min mit 3 % PFA fixiert und mit 2 % Saponin permeabilisiert.

Die Analyse erfolgt durch Detektion des Biotins mit Streptavidin-Qdot(605).

3.4.5.4.2 Analyse der Endozytose mittels Westernblot

Ein 80 % konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in einer 25 cm® Zellkulturflasche wird
zweimal mit HBSS gewaschen mit 2 ml Zellkultur-Medium tberschichtet und 20 min
bei 4 °C abgekiihlt um biologische Prozesse der Zelle zu unterbinden.

Die abgekiihlten Zellen werden dreimal mit kaltem HBSS gewaschen und oberflichen-
zugingliche Molekiile (e.g. Proteine) fiir 30 min bei 4 °C unter stindigem Schwenken
mit 3 ml 0,5 mg/ml EZ-Link-Sulfo-NHS-SS-Biotin reversibel biotinyliert.

Die Reaktion wird durch Zugabe von 150 ul 1 M Tris/HCl pH 7,8 (50 mM final) fir
30 min bei 4 °C unter stindigem Schwenken abgestoppt.

Die biotinylierten Zellen werden dreimal mit 50 mM Tris/HCl pH 7,8 gewaschen und

mit 2 ml 100 pg/ml rekombinantem Protein in Zellkultur-Medium tberschichtet.
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e Die Zellen werden zunichst 15 min bei 4 °C inkubiert, gefolgt von 20 min bei 37 °C um
Endozytose zu ermdglichen.

e Die Zellen werden dreimal mit kaltem HBSS gewaschen, mit 3 ml kaltem 50 mM DTT
in HBSS tuberschichtet und 30 min bei 4 °C inkubiert um oberflichenzugingliches
Biotin durch Reduktion der Disulfidbriicke zu entfernen.

e Die Zellen werden dreimal mit eiskaltem HBSS gewaschen, in 2 ml eiskaltem HBSS mit
Hilfe eines sterilen Zellschabers vom Flaschengrund gel6st und die Suspension in ein
Reaktionsrohrchen (2 ml) Gberfihrt.

e Dic Zellen werden fir 5min bei 4°C und 1000 x g (Heraeus Biofuge Primo R)
pelletiert, in 150 ul HBSS mit Proteaseinhibitor (1:10) resuspendiert und mit 50 pl
Proteinblaumarker (4-fach) versetzt 10 min bei 100 °C erhitzt (kein DTT!).

3.4.5.5 Endozytose von biotinyliertem rekombinanten Protein

¢ Rekombinantes Protein wird mit EZ-Link-Sulfo-NHS-SS-Biotin reversibel biotinyliert
(3.3.6.3,S. 74).

e Ein 80 % konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in einer 25 cm® Zellkulturflasche wird
zweimal mit HBSS gewaschen mit 2 ml Zellkultur-Medium tiberschichtet und 20 min
bei 4 °C abgekiihlt um biologische Prozesse der Zelle zu unterbinden.

e Das Medium wird abgenommen, dutch 2ml Zellkultur-Medium mit 100 pg/ml
biotinyliertem, rekombinantem Protein ersetzt und die Zellen 15 min bei 4 °C zur
Bindung des Proteins inkubiert.

e Die Zellen werden anschlieBend fur die Adhisions- und Debiotinylierungskontrolle
20 min bei 4 °C fur die Endozytose 20 min bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank
inkubiert.

e Die Zellen werden dreimal mit eiskaltem HBSS gewaschen und fir die
Debiotinylierungskontrolle und Endozytose 30 min bei 4 °C mit 2 ml 50 mM DTT in
HBSS inkubiert um oberflichenzugingliches Biotin durch Reduktion der Disulfidbriicke
zu entfernen. Fur die Adhisionskontrolle werden die Zellen mit 2 ml HBSS bei 4 °C
inkubiert.

e Die Zellen werden dreimal mit eiskaltem HBSS gewaschen, in 2 ml eiskaltem HBSS mit
Hilfe eines sterilen Zellschabers vom Flaschengrund gel6st und die Suspension in ein
Reaktionsrohrchen (2 ml) Gberfihrt.

e Dic Zellen werden fir 5min bei 4°C und 1000 x g (Heraeus Biofuge Primo R)
pelletiert, in 150 ul HBSS resuspendiert und mit 50 ul Proteinblaumarker (4-fach)
versetzt 10 min bei 100 °C erhitzt (kein DTTY).
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3.4.6 ,Pull Down“ zur Identifizierung humaner Interaktionspartner

400 pg rekombinantes Protein werden fiir 30 min auf Eis mit 20-fachem Uberschuss

EZ-Link-Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert (3.3.6.3, S. 74).

Die Reaktion wird durch Zugabe von 1 M Tris/HCI pH 8 auf 50 mM final tiber Nacht

auf Eis abgestoppt und auf 4 ml mit Zellkultur-Medium aufgefillt (100 pg/ml final).

Ein konfluenter Zellrasen HEp-2 Zellen in einer 80 cm® Zellkulturflasche wird zweimal

mit HBSS gewaschen mit der Proteinlésung tberschichtet und durch Schwenken

verteilt.

Die Bindung des biotinylierten rekombinanten Proteins an die HEp-2 Zellen erfolgt fuir

1 h bei 37 °C und 6 % CO, im Brutschrank.

Der Uberstand wird abgenommen, die Zellen zweimal mit kaltem HBSS gewaschen und

alle Interaktionen mit 4 ml 1 mM Vernetzer in HBSS fiir 2 h bei 4 °C stabilisiert.

— Die reversible Vernetzung erfolgt zum einen mit zellpermeablen DSP zum anderen
mit zellimpermeablen DTSSP.

Die Reaktion wird durch Addition von 80 ul 1 M Tris/HCI pH 7,5 (20 mM final) fur

15 min bei RT abgestoppt.

Die Zellen werden mit HBSS gewaschen, in 5ml HBSS mit Hilfe eines sterilen

Zellschabers vom Flaschengrund gelost und die Suspension in ein Zentrifugations-

r6hrchen (10 ml) uberfihrt.

Die Zellen werden fiir 10 min bei 4 °C und 2800 Upm (Rotanta 460R) zentrifugiert und

das Zellpellet in 500 ul RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitor (1:10) resuspendiert.

Zur Lyse werden die Zellen 5 sek bei 10 % Leistung mit dem Ultraschallstab (Sonoplus

HD2200) beschallt, 4/N auf Eis inkubiert und nochmals sonifiziert (5 sek, 10 %

Leistung).

Das Lysat wird weitere 6 h auf Eis inkubiert und 2 min bei 13000 Upm (Heraeus

Biofuge pico) zentrifugiert.

250 ul Streptavidin-Agarose werden dreimal mit 500 ul PBS gewaschen (Spin-Siule) und

auf der Siule mit dem Uberstand des Zelllysats fiir 10 min bei RT unter stindigem

Invertieren inkubiert um den Biotin-Protein-Interaktionspartner-Komplex zu binden.

Die Siule wird 1 min bei 500 x g (Heraeus Zentrifuge Picol7) zentrifugiert und die

Agarose funfmal mit 500 ul PBS gewaschen.

Zur Losung des Vernetzers wird die Agarose 30 min bei 37 °C mit 100 pl 50 mM DTT

in PBS inkubiert.
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e Die Elution des Interaktionspartners erfolgt durch Zentrifugation fiir 1 min bei 500 x g
(Heraeus Zentrifuge Picol7).

e Dem Eluat (~80 ul) werden 25 ul Proteinblaumarker (4-fach) hinzugefigt und der
Ansatz 10 min bei 100 °C erhitzt.

e Zur Analyse wird 40pul des Eluats auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen. Zur
bestmdéglichen Detektion werden die Proteine im Gel fixiert (3.3.3.3.1, S.70). Zur
Identifizierung werden die Banden méglichst genau ausgeschnitten und fiir die massen-
spektrometrischen Analyse zur Zentralen Bioanalytik des Zentrums fiir Molekulare

Medizin Koln gesandt (3.3.4, S. 72).

3.5 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Analysen werden mit dem FACSAria (BD Biosciences)
durchgefiihrt. Es erlaubt die Analyse von Einzelzellen in Suspension auf der Grundlage von
Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Die Bedienung des FACS-Gerites erfolgt durch
Klaus L. Meyer.

3.6 Mikroskopie
Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgt entweder mit dem Axioskop 50 (Zeiss) oder
im Institut fir Genetik der HHU Disseldorf am Konfokalmikroskop LSM 510. Zur

Aufnahme und Bearbeitung von Bildern dient die jeweilige Software (Image Pro Plus

[Axioskop], AxioVision 3.4 und ZEN11 [LSM 510]).

3.6.1 Fixierung humaner Zellen

Zur mikroskopischen oder durchflusszytometrischen Analyse werden Zellen entweder mit

Methanol oder PFA fixiert.

e Die zu fixierenden Zellen werden dreimal mit HBSS gewaschen und folgend mit 200 pl
Methanol oder 3 % PFA zur Fixierung tiberschichtet.
— Die Methanol-Fixierung erfolgt fiir 5 min bei RT.
— Die PFA-Fixierung erfolgt fiir 10 min, bei Infektionen fiir 20 min bei RT.

¢ Die Fixierungslosung wird abgenommen, die Zellen mit HBSS gewaschen, anschliefend

Uberschichtet und kénnen bei 4 °C gelagert werden.
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3.6.2 Permeabilisierung PFA-fixierter Zellen

PFA-fixierte Zellen miissen vor der Firbung permeabilisiert werden. Dies erfolgt entweder
durch Behandlung der fixierten Zellen fiir 30 min mit 0,2 % Triton X-100 oder 2 % Sarkosyl.
Bei der Permeabilisierung mit Sarkosyl ist die Anwesenheit von 0,5 % Sarkosyl auch wahrend
der Firbung notwendig. Durch diese Behandlung sollten intra-chlamydiale Protein nicht

zuginglich sein (Knudsen, Madsen et al. 1999; Moelleken and Hegemann 2008; Wuppermann,
Molleken et al. 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010).

3.6.3 Immunfluoreszenz

Die Detektion chlamydialer und humaner Proteine erfolgt entweder mittels direkter oder

indirekter Immunfluoreszenz.

3.6.3.1 Detektion humaner und chlamydialer Proteine

e Fixierte Humanzellen werden dreimal mit PBS gewaschen, mit 25pl primir-
Antikorperlésung tiberschichtet und standardmifig 30 min bei 30 °C inkubiert.

— Bei der direkten Immunfluoreszenz handelt es sich um einen fluoreszenzmarkierten
Antikérper.

e Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen, mit 25 ul fluoreszenzmarkierter
seckundir-Antikorperlosung  Gberschichtet und  standardmiBig 30 min  bei 30 °C
inkubiert.

— Bei der direkten Immunfluoreszenz entfillt dieser Schritt

e Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen, und kénnen optional fir 10 min bei RT
mit 1 pg/ml DAPI gefirbt werden.

e Das Glasplittchen wird entnommen, das Priparat unter einem Luftstrom getrocknet
und mit dem Zellrasen nach unten auf ein Objekttriger mit einem Tropfen Vectashield
gelegt und mit Nagellack versiegelt.

e Die Proben koénne bei 4 °C im Dunkeln gelagert werden.

3.6.3.1.1  Detektion von Lipid Rafts

Die Detektion von Lipid Rafts erfolgt mit dem klassischen Marker Choleratoxin
Untereinheit B (CT-B) als FITC-Konjugat, welches mit dem Gangliosid GMI1 eine
spezifischen Bestandteil des Lipid Rafts erkennt.

e Zur Detektion von Lipid Rafts auf lebenden Zellen werden diese fiir 15 min bei 4 °C

mit 10 ug/ml FITC-CT-B in 250 ul Zellkultur-Medium inkubiert.
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e Zur Detektion von Lipid Rafts auf fixierten Zellen werden diese fiir 30 min bei 30 °C

mit 10 pg/ml FITC-CT-B inkubiert.

3.6.3.1.2 Lokalisation von rekombinantem Protein auf adhdrenten Zellen

e FEin semikonfluenter Zellrasen humaner HEp-2 Zellen wird 15 min bei 4 °C abgekuthlt
und dreimal mit kaltem HBSS gewaschen.

e Die Zellen werden 15 min bei 4 °C mit 20 ug/ml rekombinantem Protein in 250 pl
Zellkultur-Medium inkubiert, anschlieBend intensiv. mit HBSS gewaschen (5x) und
10 min mit 3 % PFA fixiert.

— Zur parallelen Detektion von Lipid Rafts wird der Losung zusitzlich 10 pug/ml
FITC-CT-B zugesetzt.

e Die Zellen werden mit Saponin permeabilisiert. Die Detektion des rekombinanten
Proteins erfolgt tber den His-Tag mit primiarem Maus-anti-His Antikérper und
fluoreszenzmarkiertem sekundirem AntikGrper.

— Die Membran der Zelle kann optional mit fir 30 min bei 30 °C 2 pug/ml

fluoreszenzmarkiertem WGA (Wheat germ agglutinin) gefirbt werden.
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die im Hefe-Oberflichenexpressionssystem identifizierten,
potentiellen Adhisine Yaal, Yaa2 und Yaa3 zu charakterisieren. Hierzu sollte zunichst
rekombinantes Protein erzeugt werden um Antikérper gegen Yaal, Yaa2 und Yaa3 zu
generieren. Mit Hilfe dieser Antikorper sollte dann die Expression und Lokalisierung der
potentiellen Adhisine geklirt werden. Zudem sollten die adhisiven Eigenschaften der
potentiellen Adhisine mit rekombinantem Protein bestitigt werden um folgend den humanen
Interaktionspartner zu identifizieren. AbschlieBend sollte die Funktion der potentiellen
Adhisine in der chlamydialen Infektion beschrieben werden.

Im Folgenden wird die Charakterisierung der potentiellen Adhisine nach absteigender, im

Hefe-Oberflichenexpressionssystem beobachteter Bindestirke abgehandelt.

4.1 Charakterisierung des potentiellen Adhasins Yaa3

Das hypothetische, 18 kDa-Protein Yaa3 zeigte im Hefe-Oberflichenexpressionssystem die
stirkste Bindeeigenschaft (Fechtner 2009). Yaa3 ist ein innerhalb der Familie Chlamydiaceae
hoch konserviertes Protein mit variablem N-Terminus (Aminosdure 1 bis 25) und einem
C-Terminus mit hoher Identitit (83 —91 %). Yaa3 besitzt zudem eine nicht weiter
charakterisierte DUF720-Domine (Aminosdure 33 —1506), die spezifisch in chlamydialen
Proteinen gefunden wird. Zunichst sollte rekombinantes Yaa3-Volllingenprotein in E. co/i

erzeugt und aufgereinigt werden, um weitere Analysen vorzunehmen.

4.1.1 Expression und Aufreinigung von rekombinantem Yaa3

Die Expression und Aufreinigung von rekombinantem Yaa3 (rYaa3) erwies sich als sehr
problematisch. Zunichst wurde versucht, Yaa3 in dem neu generierten Expressionsvektor
pFT25 mit zehnfachem, C-terminalen His-Tag zu exprimieren. Hierzu wurden sowohl
unterschiedliche E. ¢/ Stimme (XL ;blue, Origami, BL21 und Rosetta) (Abbildung 4.1 A, B)
als auch unterschiedliche Temperaturen (20 °C, 25 °C, 30 °C und 37 °C) getestet (Daten nicht
gezeigt). Nach der Induktion konnte Yaa3,,,,, in Westernblots bei der erwarteten Laufhéhe
von etwa 20 kDa nachgewiesen werden, jedoch war die Expression fiir die Aufreinigung nicht
stark genug (Abbildung 4.1 A-C). Die Koexpression von Yaa3,,,, mit verschiedenen
Chaperonen der Chaperon-kodierenden Plasmide pGro7 (groES, groEL) und pG-KJES8
(dnaK, dna], grpE, groES, groEL) zeigte eine deutliche Verbesserung der Expression
(Abbildung 4.1 D). Bei pGro7 war die Expression deutlich stirker als bei pG-KJES.
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Nachfolgend konnte Yaa3,, ., aber leider weder unter nativen noch unter denaturierenden
Bedingungen aufgereinigt werden (Abbildung 4.1 E).
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Abbildung 4.1: Expressions- und Aufreinigungsversuche von rekombinantem Yaa3ioxis

A: Uberpriifung der Expression von rYaa3iomis im E. co/i Expressionsstamm BIL21. Die Induktion der
Expression erfolgte bei einer ODgoo von etwa 0,6 (tg) mit 1 mM IPTG. Die Expression erfolgte fir 4 h bei 37 °C
(ts). Die Detektion erfolgte mittels Coomassiefirbung oder primirem Maus-anti-His (1:2000) und sekundirem
AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500). rYaa31oxmis (19 kDa), M: PageRuler, Pfeil: rYaa3oxmis

B: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur ﬂberpriifung der Expression von Yaa3iosmis in verschiedenen E. col-
Stimmen. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODgoo von etwa 0,6 (tg) mit 1 mM IPTG. Die
Expression erfolgte fiir 4 h bei 37 °C (t4).

C: Westernblotanalyse zur Uberpriifung der Expression von Yaa3ioxiis in verschiedenen E. cw/i-Stimmen (B). Die
Detektion erfolgte mittels primidrem Maus-anti-His (1:2000) und sekundidrem AP-gekoppelten anti-Maus
Antikérper (1:7500).

D: Uberpriifung der Expression von rYaa3iosss im E. co/i Bxpressionsstamm XILiblue mit der Hilfe von
Chaperonen. Die Induktion der Expression von rYaa3jouis erfolgte bei einer ODgoo von etwa 0,6 (to) mit 1 mM
IPTG. Die Induktion der Expression der Chaperone erfolgte tber 1 mg/ml Arabinose (Gro7, KJES) und
2 mg/ml Tetrazyklin (KJE8). Die Expression etfolgte fur 4 h bei 37 °C (t4). Die Detektion etfolgte mittels
Coomassiefirbung oder primirem Maus-anti-His (1:2000) und sekunddrem AP-gekoppelten anti-Maus
Antikérper (1:7500).

E: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberpriifung der Aufreinigung von rYaa3. Die induzierten E- co/i Zellen
wurden in PBS mit 1 mM PMFS, Proteaseinhibitor (1:100), 0,5 mg/ml Lysozym und 1 % Triton /N auf Eis
lysiert. Der lI6sliche Uberstand wurde mit Ni-NTA-Agarose inkubiert und unspezifische Proteine durch
Waschschritte mit je 10 ml 20 mM Imidazol und 50 mM Imidazol entfernt. Das rYaa3ioxis wurde anschlieBend
mit 500 mM Imidazol eluiert.
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Die Expression im Expressionsvektor pKM32 (N-terminaler, sechsfacher His-Tag) und die
periplasmatische Expression tber eine pelB-Sequenz lieferte ebenfalls kaum detektierbares
rYaa3 Protein (Daten nicht gezeigt, studentisches Laborpraktikum)

Auch die Aufreinigung von rYaa3 tber ein GST-Yaa3,,,, Fusionsprotein war leider erfolglos.
Die Expression von GST-Yaa3,;, im E. co/i Stamm Rosetta war zwar erfolgreich (Abbildung
4.2 A), jedoch konnte das GST-Yaa3 . -Fusionsprotein kaum an die GST-Agarose gebunden
und somit nur in relativ geringen Mengen isoliert werden (Abbildung 4.2 B). Zudem wiesen
die Eluate hohe Kontaminationen auf. Daher wurde Yaa3,,, mittels PreScission-Protease
vom GST-Fusionsprotein abgespalten und spezifisch tiber den His-Tag aufgereinigt. Diese

Aufreinigung war allerdings nicht erfolgreich (Abbildung 4.2 C).
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Abbildung 4.2: Expressions- und Aufreinigungsversuche von rekombinantem GST-Yaa3swis

A: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberprifung der Expression von GST-Yaa3emis im E. coli
Expressionsstamm Rosetta. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODgoo von etwa 0,6 (to) mit 1 mM
IPTG. Die Expression erfolgte fir 4h bei 37°C (t4). tGST-Yaa3emis (46 kDa), M: PageRuler,
Stern: GST-Yaa3xmis

B: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberpriifung der Aufreinigung von rGST-Yaa3emis. Die induzierten E- coli
Zellen wurden in PBS mit 1 mM PMFS, Proteaseinhibitor (1:100), 0,5 mg/ml Lysozym und 1 % Ttiton /N auf
Eis lysiert. Der 16sliche Uberstand wurde mit GST-Agarose inkubiert und unspezifische Proteine durch
Waschschritte mit 2x 10 ml Waschpuffer entfernt. Das rGST-Yaa3enis wurde anschlieBend mit 10 mM
reduziertem Glutathion eluiert.

C: Uberpriifung der Aufreinigung von Yaa3eis nach Spaltung von GST-Yaa3emis mittel PreScission-Protease.
Das GST-Yaa3emis Fusionsprotein wurde /N mit PreScission-Protease verdaut und der Ansatz mit Ni-NTA-
Agarose inkubiert. Unspezifische Proteine wurden durch zwei Waschschritte mit je 10 ml 20 mM Imidazol und
60 mM Imidazol entfernt. Das rYaa3smis wurde anschlieBend mit 500 mM Imidazol eluiert. Die Detektion
erfolgte mittels Coomassiefirbung oder primiarem Maus-anti-His (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-
Maus Antikérper (1:7500). Yaa3smis (19 kDa). Pfeil: Yaa3exmis

Da in einem anderen Projekt auch die Expression und Aufreinigung des C. trachomatis
Homologs CT849 zu gleichen Problemen fihrte, wurde die Analyse der beiden anderen
potentiellen Adhisine Yaal und Yaa2 vorgezogen und die Analyse von Yaa3 im Rahmen

dieser Arbeit eingestellt.
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4.2 Charakterisierung des potentiellen Adhdsins Yaa2

Yaa2 wies im Hefe-Oberflichenexpressionssystem die zweitstirkste Adhidsion an humane
HEp-2 Zellen auf (Fechtner 2009). Das hypothetische, 36 kDa-Protein  ist
Transkriptionsanalysen zu folge spit hochreguliert (Murra unveréffentlicht). Es weist lediglich
Homologe in C. caviae, C. felis und C. abortus auf und besitzt N-terminal eine vorhergesagte
Transmembrandomine (Aminosaure 1 —29). Yaa2 wurde bereits als Oberflichenlokalisiert
beschrieben und erfillt somit die Grundvoraussetzung eines Adhisins (Montigiani, Falugi et
al. 2002).

4.2.1 Expression und Aufreinigung von rekombinantem Yaa2

Die Expression von rekombinantem Yaa2, ohne die als Transmembrandomine
vorhergesagten ersten 29 Aminosduren, erfolgte mit zehnfachem C-terminalem His-Tag
(tYaa2,,,;,) (Abbildung 4.3 A). Nach der Aufreinigung enthielten die ersten drei
Elutionsfraktionen etwa 4 mg/ml natives tYaa2,, Protein (Abbildung 4.3 B).
Rekombinantes Yaa2,, ., (34 kDa) konnte mittels Coomassiefirbung und anti-His Antikérper

in etwa bei der erwarteten Lauthohe von 34 kDa detektiert werden (Abbildung 4.3 B, C).

>
1
B é:f Elution c

~\"&

Coomassie Coomassie aHis

Abbildung 4.3: Expression, Aufreinigung und Nachweis von rekombinantem Yaa2

A: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberpriifung der Expression von Yaa2iosnis im E. co/i Expressionsstamm
Origami. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODgoo von etwa 0,6 (to) mit 1 mM IPTG. Die
Expression erfolgte fiir 4 h bei 37 °C (t4). rYaa2 oxmis (34 kDa), M: PageRuler

B: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberpriifung der Aufreinigung von rYaa2. Die induzierten E- /i Zellen
wurden in PBS mit 1 mM PMFS, Proteaseinhibitor (1:100), 0,5 mg/ml Lysozym und 1 % Triton /N auf Eis
lysiert. Der lésliche Uberstand wurde mit Ni-NTA-Agarose inkubiert und unspezifische Proteine durch
Waschschritte mit je 10 ml 20 mM Imidazol und 60 mM Imidazol entfernt. Das rYaa2iocnis wurde anschlieBend
mit 500 mM Imidazol eluiert.

C: Westernblotanalyse von gereinigtem rYaa2iomis. Die Detektion erfolgte mit primdrem Maus-anti-His (1:2000)
und sekunddrem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500).
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Eine weitere, sehr schwache Bande war bei etwa 70 kDa erkennbar, die damit auf der Hohe
des doppelten berechneten Molekulargewichts lief. Das auf diese Weise aufgereinigte
rYaa2,, ., wurde verwendet, um zwei Kaninchen zu immunisieren und Antikérper gegen

Yaa2 zu generieren.

4.2.2 Expression und Lokalisierung von Yaa2 in der chlamydialen Infektion

Der generierte anti-Yaa2 AntikOrper wurde genutzt, um zu Uberpriifen, ob und wann das
hypothetische Protein Yaa2 im Infektionszyklus exprimiert wird und wo Yaa2 in der Infektion
lokalisiert.

Fir die Expressionstberprifung wurden humane HEp-2 Zellen fur unterschiedliche
Zeitpunkte mit C. pneumoniae infiziert und die Gesamtzellproteinprobe auf Yaa2 Gberpruft.
Zur Ladekontrolle wurden die Proben mit anti-3-Aktin Antikorper entwickelt (Abbildung 4.4
A). Die Detektion mit anti-DnaK Antikérper, gerichtet gegen ein konstitutiv exprimiertes
chlamydiales Protein, diente der Uberpriifung der Anzahl chlamydialer Partikel. Hierbei
konnte ein starker Anstieg der Bandenintensitit von 24 hpi zu 48 hpi beobachtet werden, der
auf die starke Replikation der Chlamydien in diesem Zeitraum zuriickzufithren ist. Nach
48 hpi beginnt die asynchrone Redifferenzierung der RBs in EBs, weshalb das DnaK-Signal
zwischen 48 hpi und 72 hpi nur leicht anstieg und dann nahe zu konstant blieb.

Bei der Inkubation mit anti-Yaa2 Antikorpern konnte das Protein erstmals 48 hpi
nachgewiesen werden. Diese Bande lief bei etwa 50 kDa und damit deutlich hoher als dem
berechneten Molekulargewicht von Yaa2 (36 kDa) entsprechend. Da die 50 kDa Bande im
Zelllysat von unifizierten Humanzellen nicht nachgewiesen werden konnte, ist davon
auszugehen, dass es sich bei dem detektierten 50 kDa-Protein um Yaa2 handelt. Die Intensitat
der Yaa2-Bande nahm jedoch im Gegensatz zur DnaK-Kontrolle bis 96 hpi weiter zu. Somit
wird Yaa2, beginnend zwischen 24 hpi und 48 hpi, spit im Infektionszyklus exprimiert.

Neben der Expressionsanalyse wurde die Lokalisation von Yaa2 in der Infektion
mikroskopisch bestimmt. Die Firbung infizierter Humanzellen 72 hpi mit dem Pri-
Immunserum zeigte keine spezifischen Signale im chlamydialen Einschluss sondern lediglich
schwache, unspezifische Hintergrundsignale im Zytoplasma der Humanzelle (Abbildung 4.4
B). Fur die Firbung von Yaa2 mussten die anti-Yaa2 Antikorper mittels Antigenreinigung aus
dem Antiserum aufgereinigt werden. Zudem wurden die Zellen mit 3 % PFA fixiert und mit
0,2% Triton permeabilisiert, um die Zellmembranen der Humanzelle und die
Inklusionsmembran fiir die Antikérper durchgingig zu machen, jedoch eine Firbung von

intrazelluliren, chlamydialen Proteinen zu verhindern (Knudsen, Madsen et al. 1999;
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Moelleken and Hegemann 2008; Wuppermann, Molleken et al. 2008; Moelleken, Schmidt et
al. 2010).

B 72 hpi

72 96 DNA Pra-lmmunserum

c 72 hpi Giberlagert 72 hpi vergréRert

DNA

Yaa2

Abbildung 4.4: Expression und Lokalisation von Yaa2

A: Westernblots zur Uberpriifung der Expression von Yaa2. Jeweils 2 kleine Zellkulturflaschen wurden mit
C. pnenmoniae fir unterschiedliche Zeitpunkte infiziert. Die Zellen wurden geerntet und Ganzzellproteinproben
generiert. Die geblotteten Proteine wurden mittels Guanidin-HCl-Gradienten renaturiert. Die Detektion erfolgte
mit primirem Antigen-gereinigtem Kaninchen-anti-Yaa2 Antikérper (1:250), Maus-anti-DnaK (1:500) oder
Maus-anti-B-Aktin  (1:3000) Antikérper und sekunddrem Ap-gekoppeltem anti-Kaninchen oder anti-Maus
Antikérper (1:7500). Yaa2 (36 kDa), DnaK (71 kDa), 8-Aktin (42 kDa), Proteinmarker: PageRuler

B: Uberpriifung des Pri-Immunserums. Humane HEp-2 Zellen wurden 72 hpi mit C. preumoniae infiziert, mit
Methanol fixiert und mit DAPI (1:1000) und primirem Yaa2-Pri-Immunserum (1:25) und sekundirem
Alexa488-gekoppeltem anti-Kaninchen Antikérper (1:200) gefdrbt. Lingenmarker: 10 um

C: Humane HEp-2 Zellen wurden mit C. preumoniae infiziert und 24 hpi und 72 hpi far 10 min mit 3 % PFA
fixiert und mit 0,2 % Triton permeabilisiert. Die Firbung erfolgte mit DAPI (1:1000) und primdrem Antigen-
gereinigtem Kaninchen-anti-Yaa2 Antikérper (pur) und sekundirem Alexa488-gekoppelten anti-Kaninchen
Antikorper. Lingenmarker = 10 pm, in der Vergréerung 2,5 um

Sowohl frith (24 hpi) als auch spit (72 hpi) in der Infektion konnte ein spezifisches Yaa2-
Signal im chlamydialen Einschluss detektiert werden (Abbildung 4.4 C). Das Signal war

punktiert, wobei eine Kolokalisation mit der chlamydialen DNA trotz Verwendung eines
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antigengereinitgen AntikGrpers nicht gezeigt werden konnte. Das punktierte Signal lasst zwar
vermuten, dass Yaa2 mit den chlamydialen Partikeln assoziiert ist, jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Yaa2 im FEinschlusslumen punktuell lokalisiert. Die Firbung
zeigte jedoch eindeutig, dass Yaa2 weder in der Einschlussmembran akkumuliert, noch eine
spezielle Lokalisation aulerhalb des Einschlusses im Zytoplasma der Humanzelle aufweist.
Eine, fur die Adhisine OmcB und Pmp21 typische, das chlamydiale Partikel umrundende,
ringférmige Lokalisation von Yaa2 konnte hier nicht beobachtet werden (Moelleken and

Hegemann 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010).

4.2.3 Yaa2-Antikorper neutralisieren die chlamydiale Infektion nicht
signifikant

Die Expressions- und Lokalisationsanalyse von Yaa2 in der C. pmeumoniae Infektion deutete

darauf hin, dass Yaa2 spit im Infektionszyklus exprimiert wird und entweder auf der

Oberfliche von EBs zuginglich ist, oder ins Lumen des Einschlusses sekretiert wird. In einer

vorangegangenen Studie konnte allerdings bereits die Oberflichenlokalisation von Yaa2 auf

C. pneumoniae EBs gezeigt werden (Montigiani, Falugi et al. 2002).

——————-
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Abbildung 4.5: Vortbehandlung der chlamydialen EBs mit anti-Yaa2 Antikorper

Chlamydiale EBs wurden fiir 2 h bei 4 °C entweder mit dem Pri-Immunserum oder Antiserum in verschiedenen
Verdinnungen (1:10, 1:100 oder 1:1000) inkubiert. AnschlieBend wurden 1x10° HEp-2 Zellen mit den
vorbehandelten EBs infiziert (MOI=20). Die Infektiositit wurde 50 hpi bestimmt, indem mikroskopisch die
Anzahl der gebildeten Einschlisse in 10 Gesichtsfeldern unter 40-facher ObjektvergréBerung gezahlt wurden.
Die Vorbehandlung der EBs mit Pri-Immunserum der jeweiligen Verdinnung wurde auf 100 % Infektion
gesetzt. Die Experimente wurden in Dubletten durchgefithrt (n=3). * p = 0,05

A: Serum gegen OmcB, B: Serum gegen EFTu, C: Serum gegen Yaal

Sollte es sich bei Yaa2 um ein neues chlamydiales Adhasin handeln, das eine essentielle Rolle

in der Adhision einnimmt, so sollte die Vorbehandlung der infektiosen EBs mit dem anti-
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Yaa2 Antikorper die Adhidsion und folglich die Infektion vermindern. Hierzu wurden
Antikérper-Neutralisationsexperimente durchgefiihrt, wobei die chlamydialen EBs vor der
Infektion entweder mit Pra-Immunserum oder Antiserum behandelt wurden.

Als Positivkontrolle wurden EBs mit Serum gegen das bekannte Adhidsin OmcB vorinkubiert.
Bei der Vorbehandlung der EBs mit anti-OmcB Antiserum nahm die Infektion mit
steigernder AntikOrpermenge stetig ab (Abbildung 4.5 A). Die stirkste Reduktion der
Infektion auf 49,1 £ 3,9 % war bei der 1:10 Verdinnung sichtbar. Als Negativkontrolle
wurden EBs mit Serum gegen das intra-chlamydiale Protein EFTu vorbehandelt. Mit
Infektionsraten von 99,8 = 1,5 % (1:1000), 99,1 £ 3,2 % (1:100) und 98,3 = 2,6 % (1:10)
konnte hier keine signifikant verminderte Infektion beobachtet werden (Abbildung 4.5 B).
Wurden die EBs mit anti-Yaa2 Antiserum vorinkubiert, so war die Infektion bei der 1:1000
Verdunnung nicht vermindert (95,6 * 2,6 %). Die Verwendung einer Verdiinnung von 1:100
respektive 1:10 fihrte zu einer sehr schwachen, aber signifikanten (p = 0,05) Reduktion der
Infektion auf 94,1 £ 1,7 % respektive 92,0 £ 5,4 %.

Dabher konnte festgehalten werden, dass anti-Yaa2-Antikorper die Infektion chlamydialer EBs

sehr schwach, aber signifikant verminderten.

4.2.4 Rekombinantes Yaa2 besitzt keine adhasiven Eigenschaften

Da anti-Yaa2 Antikorper die chlamydiale Infektion nur sehr schwach verschlechterten, wurde
die, im Hefe- Oberflichenexpressionssystem beobachtete, Adhisivitit von Yaa2 mit
rekombinantem Protein in zwei unterschiedlichen experimentellen Ansitzen Gberpruft. Zuerst
wurde die Bindefdhigkeit mit Protein-beschichteten, griin fluoreszierendern Latexkigelchen
an humane HEp-2 Zellen bestimmt. Die Bindungseigenschaften von Invasin (Inv) und der
Bindedomine von OmcB (OmcB-BD) konnten in diesem Testsystem bereits gezeigt werden
(Dersch and Isberg 1999; Fechtner 2009) und wurden daher als Positivkontrollen verwendet.
Die Latexklgelchen wurden mit 100 pg/ml rekombinantem Protein beschichtet. Die
Uberpriifung der Beschichtungsqualitit ergab, dass in etwa gleiche Mengen an rYaa2,, ;. und
cstOmMeB-BD g, auf den Latexkiigelchen nachweisbar waren (Abbildung 4.6 A). Die Bande
von Invasin (Inv,y, o) war um etwa die Hilfte schwicher als die von ¢;OmcB-BD ... Die
Beschichtung der Latexkiigelchen mit GST,;, war nochmals um etwa das Finffache
ineffizienter.

In der Analyse des Bindeexperimentes zeigten sowohl die mit Invasin beschichteten
Latexkiigelchen, deren Bindefihigkeit auf 100 £ 7,8 % Adhision normiert wurde, als auch die
OmcB-beschichteten Latexkiigelchen (102 £ 14,1 %) eine starke Bindung an HEp-2 Zellen.
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Abbildung 4.6: Bindung von rekombinantem Yaa2 an humane HEp-2 Zellen

A-C: Bindung von Protein-beschichteten Latexkiigelchen an humane Zellen. 1x10° griin fluoreszierende, 1,1 um
Latexkiigelchen wurden mit 100 pg/ml rekombinantem Protein gekoppelt. Diese wurden im 10-fachen
Uberschuss mit 1x10° HEp-2 Zellen fiir 1h bei 37 °C inkubiert, anschlieBend unter mikroskopischer
Beobachtung gewaschen, abgel6st und PFA-fixiert. Die Bestimmung des Adhisionsverhaltens erfolgte durch
Bestimmung der mittleren Fluoreszenz von 10000 HEp-2 Zellen mittels FACS-Aria. Die Experimente wurden in
Tripletts durchgefithrt (n=3).

A: Westernblot zur Bestimmung der Beschichtung von 5x107 Latexkiigelchen detektiert mit primirem Maus-anti-
His-Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:7500). GSTemis (26 kDa),
Inv497 6xmis (50 kDa), gsTOmeB-BDeyis (35 kDa), Yaa2ioxmis (34 kDa), Proteinmarker: PageRuler

B: Quantitative Auswertung der Bindung griin fluoreszierender Latexkiigelchen an 10000 HEp-2 Zellen. Die
Bindung der Invasin-gekoppelten Latexkiigelchen wurde auf 100 % Adhision gesetzt.

C: Reprisentative Darstellungen der FACS-Ausgabedatei mit Gegeniiberstellung der Intensitit der Fluoreszenz
(X-Achse) gegen die Zellzahl (Y-Achse) der HEp-2 Zellen.

D: Reprisentative Westernblots der Bindung von rekombinantem Protein an HEp-2 Zellen. 1x10¢ humane
HEp-2 Zellen wurden 15 min bei 4 °C vorgekihlt und anschlieBend mit 250 pl Medium mit 100 pg/ml
rekombinantem Protein unter angegebener Temperatur fiir unterschiedliche Zeitpunkte inkubiert und
anschlieBend intensiv gewaschen. Die Bestimmung des Bindeverhaltens erfolgte tiber Westernblotanalyse durch
Detektion mit primdrem Maus-anti-His Antikérper (1:2000) und sekunddrem AP-gekoppelten anti-Maus
Antikérper (1:7500). Invagr sxhis (50 kDa), GSTexris (26 kDa), Yaa2ioxmis (34 kDa), Proteinmarker: PageRuler

Dagegen wiesen die als Negativkontrollen verwendeten BSA- und GST-beschichteten

Latexkiigelchen lediglich eine schwache Adhision von 5,1 £1,4 % respektive 13 = 0,7 % auf.
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Hierbei ist jedoch zu berticksichtigen, dass die Beschichtungsqualitit der GST-gekoppelten
Latexkiigelchen deutlich schlechter war als die der Positivkontrollen.

Die mit rYaa2,, ,-beschichteten Latexkiigelchen adhirierten mit 22,9 £ 15,4 % Adhision
nicht signifikant besser an humane HEp-2 Zellen als die Negativkontrollen. Somit konnte in
diesem experimentellen Ansatz die adhisive Figenschaft von Yaa2 nicht bestitigt werden.

Um die Adhisionsfihigkeit weiter abzukliren wurde ein weiteres Bindeexperiment mit
l6slichem rYaa2,,,, durchgefihrt, in dem die Bindung an die Humanzelle direkt in
Abhingigkeit der Expositionszeit iiberpriift werden konnte.

Als Positivkontrolle wurden HEp-2 Zellen mit rekombinantem Invasin (Inv,y, .y inkubiert.
Bereits nach 15 min Inkubationszeit war eine deutliche Bande detektierbar, deren Intensitit
mit zunehmender Inkubationszeit nicht signifikant anstieg (Abbildung 4.6 D oben links).
GSTyy welches als Negativkontrolle diente, konnte zu keinem Zeitpunkt an die
Humanzellen gebunden vorgefunden werden, ist aber in der Ladekontrolle deutlich sichtbar
(Abbildung 4.6 D unten links).

Auch bei der Inkubation der Humanzellen mit rYaa2 ., konnte das Protein zu keinem
Zeitpunkt detektiert werden. Hierbei spielte es keine Rolle, ob die Inkubation bei 37 °C oder
4 °C stattfand (Abbildung 4.6 D rechts oben, unten). Wie auch bei GST,, war rYaa2,,,, in
der Ladekontrolle deutlich sichtbar, so dass auch mit diesem experimentellen Ansatz die
Bindefihigkeit von rYaa2 nicht nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend konnte die Bindefihigkeit von Yaa2 in zwei unterschiedlichen
experimentellen Ansidtzen mit rekombinantem Protein nicht bestitigt werden. Sollte es
allerdings fir die Adhision oder Internalisierung der EBs wichtig sein, sollte dies in

Neutralisationsexperimenten mit rYaa2 sichtbar sein.

4.2.5 Rekombinantes Yaa2 besitzt schwache neutralisierende Wirkung

Um die Wirkung von rYaa2 auf die Infektion zu iberprifen wurden Neutralisations-
experimente mit rekombinantem Protein durchgefihrt. Hierbei werden humane HEp-2 Zellen
vor der Infektion mit rekombinantem potentiellen Adhisin behandelt, so dass dieses den
natirlichen humanen Interaktionspartner bindet und diesen folglich gegen das Adhisin auf
der Oberfliche der EBs abschirmt. Dies resultiert in einer verminderten Adhision und
demzufolge einer verminderten Infektion.

Zur Auswertung des Experiments wurde die Infektion PBS-vorbehandelter Humanzellen auf
100 £ 2,3 % normiert (Abbildung 4.6 A). Die Vorbehandlung der HEp-2 Zellen mit
200 pg/ml BSA als unspezifisches Protein dnderte die Infektionsrate nicht (96,9 £ 7,0 %).

Zum Vergleich einer deutlich reduzierten Infektion wurden chlamydiale EBs mit Heparin
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vorbehandelt, was zu einer deutlich verminderten Infektion von 8,7 £ 1,3 % fuhrte. Die
Vorbehandlung der Humanzellen mit 200 pg/ml rekombinantem Yaa2,,,, resultierte in einer
leicht aber signifikant reduzierten Infektionsrate von 70,5 £ 3,8 %. Auch bei der Inkubation
mit 100 pg/ml Yaa2,,,,;, war die Infektion mit 78,5 % 9,2 % signifikant reduziert. Die

Vorbehandlung mit geringeren Konzentrationen hatte hingegen keinen Einfluss auf die

<
. . g
Abbildung 4.7: Einfluss von rYaa2 auf die chlamydiale Infektion

A: 1x10° humane HEp-2 Zellen wutden fur 2 h bei 37 °C mit PBS, 200 ug/ml BSA odet unterschiedlichen

Konzentrationen an Yaa2iosuis vorinkubiert und anschlieBend infiziert (MOI=20). Als Kontrolle einer

Infektiositat.
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reduzierten Infektion dienten EBs, die mit 500 pug/ml Heparin fiir 15 min bei 4°C behandelt wurden. Nach 2 h
erfolgte ein Medienwechsel. Die Infektiositdt wurde 50 hpi bestimmt, indem mikroskopisch die Anzahl der
HEp-2 Zellen und der gebildeten Einschliisse in 10 Gesichtsfeldern unter 63-facher Objektvergro3erung gezihlt
wurden. Die Vorbehandlung der Humanzellen mit PBS wurde auf 100 % Infektion gesetzt. Die Experimente
wurden in Dubletten durchgefihrt (n=3).

B: Reprisentative mikroskopische Bilder der Infektion unter verschiedenen Vorbehandlungen der HEp-2 Zellen.
Die Einschiisse wurden mit Pathfinder (1:6) gefirbt.

Mit diesem experimentellen Ansatz konnte somit gezeigt werden, dass die Vorbehandlung
humaner HEp-2 Zellen mit hohen Konzentrationen an rYaa2,,,, zu einer leichten, aber
signifikanten Reduktion der Infektion fihrte. Somit lieferte dieses Experiment einen Hinweis

darauf, dass es sich bei Yaa2 tatsichlich um ein neues chlamydiales Adhasin handeln kénnte.

Zusammenfassend zeigte die Charakterisierung des potentiellen Adhisins Yaa2, dass es spit
im Infektionszyklus exprimiert wird. Die Vorbehandlung der infektiosen EBs mit spezifischen
anti-Yaa2 Antikorper konnte die Infektion nur sehr schwach neutralisieren. Auch die
Vorbehandlung der Humanzellen mit rYaa2 fihrte zu einer schwach reduzierten Infektion.
Die im Hefe-Oberflichenexpressionssystem identifizierte adhisive Eigenschaft von Yaa2

konnte mit rekombinantem Protein hingegen nicht bestitigt werden. Diese Daten liefern
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somit widerspriichliche Hinweise fiir die These, dass es sich bei Yaa2 um neues, chlamydiales

Adhisin handeln konnte.

4.3 Charakterisierung des potentiellen Adhasins Yaal

Yaal wurde im Hefe-Oberflichen-Expressionssystem als potentielles Adhisin gefunden, wies
jedoch im Vergleich zu den beiden anderen Yaa-Proteine die geringste Bindefihigkeit auf
(Fechtner 2009). Yaal ist ein 54 kDa, C. pnenmoniae-spezifisches, hypothetisches Protein, das
Expressionsanalysen zu Folge spit im Infektionszyklus hochreguliert wird (Murra
unveroffentlicht). Ansonsten waren keine publizierten Daten zu Yaal verfigbar. Auch die
Suche nach bekannten Dominen oder Transmembrandominen blieb erfolglos. Demnach
sollte zunichst rekombinantes Yaal-Volllingenprotein in E. c/i erzeugt und aufgereinigt

werden um weitere Analysen vorzunehmen.

4.3.1 Expression und Aufreinigung von rekombinantem Yaal

Die Expression von rekombinantem Yaal erfolgte mit zehnfachem C-terminalem His-Tag
(tYaal, ;) (Abbildung 4.8 A). Nach der Aufreinigung enthielten die ersten beiden
Elutionsfraktionen etwa 300 ug/ml natives rYaal, ,; Protein (Abbildung 4.8 B).
Rekombinantes Yaal,,y, (55 kDa) konnte mittels Coomassiefairbung und anti-His Antikérper
deutlich oberhalb der erwarteten Laufhche bei etwa 72 kDa detektiert werden (Abbildung
410 B, C). Im Coomassie-gefiarbten SDS-Gel war zu erkennen, dass das Protein sauber
aufgereinigt werden konnte mit mehreren Degradationsfragmenten geringer Intensitit bei
50 kDa, 40 kDa und 34 kDa aufwies (Abbildung 4.8 B). Im Westernblot, waren diese Banden
unterhalb der rYaal, ., Volllingenbande deutlich sichtbar (Abbildung 4.8 C). Eine weitere
prominente Bande war bei einer Lauthohe von etwa 55 kDa detektierbar. Da diese Banden
allerdings mittels His-Tag detektiert werden konnten, handelt es sich um Yaal-spezifische
Degradationsbanden. Das auf diese Weise aufgereinigte rYaal, ;, wurde verwendet, um zwei

Kaninchen zu immunisieren und AntikOrper gegen Yaal zu generieren.
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Abbildung 4.8: Expression, Aufreinigung und Nachweis von rekombinantem Yaal

A: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberpriifung der Expression von Yaaligis im E. co/i Expressionsstamm
Origami. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODgoo von etwa 0,6 (to) mit 1 mM IPTG. Die
Expression erfolgte fiir 4 h bei 37 °C (t4). rYaaloxmis (55 kDa), M: PageRuler

B: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel zur Uberpriifung der Aufreinigung von rYaal. Die induzierten E- co/i Zellen
wurden in PBS mit 1 mM PMFS, Proteaseinhibitor (1:100), 0,5 mg/ml Lysozym, 1 % Ttiton und 1 % Satrkosyl
/N auf Eis lysiert. Der 18sliche Uberstand wurde mit Ni-NTA-Agarose inkubiert und unspezifische Proteine
durch Waschschritte mit je 10 ml 50 mM Imidazol und 80 mM Imidazol entfernt. Das rYaaliowuss wurde
anschlieBend mit 500 mM Imidazol eluiert.

C: Westernblotanalyse von gereinigtem rYaaliosmis. Die Detektion erfolgte mit primédrem Maus-anti-His (1:2000)
und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikrper (1:7500).

4.3.2 Expression und Lokalisierung von Yaal in der chlamydialen Infektion

Der generierte anti-Yaal Antikérper wurde genutzt, um zu Uberpriifen, ob und wann das
hypothetische Protein Yaal im Infektionszyklus detektiert werden kann und wo Yaal in der
Infektion lokalisiert.

Zur Expressionsanalyse wurden zunichst humane HEp-2 Zellen fir vier unterschiedliche
Zeitpunkte mit C. pneumoniae infiziert und die Gesamtzellproteinproben auf Yaal Gberpriift.
Zur Ladekontrolle wurden die Proben mit anti-B-Aktin Antikérper entwickelt (Abbildung 4.9
A). Die Detektion mit anti-DnaK Antikérper, gerichtet gegen ein konstitutiv exprimiertes
Protein, diente der Uberpriifung der Anzahl chlamydialer Partikel.

Bei der Inkubation mit anti-Yaal Antiserum konnte erstmals 48 hpi eine Bande nachgewiesen
werden (Abbildung 4.9 A). Diese Bande lief bei etwa 72 kDa und damit hoher als nach dem
theoretischen Molekulargewicht von Yaal (54 kDa) vermutet, jedoch auf derselben Hohe wie
rYaal, . Da die spezifische 72kDa Bande in der Proteinprobe von unifizierten
Humanzellen nicht nachgewiesen werden konnte, ist davon auszugehen, dass es sich bei dem

detektierten 72 kDa-Protein um Yaal handelt. Zwischen 48 und 92 Stunden nach der
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Infektion konnte kein signifikanter Anstieg der Bandenintensitit beobachtet werden. Obwohl
in der Zeitkinetik bei 24 hpi, wobei der Einschluss ausschlieSlich mit RBs gefiillt sein sollte,
die spezifische 72 kDa Yaal-Bande nicht sichtbar war, konnte Yaal in Lysaten gereinigter EBs
und RBs nachgewiesen werden (Abbildung 4.9 B). Hierbei war Yaal isoliert aus EBs
groB3tenteils als  Volllingenprotein ~ detektierbar, wihrend bei RBs neben dem
Volllingenprotein eine deutlich intensivere Bande bei etwa 45 kDa sichtbar war. Bei dieser

Bande kénnte es sich um eine der prominenten Degradationsbanden von rekombinantem

Yaal,y;, handeln (Abbildung 4.8 B, C).
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Abbildung 4.9: Expression von Yaal in der chlamydialen Infektion

A-C: Westernblots zur Uberpriifung der Expression von Yaal.

A: Jeweils 2 kleine Zellkulturflaschen wurden mit C. prenmoniae fiir unterschiedliche Zeitpunkte infiziert. Die
Zellen wurden geerntet und Ganzzellproteinproben generiert. Die geblotteten Proteine wurden mittels Guanidin-
HCI-Gradienten renaturiert. Die Detektion erfolgte mit primdrem gegen HEp-2 Zellen abgereicherten
Kaninchen-anti-Yaal Antiserum (1:1000), Maus-anti-DnaK (1:500) oder Maus-anti--Aktin (1:3000) Antikérper
und sekundirem Ap-gekoppeltem anti-Kaninchen oder anti-Maus Antikérper (1:7500). Yaal (54 kDa), DnaK
(71 kDa), B-Aktin (42 kDa), Proteinmarker: PageRuler

B: RBs und EBS wurden 30 hpi respektive 72 hpi aufgereinigt und RB- bzw. EB-Proteinproben erstellt. Die
Detektion erfolgte mit primdrem Maus-anti-DnaK (1:500), Maus-anti-S1 (1:500) Antikérper oder gegen HEp-2
Zellen abgereicherten Kaninchen-anti-Yaal Antiserum (1:1000) und sekundirem AP-gekoppeltem anti-
Kaninchen oder anti-Maus Antikérper (1:7500). S1 (62 kDa)

C: Jeweils 2 kleine Zellkulturflaschen wurden mit C. preumoniae fir unterschiedliche Zeitpunkte infiziert. Die
Zellen wurden geerntet, mit 2 % SDS und 2 % Sarkosyl lysiert und Ganzzellproteinproben generiert. Die
Detektion erfolgte mit primidrem gegen Humanzellen abgereicherten Kaninchen-anti-Yaal Antiserum (1:1000)
Maus-anti-DnaK (1:500) oder Maus-anti-3-Aktin (1:3000) Antikérper und sekundirem Ap-gekoppeltem anti-
Kaninchen Antikérper (1:7500).
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Um die Expression von Yaal im Infektionszyklus detaillierter zu beschreiben, wurden Proben
einer Infektionszeitkinetik mit engeren Zeitabstinden generiert. Um den Nachweis von Yaal
zu maximieren wurden hierbei die infizierten Zellen vor der Generierung der
Gesamtzellproteinprobe mit 2 % SDS und 2 % Sarkosyl lysiert um mdoglichst alle Proteine in
Lésung zu bringen (Abbildung 4.9 C). Zu Beginn der Infektion (0 min) war die 72 kDa Yaal-
Bande ebenso wie die DnaK-Bande detektierbar. Mit voranschreitender Infektionsdauer (2 hpi
und 6 hpi) nahm die Intensitit der Yaal-Bande deutlich ab und blieb bis etwa 30 hpi kaum
nachweisbar. Ab 36 hpi konnte ein starker Anstieg der Intensitit der 72 kDa Yaal-Bande
beobachtet werden, die, wie in der vorangegangenen, kleineren Zeitkinetik (Abbildung 4.9 A),
im weiteren Verlauf der Infektion nicht intensiver wurde. Die Lyse der Zellen mit 2 % SDS
und 2 % Sarkosyl fithrte zur deutlichen Detektion weiterer Yaal-Fragmente bei etwa 68 kDa,
60 kDa, 45 kDa, 40 kDa und 35 kDa. Dennoch blieb das 72 kDa Yaal-Volllingenfragment
die am stirksten sichtbare Bande. Die 68 kDa-Bande ist hierbei ebenso wie die 72 kDa
Volllingenbande erstmals 36 hpi nachweisbar, wihrend das 60 kDa-Fragment erstmals 42 hpi
auftrat. Die kleinen 45 kDa-, 40 kDa- und 35 kDa-Banden waren erstmals 48 hpi deutlich
erkennbar. Die Intensititen aller Yaal-Fragmente nahmen tber die Infektion schnell zu und
blieben ab 54 hpi konstant hoch. Keines dieser Fragmente war in der Probe von nicht-
infizierten Zellen nachweisbar, weshalb sie alle sehr wahrscheinlich Yaal-Ursprungs sind. Da
die Redifferenzierung der RBs in die infektiosen EBs 48 hpi beginnt, wird Yaal bereits vor
diesem Schritt stark exprimiert.

Neben der Expressionsanalyse wurde die Lokalisation von Yaal in der Infektion
mikroskopisch bestimmt. Die Firbung von C. pnenmoniae-infizierten Humanzellen 72 hpi mit
dem Pri-Immunserum zeigte keine spezifischen Signale im chlamydialen Einschluss sondern
lediglich schwache, unspezifische Hintergrundsignale im Zytoplasma der Humanzelle
(Abbildung 4.10 A). Auch bei der Firbung nicht-infizierter HEp-2 Zellen mit dem anti-Yaal
Antiserum konnten nur schwache Hintergrundsignale beobachtet werden (Abbildung 4.10 B).
Dabher sind die Signale, die in der Infektion detektiert werden konnten, spezifisch fiir Yaal
(Abbildung 4.10 C). Sowohl 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi und 96 hpi konnten spezifische punktierte
Yaal-Signale im chlamydialen Finschluss detektiert werden. Das spezifische Yaal-Signal, dass
in der Expressionsanalyse 24 hpi nur schwach detektiert werden konnte, ist somit in der
Immunfluoreszenzmikroskopie deutlich sichtbar. Zu keinem der getesteten Zeitpunkte war
das spezifische Yaal-Signal in der Einschlussmembran oder im Zytoplasma der Wirtszelle
nachweis. Bei den sichtbaren, helleren Bereichen handelt es sich unspezifisches
Hintergrundsignal, dass auch in der Firbung mit dem Pra-Immunserum und in Firbungen

uninfizierter Zellen mit dem anti-Yaal Antiserum sichtbar war (Abbildung 4.10 A, B). Da die



4 Ergebnisse 106

Fixierung der Zellen mit Methanol erfolgte, konnte nicht bestimmt werden, ob Yaal auf der

Oberfliche chlamydialer Partikel lokalisiert oder nicht.

A 72 hpi B nicht infizierte HEp-2

anti-Yaal Antiserum

Pra-lImmunserum

DNA

Yaal

Abbildung 4.10: Lokalisation von Yaal in der chlamydialen Infektion

A: Uberpriifung des Pri-Immunserums. Humane HEp-2 Zellen wurden 72 hpi mi C. pneumoniae infiziert, mit
Methanol fixiert und mit DAPI (1:1000) und primirem Yaal-Pri-Immunserum (1:25) und sekundidrem
Alexa488-gekoppeltem anti-Kaninchen Antikérper (1:200) gefirbt. Lingenmarker: 10 pm

B: Nicht-infizierte humane HEp-2 Zellen wurden mit Methanol fixiert. Die Firbung erfolgte mit DAPI (1:1000)
und primidrem Kaninchen-anti-Yaal Antiserum (1:50) und sekundidrem Alexa488-gekoppelten anti-Kaninchen
Antikérper. Lingenmarker: 20 um

C: Humane HEp-2 Zellen wurden mit C. presmoniae infiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Methanol
fixiert. Die Firbung erfolgte mit DAPI (1:1000) und primirem Kaninchen-anti-Yaal Antiserum (1:50) und
sekundirem Alexa488-gekoppelten anti-Kaninchen Antikérper. Lingenmarker: 10 um

4.3.2.1 Yaalist auf der Bakterienoberflache exponiert

Die Grundvoraussetzung fiir ein potentielles chlamydiales Adhisin ist die Oberflichen-
zuginglichkeit, so dass es mit Interaktionspartner auf der Oberfliche der Humanzellen
interagieren kann. Daher wurde die Lokalisation von Yaal 72 hpi tberprift, da zu diesem

Zeitpunkt der Infektion der Einschluss fast ausschlieBlich mit infektidosen EBs geftllt ist.
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Abbildung 4.11: Oberflichenzuginglichkeit von Yaal

A: Humane HEp-2 Zellen wurden mit C. preumoniae infiziert, 72 hpi mit 3 % PFA fiir 10 min fixiert und mit
0,2 % Triton permeabilisiert. Die Firbung erfolgte mit DAPI (1:1000), primirem Maus-anti-MOMP (1:20) und
gegen fixierte Humanzellen abgereichertem Kaninchen-anti-Yaal Antiserum (1:50) und sekundirem Alexa594-
gekoppeltem anti-Maus und Alexa488-gekoppeltem anti-Kaninchen Antikérper (1:200). Lingenmarker: 12 pm

B: Ausschnitt aus A, Lingenmarker: 2 pm

C: Gradientengereinigte C. pneumoniae EBs wurden mit 150 pl PBS, 1 % Triton X-100, 2 % Sarkosyl oder 1 %
NP-40 und 50 mM DTT fir 1 h bei 37 °C inkubiert und wiederholt gevortext. Die behandelten EBs wurden bei
100.000 g fiir 1 h pelletiert. Die 150 ul Uberstand wurden in ein separates Reaktionsgefaf iiberfithrt und das EB-
Pellet in 150 ul PBS aufgenommen. Von beiden Fraktionen wurde Proteinproben erstellt und mittels
Westernblot analysiert. Die Detektion erfolgte mit primarem Kaninchen-anti-GroEL (1:500), Maus-anti-MOMP
(1:200), Ziege-anti-EFTu, (1:100), Maus-anti-S1 (1:500) und gegen HEp-2 Zellen abgeteichertem Kaninchen-
anti-Yaal (1:1000) Antiserum und sekundidrem AP-gekoppeltem anti-Kaninchen, anti-Ziege oder anti-Maus
Antikdrper (1:7500). GroEL1 (58 kDa), MOMP (42 kDa), S1 (62 kDa), EFTu (43 kDa) Yaal (54 kDa).
Proteinmarker: PageRuler
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Zudem wurden die Zellen mit 3 % PFA fixiert und mit 0,2 % Triton permeabilisiert, um die
Zellmembranen der Humanzelle und die Einschlussmembran fir die Antikérper durchgingig
zu machen, jedoch eine Firbung von intrazelluliren, chlamydialen Proteinen zu vermeiden
(Knudsen, Madsen et al. 1999; Moelleken and Hegemann 2008; Wuppermann, Molleken et al.
2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010). Fiar Yaal war unter PFA-Fixierung ein spezifisches
Signal sichtbar, was bedeutet, dass Yaal wahrscheinlich auf der Oberfliche chlamydialer EBs
zuganglich ist (Abbildung 4.11 A). Diese Signale erwiesen sich in der Ausschnittsvergroerung
als ringférmige Strukturen, welche die DNA des EBs zu umrunden schienen (Abbildung 4.11
B, links, Pfeil). Zudem konnte eine partielle oder vollstindige Kolokalisation mit dem EB-
oberflichenzuginglichen Protein MOMP nachgewiesen werden (Abbildung 4.11 B, Mitte
Pfeil). Solche, fur Yaal beobachteten, ringartigen Strukturen konnten bereits zuvor fir die
bekannten Adhisine OmceB und Pmp21 gezeigt werden (Moelleken and Hegemann 2008;
Moelleken, Schmidt et al. 2010).

Um die beobachtete Oberflichenzuginglichkeit von Yaal auf infektisen EBs biochemisch zu
bestitigen, wurden  Loslichkeitsexperimente ~ von — EB-Oberflichenproteinen — mit
unterschiedlichen Detergenzien durchgefihrt.

Zur Kontrolle wurden EBs mit PBS behandelt, was lediglich einen Grofiteil von GroEL1 von
der Oberfliche der EBs 16sen konnte, wihrend MOMP, S1, EFTu und Yaal in der EB-
Pelletfraktion verblieben (Abbildung 4.11, C). Die Loslichkeit von GroEL1 durch PBS-
Behandlung wurde bereits in einer fritheren Studie beschrieben (Wuppermann, Molleken et al.
2008).

Mit der Behandlung der EBs mit 2 % Sarkosyl, einem anionischen Detergenz, konnten
GroEL1 und das intra-chlamydiale Protein EFTu etwa zur Hilfte in den Uberstand gebracht
werden. Fin weiteres intra-chlamydiales Protein, S1, hingegen verblieb unter der
Sarkoslybehandlung groBtenteils im Pellet. Auch das oberflichenexponierte Protein MOMP
war nahezu ausschlieBlich in der Pelletfraktion nachweisbar. MOMP ist ein Teil des stark Giber
Disulfidbriicken vernetzten cOMC, der bekanntermallen Sarkosyl-unloslich ist (Caldwell,
Kromhout et al. 1981). Yaal konnte mit 2 % Sarkosyl gréBtenteils in den Iéslichen Uberstand
gebracht werden.

Bei der Behandlung mit 1% Triton, einem nicht-ionischen und nicht-denaturierendem
Detergenz, konnte GroEL1 etwa zur Hilfte in den Uberstand iiberfiihrt werden. Hingegen
waren die intra-chlamydialen Proteine EFTu und S1 sowie das cOMC-Protein MOMP
ausschliellich im EB-Pellet nachweisbar. Fir Yaal konnten unter 1% Triton spezifische

Yaal-Fragmente im I6slichen Uberstand mit Laufhéhen von etwa 60 kDa, 45 kDa, 40 kDa
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und 35 kDa detektiert werden, jedoch kaum Volllingen-Yaal Diese Fragmente konnten
bereits in der detaillierten Expressionskinetik von Yaal beobachtet werden (Abbildung 4.9 C).
Die Yaal-Fragmente waren ebenso, aber nur sehr schwach, in der Pelletfraktion sichtbar. Die
Hauptbande in der Pelletfraktion war die Yaal-volllingenspezifische 72 kDa Bande. In der
Gesamtheit war deutlich mehr Yaal im léslichen Uberstand als im Pellet nachweisbar.

Die Behandlung der EBs mit einem weitern nicht-ionischen Detergenz, NP-40, zeigte fiir alle
Proteine bis auf MOMP dasselbe Verteilungs- und Bandenmuster wie die Triton-Behandlung.
Da bei der NP-40-Behandlung zusitzlich DTT eingesetzt wurde, welches die Disulfidbriicken
des cOMC reduzieren kann und somit die Loslichkeit von Proteinen des cOMC erhéhen
sollte, konnten auch geringe Mengen von MOMP in den 16slichen Uberstand tiberfiihrt
werden.

Zusammenfassend deuteten sowohl die ringartigen Yaal-Strukturen, die chlamydiale EBs
72 hpi unter PFA-Fixierung umrundeten, als auch die Loslichkeitsanalyse mit Triton X100
und NP-40 darauf hin, dass es sich bei Yaal um ein oberflichenzugingliches Protein handelt.
Die Expressionsanalyse von Yaal zeigte zudem eine interessante Fragmentierung von Yaal in

der Infektion auf.

4.3.3 C. pneumoniae infizierte Menschen besitzen Antikérper gegen Yaal

Da Yaal mit der Oberflichenzuginglichkeit das Grundkriterium eines potentiellen Adhidsins
erfillte, konnte postuliert werden, dass C. preumoniae infizierte Menschen Antikorper gegen
Yaal entwickeln konnten. Daher wurden die Seren von sechs Pateinten mit nachgewiesener
C. pneumoniae Infektion auf anti-Yaal AntikOrper getestet. Alle Patientenseren wiesen
Antikérper gegen das immundominante Adhidsin OmcB auf, auch wenn die Detektion bei
Serum 2301 sehr schwach war (Abbildung 4.12). Ebenso konnten in allen Seren Antikérper
gegen das C. pneumoniae-spezifische Yaal-Protein nachgewiesen werden, wenn auch die
Bandenintensititen deutlich schwankend waren. Das C. pneumoniae-spezifische Protein
Cpn0677, dessen C. pnenmoniae ' TW-183 Homolog CpB0704 als immunodominant eingestuft
worden war (Bunk, Susnea et al. 2008), konnte hingegen nur mit drei der sechs getesteten
Seren detektiert werden.

Aus der serologischen Analyse ging demnach hervor, dass das potentielle Adhisin Yaal,

ebenso wie das Adhisin OmcB, stark immunreaktiv zu sein scheint.
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Abbildung 4.12: Immunreaktivitit von Yaal

A: Ladekontrolle der eingesetzten Proteine. OmcBeyis (60 kDa), Cpn06776ymis (41 kDa), Yaalioenis (55 kDa),
Proteinmarker: PageRuler

B: Westernblot zur Uberpriifung der Immunreaktivitit. 1 ug rekombinantes OmcBeris, Cpn0677xis und
Yaalioxis wurden geblottet, mittels Guanidin-HCl-Gradienten auf der Membran renaturiert und mit humanen
Seren (1:1000) und AP-gekoppeltem anti-Mensch Antikérper (1:7500) detektiert.

4.3.4 Yaal-Antikorper neutralisieren die chlamydiale Infektion

Da durch C. preumoniae infizierte Personen Antikérper gegen Yaal bilden (4.3.3, S. 109), Yaal
zudem sehr wahrscheinlich oberflichenexponiert ist (4.3.2.1, S.106) und im Hefe-
Oberflichen-Expressionssystem adhisive Eigenschaften zeigte (Fechtner 2009), wurde im
Folgenden die Bedeutung von Yaal in der Adhision und Internalisierung des EBs untersucht.
Hierzu wurden zunichst Antikérper-Neutralisationsexperimente durchgefiihrt, bei denen die
infektiésen EBs entweder mit dem Pri-Immunserum oder mit dem anti-Yaal Antiserum in
unterschiedlichen Verdiinnungen vorinkubiert wurden. Der Antikérper sollte hierbei das
Yaal-Protein binden und auf der EB-Obetfliche abschirmen, so dass es sich an fruhen
Prozessen der Infektion nicht mehr beteiligen kann.

Als Positivkontrolle wurden EBs mit Serum gegen das bekannte Adhidsin OmcB vorinkubiert.
Die Behandlung der EBs mit anti-OmcB Antiserum fithrte bei einer Verdinnung von 1:1000
zu einer Reduktion der Infektion auf 81,6 £ 0,6 % und bei einer Verdiinnung von 1:100 zur

Reduktion auf 66,9 * 2,5 % (Abbildung 4.13 A). Die stirkste neutralisierende Wirkung mit
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49,1 +39% wurde bei der hochsten Antikérperkonzentration beobachtet.  Als

Negativkontrolle diente Serum gegen das intra-chlamydiale Protein EFTu. So vorbehandelte
EBs zeigten mit Infektionsraten von 99,8 £1,5% (1:1000), 99,1 £3,2% (1:100) und
98,3 * 2,6 % (1:10) keine signifikant verminderte Infektion (Abbildung 4.13 B).

——————-
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Abbildung 4.13: Neutralisation der chlamydialen Infektion durch anti-Yaal Antikérper

Chlamydiale EBs wurden fir 2 h bei 4 °C entweder mit dem Pri-Immunserum oder Antiserum in verschiedenen
Verdinnungen (1:10, 1:100 oder 1:1000) inkubiert. AnschlieBend wurden 1x106 HEp-2 Zellen mit den
vorbehandelten EBs infiziert (MOI=20). Die Infektitsitit wurde 50 hpi bestimmt, indem mikroskopisch die
Anzahl der gebildeten Einschlisse in 10 Gesichtsfeldern unter 40-facher Objektvergrélerung gezihlt wurde. Die
Vorbehandlung der EBs mit Pri-Immunserum der jeweiligen Verdinnung wurde auf 100 % Infektion gesetzt.
Die Experimente wurden in Dubletten durchgefiihrt (n=3).

A: Serum gegen OmcB, B: Serum gegen EFTu, C: Serum gegen Yaal

Wurden die chlamydialen EBs mit einem 1000-fach verdinnten Antiserum gegen Yaal
vorinkubiert, so konnte im Vergleich zur Vorinkubation mit dem Pri-Immunserum eine
Reduktion der Infektion auf 83,3 £ 1,4 % beobachtet werden. Die Infektidsitit konnte bei
Verwendung hoherer Antikérperkonzentrationen von 1:100 und 1:10 auf 70,1 2,5 %
respektive 75,5 £1,8 % weiter reduziert werden (Abbildung 4.13 C). Hierbei war
bemerkenswert, dass im Vergleich zur Positivkontrolle OmcB, wo eine direkte Abhingigkeit
von verwendeter Antikérpermenge und Abnahme der Infektiositit bestand, fir Yaal bereits
bei einer Verdinnung von 1:100 die maximale Reduktion erreicht war. Zudem betrug die
maximale Reduktion der Infektion durch anti-Yaal Antikorper 30 % und war somit
schwicher als die Reduktion durch anti-OmcB Antikérper (50 %).

Mit diesem experimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass Anti-Yaal Antikorper das
Yaal Antigen auf der Oberfliche infektioser EBs erkennen, was zu einer verminderten
Infektiositat fihrte. Somit konnte die essentielle Bedeutung von Yaal in frihen Phasen der

Infektion aufgezeigt werden. In folgenden Experimenten sollte nun die mogliche Funktion

von Yaal wihrend der EB-Adhision geklart werden.
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4.3.5 Rekombinantes Yaal bindet an humane Zellen

Die vorangegangenen Experimente und die Antikérper-Neutralisation im Besonderen (4.3.4,
S. 110) hatten den Verdacht erhirtet, dass es sich bei Yaal um ein neues chlamydiales Adhdsin
handelt. Daher sollte die adhisive Eigenschaft des Proteins, die im Hefe-Oberflichen-
Expressionssystem beobachtet worden war und die Grundlage dieser Arbeit bildete, mit

rekombinantem Protein (rYaal) bestitigt werden.
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Abbildung 4.14: Bindung von rYaal an humane HEp-2 Zellen

A-F: Bindung von Protein-beschichteten Latexktgelchen an humane Zellen. 1x10° griin fluoreszierende, 1,1 um
Latexkiigelchen wurden mit 100 ug/ml (A-C) oder unterschiedlichen Konzentrationen (D-F) an tekombinantem
Protein gekoppelt. Diese wurden im 10-fachen Uberschuss mit 1x100 HEp-2 Zellen fiir 1 h bei 37 °C inkubiert,
anschlieBend unter mikroskopischer Beobachtung gewaschen, abgelést und PFA-fixiert. Die Bestimmung des
Adhisionsverhaltens erfolgte durch Bestimmung der mittleren Fluoreszenz von 10000 HEp-2 Zellen mittels
FACS-Aria. Die Experimente wurden in Tripletts durchgefiihrt (n=3).

A,D: Westernblot zur Bestimmung der Beschichtung von 5x107 Latexkiigelchen detektiert mit primdrem Maus-
anti-His-Antikérper  (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus-Antikérper  (1:7500).  GSTxris
(26 kDa), Invagr gxriis (50 kDa), gstOmcB-BDgnis (35 kDa), Yaaliowmis (55 kDa), Proteinmarker: PageRuler

B,E: Quantitative Auswertung der Bindung griin fluoreszierender Latexkiigelchen an 10000 HEp-2 Zellen. Die
Bindung der Invasin-gekoppelten Latexktgelchen (B) bzw. der mit 100 pug/ml Yaal-gekoppleten Latexkiigelchen
(E) wurde auf 100 % Adhision gesetzt.

C,F: Reprisentative Darstellungen der FACS-Ausgabedatei mit Gegeniiberstellung der Intensitit der Fluoreszenz
(X-Achse) gegen die Zellzahl (Y-Achse) der HEp-2 Zellen.

Dazu wurde die Bindung von rYaal,,;, an humane HEp-2 Zellen zunichst mit Hilfe grin

fluoreszierender Latexkiigelchen bestimmt (Abbildung 4.14 A-C). Hierbei war die
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Beschichtungsqualitit der Kigelchen trotz gleicher Proteinkonzentrationen, die zur
Beschichtung der Kigelchen eingesetzt wurden, deutlich unterschiedlich (Abbildung 4.14 A).
Die Beschichtung der Latexkiigelchen mit Invasin (Inv, gy) War um etwa den Faktor zwel
ineffizienter als die Beschichtung mit GST-OmcB-BD ;.. Die GST,;,-Bande war nochmals
um etwa das Finffache schwicher. Die Beschichtung mit rYaal ., war deutlich am
effektivsten und im Vergleich zu GST-OmcB-BD;, um das Funf- bis Zehnfache erhoht.
Zudem war die 72 kDa Yaal-Volllingenbande nicht die prominenteste, sondern das schon
zuvor beobachtete 45 kDa Fragment. Neben diesem Fragment konnten weitere Yaal-
Degradationsbanden bei etwa 55 kDa, 50 kDa, 40 kDa und 35 kDa ecindeutig auf den
Latexkiigelchen nachgewiesen werden. Mit dem folgenden Adhisionsexperiment war somit
keine quantitative, sondern nur eine qualitative Analyse der Bindefihigkeit von rYaal
moglich.

In der Analyse des Bindeexperimentes zeigten sowohl die mit Invasin beschichteten
Latexkiigelchen, deren Bindefihigkeit auf 100 £ 7,8 % Adhision normiert wurde, als auch die
OmcB-beschichteten Latexkiigelchen (102 = 14,1 %) als Positivkontrollen eine starke
Bindung an HEp-2 Zellen (Abbildung 4.14 B, C). Die Negativkontrollen BSA und GST
zeigten auf Latexkiigelchen lediglich eine schwache Adhidsion von 5,1 £1,4 % respektive
13 £ 0,7 %. Die mit rYaal,,;, beschichteten Latexkiigelchen wiesen mit 151,3 + 34,4 % die
stirkste Adhision auf. Allerdings ist hierbei zu beriicksichtigen, dass die Beschichtung der
Latexkiigelchen mit rYaal, ,, deutlich am stirksten war.

Im Folgenden wurde die Adhision von rYaal,,;, in Abhingigkeit der Proteinkonzentration
untersucht (Abbildung 4.14 D-F). Die Bandenintensititen der spezifischen 72 kDa rYaal-
Bande sowie der prominenten Degradationsfragmente nahm  mit sinkender
Kopplungskonzentration ab (Abbildung 4.14 D). Die Bindung der mit 100 pg/ml
beschichteten Latexktgelchen wurde auf 100 £7,8 % Adhision normiert (Abbildung 4.14 E,
F). Die mit 50 ug/ml und 25pug/ml Yaal-beschichteten Latexkiigelchen besal3en
Adhisionsraten von 81,5 = 21,7 % respektive 58,6 £ 9,9 % und adhirierten somit immer
noch stark an die humanen Zellen. Latexktgelchen, die mit 12,5 ng/ml rYaal, ,, gekoppelt
wurden wiesen mit 29,8 = 4,4 % Adhision immer noch eine zehnfach stirkere Bindefdhigkeit
als die BSA-Negativkontrolle auf (2,2 £ 1,1 %).

Diese Konzentrationskinetik zeigte somit, dass bereits geringe Mengen rYaal,, ; auf den
Latexktigelchen ausreichen um die Bindung an humane HEp-2 Zellen zu vermitteln. Die
Stirke der Adhision stand hierbei nahezu in direkter Abhingigkeit zur Menge an eingesetztem

Protein.
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Um die Adhisionsfihigkeit von rYaalweiter abzukliren wurde ein weiteres Bindeexperiment
mit l6slichem rYaal,,;, durchgefiihrt, in dem die Bindung an die Humanzelle direkt in
Abhingigkeit der Expositionszeit tiberpriift werden konnte.

Als Positivkontrolle wurden HEp-2 Zellen mit rekombinantem Invasin (Invy,; gy, inkubiert
(Abbildung 4.15 A). Bereits nach 15 min Inkubationszeit war eine deutliche Bande
detektierbar, deren Intensitit mit zunehmender Inkubationszeit nicht signifikant anstieg,
vermutlich weil die Bindestellen fiir Invasin bereits nach 15 min abgesittigt waren. GST
konnte zu keinem Zeitpunkt an die Humanzellen gebunden vorgefunden werden, ist aber in
der Ladekontrolle deutlich sichtbar (Abbildung 4.15 B). Die Inkubation der Humanzellen mit
rYaal,,,;, wies bereits nach 1 min eine schwache Bande auf (Abbildung 4.15 C). Nach 15 min
war eine starke Bande fir rYaal,,,;, nachweisbar. Die Bandenintensitit fir rYaal, ,,, nahm

mit der Zeit zu, was bedeutet, dass noch keine Sittigung mit rYaal eingetreten war.

A & 37°C B ‘,4, 37°C

5 . . . .
o 1 157 307 60

Invasin GST
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D & 4°C

< ko 1 157 307 60°

Aktin

Abbildung 4.15: Bindung von 16slichen rYaal an humane HEp-2 Zellen

Reprisentative Westernblots der Bindung von rekombinantem Protein an HEp-2 Zellen. 1x10¢ humane HEp-2
Zellen wurden 15 min bei 4 °C vorgekiihlt und anschliefen mit 250 ul Medium mit 100 pg/ml rekombinantem
Protein unter angegebener Temperatur fiir unterschiedliche Zeitpunkte inkubiert und anschieBend intensiv
gewaschen. Die Bestimmung des Bindeverhaltens erfolgte tber Westernblotanalyse durch Detektion mit
primédrem Maus-anti-His Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500).
A: Invyor exmis (50 kDa), B: GSTsxnis (26 kDa), C, D: Yaaljoumis (55 kDa), Proteinmarker: PageRuler

Um die Bindung von rYaal weiter zu charakterisieren wurde das Bindeexperiment auch bei
4 °C durchgefihrt, um Bindung ohne biologische Aktivitit zu messen (Abbildung 4.15 D).
Wie beim Experiment unter 37 °C konnte eine schwache rYaal, ;-Bande bereits nach 1 min
Inkubationszeit detektiert werden, deren Intensitit tber die Zeit zunahm. Beim Verglich der

beiden getesteten Temperaturen war festzustellen, dass bei vergleichbarer Aktin-
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Ladekontrolle, die Banden bei 37 °C leicht intensiver waren als bei 4 °C und rYaal,,,,, somit
bei 37 © etwas besser an den humanen Zelle zu binden schien als bei 4 °C.

Die adhisiven Eigenschaften von rYaal konnten demnach in zwei unabhingigen
experimentellen Ansitzen nachgewiesen werden und bestitigten somit die vorangegangenen

Beobachtungen aus dem Hefe-Oberflichenexpressionssystem.

4.3.6 Die Suche nach dem humanen Interaktionspartner von Yaal

Da gezeigt werden konnte, dass es sich bei Yaal um ein oberflichenexponiertes, chlamydiales
Protein handelt, das an humane HEp-2 Zellen binden kann, sollte nun der Interaktionspartner

von Yaal auf der humanen Zelle identifiziert werden.

4.3.6.1 Yaal interagiert wahrscheinlich nicht mit oberflachenexponierten,

humanen Proteinen

Da C. pnenmoniae mit OmcB bereits Gber ein Adhisin verfigt, das an Zuckerstrukturen der
humanen Zellen bindet (Moelleken and Hegemann 2008), wurde zunichst vermutet, dass
Yaal mit einem Protein auf der humanen Zelle interagiert. Um diesen Interaktionspartner zu
finden wurde ein ,,Pull Down*“-Experiment durchgefihrt (Abbildung 4.16 A). Hierbei sollte
biotinyliertes rYaal, ,;, an den humanen Interaktionspartner binden, worauthin die Bindung
mittels reversiblem Vernetzer stabilisiert wurde. Die humanen Zellen wurden anschlieBend
lysiert um den rYaal-Interaktionspartner-Komplex in den léslichen Uberstand zu bringen und
tber den Biotinrest an Streptavidin-Agarose zu binden. Nach dem Aufschluss der
Quervernetzung erfolgte schlieBlich die Elution der potentielle Interaktionspartner.

Die erfolgreiche Biotinylierung von rYaal,,,;, wurde zunichst mittels Westernblot tberprift
(Abbildung 4.16 B). Nach der Lyse der Humanzelle konnte lediglich ein Teil des rYaal, -
Rezeptor-Komplexes in den l6slichen Uberstand tberfithrt werden, wihrend unter diesen
Bedingungen der humane Interaktionspartner von Pmp21, der EGF-Rezeptor, nahezu
vollstindig in den léslichen Uberstand gebracht werden konnte (Abbildung 4.16 C, D).
Erstaunlicherweise konnten in den FEluaten bei Einsatz des zellimpermeablen Vernetzers
DTSSP keine spezifischen Banden im Vergleich zur PBS-Negativkontrolle beobachtet werden
(Abbildung 4.16 E), wihrend mit dem zellpermeablen Vernetzer DSP spezifische Banden
angereichert wurden, die in der PBS-Kontrolle nicht sichtbar waren. Bei der stark sichtbaren
Bande unterhalb der 55 kDa Markerbande handelte es sich um Aktin (Daten nicht gezeigt).
Die sieben prominenten Banden tber der 72 kDa Markerbande, der Lauthohe von rYaal, .,
wurden ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse zur Zentralen Bioanalytik

des Zentrums fiir Molekulare Medizin an der Universitit Koln gesandt.
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Abbildung 4.16: Die Suche nach einem proteinésen humanen Interaktionspartner von Yaal

A: Schematische Darstellung des experimentellen Ansatzes. 400 pg rYaaljowis wurde mit 20-fachem Biotin-
Uberschuss biotinyliert und fiir 1 h bei 37°C in 4 ml Medium (100 pug/ml) mit HEp-2 Zellen einer konfluent
bewachsenen 80 cm? Zellkulturflasche inkubiert. Die Vernetzung erfolgte durch 1 mM DTSSP oder DSP fir 2 h
bei 4 °C. Die Zellen wurden mit RIPA-Puffer lysiert, der 16sliche rYaal-Interaktionspartner-Komplex an
Streptavidin-Agarose gekoppelt und der potentielle Interaktionspartner mittels 50 mM DTT eluiert.

B: Westernblot zur Uberpriifung der Biotinylierung von rYaalioshis, detektiert mit primarem Maus-anti-His
Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500) (links) oder AP-
gekoppeltem Streptavidin (1:1000) (rechts). Yaalioxmis (55 kDa), Proteinmarker: PageRuler

C: Westernblot zur Kontrolle der Lyse der Humanzellen. Die lysierten Zellen wurden zentrifugiert um die
gelosten Proteine von dem Membranpellet zu trennen. rYaal und der rYaal-Rezeptorkomplex wurden tber
primédren Maus-anti-His Antikérper (1:1000) und sekundiren AP-gekoppelten anti-Maus Antik6rper (1:7500)
detektiert.

D: Uberpriifung der Lyse der Humanzellen (siche C). Proben des I6slichen Uberstands und des Pellets wurden
mit primirem Maus-anti-EGFR (1:400) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500) auf
EGFR uberprift.

E: Coomassie-gefirbtes SDS-Gel der Eluate. Stern: Aktin

Diese ergab Treffer fir 88 Proteine als potentielle Interaktionspartner, denen aufgrund der
massenspektrometrischen Analyse unterschiedliche Punkte (,,Score®) zugeteilt wurden. Eine
vollstindige Liste mit den identifizierten Proteinen unter der Angabe in welcher Bande diese
gefunden wurden findet sich im Anhang dieser Arbeit. Je mehr Punkte ein Protein besal3,

desto hoher war die Signifikanz des Treffers.
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Die Proteine wurden, unabhingig von ihrer Punktzahl, in die Gruppen ,,nicht beschrieben*
(4 Proteine), ,,Zellmembran® (13 Proteine), ,,Zytoplasma® (22 Proteine), ,,Endoplasmatisches
Retikulum® (4 Proteine), “ Mitochondrium® (5 Proteine), ,,Nukleus* (36 Proteine), ,,Sonstige*

(2 Proteine) und ,,sekretiert™ (2 Proteine) eigeteilt (Abbildung 4.17).

B Zzelverbindungen [ Zellmembran

Desmoplakin B andere O zellkortex
4
1 Plectin
B Desmosomen 2
B andere 9 5
3
Myosin9
9
- 11 B zytoskelett
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Heat shock protein HSP 90-beta

O nicht beschrieben [ Mitochondrium )
Heat shock protein HSP 90-alpha
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(] Zytoplasma 1] Sonstige
O er B sekretiert

Abbildung 4.17: Auswertung der massenspektrometrischen Analyse der potentiellen proteinésen
Interaktionspartner von Yaal

Dargestellt sind die Treffer eingeordnet in funktionelle Gruppen nach UniProt. Die besten zehn Treffer sind mit
ihrer entsprechenden Gruppenzugehérigkeit angegeben.

Hierbei wurde die Gruppe ,,Zellmembran® mit 13 Proteinen weiter unterteilt in die
Untergruppen ,,Desmosomen® (4 Proteine) und ,,Sonstige” (9 Proteine). Die Gruppe
Zytoplasma mit 22 Proteinen wurde weiter unterteilt in ,,Zytoskelett (11 Proteine),
»sekretiert™ (2 Proteine) und ,,Andere* (9 Proteine). Die elf ,,Zytoskelett“-Kandidaten wurden
weiter unterteilt in die Untergruppen ,,Zellverbindungen® (1 Protein), ,,Zellmembran®
(2 Protein), ,,Zellkortex* (3 Proteine) und ,,Andere® (5 Proteine). Unter den elf Proteinen mit
den hochsten Punktwerten befand sich keines, dass zumindest als teilweise
oberflichenlokalisiert beschrieben ist (Tabelle 4.1).

Die einzigen Rezeptoren, die als potentielle Interaktionspartner gefunden wurden, waren
412 Zell-Oberflichen Antigen schwere Kette, Transferrin Rezeptor Protein 1 und Integrin
beta-1, jedoch mit sehr niedrigen Punktwerten von lediglich 375, 270 und 88. Aufgrund dieser
Daten war ein proteinéser, oberflichenlokalisierter humaner Interaktionspartner von Yaal
nicht wahrscheinlich. Interessanterweise waren jedoch mit Plectin (4726 Punkte), Filamin-A

(2472 Punkte), Spektrin alpha Kette (15901 Punkte), Spektrin beta Kette (1180 Punkte) und
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Filamin-B (943 Punkte) finf der besten elf Treffer Proteine, die direkt unter der
Plasmamembran der humanen Zelle lokalisieren und direkt mit dem Zytoskelett der humane
Zelle in Interaktion treten, oder ein Teil davon sind. Alle finf Proteine wurden auch in einem

zweiten ,,Pull Down‘-Versuch als potentielle Interaktionspartner gefunden (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Top 11 Treffer der potentiellen humanen Interaktionspartner von Yaal

Die elf besten Treffer des ,,Pull Down* Ansatzes zur Identifizierung des humanen Interaktionspartners von Yaal
unter der Verwendung des membranpermeablen Vernetzers DSP. Die Proteine sind sortiert nach ihrer
Punktzahl, die ein Maf3 fir die Signifikanz eines Treffers darstellt.

Sequenz- gefunden
Protein Punkte abdeckung [%] Anzahl Peptide (gesamt) 2te Analyse
Plectin 4726,4 20,0 88 3 JA
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 4017,8 21,0 93 3 JA
Filamin-A 2471,8 25,3 54 1 JA
Specttin alpha chain 1590,9 13,3 33 1 JA
Heat shock protein HSP 90-beta 1389,7 31,9 27 1 NEIN
Myosin-9 1362,9 14,6 27 1 NEIN
Heat shock protein HSP 90-alpha 1261,1 30,5 10 1 NEIN
Desmoplakin 1224,8 10,6 21 2 NEIN
U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase 1223,0 11,6 24 1 NEIN
Spectrin beta chain 1179,7 11,0 25 2 JA
Filamin-B 942,6 10,3 19 1 JA

Neben dem ,,Pull Down“-Ansatz wurde ein Hefe-2-Hybrid-Screening durchgefiihrt, um den
moglichen proteindsen Interaktionspartner von Yaal zu finden. Das Screening erfolgte gegen
eine Testis-c-DNA-Bibliothek. Die Paarungseffizienz der Hefestimme lag mit 5,69 % iiber
der Mindestanforderung von 2%, so dass 0,2 x 10° Klone getestet wurden, was dem
Sechsfachen der Mindestanforderung entsprach. Fir die Selektion wurde Medium mit
niedrigem Selektionsdruck verwendet, da Yaal in Hefe einen Wachstumsdefekt hervorruft
und so auch schwache Interaktionen detektiert werden konnten (Herbst 2011). In der ersten
Selektion wurden 234 Kolonien gepickt wund weiter vereinzelt. Nach  drei
Vereinzelungsschritten verblieben 11 Hefeklone, die potentielle Interaktionspartner von Yaal
exprimierten. Die entsprechenden Plasmide wurden isoliert und zur Uberpriifung
retransformiert. Die potentiellen Interaktionen bestatigten sich allerdings nicht, so tber das
Hefe-2-Hybrid-System kein potentieller proteinoser Interaktionspartner von Yaal identifiziert

werden konnte.

4.3.6.2 Yaal interagiert direkt mit Phospholipidmembranen
In 2zwei wunabhingigen experimentellen Ansitzen konnte somit kein potentieller
oberflichenlokalisierter, proteinéser, humaner Interaktionspartner gefunden werden. Da

rYaal im ersten experimentellen Ansatz nach der Vernetzung hauptsichlich im unl6slichen
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Pellet verblieb (Abbildung 4.16 C), welches Membranen enthilt, wurde vermutet, dass Yaal
direkt mit der Plasmamembran der humanen Zelle interagiert. Um diese mogliche direkte
Interaktion mit Phospholipidmembranen zu untersuchen wurde zunichst ein Liposomen-
Zentrifugationsexperiment etabliert. Hierbei wurde rekombinantes Protein mit Liposomen
bestehend aus Phosphatidylcholin (PC) inkubiert, welches das hidufigste Phospholipid der
dufleren Schicht der Plasmamembran ist (Op den Kamp 1979; Boesze-Battaglia and Schimmel
1997). Nach folgender Zentrifugation befanden sich die Liposomen im Pellet, 16sliches
Protein verblieb jedoch im Uberstand. So konnte GST, ;. als Negativkontrolle, sowohl in
Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Liposomen lediglich im Uberstand nachgewiesen
werden (Abbildung 4.18 A links). rYaal,,,,, hingegen konnte bei Anwesenheit von PC-
Liposomen sowohl im Iéslichen Uberstand als auch in der Pellet-Fraktion detektiert werden
(Abbildung 4.18 A rechts). In Abwesenheit von Liposomen wurde rYaal,,, ausschlieBlich
im 16slichen Uberstand detektiert. Dies bedeutet, dass die Anwesenheit von rYaal,, g, in der
Liposomenfraktion auf eine direkte Interaktion mit den PC-Liposomen zuriickzufithren ist,
und nicht durch pelletierte Proteinaggregate begriindet war. Wie auch vorher waren wieder
prominente rYaal-Fragmente bei 55 kDa, 45 kDa, 40 kDa und 35 kDa detektierbar. Bis auf
das 45 kDa Fragment interagierten alle Fragmente mit den PC-Liposomen. Die stirkste
Interaktion zeigte aber das rYaal-Volllingenprotein, wihrend das 40 kDa- und das 35 kDa-
Fragment kaum mit PC-Liposomen zu interagieren schien.

Um die Bindefihigkeit von rYaal,  ;, an Phospholipidmembranen zu bestitigen, wurde fur
weitere Bindestudien die Oberflichenplasmonenresonanz (SPR) genutzt. Dies geschah im
Forschungszentrum Jilich im ,Institute of Complex Systems®, Strukturbiochemie (ICS-0)
unter Anleitung von Dr. Bernd Konig und Herrn Yu-Fu Hung. Hierzu wurde ein Sensorchip
mit einer Phospholipidmembran aus 1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholin  (POPC)
beschichtet. Als Negativkontrolle wurde zunichst die Bindung von 5uM GST an die
POPC-Membran Uberprift. Wihrend der Injektion war eine leichte Erh6hung der Resonanz
um 76,1 = 3,1 RU (Response Units) zu beobachten (Abbildung 4.18 B). Mit Abschluss der
Injektion fiel das Resonanzniveau jedoch wieder auf 0 RU ab, was bedeutete, dass kein Protein
an die Membran gebunden hatte. Nach Waschschritten wurde anschlieBend 5 uM rYaal,
injiziert. Wahrend der Injektion stieg die Resonanz deutlich um 607,3 = 25,8 RU an. Auch
nach der Injektion war die Resonanz der POPC-Membran um 148,0 * 22,0 RU im Vergleich
zur Nulllinie vor der Injektion erhoht. Dies bedeutet, dass rYaal,,;, auch nach der Injektion
an der Membran gebunden blieb und somit die Beobachtungen aus dem Liposomen-

Zentrifugationsexperiment bestitigt werden konnten.
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Abbildung 4.18: Die Interaktion von rYaal mit Phospholipidmembranen

A: Reprisentative Westernblots des Liposomen-Zentrifugationsexperiments. Liposomen wurden mittels ,,Freez-
Thaw-Sonication® Methode aus Phosphatidylcholin (PC) erzeugt. 100 ul Liposomen wurden mit 5 pg Protein fiir
20 min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 16.000 g fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Pellet in 100 pl PBS resuspendiert und beide Fraktionen wurden tber SDS-Gele analysiert.
Die Detektion erfolgte mit primdrem Maus-anti-His Antikérper (1:2000) und sekundidrem AP-gekoppelten anti-
Maus Antikorper (1:7500). U = Uberstand, P = Pellet, GST gxtis (26 kDa), Yaaljosmis (55 kDa), Proteinmarker:
PageRuler

B-D: Ausgabedatei der Oberflichenplasmonenresonanz mit Gegeniiberstellung der Resonanz (Y-Achse) gegen
die Zeit (X-Achse). Der Mikrochip mit zwei Durchflusszellen (DZ) wurde mit einer Membran aus 1-Palmitoyl-2-
oleoylphosphatidylcholin (POPC) beschichtet. Die Membran wurde durch Injektion von 50 mM NaOH geglittet
und unspezifische Bindestellen durch Injektion von 100 ng/ml BSA abgesittigt. AnschlieBend wutrden 20 ul det
zu testenden Proteine bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 20 pl/min injiziert (graue Klammer, 60 sek).

B: 5 uM GST und 5 pM rYaal in je 2 DZ, C: vier aufeinanderfolgende Injektionen von 5 uM rYaal in 2 DZ,

D: 5 uM und 0,5 uM rYaal in je 2 DZ.

E: Reprisentative Membran-Lipid-Streifen. Die Membran-Lipid-Streifen wurden fuar 1h bei RT zur
Antikérperkontrolle in PBS (links) odet mit 1 pg/ml rekombinantem Yaal in PBS (Mitte) und TBS (techts)
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit primirem Maus-anti-His Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-
gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500). TG = Triglyceride, DAG = Diaglycerol, PA = Phosphatidsiure,
PS = Phosphatidylserin, PE = Phosphatidylethanolamin, PC = Phosphatidylcholin, PG = Phosphatidylglycerol,
CL = Cardiolipin, PI = Phosphatidylinositol, PI(4)P = Phosphatidylinositol-4-Phosphat, PI(4,5)P2 = Phospha-
tidylinositol-4,5-Bisphosphat, PI(3,4,5)P3 = Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat,
Sphingom. = Sphingomyelin
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Nach der ersten Injektion von rYaal, ,,, erfolgten weitere Injektionen mit 5 uM rYaal, .,
um festzustellen ob die Membran auf dem Sensorchip mit rYaal, ., abgesattigt werden kann.
Im Vergleich zur ersten Injektion stieg wihrend der zweiten Injektion die Resonanz mit
491,7 £ 11,9 RU weniger stark an (Abbildung 4.18 C, zweite Kurve). Auch fiel die Erhéhung
der Resonanz nach der Injektion mit 83,7 £ 11,8 RU geringer aus. Dies war darauf
zurickzufthren, dass bereits rYaal, ,; an die Membran gebunden hatte und somit weniger
Bindestellen zur Verfligung standen. Eine dritte und vierte Injektion von 5uM rYaal,
erhohte die Resonanz wiahrend der Injektion um 457,5 * 6,8 RU, respektive 453,4 = 7,9 RU.
Die Erh6hung der Resonanz nach der Injektion im Vergleich zur Resonanz vor der Injektion
betrug 40,0 £ 9,0 RU, respektive 39,5 + 8,3 RU und blieb somit konstant (Abbildung 4.18 C,
dritte und vierte Kurve). Dies kénnte bedeuten, dass nach der zweiten Injektion die POPC-
Membran fiur Yaal-Bindung abgesittigt war. Die weitere Erh6éhung der Resonanz konnte
durch Protein-Protein-Interaktion begriindet gewesen sein. Um weiter Bindestudien mit der
Membran vorzunehmen, musste gebundenes rYaal, ., wieder entfernt werden. Jedoch war
dies weder mit Waschungen mit NaCl (1 M und 3 M) noch mit basischen (10 mM und 50 mM
NaOH) oder sauren (10 mM HCI) Waschschritten mdglich (Daten nicht gezeigt). Die
Bindung von rYaal,  ;, an die Membran erwies sich daher als sehr stark. Aufgrund dieser
Tatsache war es nicht moglich einen K,-Wert zu bestimmen, da hierfir die Bindung
unterschiedlicher rYaal, ., Proteinkonzentrationen an dieselbe Membran gemessen werden
mussten.

Um dennoch die Bindung zweier unterschiedlicher Konzentrationen von rYaal,, ., Protein
zu messen wurde die Membran auf dem Mikrochip mit frisch praparierten POPC-Liposomen
erneuert. Auf dieser frisch priparierten POPC-Membran fiihrte die Injektion von 5uM
rYaal,; zu einer Erh6éhung der Resonanz um 853,2 = 23,4 RU (Abbildung 4.18 D). Nach
der Injektion war die Resonanz der Membran mit 363,5 = 10,5 RU deutlich erhéht. Die
Injektion von 0,5 uM rYaal, ,;, fihrte zu einem Anstieg der Resonanz um 92,5 + 8,7 RU.
Nach der Injektion blieb die Resonanz im Vergleich zur Nulllinie vor der Injektion um
55,1 * 3,6 RU erh6ht. Somit konnte die Bindung von rYaal, ,;,, an POPC-Membranen auch
mit deutlich geringeren Proteinkonzentrationen nachgewiesen werden.

Nachdem eindeutig gezeigt werden konnte, dass rYaal,, ., direkt atypische Phospholipid-
membranen bestehend aus Phosphatidylcholin binden kann, stellte sich die Frage, ob
Phosphatidylcholin an sich oder die Membranstruktur als solche den Bindepartner darstellen.
Um dies zu tuberprifen wurden Membran-Lipid-Streifen verwendet, auf denen
unterschiedliche Lipide aufgetropft waren. Im Vergleich zur Antikérperkontrolle, bei der

keine positive Detektion zu beobachten war, zeigten die mit rYaal, ,, behandelten
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Membran-Lipid-Streifen positive Reaktionen fiir verschiedene Lipide (Abbildung 4.18 E).
Unter Verwendung von PBS als Reaktionspuffer wurde die stirkste Reaktion bei
Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PI(4)P) beobachtet. Schwache Reaktionen waren bei
Phosphatidsdure (PA), Cardiolipin (CL), Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PI(4,5)P2),
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PI(3,4,5)P3) und Sulfatiden sichtbar. Ebenso wiesen
Phosphatidylinositol (PI) und Phosphatidylglycerol (PG) ein schwaches Signal auf. Unter
Verwendung von TBS als Reaktionspuffer zeigten Cardiolipin (CL) und Phosphatidylserin
(PS) die stirksten Reaktionen (Abbildung 4.18 E rechts). Schwache Firbungen waren
ebenfalls bei allen Phosphatidylinositolen zu beobachten.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mehrere Lipide spezifisch durch rYaal,
erkannt wurden. Allerdings war keine Interaktion mit Phosphatidylcholin (PC) zu beobachten,
welches das einzige Phospholipid der atypischen Membranen der beiden vorangegangenen
Experimente darstellte. Die Experimente mit den Membranen aus PC spiegeln jedoch die
natirliche Situation eher wieder als die Lipid-Streifen. Hiermit wurde somit gezeigt, dass die
adhisiven FEigenschaften von rYaal auf die Interaktion mit Phospholipidmembranen

zuruckzufuhren waren.

4.3.7 Rekombinantes Yaal steigert die Infektion

Nach der Identifikation des humanen Interaktionspartners sollte die Bedeutung von Yaal
wihrend des Adhisionsprozesses genauer untersucht werden. Hierzu wurden
Neutralisationsexperimente mit rekombinantem Protein durchgefithrt. Werden humane
HEp-2 Zellen vor der Infektion mit rekombinanten chlamydialen Adhisinen behandelt, so
bindet das rekombinante Protein den natirlichen Interaktionspartner des Adhasins und
schirmt diesen folglich gegen das Adhisin auf der Oberfliche der EBs ab. Dies resultiert in
einer verminderten Adhision und demzufolge einer verminderten Infektion (Moelleken and
Hegemann 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010).

Zur Kontrolle wurden mit PBS vorbehandelte Zellen infiziert und auf 100 + 2,3 % Infektion
normiert (Abbildung 4.19 A). Die Vorbehandlung mit 200 ng/ml BSA als unspezifisches
Protein dnderte die Infektionsrate nicht (96,9 = 7,0 %). Als Kontrolle einer deutlich
reduzierten Infektion wurden chlamydiale EBs mit Heparin vorbehandelt, was zu einer
Verminderung der Infektion auf 8,7 £1,3% fiihrte. Erstaunlicherweise resultierte die
Vorbehandlung der humanen Zellen mit rYaal, ;, nicht in einer deutlichen Reduktion der
Infektion. Vielmehr steigerte rYaal,,,, die Infektion dosisabhingig. So konnten bereits
12,5 ng/ml Yaal,,y;, die Infektion auf 137,8 £ 11,8 % signifikant erhohen, wihrend die

Vorinkubation mit 100 pg/ml Yaal, ;. die Infektionsrate mit 233,3 £ 18,0 % mehr als
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verdoppelte. Die grofite Verstirkung der Infektion war mit 283,1 + 21,6 % unter Verwendung
von 200 pg/ml Yaal, ,; zu beobachten. Jedoch 16sten sich unter dieser Behandlung die

infizierten Humanzellen bereits teilweise ab.
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Abbildung 4.19: Einfluss von rYaal auf die chlamydiale Infektion

A: 1x10° humane HEp-2 Zellen wurden fur 2 h bei 37 °C mit PBS, 200 pg/ml BSA oder unterschiedlichen
Konzentrationen an Yaaljowmis vorinkubiert und anschlieBend infiziert (MOI=20). Als Kontrolle einer
reduzierten Infektion dienten EBs, die mit 500 pg/ml Heparin fir 15 min bei 4°C behandelt wurden. Nach 2 h
erfolgte ein Medienwechsel. Die Infektitsitdt wurde 50 hpi bestimmt, indem mikroskopisch die Anzahl der HEp-
2 Zellen und der gebildeten Einschlisse in 10 Gesichtsfeldern unter 63-facher ObjektvergréBerung gezihlt
wurden. Die Vorbehandlung der Humanzellen mit PBS wurde auf 100 % Infektion gesetzt. Die Experimente
wurden in Dubletten durchgefithrt (n=3).

B: Reprisentative mikroskopische Bilder der Infektion unter verschiedenen Vorbehandlungen der HEp-2 Zellen.
Die Einschiisse wurden mit Pathfinder (1:0) gefirbt.

C: 1x106 humane HEp-2 Zellen wurden fiir unterschiedliche Zeitpunkte bei 37 °C mit 100 pg/ ml rYaaliogmis
inkubiert und infiziert (MOI=20). Nach 2 h erfolgte ein Medienwechsel. Die Auswertung erfolgte wie unter A
beschrieben. Die Experimente wurden in Dubletten durchgefiihrt (n=2).

D: 1x10° humane HEp-2 Zellen wurden infiziert und vor (-) und/oder nach (+) Infektionsbeginn mit 100 pg/ml
Yaaliosnis behandelt (MOI=20). Nach 2 h etfolgte ein Medienwechsel, teilweise inklusive 100 ug/ml Yaalioxtis.
Die Auswertung erfolgte wie unter A beschrieben. Die Experimente wurden in Dubletten durchgefthrt (n=2).

Um dieses ungewohnliche Verhalten genauer zu studieren wurden die humanen Zellen zu

unterschiedlichen Zeitpunkten vor und nach der Zugabe der chlamydialen EBs mit rYaal,
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behandelt (Abbildung 4.19 C). Hierbei stellte sich heraus, dass die Linge der Vorinkubation
der HEp-2 Zellen irrelevant fiir den infektionssteigernden Effekt war. Auch die gleichzeitige
Applikation von rYaal, ,;, und EBs steigerte die Infektionsrate auf 234,4 £ 7,0 %. Wurde
rYaal, 4, 00 min nach dem Start der Infektion zugegeben, so war immer noch eine
Steigerung der Infektion auf 132,6 * 4,7 % 2zu beobachten.

Wurden die humanen Zellen jedoch nach der 60-miniitigen und 15-miniitigen Vorinkubation
mit rYaal,,,, aber vor der Infektion intensiv mit PBS gewaschen, so wurde die Infektion
nicht gesteigert (Abbildung 4.19 C). Lediglich die Vorbehandlung fiir 30 min fithrte nach PBS-
Waschung zu einer leicht erhéhten Infektion (125,8 + 10,1 %). Da rYaal, ., trotz intensiver
PBS-Waschung nicht von der Humanzelle entfernt werden konnte (Abbildung 4.14 G), war
ausgeschlossen, dass die Steigerung der Infektion auf einer Interaktion der EBs mit dem an
der Membran gebundenem rYaal,,,; beruhte. Dies bedeutet, dass 16sliches rYaal wihrend
der Adhision oder Internalisierung der EBs anwesend sein muss, um die Infektion zu
verstirken. Somit 16st die Bindung von rYaal an die humane Plasmamembran méglicherweise
einen zeitlich begrenzten Prozess aus, der die frithen Prozesse der Infektion unterstiitzt.

Da in den vorangegangenen Experimenten zwei Stunden nach dem Start der Infektion ein
Medienwechsel vorgenommen wurde und somit kein I9sliches rYaal, ;,, mehr anwesend war,
wurde im folgenden Experiment tberpriuft, ob rYaal auch nach der Adhision und
Internalisierung der EBs einen Einfluss auf die Infektion hat (Abbildung 4.19 D).

Wurden die Zellen mit rYaal,,,, vorbehandelt und I6sliches rYaal, ,,, mit dem
Medienwechsel entfernt (-1 h), so war eine Steigerung der Infektion auf 230,3 £ 6,2 % zu
beobachten. Auch wenn nach der Vorbehandlung mit dem Medienwechsel neues l6sliches
tYaal, .y, hinzugegeben wurde (-1 h / +2 h), war die Infektion auf 228,4 £ 3,0 % erhoht.
Waurde rYaal,,,;, hingegen erst 2 hpi (+2 h) oder 6 hpi (+6 h) und damit nach der Adhision
und Internalisierung der EBs zugefiigt, so konnte keine erhohte Infektion mehr beobachtet
werden (102,5 +2,2 %, respektive 100,0 * 3,2 %). Somit hatte rYaal, ,;, ausschlieBlich
wihrend der Adhision oder Internalisierung der EBs eine infektionsseigernde Wirkung.
Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dass rYaal eine steigernde Wirkung auf die
Infektion hatte. Zudem war l6sliches Protein und dessen direkte Wirkung auf die humane
Zelle wihrend der Adhision und/oder Internalisierung nétig, um diese zu steigern. Daher
musste rYaal, , in der Infektion auf den Adhisions- und/oder Internalisierungsprozess

wirken.
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4.3.7.1 rYaal steigert die Internalisierung und nicht die Adhadsion von EBs

Um zu uberpriifen, ob die durch rYaal gesteigerte Infektion auf einer verbesserten Adhision
oder einer Internalisierung beruhte, wurden zunidchst Adhisionsexperimente mit
fluoreszenzmarkierten EBs durchgefiihrt.

Zunichst wurde ein Kontrollexperiment mit 2 x 10" IFU CFSE-markierten EBs durchgefiihrt
(Abbildung 4.20 A, B). Die Adhision unter PBS-Vorbehandlung wurde auf 100 * 6,7 %
Adhision normiert. Die Vorbehandlung der humanen Zellen mit BSA zeigte keine reduzierte
Adhision der chlamydialen EBs (97,5 £ 7,5 %), wie auch diese Vorbehandlung keine
Reduktion der Infektion gezeigt hatte (Abbildung 4.19 A). Wurden die CFSE-markierten EBs
jedoch mit Heparin vorbehandelt, welches das chlamydiale Adhdsin OmcB bindet und somit
die Adhision negativ beeinflusst, konnte eine deutliche Reduktion der Adhision auf
10,3 £ 4,7 % beobachtet werden (Abbildung 4.20 A, B) und war damit dhnlich niedrig wie im
Infektionsexperiment  (Abbildung 4.19 A). Somit konnte die Funktionalitit des
experimentellen Ansatzes gezeigt werden.

Fir die Analyse der Auswirkung von rYaal,,,, auf die Adhidsion von EBs wurde das
Bindeexperiment mit unterschiedlichen IFUs CFSE-markierter EBs durchgefithrt, um
auszuschlieBen, dass aufgrund einer Ubersittigung mit EBs eine gesteigerte Adhision nicht
sichtbar wire (Abbildung 4.20 C, D links). Die Vorbehandlung der humanen HEp-2 Zellen
bei 4 °C mit PBS zeigt eine Verdopplung der adhirierten Bakterien bei Verdopplung der
Anzahl eingesetzter Bakterien. Wurden die Zellen mit rYaal,,,;, vorbehandelt, so war die
Adhision der EBs im Vergleich zur PBS-Kontrolle nicht erhéht, sondern bei der héchsten
EB-Zahl leicht erniedrigt. Im Folgenden wurde der Adhisionstest wiederholt, wobei die
humanen Zellen, wie beim Infektionsexperiment, bei 37 °C mit rYaal,,,;,, behandelt wurden.
Vor Zugabe der CFSE-markierten EBs wurden die HEp-2 Zellen fir 15 min bei 4 °C
abgekihlt, um wiederum lediglich Adhasion zuzulassen (Abbildung 4.20 C, D rechts). Bei
Verwendung von 2 x 10" IFUs CFSE-markierter EBs zeigte sich eine signifikant reduzierte
Adhision (66,3 £ 11,4 %) im Vergleich zur PBS-Kontrolle (100 £ 7,5%). Bei der
Verwendung von 1 x 10" und 5 x 10° IFUs waren keine signifikanten Unterschiede zwischen
den rYaal, ;- und PBS-behandelten Zellen sichtbar. Diese Daten zeigten, dass die
beobachtete, gesteigerte Infektion durch rYaal, ., nicht auf eine gesteigerte Adhision
zurickzufthren war. Somit kénnte rYaal, ., einen direkten Einfluss auf die Internalisierung

der EBs zu haben.



4 Ergebnisse 126

A C 4°C 37°C
--e--PBS —e—Yaal ——HEp-2 --e--PBS —e—Yaal —— HEp-2
120% - 120% 1 120% -
100% - T _1_ 100% - 4 100% - 4
c 80% 1 o 80% - 80%
2 2 2 .
B 60% B 60% ® 60% 1 /
< < < L
- - - f
< 10y - < 40% - < 40%
20% A 20% - / 20% A }/I
0% +—=—= . : |i—| . 0% ; . : 0% ; . ;
HEp-2  PBS BSA Heparin 5x10° 1x107 2x107 5x10° 1x107 2x107
IFU Cpn (CFSE) IFU Cpn (CFSE)
B D
1x107 2x107 2x107
~ : i i : ] '
& 5 a2 2
w o - o1 >
I . | -
< - : X
a‘ s % "
E a°c 37°C
18 -

27(-0ACT)
5]

Fl e e

PBS BSA Heparin Yaal

Abbildung 4.20: Auswirkung von rYaal auf die Adhision und Internalisierung der EBs

A: Quantitative Auswertung des Kontrollexperiments zur Adhdsion von EBs an humane Zellen. 1x10° humane
HEp-2 Zellen wutden fir 1 h bei 4 °C mit PBS oder 200 ng/ml BSA vorbehandelt. 2x107 Catboxyfluorescein-
succinimidester (CFSE)-markierte EBs wurden fiir 1 h bei 4 °C hinzugegeben. Zur Kontrolle wurden EBs mit
500 pg/ml Heparin behandelt. Die HEp-2 Zellen wurden gewaschen, gelést und PFA-fixiert. Die Bestimmung
der Adhision erfolgte durch Bestimmung der mittleren Fluoreszenz von 10000 HEp-2 Zellen mittels FACS-Atria.
Die Experimente wurden in Triplets durchgefithrt (n=3).

B,D: Reprisentative Darstellungen der FACS-Ausgabedatei mit Gegentberstellung der Intensitit der
Fluoreszenz (X-Achse) gegen die Zellzahl (Y-Achse) der HEp-2 Zellen.

C: Quantitative Auswertung der Adhision von EBs an humane Zellen. 1x10¢ HEp-2 Zellen wurden fur 1 h bei
4 °C oder 37 °C mit PBS oder 100 ng/ml Yaaliomis inkubiert. Erfolgt die Inkubation bei 37 °C, so wurden die
Zellen anschlieBend fiir 15 min bei 4 °C abgekiihlt. Danach wurden unterschiedliche IFUs CFSE-markierter EBs
fir 1 h bei 4 °C hinzugegeben. Die HEp-2 Zellen wurden gewaschen, abgel6st und PFA-fixiert. Die Bestimmung
der Adhision erfolgte wie unter A beschrieben. Die Experimente wurden in Triplets durchgefithrt (n=3).

E: Quantitative Auswertung der Internalisierung von EBs an humane Zellen. 1x10¢ HEp-2 Zellen wurden fur
1h bei 37 °C mit PBS, 100 ng/ml BSA oder 100 pg/ml Yaaliowmis vorbehandelt und fir 15 min bei 4 °C
abgekiihlt. Die Zellen wurden infiziert (MOI=20) und zunichst fiir 1 h bei 4 °C und anschlieBend fur 2 h bei
37 °C inkubiert. Nicht internalisierte EBs wurden durch Behandlung fir 15 min bei 37 °C mit 0,5x
Trypsin/EDTA und Zentrifugation bei 1000 g und 250 g entfernt. Die DNA wurde mittels Phenol-
Chloroformfillung isoliert und 200 ng fur die real-time PCR auf humanem GAPDH und chlamydialem 16 S
cingesetzt. Die Auswertung der Daten erfolgte tber den AACT. Die Experimente wurden in Triplets
durchgefithrt (n=3).
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Um diese These zu uberprifen wurde ein Internalisierungsexperiment etabliert. Zur
Bestimmung der Internalisierungsrate nach zwei Stunden Infektion wurde die chlamydiale
Genommenge relativ zur Humanzellzahl bestimmt (2°-(AACT)). Je hoéher der 2”-(AACT)-
Wert war, desto mehr EBs wurden internalisiert. Bei Vorbehandlung der Humanzellen mit
PBS wurde ein Wert von 1,90 £ 0,56 berechnet. Wurden die HEp-2 Zellen mit BSA
vorbehandelt, so war der errechnete Wert mit 1,16 £ 0,42 leicht erniedrigt. Zur Kontrolle
einer reduzieren Internalisierung wurden, wie in vorangegangenen Experimenten, EBs mit
Heparin behandelt. Bei dieser Behandlung war der 2°-(AACT)-Wert mit 0,58 & 0,22 deutlich
niedriger als bei der PBS-Kontrolle, was auf eine reduzierte Zahl internalisierter EBs
hindeutete. Der errechnete Wert nach Vorbehandlung mit rYaal,,,; hingegen war mit
14,26 = 2,67 gegentiber der PBS-Kontrolle um mehr als das Siebenfache erhoht. Folglich
steigerte die Vorbehandlung der Humanzellen mit rYaal, ., die Internalisierung der EBs.

Zusammenfassend zeigten die Adhisions- und Internalisierungsexperimente, dass die durch
rYaal, ., gesteigerte Infektionsrate nicht auf eine verbesserte Adhdsion der EBs, sondern auf
eine verbesserte Internalisierung der EBs zurlickzufiihren war. Somit besitzt Yaal adhisive
Eigenschaften, indem es direkt mit der Phospholipidmembran interagiert, jedoch konnte die

Funktion von Yaal dem Internalisierungsprozess zugeordnet werden.

4.3.7.2 Yaal wirkt wahrend friiher Prozesse der Endozytose der EBs

Da die experimentellen Daten darauf hindeuteten, dass Yaal eine Rolle wihrend der
Endozytose der chlamydialen EBs hatte, wurde die Endozytosemaschinerie der humanen
Zelle gezielt mit chemischen Inhibitoren attackiert, um die infektionssteigernde Wirkung unter
diesen Bedingungen zu untersuchen. Als chemische Inhibitoren wurden Dynasore, Methyl-
beta-Cyclodextrin (MBCD), Nystatin und Cytochalasin D eingesetzt.

Dynasore inhibiert spezifisch DynaminI und Dynamin II (Macia, Ehrlich et al. 20006;
Kirchhausen, Macia et al. 2008). Dynamin ist ein Schliisselprotein der Endozytose und fur die
Abschniirung des Endozytosevesikels von der Plasmamembran verantwortlich (Doherty and
McMahon 2009; McMahon and Boucrot 2011). Mit Dynasore werden somit spite Schritte der
Endozytose inhibiert. MBCD entfernt Cholesterol aus der Membran und zerstort somit die
Integritit von Mikrodominen der Plasmamembran (Lipid Rafts) (Kilsdonk, Yancey et al.
1995). In einer anderen Studie konnte bereits gezeigt werden, dass die Internalisierung von
C. pneumoniae EBs unter MBCD deutlich reduziert ist (Korhonen, Puolakkainen et al. 2012).
Da die Behandlung von humanen HEp-2 Zellen mit MBCD weitere Nebeneffekte auf diese
hat (Vercauteren, Vandenbroucke et al. 2010), wurde die Bedeutung von Lipid Rafts weiter

untersucht indem Nystatin als Inhibitor verwendet wurde, welches die laterale Organisation
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der Lipid Rafts stort und somit Lipid Raft-abhingige Endozytosemechanismen erschwert
(Rothberg, Heuser et al. 1992). Ebenso wie fir MBCD war bekannt, dass die Behandlung von
Humanzellen mit Nystatin zu einer Reduktion der C. preumoniae Infektion fuhrte (Korhonen,
Puolakkainen et al. 2012). Als vierter Inhibitor wurde Cytochalasin D eingesetzt, der zur
Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts fihrt. Aktin ist ein bekannter, essentieller Baustein
der chlamydialen Internalisierung (Majeed and Kihlstrom 1991; Boleti, Benmerah et al. 1999)
und zudem bei der Endozytose von groflen Partikeln wie chlamydialen EBs notig, um
geniigend Zugwirkung auf das sich entwickelnde Endozytosevesikel auszuiiben (Doherty and
McMahon 2009; Sandvig, Pust et al. 2011).

Zunichst wurde durch Vorbehandlung der Humanzelle mit dem Inhibitor Dynasore Dynamin
inhibiert. Die Behandlung der Humanzellen mit 0,1 mM Dynasore fithrte in der PBS-
Kontrolle zu einer deutlichen Reduktion der Infektion auf 13,6 £ 5,5 % (Abbildung 4.21 A,
E). Die Zugabe von rYaal,,;, unter Dynamin-Inhibierung hingegen bewirkte lediglich eine
Reduktion der Infektion auf 46,2 * 16,2 %. Somit wurde die Infektion durch rYaal
umgerechnet um 338,9 £119,0 % gesteigert.

Als nichstes wurde der Effekt von rYaal,  ,, unter MBCD und somit auf Zellen mit
zerstorten Lipid Rafts analysiert. Die Behandlung der HEp-2 Zellen mit 5 mM MBCD fihrte
unter PBS zu einer drastischen Reduktion der Infektion auf 3,9 £ 0,8 % (Abbildung 4.21 B,
E). Im Gegensatz zur Behandlung mit Dynasore konnte hier mit 4,9 £ 0,8 % Infektion kein
infektionssteigernder Effekt durch rYaal, ., mehr beobachtet werden. Auch die Zerstérung
der Integritit von Lipid Rafts durch 30 mg/ml Nystatin fihrte unter PBS zu einer Reduktion
der Infektion auf 68,2 * 4,4 %. (Abbildung 4.21 C, F). Unter Zugabe von rYaal,,;, wurde
die Infektion auf 84,3 * 3,4 % reduziert. Dies bedeutet, dass die infektionssteigernde Wirkung
von rYaal,, . unter Nystatin umgerechnet lediglich bei 123,7 £ 5,0 % lag und im Vergleich
zur Kontrollbehandlung (212,1 * 10,5 %) deutlich geringer ausfiel.

Abschlieend wurde untersucht, welchen Effekt die Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts
durch Cytochalasin D (Cyto D) auf die infektionssteigernde Wirkung von rYaal, ., hat. Die
Behandlung der HEp-2 Zellen mit 20 uM Cytochalasin D fiihrte unter PBS-Behandlung zu
einer Reduktion der Infektion auf 66,2 * 3,8 % (Abbildung 4.21 D, F). Unter Zugabe von
rYaal, ,; wurde die Infektion auf 77,9 + 10,8 % reduziert. Dies bedeutete, dass die
infektionssteigernde Wirkung von rYaal, ,,, unter Cytochalasin umgerechnet lediglich bei
117,6 £ 16,3 % lag und im Vergleich zur Kontrollbehandlung (208,6 * 18,1 %), wie auch
schon unter Nystatin, deutlich geringer ausfiel. Da die spezifischen Inhibitoren mit dem
Medienwechsel 2 hpi entfernt wurden, war es sehr unwahrscheinlich, dass sie einen

zusatzlichen Effekt nach der Internalisierung des EBs hatten.
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Abbildung 4.21: Auswirkung von Endozytoseinhibitoren auf die Infektionssteigerung durch rYaal

A-D: 1x10° humane HEp-2 Zellen wurden mit Endozytoseinhibitoren oder Kontrollen bei 37 °C inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend infiziert, indem das Medium mit Medium inklusive Inhibitor, PBS oder 100 pg/ml
rYaalioshis und EBs ersetzt wurde (MOI=20). Diese Schritte wurden mit serumfreiem Medium durchgefiihrt.
Nach 2 h Infektion bei 37 °C wurde das Medium gewechselt (nun mit FKS). Die Infektigsitit wurde 50 hpi
bestimmt, indem mikroskopisch die Anzahl der gebildeten Einschlisse in 10 Gesichtsfeldern unter 63-facher
ObjektvergroBerung gezahlt wurden. Die Vorbehandlung der Humanzellen mit PBS unter Kontrollbedingungen
wurde auf 100 % Infektion gesetzt. Die Experimente wurden in Dubletten durchgefithrt (n=3).

A: Behandlung der HEp-2 Zellen fiir 30 min mit 0,1 mM Dynasore oder DMSO zur Kontrolle, B: Behandlung
der HEp-2 Zellen fir 60 min mit 5mM Methyl-beta-Cyclodextrin (MBCD) oder PBS zur Kontrolle.,
C: Behandlung der HEp-2 Zellen fiir 30 min mit 30 uM Nystatin oder PBS zur Kontrolle, D: Behandlung der
HEp-2 Zellen fir 45 min mit 20 uM Cytochalasin D (Cyto D) oder DMSO zur Kontrolle.

E,F: Reprisentative mikroskopische Bilder der Infektion der HEp-2 Zellen unter unterschiedlichen
Endozytoseinhibitoren. Die Einschiisse wurden mit Pathfinder (1:6) gefirbt.

Zusammenfassend zeigten die Experimente mit verschiedenen Endozytoseblockern, dass
Yaal wihrend der frithen Prozesse der Endozytose wirkt, da unter Inhibierung von Dynamin,
einem Schliisselprotein, das spit in der Endozytose wichtig ist, die infektionssteigernde
Wirkung von rYaal, ., noch sichtbar war. Hingegen war der infektionssteigernde Effekt von
rYaal,, nicht mehr sichtbar, wenn Endozytose iiber Lipid Rafts inhibiert wurde. Demnach
ist die Funktion von Yaal wihrend frithen Phasen der Endozytose abhingig von der Integritit
von Lipid Rafts. Zudem konnte die Erhohung der Infektion durch rYaal nicht mehr

beobachtet werden, wenn das Aktin-Zytoskelett zerstort wurde.
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4.3.8 Die Bedeutung von Lipid Raft Mikrodomanen wahrend der

Internalisierung

Da gezeigt werden konnte, dass die infektionssteigernde Wirkung abhingig von der Integritit
von Lipid Rafts war, sollte folgend die Assoziation von Lipid Rafts mit rYaal,,, sowie der

chlamydialen Infektion mikroskopisch untersucht werden.

4.3.8.1 Yaal assoziiert mit Lipid Raft Mikrodomanen der humanen Zelle

Zunichst wurde Gberprift, wie und wo rYaal,,;,, mit der humanen HEp-2 Zelle assoziiert.

Die Kontrollfairbung BSA-behandelter Zellen zeigte kein Signal (Abbildung 4.22 A unten).

A B

Membran Yaal uberlagert Yaal-FITC

Yaal

uberlagert

Membran

BSA

Abbildung 4.22: Assoziation von rYaal mit der Plasmamembran humaner Zellen

A: 5x10° humane HEp-2 Zellen wurden 15 min bei 4 °C abgekuhlt und anschlieBend fur 15 min mit 20 pg/ml
BSA oder Yaaliogis bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden intensiv mit PBS gewaschen, PFA fixiert und mit 2 %
Saponin permeabilisiert. Die Detektion von rYaaljowis erfolgt durch primiren Maus-anti-His Antikorper (1:50)
und sckundirem Alexa488-gekoppelten anti-Maus Antkorper (1:200). Membranen wurden mit 2 pg/ml
Alexa594-gekoppeltem Wheat germ Agglutinin (WGA) gefirbt. Langenmarker: 20 pm

B: 5x105 humane HEp-2 Zellen wutrden 15 min bei 4 °C abgekuhlt und anschlieBend fiir 15 min mit 20 pg/ml
FITC-gekoppeltem Yaaliowmis bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden intensiv mit PBS gewaschen und PFA
fixiert. Membranen wurden mit 2 pg/ml Alexa594-gekoppeltem Wheat germ Agglutinin  (WGA)  gefirbt.

Lingenmarker: 20 um

Hingegen war fir rYaal,,,, ein Signal erkennbar, welches direkt mit der gefirbten
Plasmamembran der Humanzelle kolokalisierte (Abbildung 4.22 A oben). Zudem zeigte die
Fiarbung keine homogene Verteilung tber die gesamte Plasmamembran der Humanzelle,
sondern ein punktiertes Verteilungsmuster. Diese punktuellen Signale fir rYaal, ,,;, konnten

ebenfalls beobachtet werden, wenn direkt FITC-markiertes rYaal, ., mit den HEp-2 Zellen
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inkubiert wurde (Abbildung 4.22 B). Somit war eine Lokalisation von rYaal,,, an spezifische

Bereiche der Membran sichtbatr.

A

Lipid Rafts Yaal

Yaal
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.
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— — 72 Yaal
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Abbildung 4.23: Lokalisation von Lipid Rafts und rYaal

A,B: 5x10°> humane HEp-2 Zellen wutrden 15 min bei 4 °C abgekuhlt und anschlieend fur 15 min mit 20 pg/ml
BSA oder Yaaliogis und 10 pg/ml FITC-markiertem Choleraroxin Untereinheit B (CT-B) bei 4 °C inkubiert. Die
Zellen wurden intensiv mit PBS gewaschen, PFA fixiert und mit 2 % Saponin permeabilisiert. Die Detektion von
rYaalious erfolgt durch primiren Maus-anti-His Antikérper (1:50) und sekundirem Alexa594-gekoppelten anti-
Maus Antikérper (1:200). Lingenmarker: A: 20 um B obern: 10 um B unten: 2 um

C: 1x10° humane HEp-2 Zellen wurden fiir 60 min mit 5 mM Methyl-beta-Cyclodextrin (MBCD) oder PBS bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 pg/ml Yaaliowmis unter Anwesenheit oder Abwesenheit
von MBCD fir 15min oder 30 min inkubiert und intensiv mit PBS gewaschen. Die Bestimmung von
gebundenem rYaaliomis erfolgte iber Westernblotanalyse durch Detektion mit primdrem Maus-anti-His
Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500) (n=3). Yaaliocmis (55 kDa),
Proteinmarker: PageRuler

Um zu tberprifen, ob die spezifischen Bereiche, an denen rYaal lokalisierte, Lipid Rafts
waren, wurden Humanzellen parallel mit r Yaal, ; und dem klassischen Lipid Raft-Marker

Choleratoxin Untereinheit B (CT-B) inkubiert. Die Farbung der Lipid Rafts zeigte eine
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inhomogene Verteilung mit Bereichen der Plasmamembran mit stirkerer und schwicherer
Intensitit (Abbildung 4.23 A). Eine nahezu identische Verteilung konnte fir rYaal,,
beobachtet werden. Die Assoziation von Lipid Rafts und rYaal,,,, wurde deutlicher sichtbar,
wenn Zellen mikroskopiert wurden, die eine stirkere Abgrenzung von Lipid Raft positiven
und negativen Bereichen der Plasmamembran zeigten (Abbildung 4.23 B). rYaal,; konnte
hier hauptsichlich an Bereichen nachgewiesen werden, die positiv fur Lipid Rafts waren. In
der konfokalen Mikroskopie war zu erkennen, dass das Lipid Raft-Signal und das Signal fur
rYaal teilweise iuberlagert, das rYaal-Signal aber zudem auch auf dem Lipid Raft-Signal
waufgelagert® sichtbar war.

Da somit gezeigt werden konnte, dass rYaal, ., spezifisch an Lipid Rafts bindet, stellte sich
die Frage, ob die Zerstérung der Integritit der Lipid Rafts mit MBCD einen negativen
Einfluss auf die Bindung von rYaal, ;, an die Humanzelle hatte.

Bei der Analyse von HEp-2 Zellen mit zerstorten Lipid Rafts konnte kein Unterschied in der
Bandenintensitit von rYaal, g, zu HEp-2 Zellen mit intakten Lipid Rafts festgestellt werden.
Diese Experimente zeigten, dass rYaal,,, spezifisch mit Lipid Raft positiven Strukturen der
Humanzellenmembran assoziierte, die Bindung des Proteins an die humane Plasmamembran

jedoch unabhingig von der Integritit der Lipid Rafts war.

4.3.8.2 Chlamydien internalisieren an Lipid Raft Mikrodomanen

Da die Integritit von Lipid Rafts fir die Internalisierung der chlamydialen EBs essentiell war
(Abbildung 4.21 B, (Korhonen, Puolakkainen et al. 2012)) und rYaal,,, spezifisch an
Lipid Rafts der Humanzelle nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4.23), sollte die
Assoziation von Lipid Rafts mit dem frithen Einschluss mikroskopisch untersucht werden.
Hierzu wurden mit C. pnenmoniae infizierte HEp-2 Zellen 15 min und 60 min nach Infektion
fixiert. Die chlamydialen EBs wurden mit DAPI gefirbt und die Lipid Raft-positiven
Mikrodominen mit FITC-CT-B. Bereits nach 15 min zeigte sich eine Kolokalisation von
Lipid Raft-positiven Membranstrukturen und chlamydialen EBs (Abbildung 4.24 A). Nach
60 min wurden alle internalisierten EBs von Lipid Raft-angereicherten Strukturen umrundet
(Abbildung 4.24 B). Daher konnte erstmals mikroskopisch nachgewiesen werden, dass die
frihe Einschlussmembran bei C. preumoniae stark angereichert mit Lipid Rafts ist und EBs
Lipid Rafts als Eintrittsporte in die Humanzelle nutzen.

Da Lipid Rafts angereichert sind mit Rezeptoren wie dem Epidermal growth factor Rezeptor
(EGFR), der den humanen Interaktionspartner des chlamydialen Adhisins Pmp21 darstellt
(Moelleken, Becker et al. unverbffentlicht), wurde folgend uberpriift, ob die Lipid Raft-

positiven Strukturen mit EGFR-positiven Strukturen kolokalisieren.
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Abbildung 4.24: Bedeutung von Lipid Rafts fiir die Internalisierung der EBs

5x10> humane HEp-2 Zellen wurden 15 min bei 4 °C gekiihlt und anschlieBend mit C. puenmoniae EBs infiziert.
Die EBs wurden zunichst bei 4 °C fiir 15 min bei 2800 Upm anzentrifugiert. Die Infektion erfolgte fiir 15 min
(A) oder 60min (B) bei 37 °C. Die infizierten Zellen wurden mit PFA fixiert und mit 2 % Saponin
petmeabilisiert. EBs wurden mit DAPI (1:1000) gefarbt, Lipid Rafts mit 10 pg/ml FITC-markiertem CT-B. Zut
besseren Veranschaulichung wurde der DAPI-Firbung die Fehlfarbe rot zugeordnet. Lingenmarker: 2 pm

Tatsdachlich konnte gezeigt werden, dass die frithe Einschlussmembran (60 min nach
Infektion) sowohl stark angereichert fiir Lipid Rafts als auch fir EGFR ist (Abbildung 4.25
A). Hierbei tberlagerte das Lipid Raft-Signal perfekt mit dem EGFR-Signal. Hingegen konnte
keine Anreicherung des Transferrin Rezeptors (TfR) beobachtet werden, der bisher auch nicht
mit der C. pneumoniae Infektion in Verbindung gebracht wurde (Abbildung 4.25 B). Diese
Beobachtungen untermauern somit die Bedeutung von Lipid Rafts und dem EGFR fiir die
Internalisierung der chlamydialen EBs.

Da Aktin fir die Internalisierung essentiell war (Abbildung 4.21 D, (Majeed and Kihlstrom
1991)) und Chlamydien tber die Sekretion von Typ-III-sekretierten Effektorproteinen Aktin
direkt an der Bindestelle polymerisieren (Clifton, Fields et al. 2004), sollte die EB-induzierte
Aktinpolymerisation mit Lipid Rafts in Verbindung gebracht werden. Hierzu wurden 15 min

nach Infektion adhirierte EBs, Lipid Rafts und Aktin gefirbt. An der Stelle des adhirierten
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EBs konnten leichte Auswiichse von Aktin beobachtet werden, die ebenfalls angereichert an

Lipid Rafts waren (Abbildung 4.25 C).

A DNA Lipid Rafts EGFR iiberlagert

Abbildung 4.25: Kolokalisation von Lipid Rafts und Rezeptoren in frithen Einschliissen

5x10> humane HEp-2 Zellen wurden 15 min bei 4 °C gekiihlt und anschlieBend mit C. prenmoniae EBs infiziert.
Die EBs wurden zunichst bei 4 °C fiir 15 min bei 2800 Upm anzentrifugiert. Die Infektion etfolgte fir 60 min
(A, B) oder 15 min (C) bei 37 °C. EBs wurden mit DAPI (1:1000) gefirbt, Lipid Rafts mit 10 pg/ml FITC-
markiertem CT-B. A,B: Zur besseren Veranschaulichung wurde der DAPI-Firbung die Fehlfarbe rot
zugeordnet, der Rezeptorfirbung die Fehlfarbe blau.

A: Firbung mit primdrem Maus-anti-EGFR (1:50) und sekundirem Alexa594-gekoppeltem anti-Maus Antikérper
(1:200). B: Firbung mit primirem Maus-anti-hTfR (1:100) und sekundirem Alexa594-gekoppeltem anti-Maus
Antikérper (1:200). C: Firbung mit Rhodamine Phalloidin. Lingenmarker: 2 pm

Zusammenfassend zeigte die Mikroskopie, dass C. pmeumoniae EBs an Lipid Rafts
internalisierten. Der frithe Einschluss war zudem angereichert mit Lipid Rafts und EGFR, der
ein spezifischer Rezeptor fir C. pnenmoniae ist. Zudem konnte rYaal, ., direkt mit Lipid Rafts
in Verbindung gebracht werden, was die Wirkung von Yaal auf Lipid Raft-abhingige, frithe
Prozesse der Endozytose untermauerte. Jedoch war die Bindung von rYaal an Humanzellen

nicht abhingig von der Integritit von Lipid Rafts.
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4.3.9 Der Einfluss von Yaal auf Endozytoseprozesse

Da gezeigt werden konnte, dass Yaal an frithen Endozytoseprozessen der chlamydialen EBs
beteiligt ist, die an Lipid Rafts stattfinden, sollte untersucht werden, ob Yaal selber

endozytiert wird, oder bestimmte Endozytoseprozesse spezifisch begiinstigt.

4.3.9.1 rYaal steigert die allgemeine Endozytose nicht

Zunichst wurde uUberprift, ob l6sliches rYaal,,, einen stimulierenden Effekt auf die
allgemeine Endozytose von Humanzellen hat. Hierzu wurde die Oberfliche humaner HEp-2
Zellen reversibel biotinyliert und Endozytose unter der Einwirkung von rYaal,,,, erlaubt.
AnschlieBend wurde die Oberfliche der HEp-2 Zellen wieder debiotinyliert, um ausschlief3lich

internalisierte Biotinsignale zu detektieren.
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Abbildung 4.26: Einfluss von rYaal auf die allgemeine Endozytose der Humanzelle

A: Mikroskopische Uberpriifung der experimentellen Durchfiihrbarkeit. Vorgekiihlte HEp-2 Zellen wurden fiir
30 min bei 4 °C mit 0,25 mg/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin biotinyliert (oben) und mit 50 pM DTT fiir 30 min bei
4 °C debiotinyliert (Mitte). Nach der Biotinylierung wurde fiir 30 min bei 37 °C Endozytose zugelassen und
anschlieBend bei 4 °C debiotinyliert (unten). Biotin wurde mit 20 nM fluoreszierenden Streptavidin-Qdot605
detektiert.

B: Westernblot zur Uberpriifung der experimentellen Durchfiihrbarkeit. Eine 80 % konfluent mit HEp-2 Zellen
bewachsene 25 cm? Zellkulturflasche wurde 20 min bei 4 °C vorgekthlt und 30 min bei 4 °C mit 0,25 mg/ml
Sulfo-NHS-SS-Biotin biotinyliert. Die Reaktion wurde mit 50 mM Tris-HCl pH 7,8 fiir 30 min bei 4 °C
abgestoppt. Die Zellen wurden anschlieBend mit PBS oder zur Debiotinylierung mit 50 mM DTT fir 30 min bei
4 °C behandelt. Die Detektion erfolgte mit AP-gekoppeltem Streptavidin (1:2000).

C: Die Biotinylierung der HEp-2 Zellen erfolgte wie unter B beschrieben. Die HEp-2 Zellen wurden folgend mit
2ml 100 pg/ml BSA oder tYaaliouis fur 15 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Tempetatur fir
20 min auf 37 °C erhoht und die Zellen folgend mit kaltem HBSS gewaschen. Oberflichenzugingliches Biotin
wurde mit 50 uM DTT fir 30 min bei 4 °C entfernt. Die Detektion erfolgte mit AP-gekoppeltem Streptavidin
(1:2000).
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Zunichst wurden die einzelnen Schritte des Experimentes mikroskopisch tberpriift
(Abbildung 4.13 A). Nach dem Biotinylierungsschritt bei 4 °C zeigten die humanen Zellen ein
deutliches Signal an den Rindern, was die erfolgreiche Biotinylierung der
oberflichenzuginglichen Molekiile bestitigte. Durch die Zugabe von 50 uM DTT zur
Debiotinylierung bei 4 °C konnten die Signale vollstindig entfernt werden. Erlaubte man vor
der Debiotinylierung die Endozytose, so waren immer noch schwache Biotin-Signale an der
Zellmembran zu erkennen, was bedeutete, das biotinylierte Rezeptoren endozytiert worden
waren. In Westernblots wurden Zelllysate biotinylierter HEp-2 Zellen (-DTT) und Zelllysate
erst biotinylierter und dann debiotinylierter HEp-2 Zellen (+DTT) verglichen (Abbildung 4.26
B). Wihrend bei biotinylierten Zellen starke biotinmarkierte Proteinbanden zu sehen waren,
konnten in Zelllysaten debiotinylierter Zellen keine Banden detektiert werden. Zudem ist hier
anzumerken, dass der Blot der Debiotinylierungsprobe 60-mal so lange inkubiert wurde wie
der Blot der Biotinylierungsprobe um eventuelle sehr schwache Biotinsignale detektieren zu
konnen. Da die Westernblotanalyse die eindeutig besseren Signale lieferte, wurde das
Endozytoseexperiment in Gegenwart von loslichem BSA oder rYaal,,,, mittels Westernblot
analysiert.

Der Vergleich der humanen Endozytose biotinmarkierter Oberflichenproteine unter BSA und
rYaal, ,,-Einwirkung zeigte keine auffallenden Unterschiede (Abbildung 4.26 C). In beiden
Proben waren mehrere spezifische Banden sichtbar, die endozytierte Molekiile reprasentierten.
Die Intensititen dieser Banden waren, bis auf eine Ausnahme, zwischen den beiden Proben
vergleichbar. Bei der Behandlung der Zellen mit rYaal, ,;, war eine spezifische Bande bei
72 kDa erkennbar, welche vermutlich rYaal,,, reprisentiert, welches aufgrund von nicht
entfernten NHS-SS-Biotin-Molekiilen biotinyliert und anschlieBend endozytiert wurde. Diese
Vermutung konnte in Westernblots jedoch nicht tberprift werden, da rYaal, ,;, unabhingig
von der Endozytose an die Humanzellen bindet und daher in jedem Fall ein Signal fir
rYaal, . detektiert werden kann.

In einem weiteren Westernblot wurde mehr Probe geladen, um die Signalintensitit zu erhéhen
(Abbildung 4.26 D). Auch hier zeigte der Vergleich der humanen Endozytose unter BSA und
rYaal,,-Einwirkung keine auffallenden Unterschiede. Aufgrund der Menge geladener Probe
war ein starkes Hintergrundsignal zu beobachten, in dem einzelne Bande nur sehr schwer
auszumachen waren. Solle rYaal, ,, jedoch die Endozytose eines oder mehrerer spezifischer
Rezeptoren stark begiinstigen, so sollte(n) diese Bande(n) trotz des starken Hintergrunds
sichtbar sein.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, das rYaal, , die allgemeine Endozytose der

Humanzelle sehr wahrscheinlich nicht erhéht. Lediglich eine 72 kDa Bande konnte in den
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rYaal-stimulierten Zellen spezifisch detektiert werden, die allerding wahrscheinlich rYaal,

reprasentiert.

4.3.9.2 Endozytose von l6slichem rYaal

Daher wurde im nichsten Schritt die Endozytose von 16slichem, rYaal, ., Gberpraft. Der
experimentelle Ansatz war hierbei identisch zu dem des Tests auf allgemeine Endozytose,
jedoch wurde in diesem Fall das rekombinante Protein mit Sulfo-HHS-SS-Biotin biotinyliert.
Zur Uberpriifung, ob 16sliches rYaal, ;. endozytiert wurde, wurden die Bandenintensititen
des Biotinsignals von Bindung, Debiotinylierung und Endozytose miteinander verglichen
(Abbildung 4.27 A links). Die Menge an Humanzellen-gebundenem rYaal,,,, war in allen
drei Proben ungefihr vergleichbar, so dass die Stirke der Biotinsignale annidhernd vergleichbar
war. Hierbei war nicht nur die spezifische 72 kDa rYaal-Vollingenbande sichtbar, sonder

ebenfalls die in vorangegangenen Experimenten beobachteten Yaal-Fragmente.

a Biotin Coomassie a His a Biotin

Abbildung 4.27: Endozytose von l6slichem rYaal

A: Rekombinantes Yaaligenis wurde mit 20-fachem Uberschuss Sulfo-NHS-SS-Biotin fiir 1 h auf Eis biotinyliert.
Die Reaktion wurde anschlieBend tber Nacht mit 50 mM Tris-HCI pH 7,5 abgestoppt. Eine 80 % konfluent mit
HEp-2 Zellen bewachsene 25 cm? Zellkulturflasche wurde fiir 20 min bei 4 °C vorgekiihlt. Die HEp-2 Zellen
wurden mit 2ml 100 ug/ml biotinyliertem Yaalioxis flr 15 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte
Endozytose fur 20 min bei 37 °C oder fir Bindung und Debiotinylierung eine weitete Inkubation bei 4 °C. Die
Zellen wurden mit HBSS gewaschen und oberflichenzugingliches Biotin mit 50 mM DTT fiir 30 min bei 4 °C
entfernt. Fir die Bindungskontrolle wurde kein DTT eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit AP-gekoppeltem
Streptavidin (1:2000) oder mit primdrem Maus-anti-His Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten
anti-Maus Antikérper (1:7500). Yaaliogis (55 kDa), Proteinmarker: PageRuler

B: Uberpriifung der Debiotinylierung von rYaal. rYaaliowms wurde mit 20-fachem Uberschuss Sulfo-NHS-SS-
Biotin far 1 h auf Eis biotinyliert. Die Reaktion wurde anschlieBend tber Nacht mit 50 mM Tris-HCI pH 7,5
abgestoppt. AnschlieBend wurde die Probe mit oder ohne 50 uM DTT fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die
Detektion erfolgte mit AP-gekoppeltem Streptavidin (1:2000) oder mit primdrem Maus-anti-His Antikérper
(1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500).

Bei der Bindungskontrolle war ein starkes Biotinsignal bei 72 kDa sichtbar, was die Bindung
von biotinyliertem rYaal,,; an die HEp-2 Zellen zeigt (Abbildung 4.27 A rechts). Hierbei

waren verschiedene Yaal-Fragmente detektierbar, jedoch weniger als bei der Detektion tber
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den anti-His Antikérper. Die prominenteste Bande war das 55 kDa Fragment und die
Fragmente geringerer Grof3e konnten kaum noch detektiert werden. In der Endozytoseprobe
konnte ebenfalls ein Biotinsignal bei 72 kDa detektiert werden, auch wenn dessen Intensitit
im Vergleich zur Bindungskontrolle in etwa um das Funffache reduziert war.
Interessanterweise konnte hier nur biotinyliertes rYaal,,; Volllingenprotein nachgewiesen
werden. Die prominenten rYaal,,,;, Fragmente und das 55 kDa Fragment im Besonderen
waren nicht nachweisbar. Demnach konnte angenommen werden, dass ein Teil des
gebundenen rYaal, ;, vor der Debiotinylierung geschiitzt war.

Uberaschenderweise konnte auch in der Debiotinylierungskontrolle eine Biotinsignal Zhnlicher
Intensitit bei 72 kDa detektiert werden. Auch hier konnten keine rYaal-Fragmente detektiert
werden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Debiotinylierung von rYaal,, nicht
erfolgreich war.

Daher wurde kontrolliert, ob biotinyliertes rYaal,,; in Losung unter den gegebenen
Versuchsbedingungen erfolgreich debiotinyliert werden kann. Die Ladekontrollen im
Coomassie und Westernblot zeigten, dass jeweils gleiche Mengen an biotinyliertem und
debiotinyliertem rYaal, ;. geladen wurden (Abbildung 4.27 B). Ein Biotinsignal konnte
jedoch nur in der biotinylierten rYaal,,,,, Probe nachgewiesen werden. In der
Debiotinylierungsprobe war lediglich ein sehr schwaches Signal bei 72 kDa zu erahnen.

Somit war sehr wahrscheinlich, dass das Biotinsignal im Endozytoseexperiment unter
Debiotinylierungsbedingungen nicht auf ein unvollstindiges Entfernen des Biotins
zuriickzuftihren war, sondern das ein Teil des Proteins, trotz inhibierter Endozytose, vor der
Debiotinylierung geschiitzt war.

Demnach konnte vermutet werden, dass gebundenes rYaal,,,;, zumindest teilweise in die
Membran der Humanzelle reicht und dadurch teilweise vor der Debiotinylierung geschiitzt
wurde. Da die Biotinylierung von rYaal, ., an basischen Aminosiduren erfolgt und diese tber
das gesamte Protein verteilt sind, kann nicht gemutmal3t werden, welcher Teil des Proteins

potentiell in die Membran der Humanzelle reicht.

4.3.9.3 Yaal gekoppelte Latexkiigelchen werden nicht endozytiert

Da rYaal, ., eventuell endozytiert wird, wurde folgend Uberpriift, ob rYaal die Endozytose
von Protein-beschichteten Latexkiigelchen stimuliert.

Als Positivkontrolle dienten mit rPmp21Mg,,-beschichtete Latexkiigelchen, die an den
humanen EGF-Rezeptor binden und zu etwa 30 % internalisiert werden (Becker
unveroffentlicht). Diese Internalisierungsrate konnte experimentell mit 35,0 £2,6 %

internalisierten Latexkiigelchen bestitigt werden (Abbildung 4.28). Die mit rYaal,
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beschichteten  Latexkiigelchen — zeigten  hingegen  lediglich  eine  unspezifische
Internalisierungsrate von 6,6 * 1,5 %. Damit vermittelte rYaal, ,;, die Endozytose von

1,1 um grofB3en Latexkiigelchen nicht.

A B Pmp21-M +
Pmp21-M Yaal losliches Yaal
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35% - TL _I_
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25% 4
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0% T T 1

Pmp21-M Yaal Pmp21-M+
Isl. Yaal

internalisierte Latexkiigelchen

extrazelluldre
Latexkiigelchen

Phasenkontrast

Abbildung 4.28: Wirkung von rYaal auf die Internalisierung von Protein-beschichteten Latexkiigelchen
A: 1x10° humane HEp-2 Zellen wurden mit 5-fachem Uberschuss an Protein-beschichteten, 1,1 um grofB3en, griin
fluoreszierenden Latexkiigelchen fiir 4h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend unter mikroskopischer
Beobachtung mit PBS gewaschen. Optional wurden HEp-2 Zellen zuvor mit 100 pg/ml rYaaliouss fir 1 h bei
37 °C vorbehandelt. Die Fixierung erfolgte mit 3 % PFA fiir 10 min bei RT, um die Firbung von intrazelluliren
Latexkiigelchen zu verhindern. Extrazellulire Latexkiigelchen wurden mit primirem Kaninchen-anti-Pmp21M
oder Kaninchen anti-Yaal Antikérper (1:50) und sekundirem Alexa594-gekoppletem anti-Kaninchen Antikérper
detektiert. Die Bestimmung der Internalisierungsrate erfolgte mikroskopisch durch Auszdhlung der intra- und
extrazelluldren Latexkiigelchen in 10 Gesichtsfeldern unter 63-facher Objektvergréflerung. Die Experimente
wurden in Dubletten durchgefithrt (n=2).

B: Reprisentative mikroskopische Bilder des Internalisierungsexperiments unter 63-facher ObjektvergréBerung.

Da jedoch l6sliches rYaal, . -Protein in der Lag war die chlamydiale Internalisierung zu
erhéhen (Abbildung 4.7), wurde nun tberpriift, ob die Vorbehandlung der humanen HEp-2
Zellen mit rYaal, ,,;, die Internalisierung von Pmp21,,-beschichteten Latexkiigelchen
erhohte. Diese Behandlung fiithrte jedoch nicht zu einer Steigerung der Internalisierungsrate
der Pmp21M-gekoppelten Latexkiigelchen (34,7 + 2,1 %). Daher kann festgehalten werden,
dass rYaal,,,, die Endozytose von adhirierten 1,1 pum groBen Latexkiigelchen nicht

begtinstigte.
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4.3.9.4 Wirkung von Yaal auf die C. trachomatis Infektion

Da in den zuvor durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden konnte, dass rYaal weder die
allgemeine Endozytose der Humanzelle stimuliert, noch die Internalisierung von 1,1 pm
Latexktigelchen fordert, konnte spekuliert werden, dass rYaal spezifisch die Internalisierung
von Chlamydien beglinstigt. Daher wurde nun Uberprift, ob das C. preumoniae-spezifische
Yaal-Protein nur die Internalisierung von C. preunmoniae erhohte, oder auch die einer anderen

humanpathogenen Art (C. trachomatis).
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Abbildung 4.29: Wirtkung von rYaal auf die C. trachomatis Infektion

A: 1x10° humane HEp-2 Zellen wurden fiir 2 h bei 37 °C mit PBS oder 100 ng/ml rYaaliomss inkubiert und mit
C. pnenmoniae (Cpn_GiD), C. trachomatis Serovar E (Ctr_E) oder C. trachomatis Serovar L2 (Ctr_L2) infiziert. Nach
2h erfolgte ein Medienwechsel. Die Infektiositit wurde fir C. puenmoniae 50 hpi, far C. trachomatis 24 hpi
bestimmt, indem mikroskopisch die Anzahl der gebildeten Einschlisse in 10 Gesichtsfeldern unter 63-facher
ObjektvergroBerung gezihlt wurde. Die Vorbehandlung der Humanzellen mit PBS wurde auf 100 % Infektion
gesetzt. Die Experimente wurden in Dubletten durchgefithrt (n=3).

B: Reprisentative mikroskopische Bilder der Infektion. Die Einschiisse wurden mit Pathfinder (1:6) gefirbt.

Die C. pnenmoniae-Infektion mit rYaal,, ., konnte auf (237,517 %) gesteigert werden
(Abbildung 4.29). Interessanterweise lie3 sich auch die Infektion mit C. #rachomatis Serovar E
durch rYaal,  ; auf 174,0 & 83 % steigern, wobei die Steigerung der Infektion deutlich
geringer als bei C. pneunoniae ausfiel. Die Infektion mit C. #rachomatis Serovar 1.2 hingegen blieb
durch rYaal, ,, unbeeinflusst (111,3 £ 10,5 %).

Dies konnte bedeuten, dass C. puewmoniae und  C. trachomatis Serovar E den gleichen
Internalisierungsweg benutzen, hingegen C. frachomatis Serovar L2 auf einem anderen Weg
internalisiert wird.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass rYaal keinen positiven Effekt auf die
Endozytose der Humanzellen im Allgemeinen zu haben schien. Auch die Internalisierung von
1,1 um groflen Latexkiigelchen konnte durch rYaal, . nicht verbessert werden. Allerdings
war rYaal, . in der Lage die Infektion von C. trachomatis Serovar E, nicht jedoch die von

Serovar L2, zu verbessern.
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4.3.10 Domdnenanalyse von Yaal

Neben der Funktionsanalyse des Yaal-Vollingenproteins sollte auch eine Dominenanalyse
durchgefiihrt werden. Dazu wurde das Protein in einen gleich groBen N-terminalen

(AS 1 - 254) und C-terminalen (AS 255 — 508) Teil unterteilt.

4.3.10.1 Der C-Terminus vermittelt die Bindung an humane Zellen wahrend der

N-Terminus essentiell fiir die infektionssteigernde Wirkung ist
Zunichst wurde untersucht welcher Teil des Proteins fur die Adhidsion an die Humanzelle
verantwortlich ist. Hierzu wurden Adhisionsexperimente mit griin fluoreszierenden
Latexkiigelchen und mit I9slichem Protein durchgeftihrt (4.3.5, S. 112).
Bei der Beschichtung der Latexkiigelchen mit rYaal, ,, war die 72 kDa Volllingenbande
deutlich unterreprisentiert und primdr die bekannten Yaal-Fragmente detektierbar
(Abbildung 4.30 C). Bei der Beschichtung mit rYaal-C, ., (28 kDa) war die Hauptbande bei
43 kDa detektierbar. Somit lduft auch der C-Terminus, wie das rYaal-Vollingenprotein,
deutlich hoher als nach dem berechneten Molekulargewicht vermutet Auch beim rYaal-C, ;0
waren verschieden Degradationsbanden auf den Latexkiigelchen nachweisbar. Zudem konnte
eine Bande bei etwa 80 kDa, in etwa der doppelten Laufhéhe von rYaal-C,,,, detektiert
werden. Die generelle Beschichtung der Latexkiigelchen mit rYaal, ,, und rYaal-C, ,;, war
in etwa vergleichbar. Hingegen konnte rYaal-N, ., nicht detektiert werden. Allerdings war
die Detektion von rYaal-N,;, Uber den His-Tag aus unbekannten Griinden sehr schwierig.
Die Auswertung des Bindeassays ergab, dass mit dem C-terminalen Fragment-beschichtete
Latexkiigelchen ebenso gut an humane HEp-2 Zellen adhirierten wie mit Volllingenprotein-
beschichtete Latexkiigelchen (Abbildung 4.30 A, B). Kugelchen, bei denen das N-terminale
Fragment zur Beschichtung eingesetzt wurde, zeigten hingegen keine Adhasion
(11,9 £ 2/4%). Jedoch war zu bertcksichtigen, dass eine erfolgreiche Beschichtung der
Kigelchen mit rYaal-N, ., nicht nachgewiesen werden konnte.
Daher wurden die adhisiven Eigenschaften auch im Bindeassay mit l6slichem Protein
tberprift. Auch hier konnte rYaal-C, ,;, ebenso wie rYaal,, bereits nach 15 min an die
Humanzellen gebunden detektiert werden (Abbildung 4.30 D). Die Bindungskinetiken des
Volllingenproteins und des C-terminalen Fragments unterschieden sich hierbei nicht
signifikant. Auch in diesem experimentellen Ansatz konnte keine Bindung von rYaal-Ng
an HEp-2 Zellen nachgewiesen werden, obgleich rYaal-N, ., in der Ladekontrolle detektiert
werden konnte. Somit konnte gezeigt werden, dass rYaal tber den C-terminalen Bereich an

Humanzellen adhariert.
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Abbildung 4.30: Dominenanalyse von rYaal

A-C: Bindung von rYaal-beschichteten Latexkiigelchen an humane Zellen. 1x10° griin fluoreszierende, 1,1 um
Latexkiigelchen wurden mit 100 pg/ml rekombinantem Protein gekoppelt und im 10-fachen Uberschuss mit
1x10¢ HEp-2 Zellen fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, anschlieBend unter mikroskopischer Beobachtung gewaschen,
abgel6st und PFA-fixiert. Die Adhisionsanalyse erfolgte durch Bestimmung der mittleren Fluoreszenz von 10000
HEp-2 Zellen mittels FACS-Aria. Die Experimente wurden in Tripletts durchgefithrt (n=4).

A: Quantitative Auswertung der Bindung griin fluoreszierender Latexkiigelchen an 10000 HEp-2 Zellen. Die
Bindung der Yaaliois-gekoppelten Latexktgelchen wurde auf 100 % Adhision gesetzt.

B: Reprisentative Darstellungen der FACS-Ausgabedatei mit Gegeniiberstellung der Intensitit der Fluoreszenz
(X-Achse) gegen die Zellzahl (Y-Achse) der HEp-2 Zellen.

C: Westernblot zur Bestimmung der Beschichtung von 5x107 Latexkiigelchen detektiert mit primidrem Maus-anti-
His-Antik6rper (1:2000) und sekundidrem AP-gekoppelten anti-Maus-Antikrper (1:7500). Yaaliosnis (55 kDa),
Yaal-Niosnis (28 kDa), Yaal-Ciosnis (28 kDa), Proteinmarker: PageRuler

D: Reprisentative Westernblots der Bindung von rekombinantem Protein an HEp-2 Zellen. 1x10¢ humane
HEp-2 Zellen wurden 15min bei 4 °C vorgekiihlt und anschlieBen mit 250 pl Medium mit 100 pg/ml
rekombinantem Protein bei 37 °C fiir unterschiedliche Zeitpunkte inkubiert und anschieBend intensiv
gewaschen. Die Bestimmung des Bindeverhaltens erfolgte Gber Westernblotanalyse durch Detektion mit
primidrem Maus-anti-His Antikérper (1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus Antikérper (1:7500).
E: Humane HEp-2 Zellen wurden 2 h bei 37 °C mit 100 pg/ml oder 1,8 pM rekombinantem Protein inkubiert
und infiziert (MOI=20). Nach 2 h erfolgte ein Medienwechsel. Die Infektigsitit wurde 50 hpi bestimmt, indem
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mikroskopisch die Anzahl der gebildeten Einschlisse in 10 Gesichtsfeldern unter 63-facher ObjektvergréB3erung
gezihlt wurden. Die Vorbehandlung der Humanzellen mit PBS wurde auf 100 % Infektion gesetzt. Die
Experimente wurden in Dubletten durchgefiihrt (n=3).

SchlieBlich wurde untersucht, ob die Adhidsion des C-Terminus fir die infektionssteigernde
Wirkung von rYaal ausreichend ist.

Die Vorbehandlung der HEp-2 Zellen mit 100 pg/ml (1,8 uM) rYaal, ., steigerte die
Infektion auf 226,6 * 3, 8 % (Abbildung 4.30 E). Weder die Vorbehandlung der Humanzellen
mit 1,8 uM rYaal-C, ;,, noch mit 100 ng/ml rYaal-C,,,; konnte die Infektion beeinflussen
(100,2 £ 7,3 % respektive 97,1 £ 7,1 %). Auch die Vorbehandlung mit 1,8 uM rYaal-Ng .,
oder 100 pg/ml rYaal-N, ;. hatte keinen signifikanten Effekt auf die Infektion
(118,9 + 7,6 % respektive 108,1 £ 8,7 %)

Dies bedeutet, dass rYaal zwar Uber den C-Terminus an die Humanzelle adhiriert, diese
Adhision jedoch nicht ausreichend fir die infektionssteigernde Wirkung von rYaal ist und

der N-Terminus fiir die infektionssteigernde Wirkung essentiell ist.

4.3.10.2 Bestimmung der Bindedomane von Yaal

Bindung
Latex- 16sliches
kiigelchen Protein
1 508
Yaal — Ja Ja
456
Yaal-Cl1 — Ja Ja
406
Yaal-C2 — Ja Ja
356
Yaal-C3 — Ja Ja
Yaal-C4 — Nein Nein
254 305
Yaal-AC1 _\/— Ja Ja
355
Yaal-AC2 _\/— Nein Nein
405
Yaal-AC3 _\/— Nein Nein

Bindedomane

Abbildung 4.31: Analyse der Bindedomine von Yaal
Schematische Darstellung der Analyse der Bindedomine von Yaal. Die Adhisionsfihigkeit der Proteinvarianten
wurde in zwei verschiedenen experimentellen Ansitzen tberprift (Galle 2012).

Die genaue Bestimmung der Bindedomine von Yaal wurde als Bachelorarbeit im Zuge dieser

Arbeit durchgefihrt. Hierzu wurde Yaal C-terminal um jeweils 50 Aminosduren verkurzt.
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Ebenso wurde der N-Terminus des C-terminalen Bereichs von Yaal um jeweils weitere 50
Aminosduren deletiert (Abbildung 4.31). Die rekombinanten Proteine wurden aufgereinigt
und mit Protein-gekoppelten Latexkigelchen und 16slichem Protein auf Adhision getestet.
Die Bindedomine von Yaal konnte hierdurch auf 50 Aminosiduren genau bestimmt werden

und liegt zwischen Aminosiure 305 und 355 (Galle 2012).

4.3.10.3 Yaal interagiert liber den C-Terminus mit sich selbst
Da bereits die Oberflichenplasmonenresonanz erste Hinweise auf eine Selbstinteraktion von
Yaal geliefert hatte (Abbildung 4.18 C), sollte dies mittels Far Western Analyse weiter

analysiert werden.
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Abbildung 4.32: Selbstinteraktionsanalyse von rYaal

A: Westernblot zur Uberpriifung der Biotinylierung von Yaal und Yaal-C. Rekombinantes Protein wurde fiir 2 h
auf Bis mit 20-fachem Uberschuss von Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert. Die Reaktion wurde iiber Nacht mit
50 mM Tris gestoppt. Die Detektion erfolgte mit AP-gekoppeltem Streptavidin (1:1000). Yaalioxmis (55 kDa),
Yaal-Ciomis (28 kDa) Proteinmarker: PageRuler

B: Far Westernblot zur Analyse der Selbstinteraktion. 1 ug rekombinantes Protein wurde geblottet, mittels
abnehmenden Guanidin-HCI-Gradienten renaturiert und mit 3 ml 2 ug/ml biotinyliertem Protein fiir 2 h bei RT
inkubiert. Die Detektion der Ladekontrolle erfolgte mit Coomassie oder primirem Maus-anti-His-Antikérper
(1:2000) und sekundirem AP-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:7500). Die Detektion des Far Westernblots
erfolgte mit AP-gekoppeltem Streptavidin (1:1000). GSTesmis (26 kDa), Yaalioenis (55 kDa), Yaal-Ciois
(28 kDa), Proteinmarker: PageRuler

Da der N-Terminus von rYaal,,,;, sehr instabil ist, wurden die Experimente in dieser Arbeit
nur mit dem C-Terminus durchgefithrt. Die Ladekontrollen zeigten fur alle drei getesteten
Proteine (GST als Negativkontrolle, rYaal, ,;, und rYaal-C,,,) vergleichbare
Bandenintensititen im Coomassie-gefirbten SDS-Gel (Abbildung 4.32 B). Fur rYaal,,,, und
Yaal-C,;, waren im Westernblot wiederum die spezifischen Fragmente nachweisbar.

Sowohl mit biotinyliertem rYaal,,, als auch mit biotinyliertem rYaal-C, ;. konnten Banden

auf Laufhéhe von 72kDa (rYaal) und etwa 43 kDa (rYaal-C) detektiert werden. Bei
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rYaal, .y, war zudem eine Interaktion mit einem 55 kDa Fragment zu erkennen. In der GST-
Kontrollspur waren keine Banden sichtbar. Die bedeutet, dass rYaal in der Lage ist tiber den

C-Terminus mit sich selbst zu interagieren.

4.3.11 Transfiziertes Yaal lokalisiert an der Plasmamembran der humanen

Zelle und vermindert die Infizierbarkeit durch Cpn
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Abbildung 4.33: Lokalisation von transfiziertem Yaal

A: Humane HEp-2 Zellen wurden mit Yaal-YFP, Yaal-N-YFP oder Yaal-C-YFP mittels TurboFect transfiziert
und 24 h nach der Transfektion PFA-fixiert. Die Farbung der Membran erfolgt durch Kotransfektion mit einem
selbst generierten Membranmarker (mCherry fusioniert an die Transmembrandomine des PDGFR, welche
mittels einer IgK-Domine an der Plasmamembran lokalisiert). Lingenmarker: 20 pm

B: Infektion transfizierter Zellen. HEp-2 Zellen wurden mit YFP oder Yaal-YFP mittels TurboFect transfiziert
und 24 h nach der Transfektion mit C. preumoniae infiziert. Die Infektion wurde 24 hpi mit PFA fixiert und mit
2 % Saponin permeabilisiert. Die Einschlisse wurden mit primirem Kaninchen-anti-Cpn0147 Antiserum (1:50)
und sekundidrem Alexa594-gekoppeltem anti-Kaninchen Antikérper gefirbt. Zu Analyse wurde die beobachtete
Anzahl infizierter, transfizierter Zellen in Relation zur erwarteten Anzahl infizierter, transfizierter Zellen gesetzt,
die sich aus der Transfektionseffizienz und der Infektionsrate ergaben (n = 3).

C: Reprisentative mikroskopische Bilder der Infektion der transfizierten HEp-2 Zellen.
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Da bei der Suche nach einem proteinésen Interaktionspartner lediglich intrazellulire Proteine
gefunden wurden, die direkt unter der Plasmamembran der humanen Zelle lokalisieren
(Abbildung 4.16 D, Tabelle 4.1). wurde nun tberprifen, ob Yaal an spezifischen Stellen in
der Humanzelle lokalisiert.

Sowohl das Yaal-YFP Volllingenprotein als auch Yaal-C-YFP lokalisierten an der
Plasmamembran der Humanzelle (Abbildung 4.33 A). Erstaunlicherweise lokalisierte auch das
N-terminale Fragment von Yaal (Yaal-N-YFP) an der Plasmamembran der humanen Zelle
(Abbildung 4.30 A, D). Dies konnte bedeuten, dass Yaal tber den N-Terminus mit
spezifischen intrazelluliren Proteinen an der Plasmamembran interagiert. Sowohl Yaal-YFP
als auch Yaal-N-YFP und Yaal-C-YFP zeigten eine starke Akkumulation an einer Seite des
Zellkerns.

Nun wurde tiberpriift, ob transfiziertes Yaal einen Einfluss auf die chlamydiale Infektion hat
(Abbildung 4.33 B, C). Mit Yaal transfizierte Zellen wiesen eine Infektionsrate von
52,1 £ 4,7 % vom erwarteten Wert auf. Hingegen zeigten mit Yaal-YFP transfizierte HEp-2
Zellen lediglich ecine Infektionsrate von 1241+ 15% vom erwarteten Wert. Die
Transfektionseffizienzen waren mit 432 £ 1,1 fir YFP und 44,2 £ 2,1 % fiir Yaal-YFP
ebenso vergleichbar wie die Infektionsraten mit 24,0 1,2 %, respektive 30,2 1,5 %.
Erstaunlicherweise reduzierte transfiziertes Yaal-YFP somit die C. preumoniae Infektion,

wihrend extrazellulires Yaal die Infektion stark verstirkte (Abbildung 4.19).

Zusammenfasssend konnte mit dieser Arbeit das hypothetische chlamydiale Protein Yaal
weitreichend charakterisiert werden. Yaal war auf der Oberfliche von chlamydialen EBs
detektierbar und in der Lage die Phospholipidmembran der Humanzelle zu binden. Die
Bindung erfolgte hierbei iiber den C-terminalen Bereich des Proteins. Dabei interagierte es
direkt mit der Plasmamembran der Humanzelle. Zudem neutralisierten anti-Yaal Antikorper
die Infektion signifikant. Jedoch steigerte rYaal, ungewohnlich fir ein klassisches Adhisin, die
chlamydiale Infektion deutlich. Fur die infektionssteigernde Wirkung war zum einen die
Bindung tber den C-Terminus, zum anderen die Anwesenheit des N-Terminus nétig Diese
infektionssteigernde Wirkung beruhte nicht auf einer verbesserten Adhision sondern einer
verbesserten Internalisierung der EBs.

Zudem konnte gezeigt werden, dass rYaal auf frithe Prozesse der Internalisierung wirkt und
diese Wirkung abhingig von der Integritit von Lipid Rafts und dem Aktinzytoskelett ist. Die
Bedeutung von Lipid Rafts fur die chlamydiale Infektion wurde mikroskopisch bestitigt. So
konnte gezeigt werden, dass EBs an Lipid Rafts internalisieren und die frithe

Einschlussmembran angereichert an Lipid Rafts ist. Ebenso zeigte sich hier eine Anreicherung
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des C. pneumoniae-spezitischen Rezeptors EGFR. Auch konnte gezeigt werden, dass rYaal
spezifisch an Lipid Rafts lokalisiert, die Integritit der Lipid Rafts jedoch fiir die Bindung von
rYaal irrelevant ist. AbschieBend konnte gezeigt werden, dass rYaal die allgemeine
Endozytose der Humanzelle nicht erhéht, allerdings die Infektion von C. frachomatis Serovar E

steigert.
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5 Diskussion

Die Adhision und Internalisierung des EBs sind die initialen und daher kritischen Schritte der
chlamydialen Infektion. Die C. pneumoniae EBs interagieren zunichst Giber das Adhisin OmcB
mit Glykosaminoglykanen der Wirtszelle (Moelleken and Hegemann 2008). Da diese
Interaktion sehr wahrscheinlich reversibel ist (Carabeo and Hackstadt 2001), konnten die EBs
entlang der polymeren GAG-Strukturen auf der Oberfliche der Humanzelle ,,surfen” um zu
ihrer spezifischen Eintrittspforte zu gelangen. Hier wiirde dann die Adhision des EBs iiber
die Interaktion der Pmp-Proteine mit humanen Rezeptoren stattfinden (Moelleken, Schmidt et
al. 2010). In jiingsten Studien wurde der EGF-Rezeptor als Interaktionspartner von Pmp21
identifiziert (Moelleken, Becker et al. unveroffentlicht). Werden sowohl die OmcB-GAG-
Interaktion als auch die Pmp21-EGFR-Interaktion gleichzeitig durch Antikérper oder
rekombinantes Protein blockiert, so wird die Infektionsrate auf um 60 % reduziert (Becker
unveroffentlicht). Dies ldsst vermuten, dass weitere chlamydiale Proteine an der Adhision
beteiligt sind. Daher wurde nach weiteren Faktoren gesucht, die fir die Adhision des EBs an
die Wirtszelle bendtigt werden. Mittels Hefe-Oberflichenexpressionssystem wurden Yaal,
Yaa2 und Yaa3 (yet another adhesin) als potentielle neue C. preumoniae Adhisine identifiziert
(Fechtner 2009). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die adhisiven Eigenschaften der Yaa-

Proteine zu verifizieren und ithre Funktion zu charakterisieren.

5.1 Yaal — Adhasin oder Tiiroffner fiir die Infektion?

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Yaal auf der Oberfliche von EBs zuginglich ist,
adhisive Figenschaften besitzt und in frihen Schritten der Infektion eine essentielle Rolle
spielt. Dennoch handelt es sich bei Yaal nicht um ein Adhisin, da es an der Internalisierung
des EBs und nicht an der Adhiasion beteiligt ist. Hierbei interagiert Yaal mit
Phospholipidmembranen und lokalisiert spezifisch an Lipid Raft-Mikrodominen der
Plasmamembran der Humanzelle, die sehr wahrscheinlich die Eintrittspforte der EBs
darstellen und essentiell fiir die Internalisierung sind. Yaal weist funktionell zwei Domanen
auf. Dabei vermittelt der C-terminale Teil die Adhision, wihrend die Funktion des
N-terminalen Fragments noch aufzukliren ist. Da die infektionssteigernde Wirkung von rYaal
nicht alleine durch den C-Terminus vermittelt werden kann ist es wahrscheinlich, dass das

auch der N-Terminus fir eine effiziente Internalisierung des EBs bendtigt wird.
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5.1.1 Yaal lokalisiert auf der Oberflache infektioser EBs

Yaal konnte in SDS-Gelen bei einer Lauthéhe von 72 kDa detektiert werden und somit héher
als nach dem berechneten Molekulargewicht von 55 kDa vermutet (Abbildung 4.9). Auch das
rekombinante Yaal Protein liuft in SDS-Gelen auf dieser Hohe (Abbildung 4.8). Die
Expressionsanalyse zeigte, dass Yaal etwa ab 36 hpi stark exprimiert wird (Abbildung 4.9. A,
C). Dabei ist der starke Anstieg der Bandenintensitit zum einen durch die Expression von
Yaal, zum anderen durch die starke Vermehrung der RBs begriindet. Die Expressionsanalyse
entspricht damit nicht genau den zuvor ermittelten Transkriptionsdaten, wo ein Anstieg der
Yaal mRNA erst zwischen 36 hpi und 48 hpi ermittelt wurde (Murra unveréffentlicht).
Wurden die infizierten Zellen mit 2 % SDS und 2 % Sarkosyl lysiert, konnten neben der
72 kDa Yaal-Volllingenbande weitere prominente Yaal-Fragmente bei 68 kDa, 60 kDa,
45 kDa, 40 kDa und 35 kDa detektiert werden (Abbildung 4.9 C). Das 45 kDa-Fragment war
zudem deutlich auf gradientengereinigten RBs detektierbar wobei das Volllingenprotein auf
RBs unterreprisentiert war (Abbildung 4.9 B). Auf gradientengereinigten EBs konnte
ausschlieflich das Yaal-Volllingenprotein detektiert werden. Ob die Yaal-Fragmente eine
spezifische Rolle im Infektionszyklus haben, muss noch geklirt werden.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass Yaal wihrend des
gesamten Infektionszyklus ausschlief3lich im Einschluss nachweisbar ist und hier mit den EBs
assoziiert (Abbildung 4.10 C). 72 Stunden nach Infektionsbeginn, wenn der Einschluss fast
ausschliefSlich mit EBs angereichert ist, sind unter PFA-Fixierung ringartige Yaal-Strukturen
zu erkennen, die die DNA umrunden und mit MOMP, einer Komponente des cOMC,
kolokalisieren (Abbildung 4.11 A). Unter PFA-Fixierung mit anschlieender Permeabilisierung
der Zelle und er Inklusionsmembran durch 0,2 % Triton X-100 kénnen ausschliefSlich
chlamydiale, oberflichenzugingliche, nicht jedoch intra-chlamydiale Proteine angefirbt
werden (Knudsen, Madsen et al. 1999; Moelleken and Hegemann 2008; Wuppermann,
Molleken et al. 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010). Daher weist die Detektion von Yaal
unter PFA-Fixierung auf eine zumindest partielle Oberflichenlokalisation von Yaal hin. Mit
Hilfe dieser differentiellen Fixiermethode wurde wunter anderem  bereits die
Oberflichenlokalisation der C. prenmoniae Adhisine OmceB und Pmp21 gezeigt (Moelleken and
Hegemann 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010).

Die Oberflichenlokalisation von Yaal wurde mit Loslichkeitsexperimenten bestitigt
(Abbildung 4.11 B). Mit 2 % Sarkosyl konnte Yaal groBtenteils in den Uberstand tiberfiihrt
werden. Proteine des cOMC, wie MOMP, sind Sarkosyl-unloslich und daher nicht oder nur in
ganz geringen Mengen mit Sarkosyl in den Uberstand zu bringen (Caldwell, Kromhout et al.
1981) (Abbildung 4.11 B). Daher handelt es sich bei Yaal wahrscheinlich nicht um eine
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Komponente des stark iiber Disulfidbriicken quervernetzen cOMC. Yaal war, im Gegensatz
zu intra-chlamydialen Proteinen, mit nicht-ionischen Detergenzien, die haufig zur Isolation
von nativen Membranproteinen verwendet werden (1 % Triton oder 1 % NP-40), von der
Oberfliche der EBs l6sbar. Interessanterweise wurde bei der Triton X-100 und NP-40
Behandlung nicht Yaal-Volllingenprotein von der Oberfliche der EBs gelost, sondern nur
verschiedene Fragmente mit GroBen von etwa 60 kDa, 48 kDa, 40 kDa und 35 kDa. Yaal-
Volllingenprotein blieb nach der Behandlung immer noch mit den EBs assoziiert (Pellet).
Dies deutet darauf hin, dass Yaal potentiell von einer oberflichenlokalisierten, chlamydialen
Protease gespaltet werden kann, nachdem die Integritit des cOMC durch die Detergenzien
zumindest teilweise aufgelockert wurde. Dieser Umstand konnte daher ebenfalls die
Degradationsbanden in der Expressionskinetik erkliren. Der Prozess der proteolytischen
Adhisinspaltung ist unter anderem fir das Adhidsin FHA von Bordetella pertussis bekannt
(Coutte, Antoine et al. 2001). Die Freisetzung von Adhisinen in den extrazelluliren Raum
scheint ein weit verbreiteter Mechanismus zu sein, dessen Bedeutung bislang unverstanden ist
(Gerlach and Hensel 2007). In der chlamydialen Infektion koénnte die humane Disulfid-
Isomerase PDI fur die Auflockerung des cOMC verantwortlich sein und die proteolytische
Spaltung von Yaal ermoglichen. Eine Beteiligung von PDI am Adhisions- und
Internalisierungsprozess wurde fir C. frachomatis bereits beschrieben. Hierbei interagieren die
EBs nicht direkt mit PDI, sondern die Enzymaktivitit von PDI férdert den Eintritt in die
Wirtszelle (Abromaitis and Stephens 2009). Daher stellt sich die Frage, warum die Yaal-
Fragmente nicht beim Zeitpunkt Ohpi, sprich der Adhision, in der Zeitkinetik der
Expressionskontrolle zu sehen sind. Dies liegt moglicherweise im experimentellen Ansatz
begrindet, da die EBs zur Adhision bei 4 °C auf die Humanzelle zentrifugiert wurden und
somit biologische Prozesse deutlich verlangsamt ablaufen. Zwischen 2 hpi und 30 hpi ist das
Yaal-Signal generell nur sehr schwach detektierbar, weshalb die Yaal-Fragmente
moglicherweise vorhanden, jedoch nicht nachweisbar sind.

Oberflichenlokalisierte Proteine stellen gute Ziele fiir die Immunantwort auf eine Infektion
dar. In der serologischen Analyse von sechs Pateintenseren mit nachgewiesener C. pneunoniae
Infektion konnten in allen Seren Antikorper gegen Yaal nachgewiesen werden. Wie erwartet
waren auch alle getesteten Patientenseren positiv fir anti-OmcB Antikérper (Abbildung 4.12
B), da das Adhisin OmcB bereits als immundominantes Antigen beschrieben wurde
(Campbell, Kuo et al. 1990; Portig, Goodall et al. 2003). Das bedeutet, dass auch Yaal als
immundominantes Antigen eingestuft werden kann.

Zusammenfassend deuten die ringartigen Yaal-Strukturen unter PFA-Fixierung, die

Léslichkeit unter Triton X-100- und NP-40-Behandlung so wie die Immundominanz deutlich
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darauf hin, dass Yaal oberflichenlokalisiert ist. Dies wird durch einen, im Rahmen dieser
Arbeit durchgefihrten, ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) auf intakten EBs
unterstiitzt (Abbildung 5.4, S. XVIII). Aufgrund nicht ausreichender Kontrollen und zu
geringen experimentellen Wiederholungen wurde der Test nicht in den Ergebnisteil
aufgenommen. Im Kontrollexperiment zeigten Antikérper gegen das Adhisin Pmp21
(Pmp21N) eine deutliche Bindung an die Oberfliche intakter EBs. Antikérper gegen das intra-
chlamydiale Protein EFTu hingegen konnten intakte EBs nicht binden. Auch anti-Yaal
Antikoérper erkannten Yaal auf intakten EBs, was bedeutet, dass Yaal oberflichenlokalisiert
ist.

Mit dem Nachweis der Oberflichenlokalisation von Yaal erfullt Yaal somit eine
Grundvoraussetzung fiir ein potentielles Adhdsin. Dennoch bleibt die Frage zu kliren, wie
Yaal auf die Oberfliche der EBs gelangt und wie es dort verankert ist. Die bioinformatischen
Analysen identifizierten in Yaal weder eine bekannte Signalsequenz (SignalP 4.0, Phobius)
noch eine Transmembrandomine (Phobius) (Kall, Krogh et al. 2004; Petersen, Brunak et al.
2011). Auch ein Vorhersageprogramm fiir beta-Barrel-verankerte Proteine in der dulleren
Membran Gram-negativer Bakterien (BOMP) lieferte keinen Treffer fur Yaal (Berven, Flikka
et al. 2004). Aber auch fir das Adhidsin OmcB wird keine Transmembrandomine
vorhergesagt. Die biochemischen und immunbiologischen Untersuchungen belegen jedoch,
dass der C-Terminus von OmcB im Periplasma, der N-Terminus von OmcB jedoch
oberflichenlokalisiert ist und OmcB daher die dulere Membran durchspannen muss (Everett
and Hatch 1995; Ting, Hsia et al. 1995; Mygind, Christiansen et al. 1998; Stephens, Koshiyama
et al. 2001; Montigiani, Falugi et al. 2002; Fadel and Eley 2007; Moelleken and Hegemann
2008). Auch das trimere Autotransporteradhisin Pmp21, das héchstwahrscheinlich mittels
C terminalem beta-Barrel die Translokation der adhisionsvermittelnden ,,Passgierdomine®
ermoglicht, lieferte keinen Treffer in der BOMP-Suche. Im Gegensatz dazu wurden die
Adhisine Intimin von EPEC/EHEC und YadA von Y. pseudotuberculosis zuverlissig gefunden.
Ein Abgleich mit der COMP-Datenbank (chlamydia outer membrane protein) hingegen ergab
cinen Treffer fir Yaal von C. preumoniae AR39 und sagt es als integriert in die dullere
Membran voraus (http://131.130.66.201/pcomp). Yaal konnte demnach tdber ein
Chlamydien-spezifisches Signal auf die Oberfliche der EBs sekretiert und dort verankert
werden, dhnlich dem Adhasin InlB des Gram-positiven Bakteriums L. 7onogytogenes, das nicht-

kovalent an die Bakterienmembran gebunden ist (Jonquieres, Pizarro-Cerda et al. 2001).
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5.1.2 Yaal besitzt alle notigen Eigenschaften eines Adhdsins

Neben der Oberflichenlokalisation gilt fur Adhésine zudem, dass das Adhisin selber in der
Lage ist an die Wirtszelle zu binden und Antikérper, gerichtet gegen das Adhisin, die Bindung

des Bakteriums an die Wirtszelle und damit die Infektion reduzieren.

5.1.2.1 Anti-Yaal Antikorper neutralisieren die chlamydiale Infektion

Im Antikérperneutralisationsexperimente reduzierte Antiserum gerichtet gegen Yaal die
Infektion, wobei ein Plateau von 30 % Reduktion bereits bei einer Verdiinnung von 1:100
erreicht wurde (Abbildung 4.13). Dies konnte bedeuten, dass bei einer Verdiinnung von 1:100
bereits alle Yaal-Molekiile auf der Oberfliche der EBs abgeschirmt sind. Das Kontroll-
Antiserum gegen OmcB zeigte wie erwartet eine dosisabhingige Reduktion der Infektion um
maximal 50 % bei der hochsten getesteten Antikorperkonzentration (1:10). Daher scheint der
der Einfluss von OmcB auf die Adhision stirker zu sein als der von Yaal.

Bei der Auswertung des Experiments muss jedoch berticksichtigt werden, dass bereits die Pra-
Immunseren von OmcB und Yaal, nicht jedoch von EFTu, einen negativen Effekt auf die
chlamydiale Infektion hatten (nicht gezeigt). Da die Seren von OmcB und Yaal aus
Kaninchen stammen, das Serum von EFTu hingegen aus einer Ziege, lisst sich vermuten, dass
die Kaninchenseren bereits Molekiile enthalten, die sich negativ auf die chlamydiale Infektion
auswirkten. Dies konnte erkliren, warum die reduzierende Wirkung der anti-Yaal Antikérper
bei einer Verdiinnung von 1:10 leicht geringer ausfiel, als bei einer Verdinnung von 1:100.
Die negative Auswirkung des Pri-Immunserums konnte so stark sein, dass die Auswirkung
des anti-Yaal Antiserums teilweise tiberdeckt wird.

Das Antikorperneutralisationsexperiment zeigt eindeutig, dass Yaal eine essentielle Funktion
in einem frihen Stadium der Infektion hat. Der gebundene Antikorper schirmt Yaal auf der
Oberfliche der EBs ab, so dass Yaal nicht mehr an der Infektion beteiligt ist, was zu einer
verminderten Infektion fihrt. Zudem erkennen anti-Yaal Antikérper Yaal auf intakten,
infektiosen EBs, was wiederum die Oberflichenlokalisation von Yaal bestitigt. Auf diese
Weise konnte auch bereits fir die bekannten Adhdsine OmcB und Pmp21 eine Beteiligung an
frihen Prozessen der Infektion nachgewiesen werden (Moelleken and Hegemann 2008;

Moelleken, Schmidt et al. 2010).

5.1.2.2 Der C-Terminus von rekombinantem Yaal vermittelt die Adhdsion

Die im Hefe-System beschriebenen (Fechtner 2009) adhisiven Eigenschaften von Yaal

konnten mit rekombinantem Protein bestitigt werden
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Rekombinantes Yaal vermittelte die Bindung griin fluorszierender Latexkiigelchen an die
Humanzelle (Abbildung 4.14 B, C). Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Adhisionsstirke direkt abhingig von der Beschichtungsqualitit der Latexkiigelchen ist
(Abbildung 4.14 D - F). Hierbei muss jedoch bertcksichtigt werden, dass die Beschichtungs-
effizienz der Kuigelchen mit rYaal deutlich stirker war als die der Kontrollen (Abbildung 4.14
A). Zudem waren neben der Yaal-Vollingenbande mehrere intensive Degradationsbanden
auf den Latexkiigelchen zu detektieren. Daher war eine vergleichende Analyse der Bindestirke
von Yaal mit den bekannten Adhiasinen Invasin und OmcB nicht méglich.

Auch in einem zweiten Adhdsionsexperiment, das zudem ecine Analyse der Zeitkinetik der
Bindung erlaubt, konnte die bindung von léslichem rYaal bestitigt werden. Hierbei war
15 min nach Inkubationsstart eine deutliche Bindung von rYaal an die Humanzellen sichtbar
(Abbildung 4.15.). Zudem konnte ein Anstieg der Bandenintensitit tiber die Zeit beobachtet
werden. Invasin als Positivkontrolle war ebefalls 15 min nach Inkubationsstart detektierbar,
jedoch nahm die Bandenintensitit tber die Zeit nicht zu. Somit scheinen fiir Yaal, im
Gegensatz zu Invasin, auch 1h nach Inkubationsstart noch Interaktionspartner auf der
Oberfliche der Humanzellen vorhanden zu sein, die mit 16slichem rYaal interagieren kénnen.
Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass rYaal mit einer Struktur der Humanzelle interagiert, die
in hohen Molekiilzahlen auf der Oberfliche prisentiert wird.

Die Bindung von l6slichem rYaal an die Humanzelle konnte auch mikroskopisch bestitigt
werden. So konnte rYaal sowohl indirekt tber den His-Tag als auch direkt als FITC-
markiertes Protein mit der Plasmamembran der Humanzelle assoziiert vorgefunden werden
(Abbildung 4.22). Dabei zeigte sich jedoch keine homogene Verteilung der Signale tiber die
Membran, sondern vielmehr eine punktuelle Verteilung. Dies ldsst Riickschliisse auf eine
spezifische Lokalisation des Interaktionspartners zu.

Zur Bestimmung der Bindedomine wurde Yaal zunichst in zwei gleich groBe Fragmente
unterteilt. Die Adhisionsanalysen zeigten fir das C-terminale Yaal-Fragment (AS 255 — 508)
eine Bindestirke und eine Bindekinetik vergleichbar zum Volllingenprotein (Abbildung 4.30
A — D). Fir das N-terminale Yaal-Fragment (AS1-—254) konnte keine Adhision
nachgewiesen werden. Interessanterweise weist der N-Terminus von Yaal eine repetitive
Sequenz von 14 Aminosiuren (SSKSSSFLSGVRGA) auf, die reich an Serinen ist. Serinreiche
Proteine (SRRP: serin-rich repeat proteins) stellen bei Gram-positiven Bakterien eine Familie
von Proteinen dar, die die Bindung an die Wirtszelle und bakterielle Oberflichen vermitteln
und somit die Adhision und Kolonialisierung erméglichen (Lizcano, Sanchez et al. 2012). Die
Adhision der SRRP-Adhisine wird jedoch nicht durch die SRR-Dominen (serin-rich repeat),

sondern durch NR-Dominen (non-repeat) vermittelt, die im Durchschnitt etwa 250 — 500
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Aminosduren grof3 sind (Lizcano, Sanchez et al. 2012). Bei Yaal haben die beiden Serin-
Motive keinen Einfluss auf die Adhision und ihre biologische Funktion muss zukiiftig
aufgeklirt werden.

Eine detaillierte Analyse der Bindedomine erfolgte im Rahmen einer Bachelorarbeit, die
parallel zu dieser Arbeit betreut wurde. Hierzu wurde zum einen der C-Terminus von Yaal
sukzessive um 50 Aminosduren verkirzt, zum anderen der C-Terminus ausgehend von AS
254 N-terminal 50, 100 und 150 Aminosduren deletiert. In beiden Fillen blieb der Yaal
N-Terminus intakt (Abbildung 4.31). Die Adhisionsanalysen zeigten, dass die Bindedomine
von Yaal auf die Aminosduren 305 bis 355 eingegrenzt werden kann (Galle 2012).
Zusammenfassend konnte die adhisive Eigenschaft von Yaal mit rekombinantem Protein in
zwei verschiedenen Testsystemen sowie mikroskopisch bestitigt werden. Dabei wird die
Adhision tiber eine 50 Aminosdure grofie Domine im C-Terminus von Yaal (AS 305 - 3506)
vermittelt.

Mit der nachgewiesenen Oberflichenlokalisation, der neutralisierenden Wirkung anti-Yaal
Antikérper und der adhidsiven Eigenschaft erfillt Yaal demnach die wesentlichen

Eigenschaften eines Adhisins.

5.1.3 Yaal interagiert mit Phospholipidmembranen

Der Interaktionspartner von Yaal musste, wie zuvor erwahnt, zum einen in grof3er Menge auf
der Humanzelle exponiert sein und zum anderen eine punktuelle Lokalisation in der
Plasmamembran aufweisen. Da  C. pneumoniae  bereits tber das Adhdsin OmcB mit
Zuckerstrukturen der Humanzelle interagiert und so den ersten Kontakt etabliert (Moelleken
and Hegemann 2008), wurde zunichst vermutet, dass Yaal an der nicht-reversiblen Adhasion
beteiligt ist, die durch Protein-Protein-Interaktionen vermittelt wird.

Im Hefe-2-Hybrid-Screening konnte jedoch kein potentieller Interaktionspartner von Yaal
identifizeirt werden. Dies konnte daruf hindeuten, dass Yaal keinen proteindsen
Interaktionspartner besitzt oder das Hefe-2-Hybrid-Screening mit Yaal aus verschiedenen
Griinden nicht moglich ist. So verursacht Yaal in der Hefe S. cerevisiae einen Wachstumsdefekt
(Herbst 2011). Obwohl die Selektion potentieller Interaktionspartner unter niedrigem
Selektionsdruck erfolgte und eine ausreichende Anzahl an Hefekolonien gescreent wurde,
konnte der Wachstumsdefekt die Identifikation einer Interaktion erschweren. Zum anderen
beruht das System auf der Wiederherstellung eines Transkriptionsfaktors, weshalb sowohl das
Beute- als auch das Koderprotein in den Zellkern transportiert werden miussen. Zwar besitzen
beide ein Kernlokalisationssignal (NLS = nuclear localization signal) jedoch kann der Screen

nicht bei integralen Membranproteinen eingesetzt werden. Yaal ist allerding wie zuvor
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beschrieben als solches vorhergesagt und lokalisierte nach Transfektion in Humanzellen an
der Plasmamembran (Abbildung 4.33). Auch in der Hefe lokalisierte Yaal an der
Zellmembran (Herbst 2011), weshalb es denkbar ist, dass das Gal4pBD-Yaal Fusionsprotein
trotz NLS nicht in den Kern gelangt.

Jedoch lieferten auch ,,Pull Down* Experimente mit biotinyliertem rYaal keine Hinweis auf
einen proteinésen, oberflichenlokalisierten Interaktionspartner. Somit bindet Yaal
wahrscheinlich kein spezifisches Protein auf der Humanzelle.

Im ,,Pull Down® Experiment mit biotinyliertem rYaal waren uberaschenderweise bei der
Verwendung des zellimpermeablen Vernetzers DTSSP nach der Isolation potentieller
Interaktionspartner keine Banden im Coomassie-gefirbten SDS-Gel erkennbar. Hingegen
wies die Elutionsfraktion bei Verwendung des zellpermeablen Vernetzers DSP einige
spezifische Banden auf (Abbildung 4.16 E). Die Identifikation dieser Proteinbanden iber
massenspektrometrische Analyse ergab die besten Treffer mit den hochsten ,,Scores
ausschlielich fir intrazellulire Proteine (Tabelle 4.1). Der beste Treffer fir ein
oberflichenzugingliches Protein war das 4F2-Oberflichenantigen (schwere Kette), jedoch
lediglich mit einem ,,Score® von 375 bei einem Maximum von 4726 Punkten fir intrazellulires
Plectin. Die Tatsache, dass keine signifikanten Treffer fur oberflichenexponierte Proteine
gefunden wurden, konnte erkliren, warum mit dem zellimpermeablen Vernetzer keine
potentiellen Interaktionspartner identifiziert werden konnten. Es konnte jedoch auch sein,
dass die Vernetzung durch DSP die identifizierten intrazelluliren Proteine an den
Interaktionspartner von rYaal koppelte und diese somit ebenfalls aufgereinigt wurden und das
Signal des tatsdchlichen Interaktionspartners tiberdeckten. Gegen diese Hypothese spricht,
dass aufgrund der Bindungskinetik der humane Interaktionspartner in groen Mengen auf der
Zelloberfliche prasent sein muss und daher auch zu identifizieren sein sollte.

Eine potentielle Interaktion von Yaal mit intrazelluliren humanen Proteinen impliziert
jedoch, dass Yaal nach der Bindung ins Zytoplasma der Humanzelle reicht. Auf die
Moglichkeit der Interaktion mit intrazelluliren Proteinen und die Tatsache, dass die besten
Treffer Proteine sind, die das Zytoskelett der Zelle mit der Plasmamembran vernetzen, wird
zu einem spateren Zeitpunkt in der Diskussion eingegangen (5.1.7, Hat Yaal auch eine
Funktion im Zytoplasma der Wirtszelle?, S 169).

Im ,,Pull Down* Experiment konnte der Yaal-Interaktionspartner-Komplex nach der Lyse
der Humanzelle nur schwerlich in den 16slichen Uberstand gebracht werden und verblieb trotz
Verwendung unterschiedlicher Lysispuffer zu grolen Teilen im unléslichen Pellet (Abbildung
4.16 D). Da die Pelletfraktion die unléslichen Membranen enthilt, wurde vermutet, dass Yaal

potentiell direkt mit der Phospholipidmembran der Humanzelle interagiert.
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Die Interaktion von rYaal mit Phospholipidmembranen wurde tber ein Liposomen-
Zentrifugationsexperiment (liposome pulldown) bestitigt, mit dem bereits vielfach die
Interaktion von Proteinen mit Phospholipiden und Phospholipidmembranen nachgewiesen
wurde (u.a. (Elkin, Ivanov et al. 2005; Radhakrishnan, Yu et al. 2009; Nomikos, Elgmati et al.
2011)). So konnte rYaal im Liposomen-haltigen Pellet nachgewiesen werden und interagiert
demnach direkt mit atypischen Phospholipidmembranen aus Phosphatidylcholin (PC)
(Abbildung 4.18 A). Hierdurch koénnte zudem die Bindekinetik von Yaal erklirt werden, in
der auch nach einer Stunde Inkubation noch freie Bindestellen fiir rYaal auf der Humanzelle
existieren, wihrend die Integrin-Rezeptoren fir Invasin von Y. pseudotuberculosis bereits nach
15 min abgesittigt waren (Abbildung 4.15).

Auch mittles Oberflichenplasmonenresonanz (SPR = surface plasmon resonance), welche im
Forschungszentrum Jilich im ,Institute of Complex Systems®, Strukturbiochemie (ICS-0)
unter Anleitung von Dr. Bernd Konig und Herrn Yu-Fu Hung durchgefithrt wurde, konnte
die Interaktion von rYaal mit der atypischen Phospholipidmembran aus POPC (1-Palmitoyl-
2-oleoylphosphatidylcholin) nachgewiesen werden (Abbildung 4.18 B - D).

Um zu tiberpriifen, mit welchen Phospholipiden rYaal interagiert, wurden Interaktionsstudien
mit Membran-Lipid-Streifen durchgefithrt. Hierbei zeigte sich, dass rYaal mit mehreren
Lipiden der Plasmamembran interagieren kann, wobei die stirkste Interaktion mit
Phosphatidylinositolvarianten zu beobachten war (Abbildung 4.18 E). Interessanterweise
konnte keine Interaktion mit PC nachgewiesen werden, welches das verwendete Phospholipid
in den Membran-Bindeexperimenten war. Daraus kann abgeleitet werden, dass Yaal nicht
dominant mit einem spezifischen Phospholipid interagiert. Méglicherweise erkennt Yaal die
Membranstruktur als solche. Da die Membran-Interaktionsstudien mit atypischen, lediglich
aus PC bestehenden Membranen durchgefiihrt wurden, wire es interessant zu testen, ob die
Interaktion mit rYaal durch die Integration andere Phospholipide erh6ht werden kann. Fur
C. pneumoniae und C. trachomatis wurde bereits eine Interaktion mit PE vorgeschlagen (Krivan,
Nilsson et al. 1991). Zwar ist PC mit circa 40 % das dominante Phospholipid in
Plasmamembranen eukaryotischer Zellen und macht einen Grofiteil der duBleren Schicht aus,
jedoch  spielen weitere Lipide wie Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin,
Phosphatidylinositol und Cholesterol sowie Sphingolipide ebenfalls eine entscheidende Rolle
(Boesze-Battaglia and Schimmel 1997; van Meer, Voelker et al. 2008).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass rYaal direkt mit der Plasmamembran der
Humanzelle interagiert und keinen oberflichenlokalisierten Rezeptor fir diese Interaktion
benétigt. Die direkte Interaktion mit der Phospholipidmembran schlief3t jedoch zusitzliche

Interaktionen mit einem noch zu identifizierendem, oberflichenlokalisierten humanem
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Protein nicht aus. Allerdings konnte in dieser Arbeit weder biochemisch noch mittels Hefe-2-
Hybrid-Screening ein extrazellulirer, proteindser Interaktionspartner identifiziert werden. Fur
C. pneumoniae sind neben der Yaal-Membran-Interaktion bereits zwei weitere spezifische
Adhisin-Rezeptor-Paare identifiziert worden. OmcB bindet GAG-Strukturen und Pmp21
bindet an den EGF-Rezeptor (Moelleken and Hegemann 2008; Moelleken, Becker et al.
unveroffentlicht). Somit nutzt C. puewmoniae, der als obligat intrazellulirer Erreger nur
innerhalb der Wirtszelle Giberlebensfihig ist, die ganze Bandbreite méglicher Strukturen der
Humanzelloberfliche (Membran, Zucker, Protein) aus, um bestmoglich an die Wirtszelle zu
adhirieren und folgend die Internalisierung zu induzieren.

Phospholipide und damit Phospholipidmembranen sind kein exklusives Ziel zur Adhision
von Chlamydien. Auch andere Gram-negative Bakterien wie Helicobacter pylori und H. mustelae,
sowie Haemophilus influengae, EPEC und EHEC, als auch Actinobacillus plenropneunmoniae binden
Phospholipide (Lingwood, Huesca et al. 1992; Gold, Huesca et al. 1993; Busse, Hartmann et
al. 1997; Barnett Foster, Philpott et al. 1999; Jeannotte, Abul-Milh et al. 2003). Hierbei wird,
wie fir C. pnenmoniae und C. trachomatis postuliert (Krivan, Nilsson et al. 1991), spezifisch das
Phospholipid Phosphatidylethanolamin (PE) erkannt, wihrend andere Phospholipide wie
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidsiure (PA) keine Rolle bei
der Interaktion spielen. Das Adhisin MAM7 (multivalent adhesion molecule 7) von
Vibrio parahaemolyticus hingegen bindet sowohl PA als auch Fibronectin, was zur Ausbildung
eines Komplexes auf der Oberfliche der Wirtszelle fihrt und somit die Aufnahme unterstiitzt
(Krachler, Ham et al. 2011; Krachler and Orth 2011). Homologe von MAM7 werden unter
anderen auch in Yersinia, Salmonella und EPEC gefunden (Krachler, Ham et al. 2011; Krachler
and Orth 2011), nicht jedoch in Chlamydia (pblast, NCBI).

Wihrend in Yaal bioinformatisch mittels Pfam-Suche (Finn, Mistry et al. 2010), wie bereits
beschrieben, keine signifikante Domine gefunden wurde, identifizierte eine, am Ende dieser
Arbeit durchgefiihrte, Dominenanalyse mit Phyre” interessanterweise eine homologe Domine
in Yaal zu einer 54 Aminosiure groflen Domine in Metavinculin (Abbildung 5.1 A) (Kelley
and Sternberg 2009; Wass, Kelley et al. 2010). Phyre” bestimmt aufgrund von Sequenz- und
vorhergesagter Sekundirstruktur-Ahnlichkeit homologe Dominen in Proteinen Der Treffer
wurde mit einer relativ hohen Zuversicht von 75,2 % bei einer Sequenzidentitit von 10 %
vorhergesagt.

Metavinculin (1134 AS) wird spezifisch im Muskelgewebe exprimiert, ist eine Spleiivariante
von Vinculin (1066 AS) und trigt eine 68 Aminosdure grole Insertion zwischen Aminosdure
915 und 916 (Belkin, Ornatsky et al. 1988; Gimona, Small et al. 1988). Vinculin ist ein

ubiquitir exprimiertes Protein fokaler Adhisionen und an der Kopplung der extrazelluliren
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Matrix an das Aktinzytoskelett beteiligt, wodurch es die mechanischen Eigenschaften der Zelle
reguliert (Mierke 2009).

Yaal { vorhergesagte Sekundarstruktur .'-.'J‘,'s's.'s's'-.'{"nllll . .'J‘-'JJJJJ‘ '{s'sl"{‘ RSN : RNRAASR
Sequenz NKAAKHLRKALENLEKHEVAPEQVSPEVASRVQSLLARMEQLT HQE VEDLI
. " _[ Sequenz QP L QSLHRE Kw KGN D KRMALLMAEMSRLVR KRALI Q
Metavinculin vorhergesagte Sekundarstruktur  ARASALLULLALLAAN SAATALAALALALAANS SN ASAAAR
B 300 352
Yaal NKAAKHLRKALENLEK-VAPEQVSPEVASRVQSLLARMEQLTHQEPPTVEDLIT
963 1016
Metavinculin QPILAAAQSLHREATKWSSKGNDIIAAAKRMALLMAEMSRLVRGGSGTKRALIQ
916 949
Vinculin - ———-————--—---——-————- GNDITAAAKRMALLMAFMSRLVRGGSGTKRALIQ
916 970
Lipid BD Vinculin GNDITAAAKRMALLMAEMSRLVRGGSGTKRALIQCAKDIAKASDEVTRLAKEVAK

Abbildung 5.1: Alignment von Yaal mit einer potentiell homologen Domine von (Meta)Vinculin

A: Alignment einer homologen Domine in Yaal (AS 300 — 352) zu Metavinculin (AS 963 — 1016) nach Phyre?
(Kelley and Sternberg 2009; Wass, Kelley et al. 2010). Sekundirstruktur: grin: alpha Helix, Strich: Coil

B: Alignment der vorhergesagten homologen Dominen von Yaal und Metavinculin aus A mit Vinculin
(AS 916 - 949) und der C-terminalen Lipid-Bindedomine von Vinculin (Lipid BD) (AS 916 —970) (Johnson,
Niggli et al. 1998). Identische Aminosiuren sind fett dargestellt.

Vinculin bindet neben einer Reithe von Proteinen wie Aktin auch saure Phospholipide wie PI,
PS und PA, jedoch mit einer Priferenz fur PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat)
(Johnson and Craig 1995; Palmer, Playford et al. 2009). Die Bindung wird hierbei tiber eine
Lipid-Bindedomane (AS 916 — 970) und einen Lipid-Anker (AS 1053 — 1066) im C-terminalen
Teil von Vinculin vermittelt (Johnson, Niggli et al. 1998; Bakolitsa, de Pereda et al. 1999;
Saunders, Holt et al. 2006; Diez, List et al. 2008). Interessanterweise Uberlagert die homologe
Domine in Yaal teilweise mit der Lipid-Bindedomine von Vinculin und teilweise mit der
Metavinculin-spezifischen Insertion (Abbildung 5.1 B). Im Gegensatz zu Vinculin bindet
Metavinculin jedoch keine sauren Phospholipide, was auf die negativ geladenen Aminosauren
in der Insertion zurtickgefithrt wird (Witt, Zieseniss et al. 2004). Der Austausch der sauren
Aminosduren gegen unpolare Aminosiuren hingegen ermoglichte die Bindung von
Metavinculin  an  saure Phospholipidmembranen (Witt, Zieseniss et al.  2004).
Interessanterweise erstreckt sich die homologe Domine von Yaal tber den Bereich von
Aminosdure 300 bis 352 und stimmt damit exakt mit der identifizierten Adhisionsdomine
von Yaal (AS 305—355) iberein (Abbildung 4.31). Da Yaal zudem im Bereich der
Metavinculin-Insertion keine sauren Aminosduren, sondern eher basische Aminosiuren trigt,
konnte es sein, dass die Vinculin-dhnliche Lipidbindedomine in Yaal, anders als bei
Metavinculin, nicht inhibiert wird. Bei Vinculin wird die Interaktion mit PIP, iiber basische AS

in der Lipid-Bindedomine vermittelt (Chandrasekar, Stradal et al. 2005). Die Uberlagerung der
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Yaal-Adhisionsdomine und der Vinculin-Lipidbindedomine schlieBt die essentiellen,
basischen Aminosauren jedoch nicht ein, so dass Yaal tber diese Bindedomine, anders als
Vinculin, Lipide wie PC binden konnte, aber nicht spezifisch auf saure Phospholipide
angewiesen ware.

Neben der beschriebenen Domine wird in Yaal bioinformatisch mittels Pfam-Suche auch
eine nicht signifikante ApoLp-1II Domine gefunden (Finn, Mistry et al. 2010). Diese Domine
ist insofern interessant, als das sie eine Domaine in Apolipophorin III darstellt, welches zu
einer Familie von Proteinen gehért, die an dem Transport von Lipiden und dem
Metabolismus von Lipoproteinen beteiligt sind (Breslow 1991; Wang, Sykes et al. 2002).
Apolipophorin III wird in vielen Insekten exprimiert und ist am Transport von Diacylglycerin
(DAG) beteiligt (Wang, Sykes et al. 2002). In Yaal erstreckt sich diese Domine von
Aminosdure 295 bis 342 und damit uber denselben Bereich wie die zuvor beschriebene
homologe Domine zu Metavinculin.

Diese bioinformatische Analyse unterstitzt die Daten zur Bindefihigkeit von Yaal an
Phospholipidmembranen. Da Vinculin spezifisch saure Phospholipide bindet, wire, wie zuvor
bereits geschrieben, eine detaillierte Bindeanalyse von rYaal an Membranen aus verschiedenen

Phospholipiden interessant.

5.1.4 Yaal ist kein ,klassisches” Adhasin

In Neutralisationsexperimenten mit rekombinantem Protein schirmt dieses den spezifischen
Rezeptor des Adhisins gegen das Adhisin auf der Oberfliche des EBs ab. Somit ist diese
Interaktion nicht mehr an der Adhision beteiligt und fihrt demnach zu einer Reduktion der
Bindung des EBs und folglich auch zu einer reduzierten Infektion. Auf diese Weise konnte
bereits fur die C. pneumoniae Adhisine OmeB, Pmp21, Pmp20 und Pmp6 gezeigt werden, dass
sie fir die Infektion essentiell sind (Moelleken and Hegemann 2008; Moelleken, Schmidt et al.
2010). Uberaschenderweise fithrte die Vorbehandlung der Humanzellen mit rYaal jedoch
nicht zu der erwarteten Reduktion der Infektion. Vielmehr wurde die Infektion durch rYaal
konzentrationsabhingig, bis zu einem Maximum von etwa 300 % bei Verwendung von
200 ug/ml verstirkt (Abbildung 4.19 A). Selbst relativ geringe Konzentrationen von
12,5 ng/ml rYaal verstitkten die Infektion noch auf 138 %, wihrend die Behandlung von
Humanzellen mit 12,5 pg/ml rPmp21-PD (,,Passagierdomine”) noch keinen negativen
Einfluss auf die Infektion hatte (Moelleken, Schmidt et al. 2010). Die Verstirkung der
Infektion ist dabei auf den Zeitraum der Adhision und Internalisierung begrenzt, da die
Zugabe von rYaal nach der Internalisierung (2 hpi und 6 hpi) keinen positiven Einfluss mehr

auf die Infektion hatte (Abbildung 4.19 D). Zudem zeigte die gleichzeitige Applikation von
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rYaal und EBs dieselbe infektionssteigernde Wirkung wie die Vorinkubation (2h, 1h,
30 min) der Zellen mit rYaal (Abbildung 4.19 A, C). Nun stellt sich die Frage wie rYaal die
Infektion verstirken kann. Theoretisch wiren drei Szenarien moglich.

Erstens konnte rYaal als ,,Briickenprotein® zwischen der Humanzelle und dem EB wirken,
Die Analyse der Bindung von rYaal an Membranen mittels SPR lieferte erste Hinweise auf
eine Selbstinteraktion von Yaal (Abbildung 4.18 C), welche mittels Far Western bestitigt
werden konnte (Abbildung 4.32). So wiirde rYaal die Phospholipidmembran der Humanzelle
binden und mit Yaal auf der Oberfliche der EBs interagieren und die Adhision somit
unterstiitzen. Da im Loslichkeitsexperiment ein Yaal-Fragment durch Triton X-100- und
NP-40-Behandlung von der Oberfliche der EBs gelost werden konnte, wire dieses Szenario
auch in der Infektion denkbar (vgl. 5.1.1, S 149). Dieses Prinzip wiirde der Tir-Intimin-
Interaktion von E. /i dhneln oder der Interaktion von Adhisinen, die in den extrazelluliren
Raum entlassen werden. Bei E. co// wird das Tir-Protein jedoch in die Wirtszelle sekretiert, wo
es intrazelluldr in die Membran integriert wird und dann die Adhision tber die Interaktion mit
dem E. coli Oberflichenprotein Intimin vermittelt (Kenny, DeVinney et al. 1997). Uber
Adhisine, welche in den extrazelluliren Raum entlassen werden, ist bislang wenig bekannt,
jedoch wird in Betracht gezogen, dass Adhisine teilweise von der Oberfliche gelost werden
konnen und dann die Adhidsion durch Interaktion mit dem geleichen oder einem weiteren
Bakterien-oberflichengebundenem Protein vermitteln (Gerlach and Hensel 2007). Gegen
dieses Szenario fir Yaal spricht jedoch eindeutig, dass ein Waschschritt der mit rYaal-
vorinkubierten Humanzellen mit PBS die infektionssteigernde Wirkung von rYaal aufhob
(Abbildung 4.19 C). Hierbei wird das l9sliche Protein im Medium entfernt, jedoch wird das
bereits an die Humanzellen gebundene rYaal nicht entfernt (Abbildung 4.15). Sollte rYaal die
Infektion Uber die beschriebene ,,Briickenfunktion® verstirken, so hitte man auch hier eine
gesteigerte Infektion erwartet.

Im zweiten Szenario wirkt rYaal ebenfalls als eine Art ,,Briickenprotein®. Jedoch bindet rYaal
hier zuerst Yaal auf den EBs und erhéht somit die Molekiilzahl von Yaal Adhidsinen auf der
EB-Oberfliche. Diese erméglichen dann wiederum eine effizientere Bindung an die
Humanzelle. Fur dieses Szenario spricht, dass die Humanzellen fiir die maximal gesteigerte
Infektion nicht vorinkubiert werden missen, sondern eine gleichzeitige Applikation von rYaal
und EBs ausreicht. Zudem verbleibt nach der Waschung der Humanzelle zwar rYaal auf
deren Oberfliche, nicht jedoch im Medium, so dass l6sliches rYaal folgend nicht an der
Oberfliche des EBs ,haften” kann um die Adhidsion zu unterstitzen. Gegen dieses Szenario
spricht jedoch, dass auch die Zugabe von rYaal 1 h nach den EBs die Infektion noch auf
133 % steigerte (Abbildung 4.19 C). Da zu diesem Zeitpunkt die meisten EBs bereits an die
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Wirtszelle adhiriert sind, dirfte rYaal nach diesem Szenario keine infektionssteigernde
Wirkung mehr besitzen.

Gegen beide Szenarien, in denen rYaal als reines ,,Brickenprotein® wirkt, spricht weiterhin,
dass sowohl die Bindedomine im C-Terminus von Yaal liegt, als auch die Selbstinteraktion
durch den C-Terminus erfolgen kann (Abbildung 4.32). Somit miisste die Inkubation der
Humanzelle mit dem C-Terminus ebenfalls zu einer gesteigerten Infektion fithren, was jedoch
nicht der Fall ist (Abbildung 4.30 E). Werder das C-terminale noch das N-terminale Fragment
von rYaal alleine waren in der Lage die Infektion zu steigern. Dies bedeutet, dass die Bindung
alleine nicht ausreicht, jedoch die Bedingung fiir die infektionssteigernde Wirkung ist. Die
Prozesse, die zur Steigerung der Infektion fithren, werden daher wahrscheinlich durch den
N-Terminus vermittelt. Die genaue Funktion des N-Terminus muss allerdings noch
beschrieben werden.

Im dritten denkbaren Szenario bindet rYaal daher iiber den C-Terminus an die Membran der
Humanzelle und 16st dort tiber den N-Terminus einen unbekannten Prozess aus, der die
Bindung oder die Aufnahme des EBs beglinstigt. Dieser Prozess muss dabei zeitlich begrenzt
sein und stattfinden, wenn sich das EB in relativer Nihe zur Humanzelle befindet und
moglicherweise bereits Uber OmcB und/oder die Pmp-Proteine an diese gebunden hat. In
diesem Szenario wire es somit moglich, dass Yaal nicht als Adhisin wirkt, sondern direkt die
Aufnahme der EBs begtinstigt. Eine genaue zeitliche Eingrenzung der Funktion von Yaal im
Vergleich zu der OmcB- und Pmp21- Interkation muss noch erfolgen. Dabei ist zu testen, wie
sich die infektionssteigernde Wirkung von rYaal auf die Infektion auswirkt, wo die
Interaktion von OmcB und GAGs und/oder Pmp21 und EGFR inhibiert wurde. Dies konnte
zum einen Uber die Vorbehandlung der Humanzellen mit rekombinantem OmcB und/oder
Pmp21 erfolgen, oder iiber die Vorbehandlung der EBs mit anti-OmcB und/oder anti-Pmp21
Antikérpern.

Zusammenfasend kann festgehalten werden, dass Yaal kein klassisches Adhisin ist, da
rekombinantes Protein die Infektion verstirkt. Die Verstirkung beruht hierbei nicht auf einer
reinen ,,Bruckenfunktion® des rekombinanten Proteins. Zudem kann die Funktion von Yaal

auf die frithen Schritte der Infektion eingegrenzt werden.

5.1.5 Yaal ist an der Lipid Raft-abhdngigen Aufnahme der EBs beteiligt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass rYaal eine infektionssteigernde Wirkung auf die frithen
Schritte der Infektion hat, wurde durch weitere Experimente gezeigt, dass diese Wirkung auf

einer Steigerung der Internalisierung und nicht der Adhidsion beruht.
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5.1.5.1 rYaal steigert die Internalisierung und nicht die Adhasion der EBs

Eine potentielle Steigerung der Adhidsion durch rYaal wurde durch Adhisionsexperimente
mit fluoreszenzmarkierten (CFSE) EB ausgeschlossen. Eine verbesserte Adhision der EBs an
rYaal-vorbehandelte Zellen konnte bei keiner der verwendeten IFUs beobachtet werden
(Abbildung 4.20 C, D) Da die Zunahme der gemessenen Fluoreszenz und damit die Anzahl an
gebundenen EBs direkt proportional zur Menge eingesetzter CFSE-EBs (IFU) war, ist es
ausgeschlossen, dass eine potentiell verbesserte Adhidsion durch rYaal aufgrund
unzureichender Bindestellen nicht méglich war. Erfolgte die Vorbehandlung der Zellen bei
4 °C, so waren keine signifikanten Unterschiede zwischen der PBS-Kontrollbehandlung und
der Behandlung mit rYaal zu beobachten. Erfolgten die Vorbehandlung der Humanzellen
hingegen bei 37 °C, wie es in den Infektionsexperimenten der Fall war, und die Inkubation
mit den EBs bei 4 °C, so konnte erstaunlicherweise bei hohen IFUs eine Reduktion der
Adhision beobachtet werden. Dies bestirkt zum einen die Beobachtung, dass die
infektionssteigernde Wirkung von rYaal nicht auf eine verbesserte Adhision zurtickzuftihren
ist. Zum anderen erhirtet es die Vermutung, dass rYaal bei 37 °C ecinen Prozess an der
Bindestelle auslost, der die Aufnahme in direkter Nihe befindlicher EBs verstirkt. Dieser
Prozess muss jedoch zeitlich begrenzt sein und hat moglicherweise spiter einen negativen
Effekt auf die Adhision der EBs.

Das Adhisionsexperiment mit CFSE-markierten EBs lies die Schlussfolgerung zu, dass die
infektionssteigernde Wirkung von rYaal aus einer verbesserten Aufnahme der EBs resultiert.
Diese Vermutung konnte in Internalisierungsexperimenten direkt bestatigt werden (Abbildung
420 E).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass rYaal nicht die Adhision, sondern die
Internalisierung der EBs verstirkt und Yaal daher, wie bereits erwihnt, nicht als Adhasin
einzuordnen ist.

Auch andere pathogene Bakterien besitzen ,,Adhisine”, die die Aufnahme in die Wirtszelle
fordern (=Invasine), also selbst ihre eigene Internalisierung initileren und so die
Internalisierung tber den ,,Zipper*“-Mechanismus erméglichen. So bindet Invasin von Yersinia
pseudotuberculosis humanes Integrin und induziert somit eine Signalkaskade, die direkt zur
Internalisierung des Bakteriums und auch des rekombinanten Proteins fihrt (Isberg and
Leong 1990; Dersch and Isberg 1999; Alrutz, Srivastava et al. 2001; Isberg and Barnes 2001).
Auch chlamydiales Pmp21 bindet und aktiviert den humanen EGF-Rezeptor, was zur
Rekrutierung der natiirlichen EGFR-vermittelten Endozytosemaschinerie fithrt (Moelleken,
Becker et al. unvertffentlicht). Zudem vermittelt Pmp21 direkt die Endozytose von

Latexktigelchen (Moelleken, Becker et al. unveréffentlicht), (Abbildung 4.28). Jedoch hat
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rekombinantes Pmp21 in Neutralisationsexperimenten, anders als rYaal, einen reduzierenden
Effekt (Moelleken, Schmidt et al. 2010). Diese Proteine haben jedoch alle einen humanen
Rezeptor als Interaktionspartner und interagieren nicht wie Yaal direkt mit der

Phospholipidmembran der Wirtszelle.

5.1.5.2 Die Funktion von Yaal ist abhangig von Lipid Rafts und Aktin

Wie gezeigt werden konnte, ist die Internalisierung, nicht aber die Adhision von C. prenmoniae
abhingig von Lipid Rafts (Stuart, Webley et al. 2003; Korhonen, Puolakkainen et al. 2012).
Hierbei fihrt die Zerstérung der Integritit von Lipid Rafts durch die Depletion von
Cholesterol mittels Methyl-3-Cyclodextrin (MBCD) zu einer verminderten Aufnahme der EBs
(Korhonen, Puolakkainen et al. 2012). Auch die cholesterolbindenden Agenzien Nystatin und
Filipin storen die laterale Organisation der Lipid Rafts und haben einen negativen Einfluss auf
die C. pnenmoniae Internalisierung (Korhonen, Puolakkainen et al. 2012). Wurden die
Lipid Rafts in dieser Arbeit durch MBCD zerstort, so wurde die Infektion auf 4 % reduziert
und damit deutlich stirker als aus der Literatur bekannt (Abbildung 4.21 B) (Korhonen,
Puolakkainen et al. 2012). Da die Reduktion so stark ausfiel und MBCD auch Lipid Rafts-
unabhingige Prozesse wie die Endozytose von humanem Transferrin negativ beeinflusst,
wurde ebenfalls Nystatin als Lipid Raft zerstorendes Reagenz eingesetzt. Die Reduktion der
Infektion durch Nystatin um 30 % hingegen entsprach den aus der Literatur bekannten
Werten (Abbildung 4.21 C) (Korhonen, Puolakkainen et al. 2012). In beiden Fillen konnte die
infektionsteigende Wirkung von rYaal nicht mehr beobachtet werden. Damit ist die Funktion
von Yaal abhingig von der Integritit von Lipid Rafts.

Die Zerstorung des Aktinzytoskeletts der Humanzellen mit Cytochalasin D reduzierte die
Infektion wie erwartet ebenfalls, jedoch zu einem geringerem Anteil als in der Literatur
angegeben (Abbildung 4.21 D), (Majeed and Kihlstrom 1991; Boleti, Benmerah et al. 1999).
Dies konnte daraus resultieren, dass in diesem experimentellen Ansatz Cytochalasin D direkt
nach der Internalisierung entfernt wurde und sich das Aktinzytoskelett daher schnell wieder
reorganisierte. Somit wire es moglich, dass die Internalisierung einiger EBs nicht verhindert,
sondern nur verzogert wurde. Dennoch konnte auch hier der infektionssteigernde Effekt von
rYaal nicht mehr beobachtet werden. Somit ist die Funktion von rYaal nicht nur abhingig
von Lipid Rafts, sondern ebenfalls von einem intakten Aktinzytoskelett.

Die Inhibierung von Dynaminl und DynaminII, welche Schlisselproteine vieler
Endozytoseprozesse darstellen, durch Dynasore, hatte wider Erwarten ebenfalls einen
negativen Effekt auf die C. pmeumoniae Infektion und fihrte zu einer Reduktion der Infektion
auf 14 % (Abbildung 4.21 A). Dies steht im Kontrast zu bereits publizierten Daten. Fir die

C. pneumoniae Infektion wurde eine Beteiligung von DynaminI und Dynamin II an der
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Internalisierung ausgeschlossen, da Zellen mit dominant-negativen Dynamin I- und
Dynamin II-Mutationen normal infiziert werden konnten (Dautry-Varsat, Subtil et al. 2005).
In beiden Fillen wurde jedoch nur eine Komponente mutiert und eine DynaminI und
Dynamin II Doppelmutante wurde nicht getestet. Mit Dynasore werden jedoch sowohl
Dynamin I als auch Dynamin II inhibiert (Macia, Ehtlich et al. 2006; Kirchhausen, Macia et al.
2008). Damit wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass die Internalisierung der
C. pneumoniae EBs abhingig von Dynamin ist. Im Gegensatz zu den vorherigen Inhibitoren
konnte der infektionssteigernde Effekt von rYaal unter Dynasorebehandlung weiterhin
beobachtet werden. Da Dynamin fir die Abschntirung der Endozytosevesikel wichtig ist, wird
es spat in der Endozytose benotigt (McMahon and Boucrot 2011). Somit muss rYaal
Ereignisse verstitken, die vor der Funktion von Dynamin stattfinden und wirkt

dementsprechend auf frihe Prozesse der Endozytose von C. pnenmoniae EBs.

5.1.5.3 EBs und rYaal kolokalisieren mit Lipid Rafts

Die Bedeutung von Lipid Rafts in der chlamydialen Aufnahme in die Zelle wird kontrovers
diskutiert und mikroskopische Daten existieren kaum. So wurde lediglich fir C. caviae GPIC
5 min pl eine Akkumulation von Lipid Rafts an der Eintrittsstelle mikroskopisch gezeigt, die
mit der Akkumulation von Aktin kolokalisierte (Subtil, Wyplosz et al. 2004). Zudem zeigte
eine biochemische Studie, dass bei C. #rachomatis Serovar L2 der FEinschluss 5hpi mit
Lipid Rafts angereichert ist (Jutras, Abrami et al. 2003). Dies kénnte jedoch auch durch eine
Rekrutierung von Lipid Raft-haltigen Endozytosevesiklen zum chlamydialen Einschluss
begrindet sein. Da die Integritit von Lipid Rafts essentiell fur die C. prenmoniae
Internalisierung und die Funktion von Yaal sind (Korhonen, Puolakkainen et al. 2012),
(Abbildung 4.21 B, C), wurde folgend die Assoziation von C. pneumoniae EBs mit Lipid Rafts
frih in der Infektion (15 minpi und 1hpi) dberprift. Bereits 15 min pi konnte eine
Anreicherung von Lipid Raft-positiven Strukturen am adhirierten EB nachgewiesen werden
(Abbildung 4.24 A). Damit akkumulieren Lipid Rafts bei C. pmeumoniae, ebenso wie bei
C. caviae GPIC, friih an der EB-Eintrittsstelle. Zudem ist die frihe Einschlussmembran direkt
nach dem Eintritt des EBs (1 hpi) angereichert mit Lipid Rafts. Das internalisierte EB wird
hierbei komplett von Lipid Raft-positiven Strukturen umrundet (Abbildung 4.24 B).

Die Akkumulation von Lipid Rafts an der Eintrittsstelle wurde bei vielen pathogenen
Bakterien beobachtet und ist wichtig fiir die Internalisierung des Bakteriums in die Wirtszelle
(Manes, del Real et al. 2003; Lafont and van der Goot 2005; Riethmuller, Riehle et al. 20006;
Vieira, Correa et al. 2010). So konnte ebenfalls fur FimH-exprimierende E. co/i Bakterien
mikroskopisch gezeigt werden, dass sie nach dem Eintritt in BMMCs (mouse bone marrow-

derived mast cells) von Cholesterol- und GM1-positiven Lipid Raft Strukturen umrandet sind
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(Shin, Gao et al. 2000). Die Infektion von Pseudomonas aeruginosa induziert, mikroskopisch
nachgewiesen, die Formation von grof3en Lipid Raft Signalplattformen an der Eintrittsstelle
(Grassme, Jendrossek et al. 2003). Die Formation solcher Lipid Raft-positiven Strukturen an
der Eintrittsstelle ermdglich somit das Clustern von Pathogen-spezifischen Rezeptoren und
erleichtert die Signaltransduktion, die zur Aufnahme des Pathogens fihrt (Simons and
Toomre 2000; Lafont, Abrami et al. 2004). Auch der C. pneumoniae-spezitische Rezeptor des
Adhisins Pmp21, EGFR, lokalisiert hauptsachlich in Lipid Rafts (Mineo, James et al. 1996;
Pike and Casey 2002; Macdonald and Pike 2005; Pike, Han et al. 2005). Dabei internalisiert
EGFR, wenn die Stimulation tiber geringe Konzentrationen des Liganden EGF erfolgt, iiber
Clathrin-abhingige Endozytose (Sigismund, Woelk et al. 2005). Hingegen wird EGFR bei
hohen EGF-Konzentrationen ubiquitiniert und hauptsichlich tber Lipid Raft-abhingige,
Clathrin-unabhingige Endozytose aufgenommen (Sigismund, Woelk et al. 2005). Da EGFR
frih in der Infektion ebenfalls kugelartige Strukturen um das internalisierte EB formt
(Moelleken, Becker et al. unveréffentlicht), wurde Gberprift, ob diese Strukturen mit den
Lipid Raft-positiven Strukturen kolokalisieren. Bemerkenswerterweise sind die Lipid Raft-
positiven Strukturen 1 hpi ebenfalls positiv fir den Pmp21-spezifischen Rezeptor EGFR
(Abbildung 4.25 A). Keine Akkumulation war hingegen fir den humanen Transferrin-
Rezeptor (hTfR) zu beobachten (Abbildung 4.25 B), der auch nicht mit der chlamydialen
Infektion in Verbindung gebracht wurde. Auch lokalisiert hTfR nicht spezifisch in Lipid Rafts
(Macdonald and Pike 2005). Damit wurde eindeutig gezeigt, dass die Akkumulation von
Lipid Rafts an der Eintrittsstelle der C. prenmoniae EBs mit einer Akkumulation von EGFR,
dem spezifischen Rezeptor fur C. pnenmoniae, einhergeht. Zudem lokalisieren weitere bekannte
humane Rezeptoren der Chlamydien hautsichlich in Lipid Rafts. So lokalisiert der
C. trachomatis Rezeptor FGFR2, fiir den eine Funktion an frithen Prozessen der Adhasion tber
das ,,Brickenprotein FGF2 beschrieben wurde (Kim, Jiang et al. 2011), in Lipid Raft
Mikrodomianen von Oligodendrozyten (Bryant, Marta et al. 2009). Die Signalweitergabe tber
FRS2 und die Cbl-vermittelte Aktivierung des PI3-Kinase/Akt-Signalwegs sind hierbei
abhingig von Lipid Rafts (Dufour, Guenou et al. 2008; Bryant, Marta et al. 2009). Auch der
C. pnenmoniae-spezifische Interaktionspartner LOX-1 lokalisiert in Lipid Rafts und die Aktivitit
von LOX-1 ist Lipid Raft-abhingig  (Campbell, Puolakkainen et al. 2012; Matarazzo,
Quitadamo et al. 2012). Lipid Rafts koordinieren weiterhin die Funktion von
membrangebundenem Ostrogenrezeptor (mER) (Marquez, Chen et al. 2006; Reineri, Bertoni
et al. 2007), einem weiteren Interaktionspartner im Komplex mit PDI von C. trachomatis
(Davis, Raulston et al. 2002; Hall, Schell et al. 2011). PDGFR besitzt in der C. trachomatis
Infektion wahrscheinlich eine Doppelfunktion. Zum einen ist PDGFRJ auf ungeklirte Weise
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an der Adhision beteiligt, zum anderen scheint aktivierter PDGFRp auch fir den Eintritt in
die Humanzelle eine Rolle zu spielen (Elwell, Ceesay et al. 2008; Wang, Johnston et al. 2010).
Auch PDGFR lokalisiert in Lipid Rafts und die Signaltransduktion tiber PDGFR ist
abhingig von Lipid Rafts (Wu and Gonias 2005; Callera, Yogi et al. 2011).

Bereits bei der Adhision des EBs 15 min pi kommt es zur Akkumulation von Lipid Rafts, die
mit der Polymerisation von Aktin einhergeht (Abbildung 4.25 C). Aufgrund der massiven
Aktinstrukturen unterhalb der humanen Plasmamembran war letzteres jedoch schwierig
experimentell zu dokumentieren und muss durch weitere Experimente bestitigt werden.

Da EBs frith in der Infektion mit Lipid Rafts assoziiert sind (siche oben) und rYaal direkt mit
Phospholipidmembranen interagiert (5.1.3, S. 154) und die infektionssteigernde Wirkung von
rYaal abhingig von der Integritit von Lipid Rafts ist (5.1.5.2, S. 163) stellte sich die Frage, ob
rYaal spezifisch an Lipid Rafts lokalisiert. Interessanterweise zeigte bereits die mikroskopische
Analyse der Interaktion von rYaal und FITC-markiertem rYaal mit der Humanzelle ein
punktuelles Verteilungsmuster an der humanen Plasmamembran (Abbildung 4.22) Fir die
Kolokalisation mit rYaal wurden die Lipid Rafts mit FITC-markiertem CT-B angefirbt.
Hierbei zeigte sich, dass solche Dominen der Plasmamembran, die eine starke Farbung fur
Lipid Rafts aufwiesen, ebenfalls mit rYaal assoziiert waren. Entsprechend wiesen solche
Bereiche, die eine schwache FITC-CT-B Firbung zeigten, kaum gebundenes rYaal auf
(Abbildung 4.23 A). Deutlicher wurde dies in solchen Zellen, in denen Lipid Raft-positive und
-negative Bereiche deutlich voneinander abgegrenzt waren (Abbildung 4.23 B). Hier war
deutlich sichtbar, dass rYaal hauptsichlich mit Lipid Rafts-positiven Dominen assoziierte
und kaum an Bereichen der Zelle lokalisierte, die negativ fir die CT-B-Farbung waren. Eine
solch deutliche Abgrenzung zwischen Lipid Raft-positiven und —negativen Bereichen konnte
in BSA-behandelten Zellen im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtete werden, muss jedoch
experimentell noch genauer untersucht werden. Ob die starke Trennung zwischen Lipid Raft-
positiven und -negativen Bereichen in den rYaal-behandelten Zellen auf ein rYaal-induziertes
Clustern der Lipid Rafts zurtickzufithren war, bleibt Spekulation und muss ebenfalls in
zukiinftigen Experimenten analysiert werden. Hiebel wire interessant zu testen, ob die, mit
anti-Yaal Antikorpern vorbehandelten EBs, immer noch eine starke Akkumulation von
Lipid Rafts an der FEintrittstelle induzieren. Theoretisch koénnte die Moglichkeit der
Selbstinteraktion von Yaal das Clustern der Lipid Rafts induzieren und somit die spezifischen
Rezeptoren, die fir die Internalisierung bendtigt werden und hauptsichlich in Lipid Rafts
lokalisieren, an der Eintrittsstelle akkumulieren. Neben den Rezeptoren akkumulieren an den
Lipid Raft-Signalplattformen zudem Signalmolekiile, die an der bakteriellen Aufnahme

beteiligt sind (Dautry-Varsat, Subtil et al. 2005). Somit kann die infektionssteigernde Wirkung
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von rYaal durch das Clustern von Lipid Raft-assoziierten Rezeptoren und Signalmolekiilen
begriindet werden, die tber die verschiedenen Signalwege folgend die Aufnahme des
Bakteriums induzieren. Die Bindung der chlamydialen EBs wird dabei vermutlich durch rYaal
nicht verbessert, da die EBs bereits tber die OmcB-GAG-Interaktion und/oder Pmp21-
EGFR-Interaktion an der Humanzelle adhirieren. Die Depletion von Cholesterol durch
MBCD und damit die Zerstérung der Integritit von Lipid Rafts hatte interessanterweise keine
Einfluss auf die Bindefihigkeit von rYaal (Abbildung 4.23 C). Damit wird die Bindung von
rYaal an die Membran und die spezifische Lokalisation an Lipid Rafts eventuell durch zwei
unterschiedliche Dominen in Yaal vermittelt. Da die Bindedomine von Yaal im C-Terminus
liegt, konnte es ein, dass die Lipid Raft-Spezifitit durch den N-terminalen Teil von Yaal
vermittelt wird. Dies kénnte getestet werden, indem tberprift wiirde, ob der C-Terminus von
Yaal noch spezifisch an Lipid Rafts lokalisiert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Yaal an frithen Prozessen der Endozytose
des C. pnenmoniae EBs und nicht an der EB-Adhision beteiligt ist. Weiterhin ist die Funktion
von Yaal abhingig von der Integritit von Lipid Rafts und rYaal bindet spezifisch Lipid Rafts.
Desweiteren spielen Lipid Rafts eine entscheidende Rolle in der Internalisierung der EBs und
akkumulieren an der Eintrittsstelle so wie in der frihen Einschlussmembran. Diese
Akkumulation kann zudem auch fiir den Pmp21-spezifischen Interaktionspartner EGFR

beobachtet werden.

5.1.6 Yaal und Endozytose

In Internalisierungsexperimenten mit 1,1 um Latexkiigelchen konnte gezeigt werden, dass
rYaal alleine deren Internalisierung nicht ermoglichte (Abbildung 4.28). Auch die Endozytose
von Pmp2l-beschichteten Latexkiigelchen, welche zu etwa 30 % endozytiert werden
(Abbildung 4.28), (Moelleken, Becker et al. unveroffentlicht), konnte durch l6sliches rYaal
nicht verbessert werden. Daher kann rYaal alleine die Endozytose von grof3en Partikeln nicht
induzieren oder verbessern. Fur die Funktion von Yaal in der Infektion sind somit weitere
Komponenten notig. Fine wichtige Rolle konnte dabei das Aktinzytoskelett der Zelle spielen,
da gezeigt werden konnte, dass die Zerstorung des Aktinzytoskeletts durch Cytochalasin D die
infektionssteigernde Wirkung von rYaal aufhebt (Abbildung 4.21 D). Zudem ist das
Aktinzytoskelett eine entscheidende Komponente bei der Endozytose groBer Partikel wie
Bakterien, um gentugend Zugkraft fiir die Einstillpung der Membran aufzubauen (Doherty and
McMahon 2009; McMahon and Boucrot 2011).

Auch die allgemeine Endozytose von Humanzellen wurde durch rYaal nicht erhoht

(Abbildung 4.26 C, D). Jedoch war in manchen experimentellen Wiederholungen eine
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spezifische Bande internalisierter Proteine bei etwa 72 kDa detektierbar, die damit exakt auf
der Laufhéhe von rYaal lief (Abbildung 4.26 C). Es liegt nahe, dass es sich bei dieser Bande
tatsdchlich um rYaal handelt und das Biotinsignal lediglich auf einen unzureichenden Stopp
des Biotinylierungsschrittes zurtickzuftihren ist. Das wiirde wiederum bedeuten, dass
gebundenes rYaal vor der Debiotinylierung geschiitzt war, intem es endozytiert wurde. Daher
wurde die Endozytose von loslichem rYaal Gberpruft. Interessanterweise war ein Teil des
zellassoziierten, biotinylierten rYaal vor der Debiotinylierung geschiitzt, was daruf hindeuten
konnte, dass rYaal tatsichlich endozytiert wurde (Abbildung 4.27 A). Uberraschenderweise
war aber auch in der Debiotinylierungskontrolle biotinyliertes rYaal nachweisbar (Abbildung
4.27 A), obwohl l6sliches rYaal im Kontrollexperiment erfolgreich debiotinyliert werden
konnte (Abbildung 4.27 B). Da die Debiotinylierungskontrolle bei 4 °C durchgefithrt wurde
um Endozytose zu inhibieren, konnte spekuliert werden, dass rYaal, zumindest teilweise, in
die Membran der Humanzelle integriert und somit teilweise vor der Debiotinylierung
geschiitzt ist. Jedoch muss festgehalten werden, dass dieser experimentelle Ansatz keine
»richtige® Negativkontrolle enthalt. Als Negativkontrolle miisste ein Protein dienen, dass zwar
an die Humanzelle bindet, jedoch nicht internalisiert wird. Bei der Adhisionskontrolle wire so
ein Biotinsignal zu sehen, welches durch die Debiotinylierung vollstindig entfernt werden
kann. Ein solches Protein stand jedoch aus unterschiedlichen Griinden nicht zur Verfiigung.
Dabher ist die These, dass rYaal in die Membran der Humanzelle integriert rein hypothetisch
und muss durch weitere Experimente tiberprift werden.

Die Integration von rYaal in die Membran der Humanzelle kénnte jedoch erkliren, warum in
der SPR rYaal weder durch hohe Salzkonzentrationen noch durch basische oder saure
Waschschritte von der Membran gelost werden konnte (4.3.6.2, S 118). Zudem sagt ein
Vorhersageprogramm fiir membrandurchspannende Regionen (TMpred) eine solche zwischen
Aminosdure 400 und 420 in Yaal voraus. Diese befinde sich allerdings C-terminal der
Bindedomine von Yaal. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass rYaal alleine die
Endozytose nicht verstirkt, jedoch eventuell in 16slicher Form endozytiert wird, oder in die
Membran der Humanzelle integriert.

Die Vorbehandlung der Humanzellen mit dem C. pneumoniae-spezifischen rYaal-Protein
fihrte interessanterweise ebenfalls zu einer, wenn auch nicht so starken, Steigerung der
C. trachomatis Serovar E Infektion (Abbildung 4.29). Die C. trachomatis Serovar L2 Infektion
hingegen konnte durch rYaal nicht gesteigert werden. Dies kénnte darin begriindet sein, dass
C. trachomatis Serovar L2 hoch infektiés ist und die Infektion daher nicht weiter verstirkt
werden kann. Andererseits konnte dies auch auf unterschiedliche Invasionsmechanismen der

beiden C. frachomatis Serovare hindeuten. Interessanterweise zeigten einige Studien, dass die
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Internalisierung von Serovar L2 im Gegensatz zu Serovar E und C. preumoniae unabhingig von
der Integritit von Lipid Rafts ist (Stuart, Webley et al. 2003; Korhonen, Puolakkainen et al.
2012). Da rYaal die Infektion Lipid Raft-abhingig steigert, wiirde dies erkliren, warum die
Infektion von C. trachomatis Serovar E, nicht aber Serovar L2 verstirkt war. Zudem konnte die
C. trachomatis Serovar 1.2, nicht aber die C. pneumoniae Internalisierung und Infektion durch
Depletion von Clathrin mittels RNA-Interferenz deutlich reduziert werden (Hybiske and
Stephens 2007; Korhonen, Puolakkainen et al. 2012).

Damit ist die infektionssteigernde Wirkung von rYaal nicht nur C. prenmoniae-spezifisch,
sondern kann auch, mdéglicherweise aufgrund gleicher Eintrittspforten, die Infektion von

C. trachomatis Serovar E verbessern.

5.1.7 Hat Yaal auch eine Funktion im Zytoplasma der Wirtszelle?

Das ,,Pull Down‘“-Experiment zur Identifikation eines proteinésen Interaktionspartners von
Yaal (5.1.3, S 154) lieferte Hinweise, dass Yaal ins Zytoplasma der Humanzelle reicht und
dort mit proteindsen Interaktionspartnern interagiert. Daher wurde Yaal in Humanzellen
exprimiert und die Auswirkung auf die C. preunmoniae Infektion tberpriift.

Transfiziertes Yaal-YFP lokalisierte hauptsichlich spezifisch an der Plasmamembran der
Humanzelle (Abbildung 4.33 A). Ebenso konnte der C-Terminus von Yaal in direkter
Assoziation mit der Plasmamembran gefunden werden (Abbildung 4.33 A). Die spezifische
Lokalisation von transfiziertem Yaal-YFP und Yaal-C-YFP an der Plasmamembran kénnte
durch die nachgewiesene, direkte Interaktion mit der Phospholipidmembran tber die
C-terminalen Bindedomine von Yaal erklirt werden. Interessanterweise zeigte aber auch der
N-Terminus von Yaal, der keine Bindefihigkeit an Phospholipidmembranen besitzt, eine
spezifische Lokalisation an der Plasmamembran (Abbildung 4.33 A). Die auB3erdem sichtbare
Akkumulation von Yaal-YFP, Yaal-C-YFP und Yaal-N-YFP in der Peripherie des Zellkerns
konnte eine Assoziation mit dem Golgi-Komplex oder dem endoplasmatischen Retikulum
darstellen, wurde aber nicht Gberprift. Daher ist es moglich, dass Yaal einen weiteren
intrazelluliren Interaktionspartner hat, der zytoplasmatisch direkt mit der Plasmamembran der
Humanzelle assoziiert. Dies konnte erkliren, warum bei der Suche nach einem proteinésen
Interaktionspartner von Yaal lediglich mittels zellpermeablen Vernetzers (DSP) und nicht
mittels zellimpermeablen Vernetzers (DTSSP) potentielle Interaktionspartner isoliert werden
konnten. Es wurde auch etrkliren, warum ausschlieBlich intrazellulire Proteine mit hoher
Trefferwahrscheinlichkeit gefunden wurden, die zudem grof3tenteils direkt mit der
Plasmamembran und dem darunter liegenden Zytoskelett assoziiert sind (Abbildung 4.17,

Tabelle 4.1). Hierbei handelt es sich um die Proteine Plectin (bester Treffer), Desmoplakin,
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Filamin A und Filamin B, sowie Spektrin (alpha und beta Kette). Plectin spielt bei der
Organisation des zytoskelettalen Netzwerks eine entscheidende Rolle, indem es mit
Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermediirfilamenten sowie mit weiteren Proteinen direkt
an der Plasmamembran interagiert (Wiche 1998). Plectin spielt in der HIV-Infektion eine
Rolle, indem es mit dem Korezeptor CXCR4 interagiert und an der CXCR4-vermittelten
Signalweiterleitung beteiligt ist (Ding, Zhang et al. 2008). Desmoplakin ist eine zytoskelettale
Komponente von Desmosomen und verknipft desmosomale Proteine  mit
Intermedidrfilamenten (Delva, Tucker et al. 2009). Interessanterweise identifizierte die
massenspektrometrische Analyse mit Desmoglein-1, Plakoglobin und Plakophilin drei weitere
desmosomale Proteine, allerdings mit geringeren ,,Scores. Plakoglobin und Plakophilin
interagieren direkt mit Desmoplakin, wihrend Desmoglein-1 die Zell-Zell-Adhision von
Desmosomen vermittelt (Delva, Tucker et al. 2009). Filamin A und Filamin B sind
aktinbindende Proteine und spielen in der Organisation der Zellstruktur und Funktion eine
entscheidende Rolle, indem sie zusitzlich mit Gber 90 weiteren Bindepartnern interagieren
kénnen (Nakamura, Stossel et al. 2011). Das Spektrin-basierte Netzwerk ist direkt
submembrands organisiert und bindet eine Reihe von verschiedenen Proteinen einschlief3lich
Aktinfilamenten.  Hierdurch  spielt es eine entscheidende Rolle in  zelluldren
Signaltransduktionsprozessen und kann als Proteinsortierungsmaschine fungieren (Beck and
Nelson 1996; Machnicka, Grochowalska et al. 2011). Kirzlich konnte das Spektrinzytoskelett
als ecine entscheidende Komponente bei bakteriellen Infektionen durch EPEC,
Salmonella typhimurinm and  Listeria monogytogenes identifiziert werden (Ruetz, Cornick et al.
2011).

Da die identifizierten Proteine alle direkt oder indirekt mit dem Zytoskelett der Zelle
verkntpft sind, konnten sie auch durch die starke Vernetzung mittels DSP unspezifisch eluiert
worden sein. Daher muss zukiinftig, beispielsweise mittels Mikroskopie, tberpriift werden, ob
eine oder mehrere dieser Proteine an der Eintrittsstelle des chlamydialen EBs zu finden sind.
Da der N-Terminus von Yaal hier der potentielle Interaktionspartner ist, konnte die Spezifitit
der Interaktion zum Beispiel mittels Koimmunoprizipitation mit dem transfizierten Yaal-N-
YFP Konstrukt tiberprift werden.

Die Treffer DNA-abhingige Proteinkinase Katalytische Untereinheit und U5 kleines
Zellkernribonukleoprotein 200 kDa Helikase hingegen sind im Zellkern lokalisiert (UniProt).
Da Yaal zu keinem Zeitpunkt im Zellkern der Humanzelle nachgewiesen wurde, handelt es
sich hierbei wahrscheinlich um unspezifische Treffer.

Einen weiteren Hinweis auf eine Interaktion von Yaal mit zytoplasmatischen Proteinen der

Humanzelle weist die Infektion von Yaal-YFP transfizierten Zellen auf. Im Gegensatz zu
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YFP transfizierten Kontrollzellen konnten Yaal-YFP transfizierte Zellen signifikant
schlechter infiziert werden (Abbildung 4.33 B). Dies steht im direkten Gegensatz zur
infektionssteigernden Wirkung von Ioslichem, extrazellulirem rYaal. Ein mdglicher
Erklirungsansatz wire, dass der transfizierte N-Terminus eventuell mit zytoplasmatischen
Proteinen interagieren kénnte und diese somit fur eine Interaktion mit dem infektiésen EB
blockiert. Eine Funktion von Yaal im Zytoplasma der Wirtszelle bleibt dennoch rein
spekulativ, da eine direkte Interaktion mit intrazelluldren, humanen Proteinen nicht gezeigt
wurde.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es einige Hinweise gibt, dass Yaal auch
eine Funktion im Zytoplasma der Wirtszelle hat und dadurch die Infektion beeinflusst. Ein

definitiver Nachweis dieser Funktion muss allerdings noch erfolgen.

5.1.8 Die postulierte(n) Funktion(en) von Yaal

Aufgrund der experimentellen Daten wird folgende Funktion von Yaal in der C. prenmoniae

Infektion vorgeschlagen (Abbildung 5.2, Abbildung 5.3).

erster Kontakt Adhdsion Internalisierung

TTSS

)

Cpn0572
AP

Abbildung 5.2: Funktion von Yaal im Kontext der chlamydialen Infektion

Schematische Datstellung der Adhision und Internalisierung von C. preumoniae.

Farbige Membran: Lipid Rafts, Grin: Cholesterol, Lila: Sphingolipide, Blau: EB, gelber Stern: Aktivierung,
AP = Adapterproteine
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Die chlamydialen EBs binden zunichst tiber das Adhidsin OmcB an die in den extrazelluliren
Raum reichenden Heparansulfat-dhnlichen Glykosaminoglykane der Humanzelle (Moelleken
and Hegemann 2008). Da diese Interaktion reversibel ist (Carabeo and Hackstadt 2001),
erlaubt sie es den EBs tber die Oberfliche der Wirtszelle zu ,,surfen um zu der spezifischen
Eintrittsstelle, den Lipid Rafts, zu gelangen. Hier wird folgend die nicht-reversible Adhasion
tber die Interaktion von Pmp21 und vermutlich anderer Pmp-Proteine mit humanem EGFR
vermittelt (Moelleken, Schmidt et al. 2010; Moelleken, Becker et al. unveroffentlicht), der
spezifisch in Lipid Rafts lokalisiert (Mineo, James et al. 1996; Pike and Casey 2002; Macdonald
and Pike 2005; Pike, Han et al. 2005). Die an den Lipid Rafts lokalisierten Rezeptoren und die
Lipid Raft-assoziierten intrazelluliren Adaptermolekiile (AP) sowie das chlamydiale TTSS-
sekretierte Effektorprotein Cpn0572 (Tarp-Homolog) sind dann fiir die Internalisierung des
EBs verantwortlich. Die Zerstérung der Lipid Rafts fihrt zwar zu einer verminderten
Internalisierung, nicht jedoch zu einer verminderten Adhidsion der EBs (Korhonen,
Puolakkainen et al. 2012).

Da rYaal direkt an die Phospholipidmembran der Humanzelle bindet und spezifisch an
Lipid Rafts lokalisiert, konnte Yaal nach der Kontaktaufnahme tber OmcB das tber die
humane Oberfliche ,,surfende® EB spezifisch zu den Lipid Rafts ,,dirigieren® (Abbildung 5.3
a), wo die EBs iiber Pmp21 mit EGFR interagieren konnten. Experimente zum zeitlichen
Ablauf der einzelnen Schritte wurden nicht durchgeftihrt, so dass hieriiber nur gemutmalt
werden kann. Der Kontakt zwischen EB und der Humanzelle musste jedoch bereits relativ
eng sein, sodass eine Pmp21-EGFR-Interaktion auch parallel zur oder vor der Yaal-
Membran-Interaktion denkbar wire. Die Bindung von Yaal, vermittelt durch die C-terminale
Bindedomine, ist nicht ausreichend um die Infektion positiv zu beeinflussen. Daher ist es
denkbar, dass das ,surfende EB bereits tber den C-Terminus von Yaal mit der
Phospholipidmembran interagiert, die spezifische Lipid Raft-Interaktion jedoch durch eine
noch unbekannte Funktion des N-Terminus vermittelt wird. Da die EBs in diesem Fall bereits
tiber OmcB und eventuell Pmp21 an die Humanzelle binden und die Lipid Rafts an der
Internalisierung beteiligt sind, wirkt Yaal damit indirekt auf die Internalisierung des EBs und
nicht auf die Adhidsion. An der Eintrittsstelle des EBs ist eine starke Akkumulation von
Lipid Rafts und den Lipid Raft-lokalisiertem Pmp21-Rezeptor EGFR zu beobachten. Da
Yaal-Fragmente von der Oberfliche des EBs gelost werden konnen, kénnte Yaal, gebunden
an die EBs oder in 16slicher Form, durch die Selbstinteraktion oder durch den N-Terminus
das Clustern der Lipid Rafts vermitteln (Abbildung 5.3 b). Das Clustern der Lipid Rafts fihrt
zur Akkumulation der spezifischen, Lipid Raft-assoziierten Rezeptoren und intrazellulidren

Adaptermolekiile und somit zur verbesserten Signaltransduktion fiir die Aufnahme des EBs.
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Die Yaal-vermittelte Akkumulation der Lipid Rafts wirde hierbei wihrend des gesamten
Internalisierungsprozesses stattfinden, so dass das aufgenommene EB vollstindig von einer
Lipid Raft-angereicherten Membran umschlossen ist. Somit wiirde Yaal die Akkumulation der
spezifischen Rezeptoren und Adaptermolekiile induzieren und daher die Internalisierung des
EBs mal3geblich fordern. Die Funktion von Yaal ist Abhingig vom Aktinzytoskelett der
Humanzelle, was darauf zuriickgefiirt werden kann, dass die Endozytose von grofien
Partikeln, wie dem EB, abhingig vom Aktinzytoskelett der Zelle ist.

Zudem kann tber weitere Funktionen von Yaal spekuliert werden. So kénnte die Interaktion
von Yaal mit der Plasmamembran die Membranspannung reduzieren und somit die
Endozytose von groflen Partikeln direkt férdern (Abbildung 5.3 c¢). Einige Daten deuten
zudem darauf hin, dass Yaal, wahrscheinlich Gber den N-Terminus, mit zytoplasmatischen
humanen Proteinen interagiert (Abbildung 5.3 d). Diese Interaktion kénnte zum einen das
Clustern der Lipid Rafts induzieren oder, durch die Interaktion mit essentiellen Proteinen des
Zytoskeletts der Zelle, direkt die Endozytose des EBs verbessern.

Aufgrund der experimentellen Daten sind die beiden letztgenannten Yaal-Funktionsaspekte

jedoch rein spekulativ (Abbildung 5.3 c, d).

S N N

AP

Abbildung 5.3: Postulierte Funktion(en) von Yaal im Detail

Schematische Darstellung der postulierten Funktionen von Yaal in frithen Schritten der C. pueumoniae Infektion.
a) Direktion zu Lipid Rafts, b) Clustern von Lipid Rafts durch l6sliches oder EB-gebundenes Yaal,
¢) Entspannung der Plasmamembran, d) Interaktion mit humanen, zytoplasmatischen Interaktionspartnern.
Farbige Membran: Lipid Rafts, Griin: Cholesterol, Lila: Sphingolipide, Blau: EB
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5.2 Yaa2 - eventuell nur eine strukturelle Komponente

Der Transkriptionsanalyse nach wird die Transkription von Yaa2 zwischen 24 hpi und 36 hpi
hochreguliert (Murra unveroffentlicht). Entsprechend war Yaa2 in der Expressionsanalyse
tatsichlich erstmals 48 hpi nachweisbar (Abbildung 4.4 A). Da die asynchrone
Redifferenzierung der RBs in die infektidsen aber metabolisch inaktiven EBs ebenfalls 48 hpi
beginnt, wird Yaa2 spit in der Infektion exprimiert. Bemerkenswert ist hier, dass das anti-
Yaa2 Antiserum das Yaa2-Antigen deutlich besser detektierte, wenn die geblotteten Proteine
mittels Guanidin/HCl-Gradienten auf der Membran renaturiert wurden. Die anti-Yaa2
Antikoérper erkennen somit das native Protein besser als das denaturierte Protein.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass Yaa2 sowohl frih
(24 hpi), als auch spit in der Infektion (72 hpi) punktiert im chlamydialen Einschluss
nachweisbar ist (Abbildung 4.4 C). Im Westernblot konnte 24 hpi jedoch noch kein Yaa2-
Signal detektiert werden. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass fiir die Expressionsanalyse anti-
Yaa2 Antiserum verwendet wurde, zur mikroskopischen Analyse allerdings antigengereinigter
Antikérper. Da die Fixierung der Zellen mit PFA erfolgte, was die Detektion von intra-
chlamydialen Proteinen verhindert, kann davon ausgegangen werden, dass Yaa2 kein intra-
chlamydiales Protein ist. Der generierte polyklonale anti-Yaa2 Antikorper war nicht gut genug
um zu kliren, ob Yaa2 chlamydienassoziiert ist, oder ins Lumen des Einschlusses sekretiert
wird. Die Oberflichenlokalisation von Yaa2 wurde allerdings bereits mittels
Antikérperdetektion auf infektiosen, lebenden EBs nachgewiesen (Montigiani, Falugi et al.
2002). Dies wird durch den bereits erliuterten, in dieser Arbeit durchgefithrten ELISA
(enzime-linked immunosorbent assay) auf intakten EBs unterstiitzt, der jedoch aufgrund nicht
ausreichender Kontrollen und experimentellen Wiederholungen nicht in den Ergebnisteil
aufgenommen wurde (5.1.1, S 149, Abbildung 5.4. S. XVIII).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Yaa2 bereits als oberflichenlokalisiert
beschrieben wurde und die in dieser Arbeit generierten experimentellen Daten diese
Beobachtung unterstiitzen. Die, fir die chlamydialen Adhidsine OmcB und Pmp21 typischen
ringartigen Strukturen (Moelleken and Hegemann 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010),
konnten nicht nachgewiesen werden.

Bioinformatische Analysen von Yaa2 deuten auf das Vorhandensein einer N-terminalen
Signalsequenz von Aminosdure 1 bis 29 hin (SignalP4.0) (Petersen, Brunak et al. 2011). Ein
Programm zur Identifikation von Transmembrandominen (HMMTop) sagt eine
Transmembranhelix von Aminosdure 8 bis 24 voraus (Tusnady and Simon 2001). Somit
konnte Yaa2 tber die Transmembrandomine in der dulleren Membran der EBs verankert

werden und uber die extrazellulire Domine die Adhision an die Humanzelle vermitteln.
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Eine Neutralisation der chlamydialen Infektion mit anti-Yaa2 Antiserum war jedoch kaum
moglich (Abbildung 4.5). Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass das anti-Yaa2 Antiserum das
Yaa2-Antigen nur schwer detektiert und immunfluorszenzmikroskopische Analysen mit
antigengereinigtem Antikorper durchgefiihrt werden mussten. Zudem ist es méglich, dass die
generierten anti-Yaa2 Antikorper Epitope von Yaa2 erkennen, die nicht essentiell fiir die
Funktion von Yaa2 sind, sodass die anti-Yaa2 Antikorper nicht neutralisierend wiren. Die
Bindung der polyklonalen anti-Yaa2 Antikorper an infektiose EBs war im ELISA bei einer
Verdunnung von (1:200) nachweisbar (Abbildung 5.4, S. XVIII). Falls neutralisierende anti-
Yaa2 Antikorper im Serum vorlidgen und es sich bei Yaa2 tatsichlich um ein neues, fir die
Infektion essentielles, chlamydiales Adhisin handelt, sollte daher zumindest bei der
niedrigsten getesteten Verdinnung des polyklonalen Antiserums (1:10) ein starker
reduzierender Effekt zu sehen Das AntikOrperneutralisationsexperiment deutet daher cher
darauf hin, dass Yaa2 wahrscheinlich keine essentielle Rolle wihrend der Adhision der
chlamydialen EBs spielt.

In Adhisionsexperimenten konnte rekombinantes Yaa2, das ohne die vorhergesagte
Transmembrandomine exprimiert wurde, weder die Adhidsion von fluoreszierenden
Latexkiigelchen an die Humanzelle vermitteln, noch konnte Idsliches rYaa2 in
Westernblotanalysen an Humanzellen assoziiert vorgefunden werden (Abbildung 4.6 B, D).
Demnach konnte die adhisive Eigenschaft von Yaa2, die in Adhisionsexperimenten mittels
Hefe-Oberflichenexpressionssystem beschrieben wurde (Fechtner 2009), mit rekombinantem
Protein nicht bestitigt werden.

Es ist jedoch moglich, dass Yaa2 dennoch eine adhisive Eigenschaft besitzt. So kénnte das
rekombinant hergestellte Yaa2 nicht korrekt gefaltet sein. Auch eine essentielle Modifikation
von Yaa2 in der chlamydialen Infektion wire denkbar, die dem rYaa2 fehlt, jedoch in der Hefe
vorhanden sein muss. Ein Hinweis auf eine posttranslationale Modifikation von Yaa2 in der
chlamydialen Infektion lieferte die Expressionsanalyse, in der Yaa2 in SDS-Gelen deutlich
hoher als nach dem berechneten Molekulargewicht lief (Abbildung 4.4 A). Das rekombinant
hergestellte Yaa2 lief hingegen auf der erwarteten Hoéhe (Abbildung 4.3). Eine fur die
Adhision essentielle Modifikation wurde fir MOMP von C. frachomatis beschrieben. MOMP
wird Gber ein N-verknipftes Oligosaccharid vom Mannosetyp glykosyliert und bindet tber
diese Zuckerstruktur an die humane Zelle (Swanson and Kuo 1994; Kuo, Takahashi et al.
1996; Kuo, Lee et al. 2004). Auch bei C. pneumoniae tihrte die Entfernung N-verkntpfter
Oligosaccharide auf der Oberfliche der Humanzelle zu einer verminderten Adhision und
Infektion (Kuo, Lee et al. 2004). Diese essentielle Modifikation scheint in Hefe und in E. co/

nicht zu erfolgen, da MOMP weder im Hefe-Oberflichenexpressionssystem noch als
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rekombinantes Protein die Adhision an Humanzellen vermittelte (Wuppermann 2001;
Molleken 2005).

Die Vorbehandlung der humanen Zellen mit rYaa2 zeigte einen schwachen, aber signifikanten
neutralisierenden Effekt, wenn hohe Konzentrationen von rYaa2 eigesetzt wurden (Abbildung
4.7). So konnte die Infektion um maximal 30 % reduziert werden. Zum Vergleich konnte in
vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass die Vorbehandlung der Humanzellen mit den
rekombinanten Adhisinen OmcB und Pmp?21 zu einer Reduktion der Infektion von bis zu
80 % fihrte (Moelleken and Hegemann 2008; Moelleken, Schmidt et al. 2010). Dennoch
konnte die schwache, aber spezifische Reduktion der Infektion, vermittelt durch rYaa2, auf
eine Funktion von Yaa2 an der Adhision hindeuten, wire aber ebenfalls durch eine mogliche
Selbstinteraktion von Yaa2 begriindbar. Hierbei konnte rYaa2 in hohen Konzentrationen
verstirkt an Yaa2 auf der Oberfliche der EBs binden und somit potentiell die Adhisine
OmcB und Pmp21 oder weitere Proteine, die an der Adhision oder Internalisierung beteiligt
sind, abschirmen, was zu einer reduzierten Infektion fihren wiirde.

Zusammenfasend kann festgehalten werden, dass Yaa2 zwar als oberflichenlokalisiert
beschrieben ist, jedoch Antikorper gegen Yaa2 die Infektion kaum negativ beeinflussen.
Zudem konnte die adhisive Eigenschaft von Yaa2 mit rekombinantem Protein nicht bestitigt
werden. Nach diesen experimentellen Daten ist eine Funktion von Yaa2 als Adhisin
unwahrscheinlich. Da jedoch rYaa2 die Infektion schwach neutralisierte, Yaa2 eventuell
posttranslational modifiziert wird und die adhisive Eigenschaft von Yaa2 im Hefe-
Oberflichenexpressionssystem gezeigt werden konnte (Fechtner 2009), ist es dennoch nicht
ausgeschlossen, dass Yaa2 ein chlamydiales Adhisin ist.

Interessanterweise war Yaa2 in Immunisierungsversuchen von Hamstern in der Lage eine
schiitzende Immunreaktion zu induzieren und kénnte demnach als ein potentielles Antigen in
Vakzinen verwendet werden (Sambri, Donati et al. 2004). Da homologe Proteine jedoch
ausschlieBlich in C. caviae, C. felis und C. abortus existieren eignet sich Yaa2 nicht fir die

Immunisierung gegen eine C. trachomatis Infektion.

5.3 Yaa3 — weiterhin ein potentielles Adhasin

Das Protein Yaa3 zeigte im vorangegangenen Screen nach potentiellen neuen Adhisinen die
starkste Bindeeigenschaft der drei Yaa-Proteine und ist zudem als einziges Protein zwischen
den chlamydialen Spezies hoch konserviert (Fechtner 2009). AufBlerhalb der Ordnung

Chlamydiaceae besitzt Yaa3 (Homolog von CT849) keine homologen Proteine und ist somit ein
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sehr spezifisches Protein (Griffiths, Ventresca et al. 2006). Daher war es, auch im Hinblick auf
die Entwicklung eines Vakzins, das anfinglich vielversprechendste Protein der drei
Kandidaten. Yaa3 ist mit 18 kDa relativ klein und besitzt einen variablen N-Terminus
(AS 1 - 25) sowie einen stark konservierten C-Terminus mit Identititen zwischen 83 % und
91 % innerhalb der Gattung Chlamydia. Dabei dhnelt Yaa3 vom Aufbau her dem Adhisin
OmcB. Das Yaa3-Protein konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht rekombinant in E. co/i
exprimiert und anschlieSend aufgereinigt werden. Das Fusionsprotein mit einem N-terminalen
oder C-terminalen His-Tag konnte weder in unterschiedlichen E. e/ Expressionsstimmen
noch unter verschiedenen Expressionsbedingungen exprimiert werden (Abbildung 4.1 A - C).
Erst durch die Koexpression mit Chaperonen, die die Faltung von Proteinen unterstiitzen,
war eine Expression von rYaa3 in E. o/ moglich (Abbildung 4.1 D). Jedoch war die
anschlieBende Isolation von l6slichem rYaa3 aus dem E. co/i Lysat tber den His-Tag nicht
erfolgreich (Abbildung 4.1 E). Moglicherweise war der His-Tag hierbei durch das Chaperon
abgedeckt, so dass eine Interaktion mit dem Tridgermaterial aus Ni-NTA-Agarose nicht
moglich war. Daher wurde ein GST-Yaa3-His-Fusionsprotein kloniert, das die sehr
spezifische Isolation Gber den GST-Tag erlaubt. Zwischen dem GST-Tag und Yaa3 liegt eine
spezifische Proteaseschnittstelle, tber die der, im Vergleich zum Yaa3 (18 kDa), sehr grof3e
GST-Tag (26 kDa) abgetrennt werden kann. Die Expression des GST-Fusionsproteins in
E. coli war zwar erfolgreich, jedoch konnte anschlieBend das GST-Yaa3,;, Fusionsprotein nur
in geringen Mengen aufgereinigt werden und enthielt zudem sehr viel Kontamination
(Abbildung 4.2 A, B). Eine Abspaltung des Yaa3,; tber die PreScision-Protease mit
anschlieBender Aufreinigung iiber den His-Tag war nicht erfolgreich (Abbildung 4.2 C).

Auch die Expression und Aufreinigung des C. frachomatis Homologs von Yaa3, CT849, erwies
sich im Rahmen einer anderen Arbeit als sehr schwierig. Da somit aller Versuche der
Herstellung von rekombinantem Yaa3 scheiterten, wurde die Analyse von Yaa3 im Rahmen
dieser Arbeit aufgegeben.

Um die Funktion von Yaa3 dennoch zu beschrieben, konnte versucht werden das
rekombinante Protein in einem anderen Expressionssystem, wie beispielsweise der Hefe
S. cerevisiae, zu exprimieren. Auch besteht die Méglichkeit tiber ein synthetisches Peptid einen
spezifischen Peptidantikorper zu generieren.

Yaa3 besitzt eine bioinformatisch vorhergesagte DUF720-Domaine, die ausschlieflich in
chlamydialen Proteinen gefunden wird (Finn, Mistry et al. 2010). Bei C. pneumoniae gehoren
Cpn1004, Cpn1005 und Yaa3 zu diesen Proteinen. Fir die homologen Proteine zu Cpn1004
und Yaa3 in C. trachomatis (CT847 und CT849) wurde bioinformatisch vorhergesagt, dass sie

tber das Typ III Sekretionssystem sekretiert werden (Samudrala, Heffron et al. 2009).
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Transkriptionsanalysen beschreiben CT847 (Homolog von Cpnl004) als frih im
Infektionszyklus hochreguliert (Belland, Zhong et al. 2003). In einer neueren Studie hingegen
wird eine Transkription von CT847 fiir die mittlere Phase des Infektionszyklus beschrieben.
Zudem war CT847 in RBs, jedoch nicht in EBs nachweisbar (Chellas-Gery, Linton et al.
2007). Auch wurde gezeigt, dass CT847 im heterologen System von Yersinia iber den Typ 111
Sekretionsapparat sekretiert wird und in der Humanzelle mit humanem GCIP (Grap?2
cyclin D-interacting protein) interagiert (Chellas-Gery, Linton et al. 2007). Sollte die DUF720-
Domine tatsiachlich eine bestimmte Funktion vermitteln, so ist es aufgrund dieser Daten
unwahrscheinlich, dass sie an der Adhidsion beteiligt ist. In einem Screen nach dominanten
C. trachomatis Antigenen wurde auch auf das Yaa3-Homolog CT849 getestet (Sharma, Zhong
et al. 2006). CT849 erwies sich hierbei nicht als immundominant, weshalb infrage gestellt
werden muss, ob sich CT849 und damit auch Yaa3 als Bestandteil eines méglichen Vakzins

zur Immunisierung eignet.
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Anhang XV

Anhang

Auflistung aller massenspektrometrisch identifizierten Proteine aus dem ,,Pull Down‘ Experiment zur
Identifizierung eines potentiellen Interaktionspartners von rYaal.

Die Bandennummern entsprechen den ausgeschnittenen Banden wobei Bande 1 die mit dem hdéchsten
Molekulargewicht ist.

Sequenz-
Bande Protein* Punkte abdeckung Anzz}hl gefunden 2te
[%] Peptide  (gesamt)  Analyse
Plectin 4726,4 20,0 88 3 JA
DNA—depende'nt protein kinase 4017,8 21,0 93 3 JA
catalytic subunit
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 597,2 4,7 12 1 NEIN
1 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 279,6 1,7 1 JA
Antigen KI-67 174,7 1,8 5 1 NEIN
Neuroblast differentiation-associated
protein AHNAK 63,6 0,3 2 2 NEIN
Filamin-A 2471,8 25,3 54 1 JA
Spectrin alpha chain 1590,9 13,3 33 1 JA
Spectrin beta chain 1179,7 11,0 25 2 JA
Filamin-B 942,6 10,3 19 1 JA
Pre—mRNA—procesgsmg—sphcmg factor 699,5 8.1 20 3 NEIN
DNA—dependsﬁnt protein kinase 344,4 23 10 3 JA
catalytic subunit
Fatty acid synthase 337,7 3,1 6 NEIN
5 Chromoglori'laln—hellgase—DNA— 263,3 2,7 5 1 NEIN
binding protein 4
Plectin 214,5 1,7 7 3 JA
Neural cell adhesion molecule 1.1 129,9 2,9 3 1 NEIN
Desmoplakin 103,7 1,0 3 2 NEIN
Ribosome-binding protein 1 91,6 1,8 2 1 NEIN
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor 76,4 0,7 2 1 NEIN
type 3
Neuroblast differentiation-associated
protein AHNAK 70,5 0.4 1 2 NEIN
Nucleoprotein TPR 53,1 0,4 1 1 NEIN
Myosin-9 1362,9 14,6 27 2 NEIN
U5 small nuclear ribonucleoprotein
200 kDa helicase 1223,0 11,6 24 1 NEIN
Myoferlin 852,0 10,1 18 1 NEIN
Nuclear mitotic apparatus protein 1 812,6 9,9 19 1 NEIN
Fatty acid synthase 651,2 6,9 15 2 NEIN
3 Nuclear pore metznllz)rane glycoprotein 568,7 6,7 10 1 NEIN
Pre—mRNA—procesgsmg—sphcmg factor 324,6 3,5 3 3 NEIN
Nuclear pore complex protein
Nup205 318,4 3,7 7 1 NEIN
Protein RRP5 homolog 249,7 4,1 6 1 NEIN

Myosin-10 246,1 3,0 2 1 NEIN
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HEAT repeat-containing protein 1 179,0 2,6 5 1 NEIN
Eukaryotic translation initiation factor 152,8 1,9 3 1 NEIN
4 gamma 1
Plectin 144,6 1,0 4 3 JA
Spectrin beta chain 141,6 1,4 2 2 JA
DNA—dependcint prote.in kinase 122,8 0,9 4 3 JA
catalytic subunit
Transferrin receptor protein 1 94,1 2,9 2 2 NEIN
Probable globaé It\r;;n;ﬁgptlon activator 85,9 1,1 2 1 NEIN
Pamelmesin gy a2 1 e
CAD protein 68,0 0,5 1 1 NEIN
Structural maintenance of
chromosomes flexible hinge domain- 56,3 0,6 1 1 NEIN
containing protein 1
DNA—d1re;tlebdulziljﬁp%ollymerase II 53,6 0,7 1 1 NEIN
Myb-binding protein 1A 52,1 0,8 1 1 NEIN
Desmoplakin 1224.8 10,6 21 2 NEIN
Junction plakoglobin 921,1 31,4 15 1 NEIN
Plakophilin-1 417,0 10,8 6 1 NEIN
Actin, cytoplasmic 1 272,9 2277 5 4 NEIN
Galectin-7 256,5 39,0 4 2 NEIN
14-3-3 protein sigma 233,8 20,2 4 1 NEIN
Desmoglein-1 2289 6,3 4 1 NEIN
Tubulin alpha-1C chain 176,4 10,0 3 1 NEIN
4 Glycefﬁgg%fs;g};gsphm 173,9 13,4 3 1 NEIN
Glutathione S-transferase P 155,8 23,8 3 1 NEIN
Heat shock protein beta-1 143,8 16,1 2 1 NEIN
Fatty acid-binding protein, epidermal 134,1 37,0 2 1 NEIN
Tubulin beta-2A chain 124,5 5,6 2 1 NEIN
Annexin A2 1222 7,4 2 1 NEIN
Serpin B5 115,3 10,9 3 1 NEIN
Lamin-A/C 65,6 23,0 1 2 NEIN
14-3-3 protein zeta/delta 63,6 9,8 1 1 NEIN
e aps we w2 e
Matrin-3 415,9 13,8 13 2 NEIN
Splicing factor 3 subunit 1 263,5 9,5 1 NEIN
N-acetyltransferase 10 236,7 6,0 1 NEIN
o
bonucieopnin Ul prorein2 248 66 2 NEN
S sbonceopromcomponeat 04 69 ¢ 2 NEN
4F2 cell-surface antigen heavy chain 166,2 8,3 3 NEIN
Myosin-Ic 131,4 1,8 2 NEIN
ATP—depenSg;{ };FA helicase 98,1 31 2 1 NEIN
DNA damage-binding protein 1 73,1 1,9 2 NEIN
Actin, cytoplasmic 1 62,9 6,7 2 NEIN
Galectin-7 56,6 16,2 1 NEIN
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Splicing facto.r, pr9hne— and 854,7 2.5 20 1 NEIN
glutamine-rich
Putative ribosomal RNA
methyltransferase NOP2 481,9 13,9 10 1 NEIN
Transcription mée;r::edmry factor 1- 335,2 12,7 1 1 NEIN
Interleukin enhancer-binding factor 3~ 293,1 7,5 6 2 NEIN
Isoleucyl'—tRNA sypthetase, 264,3 6,5 5 1 NEIN
mitochondrial
NAD (P) transhydr.ogenase, 252,0 6.1 6 1 NEIN
mitochondrial
6 2-oxoglutarate debydrogen@e E1l 164,5 42 5 1 NEIN
component, mitochondrial
Pre-mRNA-processing factor 6 114,6 3,0 3 1 NEIN
AP-2 complex subunit beta-1 102,6 3,2 3 1 NEIN
4F2 cell-surface antigen heavy chain 99,2 7,0 3 3 NEIN
Integrin beta-1 88,0 2,4 2 1 NEIN
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 88,0 1,5 1 2 NEIN
Actin, cytoplasmic 1 53,8 6,1 1 4 NEIN
Lon protease homolog, mitochondrial 53,3 2,7 2 1 NEIN
Lysosome—assocmt;d membrane 51,1 2.2 1 1 NEIN
glycoprotein 1
Heat shock protein HSP 90-beta 1389,7 31,9 27 1 NEIN
Heat shock protein HSP 90-alpha 1261,1 30,5 10 1 NEIN
Calnexin 668,7 22,3 15 1 NEIN
Nucleolin 636,8 13,2 1 1 NEIN
Rlbonucleoslde—dlphosphate 623,6 16,2 12 1 NEIN
reductase large subunit
4F2 cell-surface antigen heavy chain 375,4 12,4 7 3 NEIN
Importin subunit beta-1 345,2 7,9 6 1 NEIN
Transferrin receptor protein 1 269,5 7,9 5 2 NEIN
Mitochondrial inner membrane 2403 9,9 6 1 NEIN
7 protein
Nucleolar RNA helicase 2 191,5 7,4 5 NEIN
Interleukin enhancer-binding factor 3 178,9 5,3 4 2 NEIN
Transducin beta-like protein 3 139,2 3,6 2 NEIN
Putative pre-mRNA-splicing factor
ATP-dependent RNA helicase 128,9 3,6 3 1 NEIN
DHX15
Nuclear pore complex protein Nup93  126,1 4,5 3 1 NEIN
Glucosidase 2 subunit beta 117,2 3,8 2 1 NEIN
Neutral amino acid transporter B(0) 112,5 3,9 2 1 NEIN
DNA replication licensing factor 68,7 38 2 1 NEIN

MCM5
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Abbildung 5.4: ELISA auf lebenden, intakten EBs zur Identifizierung der Oberflichenlokalisation von
Yaal und Yaa2

1 x 108 lebende, intakte, gradientengereinigte EBs wurden 30 min bei 4 °C und 2800 rpm auf Vertiefungen von
MaxiSorp-Platten (Nunc) zentrifugiert und fir weitere 1,5 h bei 4 °C inkubiert. Die Vertiefungen wurden mit
100 ul Blockierungslosung (2 % BSA in PBS-T) fiir 2 h bei 4 °C inkubiert und zweimal mit PBS-T (PBS +
0,05 % Tween 20) gewaschen. Die Seren wurden in PBS-BT (PBS + 2 % BSA + 0,05 % Tween 20) verdiinnt
und 50 ul zur Inkubation fiir 1,5 h bei 4 °C eingesetzt. Die Vertiefungen wurden dreimal mit PBS-T gewaschen
und mit 50 ul HRP-gekoppeltem anti-Kaninchen oder anti-Ziege Antikorper (1:5000) in PBS-BT fir 1 h bei RT
inkubiert. Die Vertiefungen wurden viermal mit PBS-BT gewaschen, die Farbentwicklung erfolgte mit 50 pl
1-Step Ultra TMB. Die Farbentwicklung wurde nach 3 min mit 50 pl 1 M HSOy4 gestoppt und bei ODyso
photometrisch bestimmt.
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