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Zusammenfassung

Chlamydien sind Gram-negative, obligat intrazellulare Bakterien, die akute und chronische
Erkrankungen bei Menschen und Tieren auslosen kénnen. Die bedeutendsten
humanpathogenen Erreger sind Chlamydia (C.) trachomatis und C. pneumoniae, aber auch
fiir andere Spezies wie C. psittaci oder C. abortus, die primar Tiere als Wirt haben, ist eine
Ubertragung auf den Menschen beschrieben worden. Eine Infektion mit C. trachomatis fiihrt
in Abhangigkeit vom betreffenden Serovar zu Erkrankungen des Urogenitaltrakts oder zu
einer chronischen Bindehautentziindung (Trachom), die bei Nichtbehandlung in einer
Erblindung resultieren kann. C. pneumoniae infiziert die Atemwege und I6st eine
Pneumonie, Bronchitis oder Sinusitis aus. Zudem werden chronische Erkrankungen wie
Asthma oder Atherosklerose mit einer C. pneumoniae-Infektion in Verbindung gebracht.

Der chlamydiale Entwicklungszyklus lauft vollstandig innerhalb der eukaryotischen Wirtszelle
ab, wobei die Bakterien (iber den gesamten Zeitraum hinweg innerhalb einer der
Wirtszellmembran entstammenden Vakuole verbleiben, die als Inklusion bezeichnet wird.
Durch die Manipulation von Wirtszellprozessen mittels sogenannter Effektorproteine, die ins
Wirtszellzytosol sekretiert werden, schaffen die Bakterien eine fiir ihre Entwicklung optimale
Umgebung. Da Chlamydien genetisch nicht manipulierbar sind, stellt die Identifizierung
neuer Effektorproteine eine Herausforderung dar. Durch Nutzung des eukaryotischen
Modellorganismus  Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe) konnen beispielsweise
chlamydiale Proteine identifiziert werden, welche grundlegende, zwischen der Hefezelle und
der Humanzelle konservierte zellulare Strukturen oder Signalwege beeinflussen und daher
zu einem Wachstumsdefekt in Hefe flhren. In einem in S. cerevisiae durchgefiihrten
genomweiten Screen nach potentiellen neuen Effektoren konnten im Vorfeld zu dieser
Arbeit 47 chlamydiale Proteine identifiziert werden, von denen drei im Rahmen der
vorliegenden Dissertation weitergehend charakterisiert wurden.

Fiir das Chlamydia-spezifische, hypothetische Protein CPn0072 konnte unter Nutzung eines
polyklonalen Antikdrpers zu verschiedenen Infektionszeitpunkten eine Inklusionsmembran-
assoziierte Lokalisation beobachtet werden. Dieses Ergebnis bestatigt bioinformatische
Vorhersagen, nach denen CPn0072 sekretiert wird und es sich bei dem Protein um ein
potentielles Inklusionsmembranprotein (Inc-Protein) handelt. Durch differentielle
Permeabilisierung infizierter Zellen zeigte sich, dass CPn0072 von der zytosolischen Seite der
Wirtszelle her zuganglich ist, wodurch es potentiell mit Wirtszellproteinen interagieren und
eine Effektorfunktion ausliben kdnnte. Die Suche nach putativen humanen CPn0072-
Interaktionspartnern unter Nutzung des Hefe-Zwei-Hybrid Systems und einer humanen
cDNA-Bank lieferte vier Kandidaten, u. a. einen putativen Zink-Transporter. Es zeigte sich,
dass CPn0072 liber seinen Amino-Terminus mit dem Zink-Transporter interagiert. Die
biochemische Bestatigung dieser Interaktion steht allerdings noch aus.
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CPn1054 sowie CPn0043 gehoren derselben C. pneumoniae-spezifischen hypothetischen
Proteinfamilie mit insgesamt 19 Mitgliedern an und werden bioinformatisch als Inc-Proteine
vorhergesagt. CPn1054 konnte in der frihen Infektion assoziiert mit Bakterien detektiert
werden, wahrend sich in der spaten Infektion die fiir Inc-Proteine charakteristische
Inklusionsmembran-assoziierte Lokalisation zeigte. Diese Beobachtung muss jedoch noch
bestatigt werden. Auch CPnl1054 ist von der zytosolischen Seite der Wirtszelle aus
zuganglich, was fir eine Effektorfunktion spricht. Der Versuch, CPn0043 mit einem Peptid-
Antikorper in infizierten Zellen zu detektieren, schlug fehl. Die Suche nach humanen
CPn1054-Interaktionspartnern mittels eines Hefe-Zwei-Hybrid Screens identifizierte
insgesamt 14 Kandidaten. Zwei dieser putativen Interaktionspartner, COPS4 und COPSS6,
stellen Untereinheiten eines Multiproteinkomplexes namens COP9 Signalosom dar. Diese
beiden Kandidaten gingen ebenfalls eine Interaktion mit CPn0043 ein. Die Interaktionen der
beiden COP9 Untereinheiten mit CPn1054 bzw. CPn0043 konnten biochemisch verifiziert
werden. Im Fall von CPn1054 konnte die mit den beiden Untereinheiten interagierende
Domadne auf den Mittelteil des Proteins eingegrenzt werden. Immunfluoreszenz-Analysen
ergaben keine eindeutigen Hinweise auf eine Wechselwirkung zwischen Chlamydien und
dem COP9 Signalosom. Hingegen zeigten erste biochemische Analysen signifikante
Veranderungen in der Expression von vier Untereinheiten des Komplexes im Verlauf einer
Chlamydieninfektion, was zukiinftig weiter abgeklart werden muss. Das Proteinniveau von
COPS1, COPS6 sowie COPS7 sank ab, wahrend die COPS5-Expression deutlich anstieg. Da das
COP9 Signalosom an vielen zelluldaren Signalwegen beteiligt ist, konnten Uber eine
Beeinflussung dieses Komplexes diverse Abldaufe innerhalb der infizierten Wirtszelle
manipuliert werden, beispielsweise die Regulation des Proteinabbaus oder die
Zellproliferation.

Summary

Chlamydiae are Gram-negative and obligate intracellular bacteria which can cause mild but
also serious infections in animals and humans. Chlamydia (C.) trachomatis and C.
pneumoniae are the most important human pathogens among the chlamydiae, although
other species like C. psittaci or C. abortus have been reported to be transmissible to humans.
A C. trachomatis infection leads to an inflammation of the eye (trachoma) or to urogenital
tract diseases, depending on the serovar. C. pneumoniae on the other hand causes
pneumonia, bronchitis or sinusitis and has also been linked to chronic diseases like
atherosclerosis or asthma.

During their strictly intracellular replication cycle chlamydiae reside inside a host membrane-
derived vacuole termed the inclusion. By secreting so-called effector proteins into the host
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cytosol and thereby manipulating host cell functions, the bacteria create a favourable
environment allowing their development to proceed. The identification of new chlamydial
effector proteins is hampered by the fact that the bacteria are genetically intractable. One
approach to circumvent this problem is the use of eukaryotic model organisms like the
budding yeast Saccharomyces cerevisiae. Given the fact that many cellular structures and
processes are conserved from yeast to human, one can assume that chlamydial proteins
affecting yeast growth also cause an effect in human cells and therefore represent possible
effector proteins. In a previously conducted genome-wide screen in S. cerevisiae, 47
potential new effector proteins of C. pneumoniae could be identified. Three of these
candidates were further characterized in the course of the present work.

The Chlamydia-specific hypothetical protein CPn0072 displayed an inclusion membrane-
associated localization when detected in the infection via polyclonal antibodies. This is in
agreement with bioinformatical predictions stating that CPn0072 is secreted via the Type llI
secretion system (TTSS) and that it represents a putative inclusion membrane protein (Inc
protein). Furthermore, CPn0072 was accessible to antibodies from the cytosolic side of the
host cell indicating that it may get in contact with host proteins. A search for possible human
CPn0072 interaction partners via a yeast two-hybrid screen yielded four candidates, among
them a putative zinc transporter. It could be shown that the interaction with this transporter
is mediated by the CPn0072 amino terminus. The interaction awaits biochemical verification.

CPn1054 and CPn0043 are both members of the C. pneumoniae-specific hypothetical
CPn1054 protein family and each represent a potential Inc protein. By using specific antisera,
CPn1054 could be detected in association with bacteria early in the infection, while it
displayed an Inc protein-like staining at later time points. This observation awaits
verification. Furthermore, part of CPn1054 has been shown to be in contact with the host
cytosol indicating an effector function of the protein. Antibodies generated against CPn0043
failed to detect the protein in infected cells. A yeast two-hybrid screen could identify 14
potential human interaction partners of CPn1054. Two of these, COPS4 and COPS6, are
subunits of a multiprotein complex designated the COP9 signalosome. Besides the
interaction with CPn1054, both subunits also showed an interaction with CPn0043. In the
case of CPn1054, the interacting region could be mapped to the central part of the protein.
While immunofluorescence analyses did not clearly hint at a connection between
chlamydiae and the signalosome, preliminary biochemical analyses detected significant
changes in the expression levels of several COP9 subunits during chlamydial infection. The
expression levels of COPS1, COPS6 and COPS7 decreased whereas in contrast to that an
increased expression of COPS5 could be detected. As the signalosome is a multifunctional
complex, the bacteria could manipulate many different processes by interfering with its
expression level, like for example protein degradation or the cell cycle.

Vi
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1. Einleitung

1.1 Taxonomie der Chlamydien

Bei den Chlamydien handelt es sich um Gram-negative Bakterien mit einem einzigartigen
biphasischen Entwicklungszyklus. Aufgrund dieser Besonderheit wurden sie als eine eigene
Ordnung, die Chlamydiales, klassifiziert (Storz & Page, 1971). Bis zum Jahr 1999 besaR die
Ordnung Chlamydiales nur eine Familie, die Chlamydiaceae, sowie eine einzelne Gattung
(Chlamydia) und vier Spezies (Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci, Chlamydia
pneumoniae und Chlamydia pecorum). Basierend auf morphologischen Untersuchungen und
der Analyse von rRNA-Sequenzen konnten noch weitere den Chlamydiales zuzuordnende
Bakterien-Familien identifiziert werden: die Parachlamydiaceae, die Waddliaceae und die
Simkaniaceae (Everett, Bush et al., 1999; Rurangirwa, Dilbeck et al., 1999). Des Weiteren
erfolgte durch diese Autoren eine Aufspaltung der Gattung Chlamydia in Chlamydia und
Chlamydophila mit der Addition weiterer Spezies (Everett, Bush et al., 1999; Bush & Everett,
2001). Die Aufspaltung der Chlamydia in zwei Sub-Gattungen fand allerdings bei vielen
Chlamydien-Forschern keine Akzeptanz, da sie nicht die Besonderheiten des chlamydialen
Lebenszyklus beriicksichtigt (Schachter, Stephens et al., 2001). Um der Diskontinuitat in der
Taxonomie, hervorgerufen durch den parallelen Gebrauch beider Varianten in der Literatur,
ein Ende zu setzen, forderten schlieRlich mehrere Wissenschaftler die Aufhebung dieser
Einteilung (Stephens, Myers et al., 2009; Greub, 2010). Die aktuell geltende Taxonomie der
Chlamydiales ist in Abb. 1-1 dargestellt.

Ordnung Familie Gattung Spezies

C. abortus

—_l: C. psittaci
C. felis

Chlamydia _: C. caviae

C. pecorum

Chlamydiaceae

C. pneumoniae

C. trachomatis

C. suis

Chlamydiales C. muridarum

Parachlomydiaceae | N. hartmaneliae
|

P. acanthamoebae

Waddliaceae

W. chondrophila

Simkaniaceae

S. negevensis

Abb. 1-1: Taxonomie der Chlamydiales.

Die Verbindungslinien spiegeln nicht die tatsachliche evolutionare Distanz wider. Nach (Bush & Everett, 2001),
modif. nach (Stephens, Myers et al., 2009).
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1.2 Chlamydien-verursachte Erkrankungen

Die Mitglieder der Gattung Chlamydia koénnen Epithelzellen der Bindehaut, des
Respirationstrakts sowie des Urogenitaltrakts, aber auch Makrophagen und Monozyten
befallen und Infektionen beim Menschen und bei Tieren auslosen (Stratton & Sriram, 2003;
Schautteet & Vanrompey, 2011). Chlamydia psittaci infiziert wild lebende und in
Gefangenschaft lebende Vogel und 16st eine sogenannte Psittakose aus. C. psittaci kann auf
den Menschen Ubertragen werden und milde Grippe-dhnliche Symptome bis hin zu
Pneumonie und Endokarditis zur Folge haben (Rodolakis & Mohamad, 2010). Haufig
betroffen sind beispielsweise Mitarbeiter auf Gefliigelfarmen, Tierdrzte oder Menschen, die
Vogel als Haustiere halten (Everett, 2000; Petrovay & Balla, 2008; Rodolakis & Mohamad,
2010). Chlamydia abortus infiziert Schafe, Ziegen und Kiihe und fihrt bei diesen Tieren
hauptsachlich zu Aborten. Ist eine Herde von Nutztieren mit C. abortus infiziert, so hat dies
immense wirtschaftliche Schaden zur Folge (Kerr, Entrican et al., 2005). Dariber hinaus
kdnnen Infektionen auch auf den Menschen (bertragen werden und Grippe-ahnliche
Symptome oder Pneumonie auslésen. Schwangere, die mit C. abortus infiziert sind, sind dem
Risiko einer Fehlgeburt ausgesetzt (Rodolakis & Mohamad, 2010). Chlamydia felis, das
Hauskatzen infiziert, sowie Chlamydia caviae, das das Meerschwein als Wirt hat,
verursachen das Auftreten von Konjunktivitis sowie Erkrankungen des Genitaltrakts (Everett,
2000). Chlamydia pecorum hat Wiederkduer, Schweine und Koalas als Wirt; zu den
Manifestationen einer Infektion zdahlen Konjunktivitis, Erkrankungen des Urogenitaltrakts
und Unfruchtbarkeit (Fukushi & Hirai, 1992; Schauttet & Vanrompey, 2011). C. felis, C. caviae
und C. pecorum werden als Spezies mit zoonotischem Potential betrachtet, wobei zur
endgultigen Klarung noch weitere Studien notwendig sind (Rodolakis & Mohamad, 2010).
Chlamydia muridarum infiziert kleine Nagetiere wie Mause und Hamster und |6st
Pneumonien aus, Chlamydia suis fihrt zu Pneumonien, Konjunktivitis und Aborten beim
Schwein. Auch wenn einige der bisher genannten Spezies auf den Menschen libertragen
werden koénnen, so sind doch die bedeutenden humanpathogenen Erreger unter den
Chlamydien Chlamydia trachomatis und Chlamydia pneumoniae.

Chlamydia trachomatis wird in zwei humane Biovare unterteilt, den Biovar Trachoma sowie
den Biovar LGV (Lymphogranuloma Venereum), welche wiederum jeweils mehrere Serovare
beinhalten (Schachter & Caldwell, 1980). Die Serovare A-C bewirken das Auftreten von
Trachomen (chronische Bindehautentziindung) und sind der Hauptverursacher von
vermeidbarer Erblindung (Burton & Mabey, 2009). Wahrend die Erkrankung in der
industrialisierten Welt nahezu gar nicht mehr auftritt, ist sie endemisch in Lindern mit
schlechten hygienischen Bedingungen, typischerweise Entwicklungslandern (Hu, Harding-
Esch et al., 2010). Die Serovare D-K werden sexuell ibertragen und fiihren zu Erkrankungen
des Urogenitaltrakts, beispielsweise Urethritis, Zervizitis oder Salpingitis (Vandahl, Birkelund
et al., 2004). Infektionen treten zumeist bei Jugendlichen im Alter zwischen 16 und 24 Jahren
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auf (Bébéar & de Barbeyrac, 2009). Eine asymptomatische und unbehandelte Infektion mit
C. trachomatis D-K kann als Spatfolgen eine entziindliche Beckenerkrankung (pelvic
inflaimmatory disease, PID), Eileiter- oder Bauchhohlenschwangerschaften sowie
Unfruchtbarkeit nach sich ziehen (Manavi, 2006). Bei C. trachomatis—Infektionen handelt es
sich um die am haufigsten vorkommende bakterielle Ursache von sexuell Gbertragbaren
Erkrankungen (Manavi, 2006). Die Serovare L1-L3 werden ebenfalls sexuell tGbertragen und
l6sen das sog. venerische Lymphgranulom (Lymphogranuloma Venereum, LGV) aus. Diese
Serovare sind im Unterschied zu den Serovaren A-K invasiv und in der Lage, auf das
lymphatische System Ulberzugreifen und eine systemische Erkrankung auszulésen (Mabey &
Peeling, 2002; Bébéar & de Barbeyrac, 2009). Lokal fiihren sie zur Zerstérung von Gewebe
und zur Entstehung von Geschwiiren (Mabey & Peeling, 2002). Neben den humanen C.
trachomatis Biovaren gibt es zusatzlich noch den Biovar Nager, der aus Mausen und
Hamstern isoliert wurde.

Chlamydia pneumoniae kann eine Vielzahl von Zelltypen wie Epithelzellen der Lunge,
Monozyten, Makrophagen, arterielle glatte Muskelzellen oder Endothelzellen des Blutgefal3-
systems befallen (Hahn, Azenabor et al., 2002; Belland, Oullette et al., 2004). Eine Infektion
verlauft in vielen Fallen asymptomatisch, kann jedoch auch mehr oder minder schwere
Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege ausldsen (Hahn, Azenabor et al., 2002). Es
wird geschatzt, dass eine Chlamydien-Infektion verantwortlich flir 10 % aller frei erworbenen
Pneumonien und 5 % aller Bronchitis- und Sinusitis-Vorkommen ist (Grayston, 2000).
C. pneumoniae wurde in atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen, allerdings ist noch
nicht geklart, ob die Infektion Ursache fiir das Auftreten oder nur Folge dieser Krankheit ist
(Belland, Oullette et al., 2004). Eine C. pneumoniae-Infektion ist zudem mit dem Ausbruch
bzw. dem Fortschreiten von Erkrankungen wie Asthma und Multipler Sklerose in Verbindung
gebracht worden (Blasi, Tarsia & Aliberti, 2009; Stratton & Sriram, 2003). Infektionen treten
zumeist im Kindes- oder Jugendalter auf, wie das Vorhandensein spezifischer Antikorper bei
bis zu 50 % aller 20-Jahrigen anzeigt. Mit zunehmendem Alter steigt der Anteil der
Menschen, die seropositiv fiir C. pneumoniae sind, auf bis zu 80 % in der Gruppe der 65-
Jahrigen an (Grayston, 2000). Die hohe Durchseuchung der Bevdlkerung wird auf eine
Persistenz der Bakterien im Wirtsorganismus sowie auf haufige Reinfektionen zurtickgefiihrt
(Peeling & Brunham, 1996).

1.3 Der chlamydiale Entwicklungszyklus

Chlamydien besitzen einen einzigartigen biphasischen und obligat intrazelluldaren
Entwicklungszyklus. Die Bakterien treten dabei in zwei unterschiedlichen morphologischen
und funktionellen Formen auf: den infektidsen und metabolisch nicht aktiven
Elementarkorperchen (elementary bodies, EBs) sowie den nicht infektiosen, metabolisch
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aktiven Retikularkérperchen (reticulate bodies, RBs). Bei den RBs handelt es sich um die
ausschlieBlich intrazelluldar vorkommende, replikative Lebensform der Chlamydien, wahrend
EBs auch extrazelluldar Gberdauern kénnen. Der Infektionszyklus lauft wie in Abb. 1-2
dargestellt ab. Der Adhdsion eines EBs an die Wirtszelle folgt dessen Aufnahme oder
Internalisierung innerhalb einer der Wirtszellmembran entstammenden Vakuole, die als
Inklusion bezeichnet wird. Innerhalb der Inklusion findet die Differenzierung eines EBs zu
einem metabolisch aktiven RB statt. Das Retikularkérperchen durchlauft mehrere Runden
der Replikation durch Zellteilung, bis schlielich die Redifferenzierung der entstandenen RBs
zu EBs einsetzt. Die Elementarkdrperchen werden aus der Wirtszelle freigesetzt und kénnen
daraufhin neue Zellen infizieren. Die einzelnen Phasen des Entwicklungszyklus werden in den
folgenden Unterkapiteln genauer betrachtet. Alle dort gemachten Zeitangaben beziehen sich
auf den Lebenszyklus von Chlamydia pneumoniae (nach Wolf, Fischer et al., 2000). Der
Infektionszyklus von Chlamydia trachomatis ist vom Ablauf her identisch, vollzieht sich
jedoch schneller und ist typischerweise nach 40-60 h beendet (Belland, Zhong et al., 2003).

v o
1. Adhésion ° Y
o, 0
e Py Qo °
< PM Qo009
9
. Qg0 9O
I. Internalisierung VI. Frels.etzung ° [ J
(0-2 hpi) (72-96 hpi)
Inklusion o /
\ V. Redifferenzierung
lIl. Differenzierung (48-72 hpi)

: (2-12 hpi)
IV. Replikation
\ (12-48 hpi)

@:es

L s

Abb. 1-2: Uberblick iiber den chlamydialen Entwicklungszyklus.

Die Bakterien verbleiben wahrend ihrer intrazellularen Vermehrung innerhalb der sog. Inklusion, die der
Wirtszellmembran entstammt. Zeitangaben fir C. pneumoniae nach (Wolf, Fischer et al.,, 2000).
PM: Plasmamembran EB: Elementarkdrperchen RB: Retikularkérperchen.
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1.3.1 Adhasion und Internalisierung von Elementarkdrperchen

Die infektiosen Elementarkorperchen besitzen einen Durchmesser von ca. 0,3 um und sind
gekennzeichnet durch ein stark kondensiertes Genom, vermittelt durch die Histon-ahnlichen
Proteine HctA und HctB (AbdelRahman & Belland, 2005). Ein Charakteristikum der
Chlamydien im Vergleich zu anderen Gram-negativen Bakterien ist die fehlende
Peptidoglykanschicht in der duBeren Zellmembran, obgleich die Gene fiir die Peptidoglykan-
synthese im Chlamydien-Genom vorhanden und die Erreger Penicillin-sensitiv sind (Vandahl,
Birkelund et al., 2004). Die EBs erhalten ihre rigide Struktur, die fir das extrazellulare
Uberdauern notwendig ist, stattdessen durch die Vernetzung von Proteinen des duReren
Membrankomplexes (chlamydia outer membrane complex, cOMC) Uber Disulfidbricken
(Vandahl, Birkelund et al., 2004). Hieran sind hauptsachlich die Cystein-reichen Proteine
MOMP (major outer membrane protein), OmcA (outer membrane complex protein A) und
OmcB beteiligt (Newhall & Jones, 1983; Hatch, 1996).

Der erste Schritt im chlamydialen Infektionszyklus ist die Adhdsion eines EBs an die
Wirtszelle. Dieser Prozess lauft vermutlich in zwei Stufen ab: zunachst findet eine reversible
Bindung zwischen Bakterium und Humanzelle Uber elektrostatische Wechselwirkungen statt,
bevor eine irreversible Interaktion mit einem oder mehreren Wirtszellrezeptoren
eingegangen wird. Es konnte bereits einigen chlamydialen Proteinen eine Rolle im
Adhasionsprozess zugewiesen werden, weshalb diese Proteine auch als Adhasine bezeichnet
werden. Hierbei ist zu beachten, dass einige der an Adhasion und/oder Internalisierung
beteiligten chlamydialen Molekiile speziesspezifisch sind. MOMP aus C. trachomatis, das den
hochsten Anteil aller Proteine des dulleren Membrankomplexes besitzt, geht
elektrostatische = Wechselwirkungen mit  Heparansulfat-Proteoglykanen  auf der
Wirtszelloberflache ein (Swanson & Kuo, 1994; Su, Raymond et al., 1996). OmcB, das am
zweithaufigsten vorkommende Protein des cOMC, bindet ebenfalls an Heparansulfat-
Strukturen der Wirtszelle, was fir C. pneumoniage sowie einzelne Serovare von
C. trachomatis gezeigt werden konnte (Fadel & Eley, 2007; Moelleken & Hegemann, 2008).
Mitglieder der polymorphen Membranprotein-Familie (polymorphic membrane proteins,
pmp’s) aus C. pneumoniae konnten als Adhasine identifiziert werden (Wehrl, Brinkmann et
al., 2004; Moelleken, Schmidt & Hegemann, 2010; Elisabeth Becker, unpubl.). AuRerdem
konnten fiir das Chaperon GroEL1 aus C. pneumoniae und das Hitzeschockprotein Hsp70 von
C. trachomatis eine Oberflachenlokalisation sowie adhdsive Eigenschaften nachgewiesen
werden (Raulston, Davis et al., 1993; Wuppermann, Moelleken et al., 2008). Dr. Gido Murra
aus unserer Arbeitsgruppe wies fiir die C. pneumoniae-Proteine CPn0677 und CPn0678 eine
Rolle im Adhésions- und Internalisierungsprozess nach (Gido Murra, 2010).

Einige Studien lieferten Hinweise auf mogliche Wirtszellrezeptoren, wobei wiederum
verschiedene Chlamydia-Spezies unterschiedliche Rezeptoren nutzen. Heparansulfat-
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Strukturen der Wirtszelle sind, wie bereits oben erwdhnt, Bindungspartner fir chlamydiale
Proteine (Wuppermann, Hegemann & Jantos, 2001). Proteindisulfid-lsomerase (PDI), eine
Komponente des Ostrogenrezeptor-Komplexes, konnte assoziiert mit C. trachomatis EBs
detektiert werden und scheint eine wichtige Rolle fir den Adhasionsprozess von
C. pneumoniae, C. trachomatis sowie C. psittaci zu spielen (Davis, Raulston et al., 2002;
Conant & Stephens, 2007). Zudem wird spekuliert, dass PDI durch ihre enzymatische
Aktivitat die Reduzierung der Disulfidbriicken des cOMC vermitteln kdnnte, was essentiell
fir eine erfolgreiche Internalisierung ist (Abromaitis & Stephens, 2009). Des Weiteren sind
der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, der PDGFR (platelet derived growth factor receptor) und
der Lektin-dhnliche LDL-Rezeptor (low density lipoprotein) in den Prozess der Adhdsion
involviert (Puolakkainen, Kuo et al.,, 2005; Elwell, Ceesay et al., 2008; Campbell,
Puolakkainen et al., 2012). In unserer Arbeitsgruppe wurde der EGFR (epidermal growth
factor receptor) als ein Rezeptor flir Mitglieder der C. pneumoniae pmp-Familie identifiziert
(Molleken, Becker & Hegemann, 2013). Lipid-Mikrodomanen in der Wirtszellmembran, die
reich an Cholesterin und Sphingolipiden sowie an Signaltransduktionsmolekiilen sind,
konnten ebenfalls eine Rolle bei der Adhasion und Aufnahme eines Elementarkérperchens
spielen. Diese Domanen konnten assoziiert mit an der Wirtszelle anhaftenden C. trachomatis
EBs beobachtet werden, und ebenso in Assoziation mit C. caviae enthaltenden Inklusionen,
nachdem die Internalisierung erfolgt ist (Jutras, Abrami et al., 2003; Subtil, Wyplosz et al.,
2004). Moglicherweise befinden sich innerhalb der Mikrodomadnen weitere, noch
unidentifizierte Rezeptoren (Jutras, Abrami et al., 2003).

Im Verlauf der Internalisierung modulieren Chlamydien das Aktin-Zytoskelett der Wirtszelle
(Carabeo, Grieshaber et al., 2002). Das in mehreren Chlamydia-Spezies konservierte Protein
Tarp (translocated actin-recruiting phosphoprotein) wird bereits wenige Minuten nach der
Adhdsion von den Bakterien in die Wirtszelle sekretiert, wo es die Rekrutierung von Aktin zu
der Chlamydien-Eintrittsstelle bewirkt (Clifton, Fields et al., 2004). Weiterhin konnte eine
Rolle der GTPasen Rac und Cdc42, die fiir die Ausbildung und Organisation von
Aktinfilamenten zustandig sind, im chlamydialen Internalisierungsprozess nachgewiesen
werden, wobei Rac von mehreren Chlamydia-Spezies aktiviert wird, Cdc42 jedoch nur eine
Rolle bei der Internalisierung von C. psittaci zu spielen scheint (Carabeo, Grieshaber et al.,
2004; Subtil, Wyplosz et al., 2004). Die Zeitspanne von der Adhdsion eines Bakteriums an die
Wirtszelle bis zur erfolgten Internalisierung betragt ca. 2 h.

1.3.2 Intrazelluldre Phase der Replikation

Nach erfolgter Internalisierung wird die Inklusion entlang der Mikrotubuli zum Mikrotubuli-
organisierenden Zentrum (microtubule organizing center, MTOC) transportiert, was im Fall
von C. trachomatis in Abhangigkeit vom Motorprotein Dynein geschieht, und verbleibt in
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einer perinukledren Region mit Nahe zum Golgi-Apparat (Clausen, Christiansen et al., 1997;
Grieshaber SS, Grieshaber NA et al., 2003). Aufgrund fehlender endosomaler oder
lysosomaler Marker kommt es zu keiner Fusion mit diesen Wirtszellkompartimenten und zu
keiner Degradation der Chlamydien enthaltenden Vakuole. Innerhalb der Inklusion findet die
Differenzierung des Elementarkorperchens zu einem Retikularkorperchen statt, die ca. 12 h
nach Beginn der Infektion (hours post infection, hpi) abgeschlossen ist (Wolf, Fischer et al.,
2000). Das Retikularkorperchen ist mit einem Durchmesser von ca. 1 um wesentlich groRer
als ein Elementarkdérperchen und zeichnet sich durch ein dekondensiertes Genom und
metabolische Aktivitat aus (Wolf, Fischer et al., 2000; Vandahl, Birkelund et al., 2004).

Bereits ein paar Stunden nach Start der Infektion beginnt die Inklusionsmembran zu
expandieren, einerseits durch den Einbau von Wirtszellmembran-Komponenten wie Lipiden
und Cholesterin, andererseits durch die Insertion chlamydialer Proteine in die
Inklusionsmembran (Inc-Proteine, siehe auch Kap. 1.4.3.2). Diese Expansion ist notwendig,
um die steigende Anzahl an Bakterien aufnehmen zu kénnen. Die Chlamydien haben dabei
mehrere Wege zur Akquisition von Wirtszelllipiden entwickelt. So fangen die Bakterien
Sphingomyelin sowie Cholesterin enthaltende Vesikel ab, die vom Golgi-Apparat zum
Transport an die Wirtszellmembran abgegeben werden (Hackstadt, Rockey et al., 1996; Wolf
& Hackstadt, 2001; Carabeo, Mead et al., 2003). Im Verlauf einer Infektion wird der Golgi-
Apparat in sog. Golgi-Ministapel fragmentiert, die mit der Inklusion assoziieren (Heuer,
Rejman Lipinski et al., 2009). Es wird vermutet, dass auf diese Weise das Abfangen der
Vesikel erleichtert wird. Eine Vorstufe von Sphingomyelin, Ceramid, wird durch Interaktion
eines Proteins in der Inklusionsmembran mit dem Ceramid-Transferprotein CERT erhalten
(Derré, Swiss et al., 2011). Eine weitere Quelle fiir Shingomyelin stellen Multivesikularkérper
(multivesiculate bodies, MVBs) dar. MVBs sind spate Endosomen mit intralumenalen
Vesikeln, welche zum Abbau bestimmte Lipidkomponenten enthalten (Piper & Luzio, 2001).
MVB-Markerproteine sind assoziiert mit der Inklusionsmembran sowie im Inklusionslumen
detektiert worden (Beatty, 2006; 2008). Lipidtropfchen sind Speicher fiir neutrale Lipide der
Wirtszelle und werden als komplettes Organell in das Inklusionslumen aufgenommen
(Kumar, Cocchiaro et al., 2006; Cocchiaro, Kumar et al., 2008). Glycerophospholipide werden
nicht Uber Vesikel, sondern vermutlich iber Membran-Membran-Kontaktstellen mit dem ER
zur Inklusion und nachfolgend zu den Bakterien transportiert. Dort werden sie von den
Chlamydien modifiziert und verwertet (Wylie, Hatch et al., 1997).

Zusatzlich zu der Notwendigkeit, Nahrstoffe von der Wirtszelle zu erhalten, missen die
Bakterien mit zelluldaren Signalwegen interferieren, die auf ihre Beseitigung ausgerichtet
sind. So regulieren Chlamydien die Expression von MHC-Molekiilen (major histocompatibility
complex) der Klassen | und Il herunter (ber die Degradation der entsprechenden
Transkriptionsfaktoren RFX-5 (regulatory factor X 5) bzw. USF-1 (upstream stimulation
factor 1) (Zhong, Fan et al., 1999; Zhong, Liu et al., 2000; Zhong, Fan et al., 2001). MHC-
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Molekiile sind zustindig fir die Antigenprasentation an T-Zellen im Verlauf der
Immunantwort (Germain, 1995). Ein Verhindern der Wirtszellapoptose ist ebenfalls
essentiell fir Chlamydien, um ihren intrazelluldren Replikationszyklus vollenden zu kdénnen.
In infizierten Zellen ist die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und die
nachfolgende sequentielle Aktivierung der Caspasen 9 und 3 — essentielle Schritte des
intrinsischen Apoptosewegs — blockiert (Fan, Lu et al., 1998). Nachfolgende Studien zeigten,
dass proapoptotische BH3-only Proteine, welche die Mitochondrien permeabilisierenden
Kanalproteine Bax und Bak aktivieren, direkt oder indirekt von einer chlamydialen Protease
gespalten und somit inaktiviert werden (Fischer, Vier et al., 2004; Dong, Pirbhai et al., 2005;
Ying, Seiffert et al., 2005). Das BH3-only Protein Bad wird in seinem phosphorylierten,
aktivierten Zustand an die Inklusionsmembran rekrutiert und damit von seinem Wirkort,
dem Mitochondrium, ferngehalten (Verbeke, Welter-Stahl et al., 2006). Auch die Induktion
der Expression antiapoptotischer Proteine wie IAP-1 und -2 (inhibitor of apoptosis) kénnten
zur Apoptoseresistenz beitragen, wozu es jedoch widersprichliche Erkenntnisse gibt
(Rajalingam, Sharma et al., 2006; Ying, Christian et al., 2007).

1.3.3 Redifferenzierung und Freisetzung infektioser Elementarkérperchen

Nach der Vermehrungsphase setzt in einem Zeitraum zwischen 36 hpi und 48 hpi die
Redifferenzierung der Retikularkérperchen zu Elementarkdrperchen ein, wobei es sich um
einen asynchron ablaufenden Prozess handelt (Wolf, Fischer et al., 2000). Das Signal,
welches die Redifferenzierung auslést, ist noch unbekannt. Im Verlauf dieses Prozesses
werden verstarkt die cOMC-Proteine MOMP und OmcB exprimiert und das Genom wird
wieder kondensiert (Mukhopadhyay, Good et al., 2006). 72-84 hpi werden die infektiosen
Bakterien aus der Wirtszelle freigesetzt. Dies geschieht entweder durch Lyse der Zelle oder
aber durch Extrusion, d. h. die Abschnirung eines Teils der Inklusion, welcher durch
Ausstllpung der Zellmembran ins extrazellulare Milieu abgegeben wird. Der lytische Weg
beinhaltet die sequentielle Auflosung der Inklusionsmembran, der Kernmembran und
schlieBlich der Wirtszellmembran, was durch Proteasen vermittelt wird (Hybiske & Stephens,
2007). Der Prozess der Extrusion bendtigt die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts sowie die
Aktivitat von Rho-GTPasen in der Phase der Abschniirung, die der Zytokinese dhnelt. Im
Gegensatz zum lytischen Weg bleibt beim Extrusionsmechanismus eine intakte Wirtszelle
zurlick, die eine mit EBs angefiillte Inklusion beinhaltet (Hybiske & Stephens, 2007). Wie der
eine oder andere Weg der Freisetzung gewdhlt und initiiert wird, ist ebenfalls noch
ungeklart.




cinleitung [

1.4 Interaktion von Pathogenen mit der Wirtszelle

Fiir Chlamydien wie auch fir andere pathogene Bakterien ist es essentiell, Interaktionen mit
der Wirtszelle oder mit Proteinen des extrazellularen Milieus einzugehen, um eine
Etablierung der Infektion und letztendlich eine erfolgreiche Vermehrung zu gewahrleisten.
Zu diesem Zweck wird von den Bakterien eine Reihe von Proteinen unter Nutzung
verschiedener Sekretionssysteme sekretiert. Wie im vorherigen Kapitel bereits angeklungen
ist, nehmen Chlamydien beispielsweise Nahrstoffe aus der Wirtszelle auf oder bauen
bestimmte Wirtszellmolekiile ab. Proteine, die zelluldre Abldufe zum Vorteil der Pathogene
manipulieren, werden als Effektorproteine bezeichnet (Tseng, Tyler et al., 2009).

1.4.1 Bakterielle Sekretionssysteme

Bis dato sind einige bakterielle Sekretionssysteme identifiziert und charakterisiert worden.
Zwei allgemeine Sekretionswege, die in Bakterien sowie in Eukaryoten vorkommen, sind der
sec-Sekretionsweg (general secretion) und der tat-Sekretionsweg (twin-arginine
translocation). In diesen Systemen werden Proteine Uber eine einzelne Membran
transportiert, entweder die Plasmamembran Gram-positiver Bakterien bzw. membran-
umschlossener Zellorganellen oder die innere Membran Gram-negativer Bakterien. Im Fall
der sec-abhadngigen Sekretion wird ein noch ungefaltetes Protein unter ATP-Verbrauch, im
Fall der tat-abhangigen Sekretion ein bereits fertig gefaltetes Protein unter Verwendung
eines Protonengradienten als Energiequelle transportiert (Tseng, Tyler et al., 2009). Einige
Sekretionssysteme Gram-negativer Bakterien sind von diesen beiden generellen
Transportmechanismen abhangig, namlich das Typ Il-, Typ IV- und Typ V-Sekretionssystem
sowie das Chaperon/Usher-System. In diesen Fallen wird zundchst das zu exportierende
Protein mittels des sec- oder des tat-Wegs liber die innere Membran ins Periplasma
transloziert, wo es von Komponenten des entsprechenden Sekretionssystems in der dufleren
Membran Gbernommen und ins extrazelluldre Milieu transportiert wird. Das Typ |-, Typ IlI-
sowie Typ VI-Sekretionssystem Gram-negativer Bakterien sind sec- und tat-unabhangig, hier
lauft die Sekretion in einem einzelnen Schritt ab (Beeckman & Vanrompey, 2010).

Das Typ I-Sekretionssystem besteht aus drei Hauptkomponenten: einem ABC (ATP-binding
cassette)-Transporter, Faktoren in der duBeren Membran (outer membrane factors, OMFs)
sowie Membranfusionsproteinen (membrane fusion proteins, MFPs). Der ABC-Transporter
stellt die Energie fir den Transport bereit, wahrend die OMFs eine Pore in der duBeren
Membran bilden und die MFPs das Periplasma durchspannen und eine Verbindung von der
inneren Membran zu den OMFs schaffen. Typische Substrate fiir das Typ |-Sekretionssystem
sind Metalloproteasen oder Adhédsine von Pflanzen-Pathogenen (Tseng, Tyler et al., 2009;
Beeckman & Vanrompey, 2010). Das Typ II-Sekretionssystem Ubernimmt wie bereits
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erwahnt seine Substrate vom sec- oder tat-Weg, nachdem diese die Proteine in das
Periplasma transportiert haben. Komponenten des Typ ll-Sekretionssystems, die sog.
Sekretine, bilden eine Pore in der dulReren Membran, durch welche die Proteine in den
extrazelluldren Raum transloziert werden. Die Energie fir den Transport wird von einer
ATPase in der inneren Membran bereitgestellt. Beispiele fiir Typ Il-sekretierte Proteine sind
das Cholera-Toxin oder das Exotoxin A von Pseudomonas aeruginosa (Filloux, 2004; Tseng,
Tyler et al., 2009; Beeckman & Vanrompey, 2010). Zudem besitzen die chlamydialen
Proteine CPAF sowie Tsp/CT441, beides Proteasen, ein Typ ll-Sekretionssignal (Valdivia,
2008). Bei dem Typ V-Sekretionssystem werden die Substrate zunachst sec-abhangig ins
Periplasma transloziert, von wo aus sie autonom ihren Transport ins extrazellulare Milieu
bewerkstelligen (Jacob-Dubuisson, Fernandez et al., 2004). Viele Proteine besitzen N-
terminal eine sog. Passagierdomdne und C-terminal eine Domane, die eine membran-
durchspannende beta-Fass-Struktur ausbildet. Durch diese Struktur wird die Passagier-
Domane transloziert und bleibt anschlieBend entweder mit dem Carboxy-Terminus
verbunden und somit membranverankert oder wird abgespalten (Jacob-Dubuisson,
Fernandez et al., 2004). Zusatzlich zu dieser Variante, die als Autotransport bezeichnet wird,
sind zwei weitere entdeckt worden. In einem Fall assoziieren drei Proteine, um gemeinsam
die beta-Fass-Struktur auszubilden; im zweiten Fall sind die Passagierdomane und die beta-
Fass-Domane nicht auf einem einzigen Polypeptid vorhanden, sondern werden als zwei
separate Proteine translatiert. Diese Variante wird auch als Zwei-Partner-Sekretion (two
partner secretion, TPS) bezeichnet (Jacob-Dubuisson, Fernandez et al., 2004; Tseng, Tyler et
al., 2009; Beeckman & Vanrompey, 2010). Mittels des Typ V-Sekretionssystems werden
Adhasine, Toxine oder Proteasen sekretiert. Zu den Substraten zdhlen auch Mitglieder der
chlamydialen pmp-Familie, die iber den Autotransporter-Mechanismus sekretiert werden
(Jacob-Dubuisson, Fernandez et al., 2004; Wehrl, Brinkmann et al., 2004). Das
C. pneumoniae pmp21 enthalt in seiner Passagierdomane, welche membranverankert bleibt,
Tetrapeptid-Motive, die die Adhdsion an die Wirtszelle vermitteln (Moelleken, Schmidt &
Hegemann, 2010). Der Chaperon/Usher (C/U)- Sekretionsweg ist ebenfalls abhingig von
einer vorherigen Translozierung des zu sekretierenden Proteins ins Periplasma Uber den sec-
Weg. Hier wird das Protein von einem Chaperon gebunden und an das sog. Usher-Protein in
der dauBeren Membran weitergeleitet, Gber das die Freisetzung ins extrazellulare Milieu
erfolgt (Beeckman & Vanrompey, 2010).

Die bakteriellen Sekretionssysteme vom Typ Ill, Typ IV und Typ VI transportieren ihre
Substrate zusatzlich zur inneren und duBeren Bakterienmembran auch noch liber die
Plasmamembran der Wirtszelle. Das Typ IV-Sekretionssystem ist hierbei einzigartig in der
Hinsicht, dass neben Proteinen auch Nukleinsduren transportiert werden kdnnen. Fiir einige
Substrate besteht eine Abhangigkeit vom sec-Weg, andere werden sec-unabhangig
sekretiert. Die Energie fir den Transport stammt aus der ATP-Hydrolyse (Beeckman &
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Vanrompey, 2010; Tseng, Tyler et al., 2009). Die funf Untereinheiten des Pertussis-Toxins
werden separat iber das Typ IV-Sekretionssystem ins extrazellulare Milieu transloziert. Nach
Assemblierung der Untereinheiten bewirkt das funktionelle Toxin autonom die Sekretion
seiner katalytischen Untereinheit in die Wirtszelle (Burns, 2003). Die Typ VI-
Sekretionsmaschinerie besteht aus mehreren Einheiten des Hcp-Proteins (hemolysin
coregulated protein), die einen hohlen Translokationskanal bilden, zudem aus VgrG-
Proteinen (valine-glycine repeat protein G), welche in Trimer-Form an der Spitze des Kanals
lokalisieren, und Proteinen in der inneren Membran, die als Plattform zur Assemblierung des
Kanals dienen. Die Transportenergie stammt von einer assoziierten ATPase. Einige der VgrG-
Proteine tragen C-terminale Verlangerungen, die bestimmte funktionelle Domanen
enthalten, und konnen damit selbst als Effektoren innerhalb der Wirtszelle fungieren
(Silverman, Brunet et al., 2012). VgrG-1 aus Vibrio cholerae besitzt beispielsweise eine Aktin
vernetzende Aktivitat (Pukatzki, Ma et al., 2007). Die Typ llI-Sekretionsmaschinerie wird auch
als Injektisom bezeichnet (Mota & Cornelis, 2005). Sie besteht aus einer Basis-Ringstruktur,
die die innere sowie die dullere Bakterienmembran durchspannt, einer hohlen Nadelstruktur
sowie einer Translokationspore an der Spitze der Nadel (Cornelis, 2006; Tseng, Tyler et al.,
2009). Das Sekretionssystem wird erst bei Kontakt mit der Wirtszelle aktiv, nachdem die
Translokationspore in die Wirtszellmembran inseriert wurde, und transloziert daraufhin
seine Substrate, die Effektorproteine, ins Wirtszellzytosol (,kontaktabhangige Sekretion®)
(Cornelis, 2006). Assoziiert mit dem Injektisom ist eine ATPase, die die Transportenergie
bereitstellt (Tseng, Tyler et al., 2009). Eine elegante Art der Anwendung des Typ llI-
Sekretionssystems haben enteropathogene E. coli (enteropathogenic Escherichia coli, EPEC)
sowie enterohdamorrhagische E. coli (enterohemorrhagic Escherichia coli, EHEC) entwickelt.
Diese Bakterien injizieren ihren eigenen Rezeptor, Tir (translocated intimin receptor), in die
Wirtszelle, wo er in die Plasmamembran inseriert wird und mit dem Protein Intimin auf der
Bakterienoberflache interagiert. Durch diese Interaktion werden in der Wirtszelle die
Modulierung des Zytoskeletts und die Aufnahme der Bakterien ausgel6st (Kenny, DeVinney
et al., 1997; DeVinney, Stein et al., 1999). Einige Pathogene besitzen mehr als ein Typ llI-
Sekretionssystem. Salmonella beispielsweise codiert zwei verschiedene Typ IlI-
Sekretionssysteme (TTSS1 und TTSS2) auf zwei unterschiedlichen sog. Pathogenitatsinseln
(Salmonella Pathogenicity Island-1 bzw. -2, SPI-1/-2). Die Effektoren des TTSS1 spielen eine
wichtige Rolle im Prozess der bakteriellen Invasion in die Wirtszelle, wahrend diejenigen des
TTSS2 essentiell fiir das intrazellulire Uberleben und die erfolgreiche Etablierung der
Infektion sind (Agbor & McCormick, 2011). Im folgenden Kapitel findet sich eine detaillierte
Beschreibung des chlamydialen Typ llI-Sekretionsapparats.

-11-
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1.4.2 Das chlamydiale Typ llI-Sekretionssystem

Den ersten Hinweis auf das Vorhandensein eines Typ llI-Sekretionssystems in Chlamydien
lieferte die ldentifizierung von chlamydialen Genen, welche Homologien zu Typ IllI-
Sekretionselementen anderer Bakterien zeigten (Hsia, Pannekoek et al., 1997). Weitere
Analysen ergaben, dass in allen sequenzierten Genomen der Chlamydiaceae ein
vollstandiger Typ llI-Sekretionsapparat codiert ist (Beeckman & Vanrompey, 2010).
Basierend auf Homologien zu den Strukturproteinen des Typ IllI-Sekretionssystems aus

Yersinia konnte ein Modell des chlamydialen Typ lll-Injektisoms abgeleitet werden
(Abb. 1-3).
Effektorproteine
Wirtszellcytosol
ﬂ ﬁ ﬂ ﬁ ﬂ ﬁ ﬂ ﬁ ﬂ ﬂ ﬂ ﬁ ﬂ qlﬁkﬁlsﬁmsmembran | Abb. 1-3:. Das? chlamydiale
HUUHYEYUY YUUYLBEES Typ lll-Injektisom.

Das Modell basiert

ﬁ ﬂ ﬁ fm auf der Homologie
uu U chlamydialer Proteine

zu Komponenten des
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Typ llI-Sekretions-
apparats aus Yersinia.
Abb. modifiziert nach

ﬂ ﬂ ﬂ ﬂﬁw (Peters, Wilson et al.,
JHY4! 2007).

Bakteriencytosol

Effektorproteine

Die Ringstruktur in der inneren Membran bilden die Proteine CdsR — CdsV (contact
dependent secretion), in die der sog. Basalkorper eingebettet ist. Dieser ist aufgebaut aus
den in der inneren Membran verankerten Proteinen CdsQ und CdsD sowie aus dem das
Periplasma durchspannenden Lipoprotein Cds) (Peters, Wilson et al., 2007; Beeckman &
Vanrompey, 2010). Interessanterweise ist CdsD auch an der C. trachomatis EB-Oberflache
nachgewiesen worden (Tanzer & Hatch, 2001). CdsC bildet die Ringstruktur in der dulReren
Membran (Peters, Wilson et al., 2007; Beeckman & Vanrompey, 2010; Betts-Hampikian &
Fields, 2010). Bei der Komponente, aus der die hohle Nadelstruktur aufgebaut ist, handelt es
sich um CdsF (Betts, Twiggs et al., 2008). Die Translokationspore, die in die
Wirtszellmembran inseriert wird, setzt sich zusammen aus den Proteinen CopB und CopD
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(Peters, Wilson et al., 2007). CdsN ist die chlamydiale ATPase, welche die Energie fiir den
Proteintransport bereitstellt. Sie ist im Zytosol lokalisiert, jedoch Uber Interaktionen mit
Untereinheiten des Injektisoms mit der inneren Membran verbunden (Beeckman &
Vanrompey, 2010). CdsL ist ein ATPase-Inhibitor und reguliert vermutlich die Aktivitat des
Typ lll-Sekretionssystems (Peters, Wilson et al., 2007).

Zusatzlich zu den Komponenten des Sekretionsapparats selbst gehdren spezifische
Chaperone zum Typ llI-Sekretionssystem. Chaperone der Klasse | interagieren hierbei mit
den Effektorproteinen und Chaperone der Klasse Il mit den Proteinen der
Translokationspore (Beeckman & Vanrompey, 2010). Anfanglich wurde vermutet, dass
Chlamydien erst nach der Differenzierung in ein Retikularkérperchen Proteine liber das Typ
llI-Sekretionssystem translozieren, da erst in diesem Stadium die metabolische Aktivitat
einsetzt (Hsia, Pannekoek et al., 1997). Spater wurde jedoch die Hypothese aufgestellt, dass
das chlamydiale Injektisom gegen Ende des Entwicklungszyklus an der EB-Oberflache
assembliert und mit Effektorproteinen ,geladen” wird, die eine Rolle in der frithen Phase des
neuen Infektionszyklus spielen, wie beispielsweise bei der Internalisierung von
Elementarkorperchen (Fields, Mead et al., 2003).

Wahrend die strukturellen Komponenten des Typ IllI-Sekretionssystems zwischen
verschiedenen Bakterien recht gut konserviert sind, ist die Identifizierung der zugehorigen
Substrate um einiges schwieriger, da hier so gut wie keine konservierten charakteristischen
Merkmale und auch keine spezifische Signalsequenz vorhanden sind (Beeckman &
Vanrompey, 2010). Einen Uberblick iiber einige bekannte chlamydiale Effektorproteine und
ihre Funktionen gibt das folgende Unterkapitel.

1.4.3 Chlamydiale Effektorproteine

1.4.3.1 Wirtszellzytosol-lokalisierte Effektorproteine

Wadhrend der Internalisierung von Elementarkérperchen kommt es zur Modulierung des
Aktin-Zytoskeletts an der Chlamydien-Eintrittsstelle (Carabeo, Grieshaber et al., 2002). Es hat
sich gezeigt, dass das bakterielle Protein Tarp (translocated actin-recruiting phosphoprotein)
an dieser Modulierung beteiligt ist. Tarp von C. trachomatis wird bereits kurze Zeit nach der
Adhadsion Typ lll-abhdngig in die Wirtszelle sekretiert und dort von Wirtszellkinasen
phosphoryliert (Clifton, Fields et al., 2004; Jewett, Dooley et al., 2008; Elwell, Ceesay et al.,
2008). Phosphoryliertes Tarp rekrutiert GEFs (guanine nucleotide exchange factors), welche
die Rho-GTPase Rac aktivieren; diese wiederum rekrutiert Aktin-bindende Adaptermolekiile
wie WAVE2 und fuhrt zur Aktivierung des Arp2/3-Komplexes, der neue Aktinfilamente
synthetisiert (Carabeo, Dooley et al., 2007; Lane, Mutchler et al., 2008). Die Tarp-Homologe
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anderer Chlamydia-Spezies, z. B. aus C. pneumoniae, werden nach ihrer Translokation in die
Wirtszelle nicht phosphoryliert, hier wird die Aktivierung von Rac (iber einen bisher
unidentifizierten Weg ausgelost (Clifton, Dooley et al., 2005). Das Tarp-Protein aller Spezies
kann zusatzlich monomere Aktinmolekile binden und durch Selbst-Oligomerisierung in
raumliche Nahe bringen. Auf diese Weise wirkt es direkt als ein sog. Nukleator, ein
Polymerisationsstartpunkt fiir die Entstehung neuer Aktinfilamente (Jewett, Fischer et al.,
2006; Zrieq, 2009). Auch die C. trachomatis-Proteine CT694 und CT166 sind an der
Modulierung des Aktin-Zytoskeletts beteiligt. CT694 interagiert mit dem Wirtszellprotein
AHNAK, einem an der Zellmembran lokalisierten, Aktin bindenden Protein (Hower, Wolf et
al., 2009). CT166 glykosyliert Racl und inaktiviert es damit, kdnnte also eine wichtige Rolle in
der Regulation der Zytoskelett-Veranderungen spielen (Thalmann, Janik et al., 2010).

Das C. trachomatis-Protein CADD (chlamydia protein associating with death domains) wird
spat im Infektionszyklus sekretiert und interagiert mit den sog. Todesdomanen von
Rezeptoren der TNF-Familie (tumor necrosis factor). Immunfluoreszenz-Analysen zeigten,
dass sich der Rezeptor Fas in infizierten Zellen in der Nahe der Inklusionsmembran, assoziiert
mit CADD, befindet (Stenner-Liewen, Liewen et al., 2002). Moglicherweise wird durch ein
Abfangen des Rezeptors die Apoptose inhibiert.

Die Proteine ChlaDubl und ChlaDub2 von C. trachomatis werden wahrend der Infektion
sekretiert und besitzen deubiquitinylierende sowie deneddylierende Aktivitat, d. h. sie
spalten die modifizierenden Molekile Ubiquitin bzw. Nedd8 von Proteinen ab (Misaghi,
Balsara et al., 2006). Fir ChlaDubl konnte nachgewiesen werden, dass es die
Ubiquitinylierung und den nachfolgenden Abbau des NFkB-Inhibitors IkBa negativ
beeinflusst und auf diese Weise die Aktivierung von NFkB hemmt (LeNegrate, Krieg et al.,
2008).

Drei Proteasen werden von C. trachomatis in das Wirtszellzytosol sekretiert: CPAF
(chlamydial protease/proteasome-like activity factor), CT441/Tsp (tail-specific protease) und
cHtrA (chlamydial high temperature requirement protein A) (Zhong, 2011). Alle drei
Proteasen weisen ein Signal flir den sec-abhangigen Sekretionsweg auf. Moglicherweise
werden sie zunachst ins bakterielle Periplasma transloziert und innerhalb von sich aus der
duBeren Membran ausstiilpender Vesikel ins Inklusionslumen abgegeben. Durch Fusion mit
der Inklusionsmembran konnte schliellich die Freisetzung in das Wirtszellzytosol erfolgen
(Zhong, 2011). CPAF wurde 2001 als der Urheber proteolytischer Aktivitdt in Lysaten
C. trachomatis-infizierter Zellen identifiziert (Zhong, Fan et al., 2001). Im Folgenden zeigte
sich, dass die Spezies C. pneumoniae, C. psittaci, C. muridarum sowie C. caviae ebenfalls
funktionelles CPAF exprimieren (Fan, Dong et al., 2002; Dong, Zhong et al., 2005). Zu den
identifizierten Substraten gehoren die bereits erwahnten Transkriptionsfaktoren USF-1
(upstream stimulation factor 1) und RFX5 (regulatory factor X 5), die flr die Expression von
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MHC (major histocompatibility complex)-Molekilen der Klassen | und Il und somit fiir die
Regulierung der Immunantwort zustandig sind (Germain, 1995; Zhong, Fan et al., 2001).
Zudem werden direkt oder indirekt proapoptotische BH3-only Proteine gespalten und auf
diese Weise die Apoptose inhibiert (Fischer, Vier et al., 2004). Auch die NFkB-Untereinheit
p65/RelA ist ein Substrat von CPAF, wodurch NFkB inaktiviert und die Entziindungsreaktion
der Zelle unterdriickt wird (Christian, Vier et al., 2010). Es sind weitere mogliche Substrate
bekannt, die eine Rolle in der Regulation von Stressantworten, des Zellzyklus oder auch der
Inklusionsexpansion spielen (Zhong, 2011). Eine kiirzlich erschienene Studie ldsst allerdings
Zweifel an der Authentizitdt einiger CPAF-Substrate aufkommen. Hier konnte gezeigt
werden, dass die beobachtete Spaltung bestimmter Proteine von den zur Lysat-Herstellung
verwendeten Puffern abhangig ist und moglicherweise in intakten Zellen gar nicht stattfindet
(Chen, Johnson et al., 2012). CT441/Tsp spaltet ebenfalls die p65/RelA-Untereinheit von
NFkB (Lad, Li et al., 2007). Die Substrate von cHtrA und dessen Rolle im chlamydialen
Infektionszyklus sind bislang noch unbekannt (Zhong, 2011). Abb. 1-4 gibt einen Uberblick
Uber die beschriebenen Effektorproteine und ihre Funktionen.

) B AHNAK H PM
TP e \ Altin : \ & cr694 Fas

Rac
)\ ~ Arp2/3 Komplex
@

CT166

IkBat Apoptose?
C yububub 7\

p50 io P65/RelA ChlaDub1

e~ < .
CT441/Tsp
(D I— 3 CPAF

USF-1
REX5

CPAF

o —l BH3-only

Proteine

Abb. 1-4: Chlamydiale, Wirtszellzytosol-lokalisierte Effektorproteine.

Chlamydiale Effektorproteine sind mit roter Schrift bezeichnet. Erlauterungen zur Funktion der einzelnen
Proteine finden sich im FlieRtext. Tarp: translocated actin-recruiting phosphoprotein Tsp: tail-specific
protease CADD: chlamydia protein associating with death domains CPAF: chlamydial protease/proteasome-
like activity factor USF-1: upstream stimulation factor 1 RFX5: regulatory factor X5 PM: Plasmamembran.
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1.4.3.2 Die Inklusionsmembran- (Inc-) Proteine

Eine besondere Form chlamydialer Effektorproteine stellen die sog. Inc-Proteine dar. Diese
werden von den Bakterien sekretiert und im Folgenden in die Inklusionsmembran eingebaut.
Als erstes Protein dieser Familie wurde IncA aus Chlamydia psittaci identifiziert, dem folgte
die Identifizierung von Homologen in anderen Chlamydia-Spezies sowie weiterer Proteine
dieser Familie (Rockey, Heinzen et al., 1995; Bannantine, Rockey et al., 1998; Scidmore-
Carlson, Shaw et al., 1999). Fir IncA aus Chlamydia trachomatis konnte gezeigt werden, dass
es zum Wirtszellzytosol hin exponiert ist und eine Selbst-Interaktion eingeht, wodurch es die
homotypische Fusion von Inklusionen in mehrfach C. trachomatis-infizierten Zellen
vermittelt (Hackstadt, Scidmore-Carlson et al., 1999). Chlamydia trachomatis-lsolate, denen
das IncA-Protein fehlt, fusionieren nicht (Suchland, Rockey et al., 2000). Zudem wurde in den
IncA-Proteinen mehrerer Spezies, ausgenommen das C. pneumoniae IncA (CPn0186), das
sogenannte SNARE-Motiv (Soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) attachment
protein receptors) entdeckt, welches charakteristisch flir eukaryotische Proteine ist, die
selektiv Vesikeltransport und Vesikelverschmelzung vermitteln (Delevoye, Nilges et al., 2004;
Delevoye, Nilges et al., 2008). Tatsachlich wurde nachgewiesen, dass das C. trachomatis
IncA-Protein mit den eukaryotischen SNARE-Proteinen Vamp3, Vamp7 und Vamp$8
interagiert, die sich auf der Oberflache von Endosomen und Lysosomen befinden (Delevoye,
Nilges et al., 2008). Es hat sich gezeigt, dass diese Interaktion fusionsinhibierend wirkt
(Paumet, Wesolowski et al., 2009). Neben der Lokalisation in der Inklusionsmembran
befindet sich IncA zudem auf fadenartigen Strukturen, die ausgehend von der
Inklusionsmembran in das Wirtszellzytosol hineinragen (Brown, Skeiky et al., 2002).
Abhdngig von der Chlamydia-Spezies und den Kultivierungsbedingungen kdénnen noch
weitere chlamydiale Proteine wie LPS, MOMP oder Mitglieder der pmp-Familie auf diesen
Faden detektiert werden (Brown, Skeiky et al., 2002; Elisabeth Becker, unpubl.). Die
Bedeutung der Faden ist noch ungeklart. Die ektopische Expression von C. caviae- oder
C. trachomatis-IncA blockiert die Entwicklung von Chlamydien, was darauf hindeutet, dass
IncA essentielle Interaktionen mit der Wirtszelle vermittelt (Alzhanov, Barnes et al., 2004;
Delevoye, Nilges et al., 2004).

Fir das Protein IncG aus C. trachomatis konnte eine Interaktion mit dem eukaryotischen
14-3-33 Adapterprotein nachgewiesen werden, welches an Phosphoserin-Reste seiner
Zielproteine bindet und dariiber deren Lokalisation oder Aktivitat verandert (Scidmore &
Hackstadt, 2001). Das C. trachomatis-Protein IncD interagiert mit dem Ceramid-
Transferprotein CERT, wodurch die Shingomyelin-Vorstufe Ceramid vom Endoplasmatischen
Retikulum zur Inklusionsmembran gelangt und dort entweder metabolisch verwertet oder
als Signalmolekil genutzt werden konnte (Derré, Swiss et al., 2011). Das Inc-Protein CT229
interagiert mit der Rab-GTPase Rab4, wodurch diese zur Inklusionsmembran rekrutiert wird
und dort die Verschmelzung mit Vesikeln beeinflussen kdnnte (Rzomp, Moorhead et al.,
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2006). Ein Inklusionsmembranprotein aus C. pneumoniae, CPn0585, interagiert mit
mehreren Rab-GTPasen, wodurch es moglicherweise die Verschmelzung mit Lipiden
enthaltenden Vesikeln vermittelt, die fiir die Erweiterung der Inklusionsmembran und die
Entwicklung der Chlamydien benétigt werden (Cortes, Rzomp et al., 2007). Das Protein Lda3
(lipid droplet associated 3) aus C. trachomatis ist kein Inc-Protein, verbleibt aber nach
Sekretion in die Wirtszelle in unmittelbarer Nahe der Inklusionsmembran. Dort interagiert es
mit Lipidtrépfchen und vermittelt vermutlich deren Translokation in das Inklusionslumen an
IncA-reichen Stellen (Kumar, Cocchiaro et al., 2006; Cocchiaro, Kumar et al., 2008). Eine
Ubersicht Giber bekannte Inc-Proteine und ihre Interaktionen mit Wirtszellproteinen gibt
Abb. 1-5.

PM

Rab1 Rab11l
Rab10
1 ) §
LD /‘ Rab4
\Q. CPn0585 X
14-3-3 8
@ CERT

)

Vamp3 » Vamp7 IncA
Vamp8

Abb. 1-5: Chlamydiale Inklusionsmembranproteine.

In der Abbildung sind chlamydiale Effektorproteine mit roter Schrift bezeichnet. Erlduterungen zu den
Funktionen der einzelnen Proteine finden sich im FlieRtext.  LD: Lipidtropfchen (lipid droplet) Lda3: lipid
droplet associated 3 PM: Plasmamembran.

Inc-Proteine zeigen wenig Ahnlichkeit auf Aminosduresequenz-Ebene, besitzen jedoch eine
charakteristische, doppelt gelappte hydrophobe Domane von 50-80 Aminosduren Liange
(Bannantine, Griffiths et al., 2000). Hierbei handelt es sich um vorhergesagte
Transmembrandomanen, mittels derer die Proteine vermutlich in der Inklusionsmembran
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verankert werden (Dehoux, Flores et al., 2011). Auf Grundlage dieses charakteristischen
Motivs konnten fir C. pneumoniae 70 putative Inc-Proteine und fiir C. trachomatis 45
putative Inc-Proteine vorhergesagt werden, was 5,5 % bzw. 2,7 % des codierenden Genoms
entspricht (Bannantine, Griffiths et al.,, 2000). Ein Vergleich zwischen den Spezies
C. pneumoniae, C. felis, C. caviae, C. trachomatis und C. muridarum offenbart eine Expansion
der Familie der Inc-Proteine in den drei erstgenannten Spezies (Lutter, Martens et al., 2011).
Des Weiteren ergab der Vergleich, dass alle finf Spezies ein sog. Kern-Set an 23 Inc-
Proteinen aufweisen, fir die Homologe in allen Genomen vorhanden sind und die vermutlich
generelle essentielle Interaktionen mit der Wirtszelle vermitteln. Auf der anderen Seite gibt
es einige speziesspezifische Inc-Proteine, die wirtszell- und infektionsspezifische Funktionen
ausiben konnten (Toh, Miura et al., 2003; Lutter, Martens et al., 2011).

1.4.4 Methoden zur Identifizierung chlamydialer Effektorproteine

Chlamydien sind genetisch nicht manipulierbar, was die Erforschung der chlamydialen
Infektionsmechanismen erschwert. Daher wurden andere Strategien entwickelt, um
infektionsrelevante Proteine zu identifizieren und zu charakterisieren. Die bioinformatische
Suche nach potentiellen Inc-Proteinen basierend auf der charakteristischen hydrophoben,
doppelt gelappten Domane ist eine dieser Methoden. Durch Generierung von Antikérpern
gegen die so erhaltenen Kandidaten und fluoreszenzmikroskopische Analysen kénnen die
Vorhersagen verifiziert und die Proteine weitergehend charakterisiert werden (Bannantine,
Griffiths et al., 2000). Durch die Analyse der Aminosdure-Zusammensetzung und
Sekundarstruktur bekannter Effektorproteine aus verschiedenen Bakterien konnte ein
putatives Typ llI-Sekretionssignal im N-Terminus modelliert werden. Mittels eines
entsprechend implementierten Algorithmus ldsst sich bioinformatisch eine Vorhersage tber
die Typ llI-Sekretion von Proteinen treffen (Arnold, Brandmeier et al., 2009; Anwendung
EffectiveT3 verfugbar unter http://www.effectors.org/).

Eine Voraussetzung dafiir, dass ein Protein als Effektor wirksam sein kann, ist seine Sekretion
in die Wirtszelle bzw. seine Insertion in die Inklusionsmembran. Proteine, die von einem
Pathogen sekretiert werden, werden aufgrund der Universalitit des Sekretionssignals
Ublicherweise auch von dem entsprechenden System eines anderen Pathogens erkannt und
verarbeitet. Subtil et al testeten die Sekretion chlamydialer Proteine durch das heterologe
Shigella flexneri Typ llI-Sekretionssystem und konnten unter anderem die Inc-Proteine IncA,
IncB und IncC als Substrate identifizieren (Subtil, Parsot et al., 2001; Subtil, Delevoye et al.,
2005). Die Typ lll-abhangige Sekretion von Tarp wurde durch die Nutzung von Yersinia
pseudotuberculosis nachgewiesen (Clifton, Fields et al., 2004).
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Auch die Nutzung des eukaryotischen Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae hat sich
als erfolgreich fir die Erforschung potentieller Effektorproteine erwiesen, da
Effektorproteine haufig zwischen Hefe und Sdugetieren konservierte zelluldre Strukturen
oder Signal-/Transportwege zum Ziel haben. Eine Inhibierung des Hefewachstums bei
Expression eines bakteriellen Proteins legt nahe, dass dieses Protein in zelluldre Ablaufe
eingreift und somit potentiell ein Effektor sein kdnnte (Siggers & Lesser, 2008). Bakterielle
Proteine kénnen zudem als Fusion mit einem fluoreszierenden Protein wie GFP (green
fluorescent protein) in Hefe exprimiert werden, wodurch Informationen iber die Lokalisation
und einen moglichen Organelltropismus erhalten werden kdnnen. Dies kdnnte wiederum
Rickschliisse auf die Funktion erlauben (Siggers & Lesser, 2008). Huh et al generierten
S. cerevisiae-Stamme, in denen verschiedene Organellmarker genomisch mit RFP (red
fluorescent protein) markiert wurden (Huh, Falvo et al., 2003). Diese kénnen auf eine Ko-
Lokalisation mit beispielsweise GFP-fusionierten bakteriellen Proteinen getestet werden.
Allerdings zeigte sich fir viele Proteine, die einen Wachstumsdefekt in Hefe ausldsten, auch
einfach eine zytoplasmatische Lokalisation oder die Bildung von zytosolischen Aggregaten
anstelle eines Organelltropismus (Sisko, Spaeth et al., 2006).

1.5 CPn0043, CPn0072 und CPn1054 sind potentielle chlamydiale
Effektorproteine

Im Vorfeld zu dieser Arbeit wurde von Frau Dr. Anne Kerres und Frau Dr. Frauke Herbst
erstmalig ein genomweiter Screen zur ldentifizierung potentieller neuer chlamydialer
Effektorproteine in dem eukaryotischen Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae
durchgefiihrt. Dieser brachte insgesamt 47 Kandidaten hervor, die teils mehrfach in dem
Screen identifiziert wurden und unterschiedlich starke Wachstumsphanotypen in Hefe
auslosten (Herbst, 2011). Die weiterfiihrende Charakterisierung des Kandidaten CPn0147
durch Frau Dr. Herbst ergab, dass es sich bei diesem Protein um ein Inc-Protein handelt,
welches zusatzlich zur Lokalisation in der Inklusionsmembran auch auf den fadenartigen,
IncA-positiven Strukturen in der Wirtszelle zu finden ist. Weiterhin assoziiert das Protein mit
Lipidtropfchen und vermittelt vermutlich deren Rekrutierung zur Inklusion (Herbst, 2011). Zu
den im Effektor-Screen gefundenen Kandidaten zdhlen auch die im Rahmen dieser Arbeit
naher zu charakterisierenden Proteine CPn0043, CPn0072 und CPn1054.

1.5.1 CPn0072 ist ein hypothetisches, Chlamydia-spezifisches Protein

Bei CPn0072 handelt es sich um ein hypothetisches, Chlamydia-spezifisches Protein von
335 AS Lange. Bioinformatische Analysen sagen drei putative Transmembranregionen im
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zentralen Teil des Proteins vorher (Quelle: TMHMM), jedoch keine weiteren konservierten
Domanen. Die ersten beiden der vorhergesagten Transmembrandomanen entsprechen dem
fiir Inc-Proteine charakteristischen doppelt gelappten, hydrophoben Motiv, weshalb es sich
bei CPn0072 potentiell um ein Inc-Protein handelt (Dehoux, Flores et al., 2011).

Lokalisationsanalysen mittels eines GFP-Fusionskonstrukts ergaben, dass CPn0072 in Hefe
mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziiert. In Humanzellen zeigte GFP-
fusioniertes CPn0072 die Ausbildung einer Netzwerk-artigen Struktur, moglicherweise durch
Assoziation mit dem ER. Mittels eines Antikorpers, der gegen ein Fusionsprotein aus dem
CPn0072 N-Terminus (AS 1-90) und C-Terminus (AS 191-335) - unter Auslassung der
Transmembranregion — generiert und nachfolgend fir Immunfluoreszenz-Analysen
eingesetzt wurde, konnte ein Inklusionsmembran-assoziiertes Signal fir CPn0072 in
infizierten Humanzellen beobachtet werden (Dr. Anne Kerres, unpubl.). Herr Dr. Gido Murra
hat im Rahmen seiner Diplomarbeit unterschiedliche Gene aus C. pneumoniae beziglich
ihres Expressionsmusters im Infektionsverlauf untersucht. Er konnte fir cpn0072 eine
Uberwiegend niedrige Expression feststellen, jedoch mit einem deutlichen Anstieg zum
Zeitpunkt 36 hpi, nachfolgender Abnahme und erneutem Anstieg 96 hpi (Gido Murra, 2005).
Transkriptanalysen fiir das entsprechende C. trachomatis-Gen, ct324, zeigten ein moderates
Expressionsniveau mit kontinuierlichem Anstieg zu spateren Zeitpunkten der Infektion
(Belland, Zhong et al., 2003; supplementary material).

1.5.2 CPn0043 und CPn1054 sind Mitglieder einer Chlamydia pneumoniae-spezifischen,
hypothetischen Proteinfamilie

In einer Studie von 2001 identifizierten Daugaard et al. in den ansonsten sehr konservierten
Genomen verschiedener C. pneumoniae-Stamme eine Region von hoher genetischer
Variabilitat (Daugaard, Christiansen et al., 2001). Innerhalb dieser Region befanden sich
sieben offene Leserahmen (open reading frames, orfs), die allesamt fiir hypothetische
Proteine mit hydrophoben Domanen codieren: CPn0007 — CPn0012 sowie CPn0010.1. Die
Variabilitdt in dieser Region, die Uber Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen
(restriction fragment length polymorphism, RFLP) detektiert wurde, bestand aus
Einzelnukleotid-Polymorphismen sowie Insertionen und Deletionen innerhalb der einzelnen
orfs. Eine Datenbanksuche nach adhnlichen Proteinen lieferte weitere zwolf Treffer:
CPn0041 — CPNn0046, CPn0124 — CPNn0126 und CPn1054 — CPn1056. Alle diese 19 Proteine
sind spezifisch flr Chlamydia pneumoniae und bislang uncharakterisiert. Durch
Sequenzvergleiche wurde ersichtlich, dass viele der orfs mit hoher Wahrscheinlichkeit durch
Genduplikation entstanden sind, wobei cpn1054 als das Ursprungsgen angesehen wird
(Daugaard, Christiansen et al.,, 2001; Viratyosin, Campbell et al., 2002). Durch
Veranderungen wie Insertionen und Deletionen, die zu Leseraster-Verschiebungen und
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vorzeitigen Stop-Codons fihrten, sind hieraus die paralogen Gene bzw. Genpaare
hervorgegangen. Beispielsweise zeigte eine Sequenzanalyse, dass im Stamm CWL029 durch
die Insertion eines Nukleotids in eine zu cpn1054 beinahe identische Sequenz ein vorzeitiges
Stop-Codon generiert und die betreffende Sequenz in die orfs cpn0010 und cpn0010.1
geteilt wird (Daugaard, Christiansen et al., 2001). Auf Proteinebene besitzt CPn0010 eine
95%-ige Identitat zu dem N-Terminus von CPn1054, wahrend das cpn0010.1-Genprodukt zu
94 % mit dem CPn1054 C-Terminus identisch ist. CPn1055 und CPn1056 sind zu 61 % bzw.
48 % identisch zu dem N- bzw. C-Terminus des CPn1054-Proteins; allerdings zeigt sich eine
zentral lokalisierte Deletion von ca. 250 Aminosauren im Vergleich zum Ursprungsprotein.
Abb. 1-6 gibt einen Uberblick iber die Ahnlichkeiten aller Proteine aus der sog. CPn1054-
Proteinfamilie untereinander.

Die CPn1054-Proteinfamilie

CPn1054

CPn0010 (95%) CPn0010.1 (94%)

CPN1055 (61%) | CPN1056 (48%) |
CPRO008 (49%) | CPR0009 (46%) |
CPn0041 (50%) | CPno042 (48%) |
CPn0043 (47%) | CPR0044 [44%][
CPn0045 (49%) | CPn0046 (46%)
| CPn0O011 (29%) { | CPn0012 (22%) {
CPNn0007 (26%) {
| CPn0124 (23%) {lceno125 (18%) |
| CPn0126 (24%) {
70-100 % [
30-70 % A
0-30 % |4

Abb. 1-6: Uberblick {ber die Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie und die Identitit auf
Aminosauresequenz-Ebene zum Ursprungsprotein CPn1054.

Die Prozentzahlen geben die Identitdt des jeweiligen Proteins zu CPn1054 auf Aminosauresequenz-Ebene an,
der Farbcode spiegelt diesen Grad an Identitdt wider. Die Analysen basieren auf den annotierten
Proteinsequenzen des C. pneumoniae-Stammes CWL029.
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Alle Mitglieder der Proteinfamilie, die dem CPn1054 N-Terminus entsprechen, besitzen eine
doppelt gelappte hydrophobe Domane und sind somit putative Inc-Proteine (Dehoux, Flores
et al.,, 2011). Auf DNA-Ebene befinden sich am 5°-Ende der codierenden Region von
cpn0008, cpn0010, cpn0041, cpn0043, cpn0045, cpnl054 sowie cpnl055 Poly-Cytosin-
Sequenzen unterschiedlicher Lange (Rocha, Pradillon et al., 2002; Viratyosin, Campbell et al.,
2002).

Rocha et al. identifizierten 2002 bei einer Suche nach langen repetitiven Sequenzen im
C. pneumoniae-Genom einen GroRteil der Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie
(ausgenommen die Proteine CPn0007, CPn0011, CPn0012 sowie CPn0124 — CPn0126). Sie
benannten diese Proteine ppp-Elemente (C. pneumoniae polymorphic proteins) und zogen
den Schluss, dass die entsprechenden Gene aufgrund ihrer hohen Ahnlichkeiten zueinander
homologe Rekombination eingehen und auf diese Weise zu Variabilitdt im Genom beitragen
konnten (Rocha, Pradillon et al., 2002).

In dem von Frau Dr. Herbst und Frau Dr. Kerres durchgefiihrten Effektor-Screen in Hefe
wurden zwei Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie als putative Effektorproteine
identifiziert: CPn1054 sowie CPn0043. CPn0043 ist mit einer Ladnge von 642 AS verkiirzt im
Vergleich zu CPn1054 mit 811 AS und beide Proteine weisen eine Identitat von 47 %
zueinander auf (Abb. 1-6). Im Fall von CPn1054 |6sten zwei N-terminale Fragmente sowie ein
C-terminales Fragment den beobachteten Wachstumsdefekt in S. cerevisiae aus,
wohingegen bei CPn0043 nur ein einziges Fragment als wachstumshemmend identifiziert
wurde, welches den N-terminalen Teil des Proteins umfasst. Eine Lokalisationsanalyse in
S. cerevisiae mittels eines GFP-Fusionskonstrukts ergab eine punktférmige Akkumulation von
CPn1054 an der Zellperipherie; in Humanzellen zeigte eine GFP-fusionierte Variante des
Proteins eine Akkumulation innerhalb des Zytosols sowie eine Assoziation mit membrandsen
Strukturen (Herbst, 2011). In beiden Fallen wurde die im 5°-Ende von cpn1054 vorhandene
Poly-Cytosin-Sequenz bei der Klonierung ausgelassen, da diese zu Unsicherheit bei der
Sequenzierung gefiihrt hatte. Mittels eines gegen den C-Terminus (AS 521-811) generierten
Antikorpers konnten in einem Western Blot Banden, welche der erwarteten Laufhéhe des
CPn1054-Proteins entsprachen, in Lysaten infizierter Humanzellen detektiert werden. Eine
Analyse von EB- und RB-Fraktionen ergab, dass das Protein sehr stark in Retikularkérperchen
exprimiert wird, wohingegen nur eine sehr schwache Expression in Elementarkdrperchen
nachgewiesen werden konnte. Erste Immunfluoreszenz-Analysen infizierter Humanzellen
mit dem Antikorper suggerierten eine Bakterien-assoziierte Lokalisation von CPn1054
(Herbst, 2011). Das Protein CPn0043 wurde noch nicht weitergehend untersucht. Dr. Gido
Murra konnte in seiner Transkriptanalyse tber den Infektionsverlauf fiir con1054 durchweg
eine konstitutive, aber schwache Expression nachweisen. Im Fall von cpn0043 zeigte sich ein
vergleichsweise hdheres Expressionsniveau besonders zu friihen Zeitpunkten, das schlieBlich
mit fortschreitender Infektionsdauer abnahm (Murra, 2005).
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1.6 Das COP9 Signalosom ist ein multifunktioneller Proteinkomplex

Das COP9 Signalosom (CSN) wurde zuerst in Arabidopsis thaliana als ein Negativ-Regulierer
des lichtinduzierten Wachstums (Photomorphogenese) identifiziert. Pflanzen, die eine
Mutation in einer Untereinheit des Komplexes trugen, zeigten in der Dunkelheit dasselbe
Wachstumsverhalten wie unter Lichtbedingungen (Wei, Chamovitz & Deng, 1994). Ein paar
Jahre spater wurde der Komplex auch aus Humanzellen isoliert (Seeger, Kraft et al., 1998;
Wei & Deng, 1998); im Folgenden zeigte sich, dass er in vielen eukaryotischen Organismen
bis hin zur Hefe konserviert ist (Kato & Yoneda-Kato, 2009). Das menschliche COP9
Signalosom besteht aus acht Untereinheiten, die nach abnehmendem Molekulargewicht mit
COPS1 bis COPS8 bezeichnet werden (alternativ: CSN1 bis CSN8). Strukturanalysen ergaben,
dass der Holokomplex aus zwei Subkomplexen — der eine bestehend aus den Untereinheiten
COPS1, COPS2, COPS3 und COPSS8, der andere aus den Untereinheiten COPS4, COPS5, COPS6
und COPS7 — gebildet wird, die liber eine Interaktion zwischen COPS1 und COPS6 verbunden
sind und Symmetrie aufweisen (Sharon, Mao et al., 2009). Sechs Untereinheiten des COP9
Signalosoms enthalten eine PCl-Domane (Proteasom, COP9 Signalosom, eukaryotischer
Translations-Initiationsfaktor 3/elF3) und zwei Untereinheiten eine MPN-Domane
(MPR1/Pad1 N-terminal) (Abb. 1-7).

Untereinheit | Doméne
COPS1 PCl
COPS2 PCl
COPS3 PCl
COPs4 PCl
COPS5 MPN*
COPS6 MPN-
COPS7 PCl
COPS8 PCl

Abb. 1-7: Ubersicht tiber die Struktur des COP9 Signalosom-Komplexes und die in den Untereinheiten
enthaltenen Domanen.

Der Holokomplex wird aus zwei Subkomplexen gebildet und weist Symmetrie auf. Die Untereinheiten COPS5
sowie COPS6 beinhalten eine MPN-Domadne, alle tGibrigen Untereinheiten eine PCl-Domane. MPN: MPR1/Pad1
N-terminal PCl: Proteasom, COP9 Signalosom, eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor 3.

Das COP9 Signalosom kann als Holokomplex, bestehend aus allen acht Untereinheiten,
auftreten, es sind jedoch auch Mini-Komplexe beschrieben worden, in denen nur bestimmte
Untereinheiten enthalten sind. Des Weiteren kann die Untereinheit COPS5 in Monomer-
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Form und vermutlich auch in Assoziation mit anderen, Signalosom-fremden, Proteinen
auftreten (Tomoda, Kubota et al., 2002; Kato & Yoneda-Kato, 2009; Sharon, Mao et al.,
2009). COPS5 wurde urspriinglich aufgrund seiner Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
c-Jun auch als JAB1 (c-Jun activation domain binding protein 1) bezeichnet (Claret, Hibi et al.,
1996). Die eine PCl-Domane enthaltenden Untereinheiten bilden mittels Interaktion
untereinander das strukturelle Geriist des Signalosoms (Wei & Deng, 2003). Die MPN-
Domaéane von COPS5 beinhaltet das Metall-Bindemotiv JAMM (JAB1-MPN-Mov34) und wird
auch mit MPN" bezeichnet, die MPN -Domane von COPS6 trigt dieses Motiv hingegen nicht.
COPS5 besitzt eine Metalloprotease-Aktivitat, die in der MPN-Domane lokalisiert ist. Fir
diese Aktivitat ist die Bindung eines Zink-lons notwendig, was Uber das JAMM-Motiv
geschieht. Da COPS6 das JAMM-Motiv nicht besitzt, ist diese Untereinheit katalytisch nicht
aktiv, tragt aber vermutlich zur strukturellen Integritdt des Komplexes bei (Cope, Suh et al.,
2002).

Dem COP9 Signalosom wurde eine Reihe von Funktionen zugeordnet. Die zuerst entdeckte
und am besten charakterisierte Aktivitat ist die Entfernung des modifizierenden, Ubiquitin-
ahnlichen Molekils Nedd8 von einer bestimmten Gruppe von Ubiquitin-Ligasen, den Cullin-
RING Ubiquitin-Ligasen (CRLs). Dieser Prozess wird auch als Deneddylierung bezeichnet und
flihrt zu einer voribergehenden Inaktivierung der Ubiquitin-Ligase, so lange bis ein neues
Nedd8-Molekil durch entsprechende Enzyme konjugiert wird (Neddylierung). Anfangs nahm
man an, dass die Signalosom-vermittelte Deneddylierung die Ligase-Aktivitat hemmt, doch
es hat sich gezeigt, dass ein stetiger Neddylierungs-/Deneddylierungszyklus essentiell fir die
Funktionalitat ist (Schwechheimer, Serino et al., 2001; Cope, Suh et al., 2002). Vermutlich
wird durch den Deneddylierungsprozess eine Selbst-Ubiquitinylierung der Ligase verhindert
(Wei & Deng, 2003). Das MPN*-Motiv der COPS5-Untereinheit besitzt die katalytische
Aktivitat fir die Deneddylierung, die jedoch nur ausgeiibt werden kann, wenn COPS5 in den
Holokomplex integriert ist (Cope, Suh et al., 2002; Groisman, Polanowska et al., 2003). Das
COP9 Signalosom reguliert also Uber die Cullin-RING Ubiquitin-Ligasen die Stabilitdt von
Proteinen, die von eben diesen Ligasen fiir den Abbau durch das Ubiquitin/Proteasom-
System markiert werden. Zudem besitzt das COP9 Signalosom selbst eine
deubiquitinylierende Aktivitat, die entweder eine Mono-Ubiquitinylierung von einem Protein
entfernt oder zur Depolymerisation von Poly-Ubiquitinketten fihrt (Groisman, Polanowska
et al., 2003). Somit kann der COP9-Komplex auch direkt die Protein-Degradation
beeinflussen. Aullerdem assoziiert das deubiquitinylierende Enzym USP15 mit dem
Signalosom, was einen weiteren Weg der Proteinabbau-Kontrolle darstellt (Hetfeld, Helfrich
et al., 2005). Des Weiteren konnte eine Signalosom-assoziierte Proteinkinase-Aktivitat
nachgewiesen werden (Seeger, Kraft et al., 1998). Inositol-1,3,4-trisphosphat-5/6-Kinase,
Casein-Kinase 2 (CK2) sowie Proteinkinase D (PKD) interagieren mit verschiedenen
Untereinheiten des Signalosoms und sind mit hoher Wahrscheinlichkeit die Urheber dieser
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Aktivitat (Sun, Wilson et al., 2002; Uhle, Medalia et al., 2003). Es werden beispielsweise IkBa
und der Tumor-Suppressor p53 phosphoryliert, was im Fall von p53 den Abbau durch das
Ubiquitin/Proteasom-System zur Folge hat (Seeger, Kraft et al., 1998; Bech-Otschir, Kraft et
al., 2001). Insgesamt beeinflusst das COP9 Signalosom durch seine verschiedenen
Aktivitaten viele zelluldre Prozesse wie die Signaltransduktion, die Transkription oder die
Zellzykluskontrolle (Wei & Deng, 2003; Wei, Serino et al., 2008; Kato & Yoneda-Kato, 2009).
Auch eine Rolle in der Modulierung der Apoptose ist in Betracht gekommen, da Studien
zeigten, dass wahrend des Apoptoseprozesses die Untereinheit COPS6 von Caspasen
gespalten wird (da Silva Correia, Miranda et al., 2007; Hetfeld, Peth et al., 2008). Dies hat
keine Auswirkungen auf die Integritdit des Komplexes, konnte aber dessen Aktivitat
beeinflussen.

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

In einem genomweiten Screen nach neuen potentiellen Effektorproteinen von Chlamydia
pneumoniae in dem eukaryotischen Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae sind im
Vorfeld 47 Kandidaten identifiziert worden (Herbst, 2011). In der vorliegenden Arbeit sollten
drei dieser Kandidaten — CPn0043, CPn0072 sowie CPn1054 - ndher charakterisiert und auf
ihre mogliche Funktion wahrend der chlamydialen Infektion hin untersucht werden. Hierzu
sollten die Proteine zundchst unter Nutzung polyklonaler Antikérper in der Infektion
detektiert und lokalisiert werden. Zudem sollte nachgewiesen werden, ob die Kandidaten
Kontakt zum Wirtszellzytosol besitzen und somit potentiell als Effektoren wirken kénnten.
Unter Anwendung der Hefe-Zwei-Hybrid Methode sollten putative humane
Interaktionspartner identifiziert werden. Nach einer biochemischen Verifizierung der
Interaktionen sollten weiterfiihrende Experimente Aufschluss Gber mogliche Auswirkungen
der Interaktionen im Verlauf einer chlamydialen Infektion geben.
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2. Materialien

2.1 Gebrauchsmaterial

Tabelle 2-1: Gebrauchsmaterial

Material Hersteller

1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefale Eppendorf

15 ml und 50 ml Zentrifugenréhrchen (Falcons) | Sarstedt

Dialyseschlauch Serva
Deckglaschen Roth
Einmalkivetten Polystyrol Sarstedt
Filterpapier VWR
Gewebekulturplatten (24 Vertiefungen) Nunc
Gewebekulturréhrchen Greiner
Glasperlen Braun
Glasplattchen fir Gewebekulturplatten Roth
Latexkiigelchen Polysciences
Objekttrager Roth
Petrischalen (92 x 16 mm; 150 x 15 mm) Sarstedt

Proteinsaulen mit Stopfen und Verschlusskappe | Thermo Scientific
PVDF-Membran Millipore
Zellschaber Nunc

Zellkulturflaschen Polystyrol (25 cm? und 80 cm?) | Nunc

2.2 Chemikalien
Tabelle 2-2: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Acrylamid (30 % : 0,8 % Bisacrylamid) Roth
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Adenin

Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Bacto Trypton

BES (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)taurin)
Borsdure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradford-Reagenz
5-bromo-4-chloro-3-Indolylphosphat (BCIP)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Ciprofloxacin

Coomassie Brillantblau R250
Cycloheximid
Desoxynukleosid-5"-Triphosphate (dNTPs)
Dimethylformamid (DMF)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fotales Kalberserum (FKS)
Fungizone (Amphotericin B)

Gentamycin

Roth

Difco
Biozym
Merck
Grissing
Sigma
Difco
Sigma
Sigma
Serva
BioRad
Sigma
Fluka

Roth
Santa Cruz
Merck
Sigma

MBI Fermentas
Roth
Sigma
Riedel-deHaén
VWR
Sigma
Roth

Roth
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen
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Glucose Monohydrat

Glycin

Glycerin

Guanidin-HCl

Hank’s Salzlésung (HBSS)
Harnstoff

Hefeextrakt
Hefe-Stickstoffquelle (YNB)
HEPES

Imidazol
Isopropyl-pB-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kanamycin
Lachssperma-DNA (Carrier-DNA)
Lithiumacetat
Magnesiumchlorid

Methanol

Milchpulver

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat

Roth
AppliChem
Roth
Serva
Invitrogen
VWR

Difco
Difco
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Grissing
Roth
Merck
Grissing
Sigma
Sigma
Roth

Roth
Riedel-deHaén
Roth

Roth

VWR
Sigma
Applichem
Serva

Fluka
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di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

NHS-Sepharose

Nicht-essentielle Aminosduren (MEM)
Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
Nickel-NTA-Agarose

Nonidet P-40 (NP-40)
Para-Formaldehyd

Pepton

Phenylmethan-Sulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglycol 3350 (PEG)
Poly-L-Lysin

Proteaseinhibitor-Cocktail (komplett)
Salzsdure

SuperSignal West Dura Stable Peroxide Puffer
SuperSignal West Dura Luminol/Enhancer Lésung
TEMED

Triethanolamin
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypton

Tryptophan

Tween 20

Vectashield

Vitaminlésung (MEM)

X-alpha-Gal

Xylen Cyanol

Applichem
Roth

GE Healthcare
Invitrogen
Sigma

Qiagen

Sigma

Fluka

Difco

Sigma

Sigma

Sigma

Roche

Roth

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Serva

Roth

Roth

Merck

Difco
AppliChem
Merck

Linaris
Biochrom
Clontech

Serva
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2.3 Geradte

Tabelle 2-3: Gerate

Gerat Hersteller
Binokular Axiovert 25C Zeiss
BioPhotometer Plus Eppendorf
Blotapparatur Biometra

Brutschrank Thermo Forma Stericycle 100

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 50
Geldokumentationssystem

Gen Pulser & Pulse Controller
Heizblock

Heizriihrer

Herasafe Sicherheitswerkbank
Inkubator BE60O

Inkubator Kelvitron
Konfokalmikroskop LSM 510 Meta
LAS mini 4000

Mikrowelle

NanoDrop ND-2000C
PCR-Thermocycler Gene Amp 9700
PCR-Thermocycler PTC-200
pH-Meter

Photometer DU-800
Proteingelsystem SE260
Speed-Vac Vakuum-Konzentrator
Schittelinkubator Unitron

Ultraschallstab Sonoplus HD2200

Thermo Scientific

Zeiss
Bio-Rad
Bio-Rad
Labnet
IKA
Heraeus
Memmert
Heraeus
Zeiss
Fujifilm
Bosch
Peqlab
MJ Research
Bio-Rad
inoLab
Beckmann
Hoefer
Savant
Infors

Bandelin
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Ultraschallwasserbad Sonorex
Vibrax VXR

Vortex Genie

Wasserbad

Zahlkammer
Zellhomogenisator precellys
Zentrifuge Avanti J-25
Zentrifuge Biofuge Primo R
Zentrifuge Biofuge pico
Zentrifuge Megafuge 1.0
Zentrifuge Multifuge 3 SR+

Zentrifuge Rotanta 460 R

Bandelin
IKA
Scientific industries
Grant
Thoma
Peqlab
Beckmann
Heraeus
Heraeus
Heraeus
Heraeus

Hettich

2.4 Enzyme

2.4.1 Restriktionsenzyme

material |

Es wurden folgende Restriktionsenzyme der Firma MBI Fermentas in Kombination mit den

entsprechenden Restriktionspuffern verwendet:

BamHl, Clal, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Hincll, Sall, Smal, Spel, Ncol, Ndel, Notl, Pvul, Pvull

2.4.2 weitere Enzyme

Phusion Polymerase New England Biolabs

Platinum Pfx DNA-Polymerase Invitrogen

RNase A Qiagen

Tag DNA-Polymerase eigene Herstellung durch Fr. Volfson
Trypsin/EDTA Invitrogen
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2.5 Fluoreszenzfarbstoffe

DAPI

Rhodamin-Phalloidin

2.6 Antikorper

2.6.1 Primarantikorper

Tabelle 2-4: Primarantikérper

Sigma

Invitrogen

material |

Bezeichnung gerichtet gegen | produziert in | Verdiinnung | Referenz
Anti-c-myc c-myc Maus 1:1000 (WB) | Roche
Anti-penta-His 5x-/6x-His Tag Maus 1:1000 (WB) | Qiagen
Anti-GFP GFP Kaninchen 1:1000 (WB) | Invitrogen
Anti-CPn1054 # 1368 | CPn1054 Kaninchen 1:50 / pur (IF) | Herbst, 2011
1:50 (WB)
Anti-CPn0072 # 1310 | CPn0072 Kaninchen pur (IF) @ Kerres & Herbst, unpubl.
Anti-MOMP mAb C. pn. MOMP Maus 1:50 (IF) Luo, Jia et al., 2007
Anti-IncA mAb C. pn. IncA Maus 1:30 (IF) Luo, Jia et al., 2007
Anti-COPS1 Humanes COPS1 | Kaninchen 1:2500 (WB) | ENZO
Anti-JAB1 Humanes COPS5 | Maus 1:1000 (WB) | GeneTex
1:200 (IF)
Anti-COPS6 Humanes COPS6 | Kaninchen 1:1000 (WB) | ENZO
Anti-COPS7 Humanes COPS7 | Kaninchen 1:2500 (WB) | ENZO
Anti-DnaK DnaK Maus 1:1000 (WB) | Birkelund et al, 1990
1:20 (IF)
Anti-GAPDH GAPDH Maus 1:1000 (WB) | Sigma
Anti-CPn0043 #52 | CPn0043 Kaninchen 1:50 (IF) diese Arbeit
Anti-CPn0043 #53 | CPn0043 Kaninchen 1:50 (IF) diese Arbeit

IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot;

® : antigengereinigtes Serum wird verwendet.
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2.6.2 Sekundarantikorper

Tabelle 2-5: Sekundarantikorper

material |

Bezeichnung produziert in | Verdliinnung | Referenz
Anti-Maus AP Kaninchen 1:7500 (WB) | Promega
Anti-Kaninchen AP Maus 1:7500 (WB) | Promega
Anti-Maus Alexa Fluor 488 Ziege 1:200 (IF) Invitrogen
Anti-Kaninchen Alexa Fluor 594 | Ziege 1:200 (IF) Invitrogen
Anti-Kaninchen HRP Ziege 1:7500 (WB) | Jackson Immunology Research Lab
Anti-Maus HRP Ziege 1:10000 (WB) | Jackson Immunology Research Lab

IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot

2.7 Kits

QIAEX Il Gelextraktions-Kit (Qiagen)

Plasmidisolations-Kit Midi (Qiagen)

UMACS™  Epitope Tag Proteinisolations-Kit (His) + Magnetsiulchen und magnetischem
Saulenhalter (Miltenyi Biotech)

Matchmaker™ 3 Yeast-Two-Hybrid Kit (Clontech)

Mate&Plate™ cDNA-Bank human testis (Clontech)

2.8 GroRenstandards

2.8.1 DNA-GroRenstandard
1 kb DNA ladder (Fermentas)

O’GeneRuler™ DNA ladder Mix (Fermentas)
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2.8.2 Protein-GroRRenstandard
PageRuIerT'vI prestained protein ladder (Fermentas): 130, 110, 90, 72, 55, 42, 35, 25, 15, 10

[kDa]

2.9 Oligonukleotide

2.9.1 Oligonukleotide zur Klonierung

Tabelle 2-6: Oligonukleotide zur Klonierung

material |

Interne
Bezeichnung

Name

Sequenz (5= 37)

C-811 CPn0043 rev GGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGC
AGCTATATGTACATGCTTCCGT

C-957 Cpn0072 pUG34 fwd GGATGAATTGTACAAATCTAGAACTAGTGGATCCCCCG
GGATGTCTACTCCACTATCTTC

C-958 CPn0072 pUG34 rev GGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGC
AG TCAATGATTTGATTCAATGA

C-1076 CPn0043 fwd ohne c-stretch GGATGAATTGTACAAATCTAGAACTAGTGGATCCCCCG
GGATGCCAGACCACTCTGTAGG

C-1078 CPn0043 fwd ohne TM GGATGAATTGTACAAATCTAGAACTAGTGGATCCCCCG
GGATGGAAAGACGAGAGGTTTCGGG

C-1146 Cpn1054 Aa 201-811 BD fwd AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC
CCGGCAGAATCTGAATCGCTTGATTT

C-1147 Cpn1054 Aa 79-811 BD fwd AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC
CCGCTACTATGTCTTTTAGTAAAACG

C-1149 Cpn1054 BD rev GTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGATC
CCCTAGGTATGGTCCTCGCGAG

C-1150 Cpn1054 Aa 79-811 AD fwd TTACGCTCATATGGCCATGGAGGCCAGTGAATTCCACC
CGCTACTATGTCTTTTAGTAAAACG

C-1151 Cpn1054 Aa 79-811 AD rev CTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGATGCCCA
CCCTAGGTATGGTCCTCGCGAG

C-1455 Cpn0043_oTM_pGBKT7_FOR | AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC

CCGGAAAGACGAGAGGTTTCGGG
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C-1456 Cpn0043_pGBKT7_REV GTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGATC
CC CTATATGTACATGCTTCCGTT

C-1496 Cpn00720TMs_pGBKT7_fwd AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC
CCG ATGTCTACTCCACTATCTTC

C-1497 Cpn00720TMs_pGBKT7_rev GTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGATC
CCTCAATGATTTGATTCAATGAT

C-1563 1054_Aa580- AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC

811_pGBKT7_FOR CCGAAGAAGGCGTTTGAGAAGGCC

C-1605 SLC30-286_pSR1_FOR GGAATTCATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACG
ATGGCATCAGTAAGTCTGTTCA

C-1606 SLC30-554_pSR1_REV TCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTTTAGTTAGTTAG
ATTTTCAGTTCCTTCTCAAGTC

C-1725 COPS4_pFT8_FOR TCGTCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCC
CCATGGCGGCAGCCGTGCGACA

C-1727 COPS6_pFT8_FOR TCGTCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCC
CCATGGCGGCGGCGGCGGCGGC

C-1728 COPS6_pFT8_REV GCAGATCGTCAGTCAGTCAATGGTGATGGTGATGGTG
CCCGAAAAAGAGCCCGCGCATTCTCC

C-1827 Cpn0072NTer_pGBKT7_rev GTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGATC
CCTTTCCAATTCCTTTGGAGGA

C-1828 Cpn0072CTer_pGBKT7_fwd AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC
CCGATAGGTTTTTCCATTGGAAA

C-1869 COPS4_mCherry_fwd GAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCG
GGATGGCGGCAGCCGTGCGACA

C-1870 COPS4_mCherry_rev CCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGGTGGCGACCGGTGGA
TCCTGAGCCATCTGGGCTTCCA

C-1871 COPS6_mCherry_fwd GAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCG
GGATGGCGGCGGCGGCGGLEE

C-1872 COPS6_mCherry_rev CCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGGTGGCGACCGGTGGA
TCGAAAAAGAGCCCGCGCATTC

C-1893 Cpn1054_Aa600_pGBKT7_rev | GTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGATC
CCCACCTTCTCCAACATCTCTG

C-1910 COPS4_intern_FOR GGTGCCAGCAACTTGCTGCC

C-1911 COPS4_intern_REV GGCAGCAAGTTGCTGGCACC
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C-1982 COPS4_pFT8_NTer_REV GCAGATCGTCAGTCAGTCAATGGTGATGGTGATGGTG
CCCAAAAAGAGTAGCTAGCATCC

C-2015 Cpn1054_Aa450_pGBKT7_rev | GTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGATC
CCCTCTTGTATTTTGTTCTCTC

C-2016 Cpn1054_Aa450_pGBKT7_for | AGAGGAGGACCTGCATATGGCCATGGAGGCCGAATTC

CCGGAGACGCGCTCTAATTTAGA

Unterstrichen ist die Sequenzhomologie zum Zielgen; die restliche Sequenz ist homolog zum Vector,

in den kloniert wurde.

2.9.2 Oligonukleotide zur Sequenzierung

Tabelle 2-7: Oligonukleotide zur Sequenzierung

Interne Bezeichnung Name Sequenz (5= 3")
C-369 Cpn38 GTTACTGCTGCTGGTATTAC
C-373 Cpn22 ACTTCAGGTTGTCTAACTCC
C-803 GST Protease GenX His seq her CAAGCTGTGACCGTCTCCG
C-896 Cpn1054 intern seq AGATATGCCCTTCCAATTC
C-899 Cpn0043 intern seq GAGATTCGCTAAAGAGGTCG
C-1116 Seq pEB2 s CTCACTATAGGGCGAGCCGC
C-1224 Cpn1054 intern fwd seq GGTGTGCTGAAAAGAAGC
C-1230 pGADT7-Rec colony rev GCTCGATGGATCCCGTATCG
C-1303 pUG34_seq CCACTCAATCTGCCTTATCC
C-1490 Seq hin mCherry TTTAGTGAACCGTCAGATCC
C-1491 Seq her mCherry GCCATGTTATCCTCCTCGCC
C-1492 pSR1_insert_Seq_For GGTTTGTATTACTTCTTATTC
C-2203 GAL4_3'BD TTTTCGTTTTAAAACCTAAGAGTC
pACT2-RP (GATC-Standardprimer) CAGTTGAAGTGAACTTGC
T7minusl1 (GATC-Standardprimer) AATACGACTCACTATAGGG
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2.10 Plasmide

2.10.1 Ursprungsplasmide
Tabelle 2-8: Ursprungsplasmide

Interne Nr. Name Marker (Hefe, E. coli) Beschreibung

# 848 pUG34 HIS3, amp Hefe-Expressionsvector mit N-
terminalem GFP-Tag

#1353 pBYE URA3, amp Expressionsvector flir Humanzellen mit
N-terminalem GFP-Tag

#1612 pFT8 TRP1, amp E. coli-Expressionsvector mit N-
terminalem GST-Tag und C-terminalem
6xHis-Tag

#1720 mCherry CEN TRP1, kan Expressionsvector flir Humanzellen mit

TRP ARS C-terminalem mCherry-Tag

#1941 pKM32 URA3, amp E. coli-Expressionsvector mit N-

terminalem 6xHis-Tag

#1675 pGADT7 LEU2, amp Hefe-Zwei-Hybrid Vector; Expression
von GAL4 AD und HA-Tag (Clontech)

#1676 pGADT7-T LEU2, amp Kontrollvector fiir Hefe-Zwei-Hybrid;
Expression von GAL4 AD, HA-Tag und
SV40 groRem T-Antigen (Clontech)

#1301 pGBKT7 TRP1, kan Hefe-Zwei-Hybrid Vector; Expression
von GAL4 BD und c-myc-Tag (Clontech)

#1302 pGBKT7-p53 TRP1, kan Kontrollvector fiir Hefe-Zwei-Hybrid;
Expression von GAL4 BD, c-myc-Tag und
p53 (Clontech)

#1677 pGBKT7-Lam TRP1, kan Kontrollvector fir Hefe-Zwei-Hybrid;
Expression von GAL4 BD, c-myc-Tag und
Lamin C (Clontech)

#1788 pSR1 HIS3, amp Hefe-Expressionsvector mit N-
terminalem 6xHis-Tag
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2.10.2 klonierte Plasmide

Tabelle 2-9: klonierte Plasmide

Interne Nr. Name Ursprungsplasmid Insert
(geschnitten mit)

#1498 pAF71 pUG34 CPn1054 AS 14-811 (Quelle: Anne
Kerres, Frauke Herbst)

# 1565 pAF90 pKM32 CPn1054 AS 521-811 (Quelle: Anne
Kerres, Frauke Herbst)

#1627 pAF96 pBYE CPn1054 AS 14-811 (Quelle: Anne
Kerres, Frauke Herbst)

# 1685 pAF127 pUG34 CPn1054 AS 80-811 (Quelle: Anne
Kerres, Frauke Herbst)

#1691 pAF133 pKM32 CPn0072 Fusion AS 1-90/191-335
(Quelle: Anne Kerres, Frauke Herbst)

#2214 pSV2 pUG34 (Smal) CPn0043 AS 14-642; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1076 + C-811 von
genomischer DNA

#2215 pSV3 pUG34 (Smal) CPn0043 AS 80-642; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1078 + C-811 von
genomischer DNA

#2216 pSva PGBKT7 (Smal) CPn1054 AS 201-811; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1146 + C-1149 von
genomischer DNA

#2217 pSV5 PGBKT7 (Smal) CPn1054 AS 79-811; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1147 + C-1149 von
genomischer DNA

#2218 pSV6 pPGADT7 (Smal) CPn1054 AS 79-811; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1150 + C-1151 von
genomischer DNA

#2219 pSV7 PGBKT7 (Smal) CPn0043 AS 80-642; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1455 + C-1456 von
genomischer DNA

#2220 pSVv8 pPGBKT7 (Smal) CPn0072 Fusion AS 1-90/191-335;
Genabschnitt amplif. mit C-1496 + C-
1497 von pAF133

#2221 pSV9 pSR1 (EcoRV) SLC30A9 AS 286-554; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1605 + C-1606 von
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Bank-Plasmid Y2H 0072-37

#2222

pSV10

pFT8 (Smal)

COPS4 AS 1-250; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1725 + C-1982 von
Bank-Plasmid Y2H-8

#2223

pSV11

pFT8 (Smal)

COPS6 Volllange; Gen amplifiziert mit C-
1727 + C-1728 von Bank-Plasmid Y2H-
40

#2224

pSV12

pPGBKT7 (Smal)

CPn0072 AS 1-90; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1827 + C-1496 von
pAF133

#2225

pSV13

pGBKT7 (Smal)

CPn0072 AS 191-335; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1828 + C-1497 von
pAF133

#2226

pSV14

mCherry CEN TRP ARS
(Smal)

COPS4 Volllange; Gen amplifiziert in
zwei Fragmenten mit C-1869 + C-1911
bzw. C-1910 + C-1870 von Y2H-8

#2227

pSV15

mCherry CEN TRP ARS
(Smal)

COPS6 Volllange; Gen amplifiziert mit C-
1871 + C-1872 von Y2H-40

#2228

pSV16

pPGBKT7 (Smal)

CPn1054 AS 201-600; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1146 + C-1893 von
pAF96

#2229

pSV17

pGBKT7 (Smal)

CPn1054 AS 580-811; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1563 + C-1149 von
pAF96

#2230

pSV18

pUG34 (Smal)

CPn0072 Fusion AS 1-90/191-335;
Genabschnitt amplifiziert mit C-957 + C-
958 von pAF133

#2246

pSV19

pPGBKT7 (Smal)

CPn 1054 AS 79-450; Genabschnitt
amplifiziert mit C-1147 + C-2015 von
pAF96

#2247

pSV20

pPGBKT7 (Smal)

CPn 1054 AS 450-811; Genabschnitt
amplifiziert mit C-2016 + C-1149 von
pAF96

Alle Inserts wurden komplett durchsequenziert.
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2.11 Zellen und Zelllinien

2.11.1 Prokaryoten

Chlamydia pneumoniae

GiD: GielRener Isolat aus einem Patienten mit akuter Bronchitis (Jantos, Heck et al., 1997)

Escherichia coli

BL21: FompT hsdSB (rg mg’) gal dcm (DE3)  (Invitrogen)

XLi-blue: supE44 hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thirelAl lac- [F* proAB lacl® ZAM15

Tn10(Tc")]  (Stratagene)

2.11.2 Eukaryoten

Saccharomyces cerevisiae

CEN.PK2: MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

MATa. leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

(Entian, Schuster et al., 1999)

AH109: MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4A gal80A
LYS2::GAL1yps —GALI1p1a — HIS3 GAL2yps- GAL21p14-ADE2

URA3::MEL1yas-MEL17a7a-LacZ MEL1 (Clontech)

Y187: MATo. trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 ade2-101

gal4A gal80A URA3::GAL1yss-GALItata-LacZ MEL1 (Clontech)
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Humane Zelllinien

HEp-2: epitheliale Larynxkarzinom-Zelllinie (ECACC-Nr.: 86030501; ATCC-Nr.:
CCL-23)

Hela229: epitheliale Zervixkarzinom-Zelllinie (ECACC-Nr.: 86090201; ATCC-Nr.:
CCL2.1)

HEK293: humane embryonale Nierenzellen (ATCC-Nr.: CRL-1573)

2.12 Medien und Medienzusatze

2.12.1 Medien fiir Escherichia coli

Grundrezept LB-Medium: 10g Bacto Trypton

5g Hefeextrakt

5g Natriumchlorid
13,5g Agar (flir Platten)
adllL deion. H,0

Das Medium wird autoklaviert und es werden Platten gegossen oder das Fliissigmedium wird
portioniert, autoklaviert und gelagert. Zur Selektion wird Ampicillin mit einer
Endkonzentration von 50 mg/L bzw. Kanamycin mit einer Endkonzentration von 25 mg/L
zugesetzt.

2.12.2 Medien fiir Saccharomyces cerevisiae

SD-Minimalmedium: 20g Glucose

1,7g Hefe-Stickstoffquelle
5g Ammoniumsulfat
2g  Dropout-Mix

20g  Agar (fur Platten)

ad1lL deion. H;0
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SG-Minimalmedium: anstelle der Glucose werden 20 g Galactose eingesetzt.

Zusammensetzung des Dropout-Mixes:

Tabelle 2-10: Zusammensetzung des Dropout-Mixes

material |

Verbindung Menge Verbindung Menge
Adenin 0,5¢g Leucin 10g
Alanin 2g Lysin 2g
Arginin 2g Methionin 2g
Asparagin 2g para-Aminobenzoesaure 0,2g
Asparaginsaure 2g Phenylalanin 2g
Cystein 2g Prolin 2g
Glutamin 2g Serin 2g
Glutaminsdure 2g Threonin 2g
Glycin 2g Tryptophan 2g
Histidin 2g Tyrosin 2g
Inositol 2g Uracil 2g
Isoleucin 2g Valin 2g

Zur Selektion wird die entsprechende Aminosaure, Nukleobase oder chemische Verbindung

aus dem Mix ausgelassen. Das Medium wird autoklaviert und es werden Platten gegossen

oder das Flussigmedium wird portioniert, autoklaviert und gelagert.

Den Reporterplatten fir Hefe-Zwei-Hybrid Analysen wird zusatzlich X-alpha-Gal zugesetzt.

Hierzu wird das Medium nach dem Autoklavieren auf ca. 50°C abkihlen gelassen und es

werden 2 ml X-alpha-Gal L6ésung (2 mg/ml in Dimethylformamid) pro Liter Medium

zugegeben, gut vermischt und hiernach die Platten gegossen.
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YPD'-Medium: 20g Glucose
10 g Hefeextrakt
20g Pepton
2 ml Adeninlésung (2 mg/ml)
4 ml Tryptophanlosung (5 mg/ml)
13,5g Agar (fur Platten)

ad1L deion. H,0

Das Medium wird autoklaviert und es werden Platten gegossen oder das Flissigmedium wird
portioniert, autoklaviert und gelagert.

2x YPDA-Medium: zweifach konzentriertes YPD* Medium mit Zugabe von zusatzlich 15 ml
Adeninlésung.

0,5x YPDA-Medium: halb konzentriertes YPD* Medium mit Zugabe von zusitzlich 15 ml
Adeninlésung.

2.12.3 Zellkulturmedien
Medium fir HEp-2 Zellen und Hela-Zellen:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) GlutaMAX™ + Glucose + Pyruvat

Medium fir HEK293T-Zellen:

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
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3. Methoden

3.1 Kultivierung und Manipulation von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli auf Selektionsplatten erfolgt im Inkubator bei 37°C.
Flassigkulturen werden im Schiittelinkubator bei 37°C und 140 Umdrehungen pro Minute
(Upm) inkubiert.

3.1.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

= Von E. coli-Zellen des Stamms XL;-blue, die auf einer LB-Selektionsplatte mit
Tetracyclin (30ul/Platte) gewachsen sind, wird eine einzelne Kolonie gepickt und in
5 ml Medium {iber Nacht (iN) bei 37°C wachsen gelassen.

=  Am Morgen wird die (iN-Kultur auf eine ODggg von 0,1 in 1 L LB-Medium Uberimpft
und bei 37°C und 140 Upm wachsen gelassen, bis eine ODggg von 0,7 bis 0,8 erreicht
ist.

= Nachdem die Kulturen 30 min auf Eis abgekiihlt wurden, erfolgt eine Zentrifugation
bei 4°C und 4000 Upm (Beckmann J2-21) flr 15 min.

= Das Pellet wird zweimal mit je 1 L kaltem, sterilem ddH,0 gewaschen und hiernach in
20 ml kaltem, sterilem 10%-igen Glycerin resuspendiert.

= Nach erneutem Zentrifugieren fiir 15 min bei 4°C und 4000 Upm (Beckmann J2-21)
werden die Zellen in 2-3 ml sterilem 10%-igen Glycerin gel6st, aliquotiert und 1 min
in Flussigstickstoff schockgefroren.

= Die Lagerung der Zellen bis zum Gebrauch erfolgt bei — 80°C.

3.1.2 Ein-Minuten-Transformation

Zum Einbringen reiner und hoch konzentrierter Plasmid-DNA, welche eine Ampicillin-
Resistenz tragt, in E. coli wird die Methode der Ein-Minuten-Transformation verwendet.

= Zu 7 ul DMSO-kompetenten E. coli-Zellen vom Stamm BL21 auf Eis (hergestellt von
der Arbeitsgruppe Hegemann nach Sambrook, Fritsch & Maniatis 1989) werden 500 —
1000 ng Plasmid-DNA hinzugegeben und die Mischung wird 1 min bei 42°C inkubiert.

= Es werden 100 pl LB-Medium hinzupipettiert und der komplette Ansatz wird auf
einer entsprechenden Selektionsplatte ausplattiert.

-44 -



Methoden |

3.1.3 Transformation durch Elektroporation

Niedrig konzentrierte Plasmid-DNA sowie Plasmide, die eine Kanamycin-Resistenz tragen,
kdnnen mittels Ein-Minuten-Transformation nicht in E. coli eingebracht werden. In diesem
Fall wird die effizientere Methode der Elektroporation angewendet.

= Zu 10 ul elektrokompetenten E. coli-Zellen auf Eis (hergestellt nach 3.1.1) werden
500 — 1000 ng Plasmid-DNA sowie 40 pl ddH,0 hinzugegeben.

= Der komplette Transformationsansatz wird in vorgekiihlte Elektroporationskiivetten
(Bio-Rad) pipettiert und die Elektroporation unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt:

Spannung: 2,2 kV; Widerstand: 200 Ohm; Kapazitat: 25 pF; Pulszeit: 8,7 msec

= Es wird 1 ml LB-Medium in die Kiivette zugegeben, der Ansatz in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal Gberfiihrt und 30 bis 60 min im Schittelinkubator inkubiert.

= Der Ansatz wird 5 sec bei maximaler Umdrehungszahl in der Tischzentrifuge (Heraeus
Biofuge pico) abzentrifugiert, in 100 ul LB-Medium resuspendiert und komplett auf
einer entsprechenden Selektionsplatte ausplattiert.

3.1.4 Plasmid-Minipraparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA mittlerer Reinheit und Konzentration wird eine Praparation
im kleinen MaRstab durchgefiihrt.

= Eine 2 ml UN-Kultur einer transformierten E. coli-Kolonie in entsprechendem
Selektionsmedium wird in ein 2 ml Reaktionsgefal} Gberfiihrt und bei 6000 Upm fiir
5 min in der Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge pico) abzentrifugiert.

= Das Pellet wird mit 1 ml ddH,0 gewaschen und wiederum abzentrifugiert.

= Eswerden 300 pl Puffer P1 (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase
A) und dasselbe Volumen Puffer P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) zugegeben und die
Zellen hierin resuspendiert.

= Nach 5-mintiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) werden 300 ul Puffer P3 (3 M
Kaliumacetat pH 5,5) zugegeben und der Ansatz wird 15 min auf Eis inkubiert;
hierauf folgt eine Zentrifugation bei 13000 Upm fiir 15 min in der Tischzentrifuge.

= Der Uberstand wird in ein frisches 2 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt und es werden
0,5 ml Isopropanol hinzupipettiert.
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= Nach einer Zentrifugation fiir 20 min bei 13000 Upm wird der Uberstand verworfen,
das Pellet mit 1 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und anschlieBend im Vakuum-
Konzentrator getrocknet. Zuletzt wird das Pellet in 50 pl ddH,0 gelost.

3.1.5 Plasmid-Midipraparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA hoher Konzentration und Reinheit wird eine Plasmid-
Midipraparation unter Verwendung des DNA-Midipraparations-Kits (Qiagen) durchgefiihrt.
Eine 50 ml UN-Kultur einer transformierten E.coli Kolonie in entsprechendem
Selektionsmedium wird hierbei nach der dem Kit beiliegenden Vorschrift aufgearbeitet.

3.2 Kultivierung und Manipulation von Saccharomyces cerevisiae
Die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae auf Selektionsplatten erfolgt im Inkubator bei

30°C. Flussigkulturen werden entweder im Rad bei 30°C oder im Schiittelinkubator bei 30°C
und 140 Upm inkubiert.

3.2.1 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

= Eine 5 ml UN-Kultur wird am Morgen auf eine ODggo von 0,2 in 50 ml YPD-Medium
Uberimpft und bis zum Erreichen einer ODggg von 1,0 (= 2 x 10’ Zellen/ml) bei 30°C im
Schiittelinkubator inkubiert.

= Die Flissigkultur wird 5 min bei 3500 Upm (Heraeus Megafuge) abzentrifugiert, mit
25 ml ddH,0 gewaschen und wiederum 5 min bei 3500 Upm abzentrifugiert.

= Das Pellet wird in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald liberfiihrt.

= Nach Zentrifugation bei 13000 Upm fiir 5 sec in der Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge
pico) wird das Pellet in 100 mM Lithiumacetat resuspendiert, so dass eine Zellzahl
von 1 x 10° Zellen/ml vorliegt.

= Fir die Transformation werden 50 pl Aliquots der aufbereiteten Zellen in 1,5 ml
Reaktionsgefalle gegeben, 5 sec bei 13000 Upm abzentrifugiert (Heraeus Biofuge
pico) und nach Entfernen des Uberstands folgende Reagenzien zu den Pellets
gegeben:

240 pl PEG (50 % w/v)
36 ul  Lithiumacetat (1 M)

50 ul  Carrier-DNA (2 mg/ml)
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x ul Plasmid-DNA (100 — 500 ng)

y il Plasmid-DNA 2 (100 — 500 ng) im Fall einer Ko-Transformation von 2 Vectoren
34 —x (—y) ul ddH,0

Die Carrier-DNA muss zuvor 10 min bei 100°C gekocht und auf Eis abgekiihlt werden.

= Die Ansatze werden grindlich gevortext und 30 min bei 30°C inkubiert. Hiernach
erfolgt ein Hitzeschock fiir 30 min bei 42°C.

= Die Ansatze werden daraufhin kurz in der Tischzentrifuge bei maximaler
Umdrehungszahl abzentrifugiert, die Pellets jeweils in 200 ul ddH,0 gel6st und auf
entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert.

3.2.2 Homologe Rekombination in Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae kann lineare DNA-Molekiile, die Homologie zueinander
aufweisen, verkniipfen. Dieser Vorgang wird als homologe Rekombination bezeichnet und
kann sich fur eine Klonierung in Hefe zunutze gemacht werden. Hierbei wird der als Riickgrat
dienende Vector (Ursprungsvector) mittels eines Restriktionsverdaus linearisiert. Das
einzubringende Gen wird Uber eine PCR amplifiziert, wobei beide eingesetzten Primer
jeweils eine 20 — 23 Nukleotide umfassende Homologie zum Beginn bzw. Ende des Gens
aufweisen und eine 40 Nukleotide umfassende Homologie zu der Sequenz um die
Schnittstelle im Vector. Das PCR-Produkt wird zusammen mit dem linearisierten Vector in
die Hefe transformiert und aufgrund der kiinstlich eingefligten Homologie zu den linearen
Enden des Vectors wird das PCR-Fragment in den Vector ligiert. Fiir eine Klonierung mittels
homologer Rekombination sollten ca. 100 ng geschnittener Ursprungsvector sowie ca.
300 ng PCR-Produkt eingesetzt werden. Die Transformation in die Hefe erfolgt wie unter
3.2.1 beschrieben.

3.2.3 Isolierung von Gesamt-DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Die Zusammensetzung der Puffer entspricht der unter 3.1.4 beschriebenen.

= Eine UN-Kultur transformierter Hefezellen in entsprechendem Selektionsmedium
wird in ein 2 ml Reaktionsgefal’ tiberfiihrt und 5 min bei 6000 Upm (Heraeus Biofuge
pico) abzentrifugiert.

= Nach Waschen des Pellets mit 1 ml ddH,0 wird wiederum bei 6000 Upm fiir 5 min
zentrifugiert.

= Die Zellen werden in 500 ul Puffer P1 resuspendiert und hiernach werden 500 ul
Puffer P2 sowie ca. % des Volumens an Glasperlen hinzugegeben und der Ansatz wird
flr 20 min bei maximaler Geschwindigkeit geschittelt (Vibrax VXR, IKA).
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= Der Uberstand wird in ein neues 2 ml ReaktionsgefaR tiberfiihrt und es werden 300 pl
Puffer P3 zugegeben. Nach Inkubation fir 10 min auf Eis erfolgt eine Zentrifugation
fiir 15 min bei 13000 Upm in der Tischzentrifuge.

» Der Uberstand wird erneut in ein frisches 2 ml Reaktionsgefal Gberfiihrt, mit 500 pl
Isopropanol versetzt und fiir 30 min bei 13000 Upm zentrifugiert.

= Das Pellet wird mit 500 ul 70%-igem Ethanol gewaschen, anschlieRend im Vakuum-
Konzentrator getrocknet und in 20 ul ddH,0 aufgenommen.

3.2.4 Hefe-Zwei-Hybrid Screen

Grundlagen des verwendeten Hefe-Zwei-Hybrid Systems

Das verwendete Hefe-Zwei-Hybrid System basiert auf dem modularen Aufbau des Galdp
Transkriptionsfaktors, der aus einer DNA-bindenden Domidne (DNA-BD) und einer
Aktivierungsdomane (AD) zusammengesetzt ist. Befinden sich beide Domanen in rdumlicher
Ndhe zueinander, kann der Transkriptionsfaktor aktiv werden. In dem Hefe-Zwei-Hybrid
Stamm AH109 ist das endogene GAL4-Gen deletiert, zudem befinden sich in diesem Stamm
die unter Gal4p-Regulation stehenden Reportergene HIS3, ADE2 sowie MEL1. HIS3 und
ADE2 sind Nahrstoffmarker, die fir Proteine des Histidin- bzw. Adeninbiosynthesewegs
codieren. Werden diese Gene exprimiert, kann die Hefe auf Selektionsmedium, das kein
Histidin und Adenin enthdlt, wachsen; andernfalls nicht. MEL1 codiert fir die alpha-
Galactosidase, ein von der Hefe in die Umgebung sekretiertes Enzym, das das farblose
Substrat X-alpha-Gal in ein blaues Produkt umsetzt. Um zwei Proteine auf Interaktion zu
testen, wird das eine in Fusion mit der Gal4p DNA-BD mit dem zweiten Protein in Fusion zu
der Gal4p AD in Hefe ko-exprimiert. Die Basisvectoren des hier verwendeten Hefe-Zwei-
Hybrid Systems der Firma Clontech sind pGBKT7 (enthéalt die codierende Sequenz fiir die
Galdp DNA-BD) sowie pGADT7 (enthalt die codierende Sequenz fiir die Gal4p AD). Das
Plasmid pGBKT7 beinhaltet zudem das Gen TRP1, welches ein Protein des
Tryptophanbiosynthesewegs codiert; pGADT7 beinhaltet LEU2, welches fir ein Protein des
Leucinbiosynthesewegs codiert. Zur ldentifizierung von Hefen, die beide Plasmide besitzen,
werden diese auf Medium ausplattiert, dem die beiden Aminosauren Tryptophan und Leucin
fehlen (SD/-Leu/-Trp; Selektionsmedium). Fiir den Protein-Protein-Interaktionstest werden
die Hefen auf Medium ausplattiert, dem neben Leucin und Tryptophan auch die
Aminosauren Adenin und Histidin fehlen und dem die Substanz X-alpha-Gal zugegeben
wurde (Reportermedium). Findet Wachstum und eine Blaufdarbung der Kolonien statt, so
kann man davon ausgehen, dass durch eine Interaktion der getesteten Proteine die daran
fusionierten Gal4p-Domanen in rdumliche Nahe gelangt sind und die Reportergene aktiviert
werden konnten. Die Stringenz des Reportermediums kann variiert werden: Hochstringentes
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Medium testet die Aktivierung aller drei Reportergene, mittelstringentes prift die
Aktivierung zweier Reportergene und niedrigstringentes zeigt nur die Aktivierung eines
einzigen Reportergens an (Beispiel: SD/-Leu/-Trp/-His testet auf die Expression von HIS3 =
niedrigstringent; SD/-Leu/-Trp/-His/ + X-alpha-Gal testet auf die Expression von HIS3 sowie
MEL1 = mittelstringent).

Screenen einer humanen cDNA-Bank nach Interaktionspartnern mittels Hefepaarung

Fiir einen Interaktionspartnerscreen mittels Hefe-Zwei-Hybrid wird zunachst die codierende
Sequenz fiir das zur Suche einzusetzende Protein (Koder-Protein) in den Vector pGBKT7
kloniert und in den Hefestamm AH109 transformiert. Hierauf folgt ein Test auf
Autoaktivierung der Reportergene durch den Kéder auf entsprechendem Reportermedium.
Findet keine Autoaktivierung statt, so kann das Konstrukt flir den Screen eingesetzt werden.

Es wird eine in den Hefestamm Y187 vortransformierte cDNA-Bank (human testis) von der
Firma Clontech verwendet. Die cDNA-Inserts sind hierbei liber homologe Rekombination in
den Vector pGADT7-Rec in Fusion zu der fiir die Gal4p Aktivierungsdomane codierenden
Sequenz eingebracht worden. Das Plasmid pGADT7-Rec entspricht im Prinzip pGADT7, es ist
lediglich eine kurze Sequenz eingefligt worden, die das Einbringen der cDNA-Bank (ber
homologe Rekombination ermdoglicht. Der Hefestamm Y187 besitzt den Paarungstyp MATa,
der Stamm AH109, in den das Kéder-Plasmid transformiert wurde, den Paarungstyp MATa.
Da Hefen mit einem entgegengesetzten Paarungstyp fusionieren und diploide Zellen bilden,
kann das Zusammenbringen des Koder-Plasmids mit den Bank-Plasmiden Uber Hefepaarung
erfolgen.

= Es wird eine UN-Kultur einer mit dem Koéder-Plasmid transformierten Hefekolonie
vom Stamm AH109 in 50 ml entsprechendem Selektionsmedium (SD/-Trp) angeimpft.

= Die Kultur wird bei 30°C und 250 Upm inkubiert, bis eine ODgyo von 0,8 erreicht ist.

= Die Zellen werden fiir 5 min bei 3500 Upm abzentrifugiert und hiernach auf eine
Zellzahl von 2 x 108 Zellen/ml in Selektionsmedium eingestellt.

= Ein 1 ml Aliquot der in den Hefestamm Y187 pratransformierten cDNA Bank wird im
Wasserbad bei RT aufgetaut.

= Es werden 10 pl aus dem Bank-Aliquot enthommen und schrittweise auf 1:100,
1:1000 und 1:10000 in entsprechendem Selektionsmedium (SD/-Leu) verdiinnt. Von
den Verdiinnungen werden je 100 ul auf Selektionsplatten ausgestrichen und diese
bei 30°C inkubiert (dieser Schritt dient zur Bestimmung des Bank-Titers, s.u.).

= Nun wird das Bank-Aliquot mit der zuvor auf eine definierte Zellzahl eingestellten
Kultur an Koder-Plasmid enthaltendem AH109 in einem sterilen 2 L Kolben
zusammengegeben und mit 45 ml 2x YPDA-Medium (+ 50 pg/ml Kanamycin)
aufgefillt.
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= Die Kultur wird 20-24 h bei 30°C und 50 Upm inkubiert, damit die Hefepaarung
erfolgen kann (mit Hilfe eines Mikroskops kann das Vorhandensein von Zygoten in
der Kultur Gberpriift werden).

= Sind Zygoten in der Kultur vorhanden, so werden die Zellen 10 min bei 3500 Upm
abzentrifugiert (Heraeus Megafuge) und hierauf in 10 ml 0,5x YPDA-Medium
(+ 50 pg/ml Kanamycin) resupendiert.

= Es werden schrittweise Verdiinnungen der Kultur von 1:100, 1:1000 und 1:10000
hergestellt und jeweils 100 pl hiervon auf Doppel-Selektionsplatten (SD/-Leu/-Trp)
sowie auf SD/-Leu und SD/-Trp Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C inkubiert
(mittels dieser Platten werden die Paarungseffizienz und die Anzahl durchmusterter
Klone bestimmt, s.u.).

= Die restliche Kultur gepaarter Hefezellen wird in 200 pl Aliquots auf 55-60 groRen
Platten mit mittelstringentem Reportermedium (SD/-Leu/-Trp/-His + X-alpha-Gal)
ausgestrichen und bei 30°C inkubiert

Die groRen Platten werden nun taglich nach blau gefarbten Kolonien durchmustert und
diese auf kleinen Platten mit hochstringentem Reportermedium (SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His
+ X-alpha-Gal) vereinzelt. Zur Absicherung des Ergebnisses wird der Vereinzelungsschritt auf
frischen Reporterplatten zweimal wiederholt. Aus hiernach noch positiven Kolonien wird die
Hefe-Gesamt-DNA isoliert, in E. coli elektroporiert und hieraus die Plasmid-DNA gewonnen.
Als weitere Verifizierung der Interaktion wird eine gerichtete Ko-Transformation jeweils
eines isolierten Bank-Plasmids mit dem Koéder-Plasmid durchgefiihrt und die transformierten
Hefen auf hochstringentem Reportermedium ausgestrichen. Die Inserts derjenigen Bank-
Plasmide, die reproduzierbar Interaktion zeigen und zudem nicht zu einer Autoaktivierung
der Reportergene fiihren, werden sequenziert.

Bestimmung der Kennzahlen eines Screens

Bestimmung des Titers der cDNA-Bank:

Der Titer der humanen cDNA-Bank wird durch Auszahlung der Hefen auf den SD/-Leu
Selektionsplatten, auf denen die unterschiedlichen Verdiinnungsstufen der Bank ausplattiert
wurden, unter Berlicksichtigung des Verdlinnungsfaktors ermittelt. Die Angabe wird in
Zellen/ml gemacht.

Bestimmung der Paarungseffizienz:

Zur Bestimmung der Paarungseffizienz werden die Hefen auf den SD/-Leu-, SD/-Trp- sowie
den Doppel-Selektionsplatten  (SD/-Leu/-Trp), auf denen die unterschiedlichen
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Verdiinnungsstufen der gepaarten Kultur ausgestrichen wurden, ausgezahlt. Aus dem
Verhaltnis von diploiden Zellen zum limitierenden Partner ergibt sich die Paarungseffizienz:

Paarungseffizienz = Anzahl diploider Zellen pro ml x 100 [%]

Anzahl Zellen limitierender Partner pro ml

Bestimmung der Anzahl durchmusterter Klone:

Zur Bestimmung der Anzahl durchmusterter Klone werden die Hefen auf den Doppel-
Selektionsplatten (SD/-Leu/-Trp), auf denen die unterschiedlichen Verdinnungsstufen der
gepaarten Kultur ausgestrichen wurden, ausgezahlt. Unter Berlicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors und des plattierten Volumens wird die Anzahl Diploider pro ml
errechnet. Diese Zahl wird mit dem Resuspensions-Volumen multipliziert, also dem
Volumen, in dem die Hefezellen zum Ausplattieren auf den groRen Screen-Platten
aufgenommen worden waren.

3.2.5 Serieller Verdiinnungstropftest

Von einer 5 ml UN-Kultur transformierter Hefezellen in induzierendem Selektionsmedium
wird am Morgen mittels einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl pro ml bestimmt und es
werden Ansitze auf die Zellzahlen 2 x 10%/ml, 2 x 10°/ml, 2 x 10%/ml und 2 x 10°/ml
eingestellt. Jeweils 5 pl jeder Verdiinnung werden nebeneinander auf eine Selektionsplatte
getropft, was einer Zellzahl von 10000, 1000, 100 sowie 10 entspricht. Die Platte wird bei
30°C inkubiert und das Wachstum der Hefezellen taglich dokumentiert.

3.2.6 Gewinnung von Proteinlysat aus Hefekulturen

= Eine 5 ml UN-Kultur transformierter Hefezellen in nicht induzierendem
Selektionsmedium wird am Morgen auf eine ODggo von 0,1 in 50 ml induzierendem
Selektionsmedium verdiinnt und bis zu einer ODggg von ca. 0,8 im Schiittelinkubator
wachsen gelassen.

= Die Zellen werden 10 min bei 3500 Upm (Heraeus Megafuge) abzentrifugiert, mit
40 ml TBS-Puffer gewaschen und wiederum 10 min bei 3500 Upm zentrifugiert.

= Auf das Pellet werden 700 pl Lysepuffer (50 mM HEPES-KOH pH 7,5, 140 mM NadCl,
1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,1 % Natriumdeoxycholat, 1mM PMSF,
1x Proteaseinhibitor-Cocktail) sowie % des Volumens an Glasperlen gegeben und der
Ansatz wird fiir 1 h bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit gevortext (Vibrax VXR,
IKA).
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» Der Uberstand wird auf Eis in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefiaR iiberfiihrt und
30 min bei 15000 Upm und 4°C zentrifugiert (Heraeus Biofuge primo).

*  Wiederum wird der Uberstand, das Proteinlysat, in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiR
Uberfihrt und bei —20°C gelagert.

3.2.7 Vorbereitung von S. cerevisiae-Zellen fiir die Mikroskopie

= Eine 5 ml UN-Kultur transformierter Hefezellen in nicht induzierendem
Selektionsmedium wird am Morgen auf eine ODggo von 0,1 in 5 ml induzierendem
Medium angeimpft und 4-5 h bei 30°C unter rotierendem Schitteln wachsen
gelassen.

= Hiernach werden 2 ml der Kultur in ein ReaktionsgefaR tGberfiihrt und abzentrifugiert.
Auf das Pellet wird 1 ml 3,7%-ige PFA-L6sung (in PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
10 mM Na;HPQ4, 1,8 mM KH,PO, in deion. H,0; pH 7,4) gegeben und es wird 10 min
bei 30°C inkubiert.

= Nachdem der Ansatz abzentrifugiert und dreimal mit je 1,5 ml PBS gewaschen wurde,
wird 1 ml DAPI-Losung (1ug/ml) hinzugegeben und 3 min bei RT inkubiert.

= Die Zellen werden wiederum abzentrifugiert, einmal mit 1,5 ml PBS gewaschen und
hiernach in 0,5 ml PBS aufgenommen.

= Ein Deckglas wird mit Poly-L-Lysin-Losung (0,5 mg/ml in ddH,0) beschichtet, 15 min
inkubiert und nach Abnehmen der Lo6sung trocknen gelassen.

= Die Hefezellen in PBS werden mit einer Pipette aufgenommen und ein paar Mal Gber
das schrag gehaltene Deckglas perlen gelassen, so dass Zellen an der Poly-Lysin-
Beschichtung haften bleiben.

= Auf einen Objekttrager wird ein Tropfen Vectashield aufgegeben und hierauf, mit der
angetrockneten Zellschicht nach unten gerichtet, das Deckglas gelegt. Das Deckglas
wird mit Klarlack versiegelt und bei 4°C gelagert.
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3.3 Zellbiologische Methoden
3.3.1 Kultivierung von Humanzellen in der Zellkultur

3.3.1.1 Herstellung aller Losungen fiir die Zellkultur

Hitzeinaktivierung von fotalem Kalberserum (FKS):

= 500 ml FKS werden bei RT aufgetaut und hiernach 1 h bei 56°C im Wasserbad
hitzeinaktiviert.

= Das Serum wird in 50 ml Aliquots portioniert und bei —20°C gelagert.
Vitamine und Amphotericin B:

= Die Vitamine und das Amphotericin B werden aufgetaut, in 5 ml Portionen aliquotiert
und bei —20°C gelagert.

Herstellung der Trypsinlosung:

= Die Trypsin/EDTA-L6sung wird aufgetaut und in 5 ml Aliquots portioniert bei —20°C
gelagert.

= Zur Herstellung der Gebrauchslésung werden 5 ml Trypsinlésung mit 95 ml Hank’s
Salzlésung (HBSS) zusammengegeben und bei 4°C gelagert.

Herstellung der para-Formaldehydldsung (fiir die Fixierung):

= Zur Herstellung der Stammlésung werden 3,7 g para-Formaldehyd (PFA) in 10 ml PBS
bei 56°C und unter Zugabe weniger Tropfen NaOH (5 M) gelost.

= Zur Herstellung der Gebrauchslosung wird ein Aliquot der 37%-igen Stammldsung
1:10 in PBS verdiinnt und bei 4°C gelagert.

3.3.1.2 Herstellung des Zellkulturmediums
Zu 500 ml DMEM GlutaMAX™- bzw. IMDM-Medium werden folgende Zusitze gegeben:

= 50 ml FKS (hitzeinaktiviert) Endkonzentration: 10 %

= 5 ml MEM Vitamine (100x) Endkonzentration: 1x

= 5 ml MEM nicht-essentielle Aminosauren (100x) Endkonzentration: 1x

= 5 ml Fungizone (Amphotericin B) (250 pg/ml) Endkonzentration: 2,5 pug/ml
= 0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml) Endkonzentration: 50ug/ml
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3.3.1.3 Passagieren von adharenten Humanzellen

3.3.1.3.1 Ablésen von adhdrenten Humanzellen durch Trypsinbehandlung

Der Zellrasen einer konfluent bewachsenen 80 cm? Zellkulturflasche wird mit 10 ml

HBSS gewaschen, nachdem das Medium abgenommen wurde.

= Es werden 5 ml Trypsinlosung auf die Zellen gegeben und es wird 10 min bei RT
inkubiert. Das Ablosen der Zellen kann durch gelegentliches Schwenken geférdert
werden.

= Die abgelosten Zellen werden nach Hinzugabe von 5 ml Medium abgezogen, in ein
12 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 10 min bei 500 Upm (Rotanta 460R)
abzentrifugiert.

= Der Uberstand wird abgenommen und die Zellen in 5 ml frischem Medium
resuspendiert.

3.3.1.3.2 Passage von adhdrenten Humanzellen in Zellkulturflaschen

= Die nach 3.3.1.3.1 aufgearbeiteten Zellen werden je nach Bedarf mit Medium
verdinnt und in kleinen 25 cm? Zellkulturflaschen (5 ml Suspension je Flasche) oder
groRen 80 cm? Zellkulturflaschen (15 ml Suspension je Flasche) neu ausgesit.

= Die Inkubation erfolgt bei 37°C und 6 % CO, im Brutschrank so lange, bis die
gewlinschte Zelldichte erreicht ist.

3.3.1.3.3 Passage von adhdrenten Humanzellen in Gewebekulturplatten

= Die nach 3.3.1.3.1 aufgearbeiteten Zellen werden je nach Bedarf mit Medium
verdiunnt.

= Je 1 ml Suspension wird in eine Vertiefung einer Gewebekulturplatte pipettiert, in die
zuvor mittels einer Pinzette ein steriles Glasplattchen eingelegt wurde.

= Luftblaschen unterhalb der Glasplatte werden mittels einer sterilen Pipettenspitze
entfernt.

= Die Inkubation erfolgt bei 37°C und 6 % CO, im Brutschrank so lange, bis die
gewiinschte Zelldichte erreicht ist.
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3.3.1.4 Transfektion von adharenten Humanzellen

Fir die Transfektion werden zu 80 % konfluent gewachsene Humanzellen auf
Glasplattchen in 24-Well Platten verwendet.

= Es wird folgender Transfektionsansatz pipettiert:
2 ug Plasmid-DNA (aus Midi-Praparation)
10 ul  Calciumchlorid (1 M)
30 ul  ddH,0 (steril)

= Der Mix wird unter Vortexen zu 40 ul 2x BBS (50 mM BES pH 6,9, 280 mM Nadl,
1,5 mM Na,HPO,) hinzupipettiert und der komplette Ansatz 20 min bei RT inkubiert.

= Das Medium wird von den Humanzellen abgezogen und durch 200 ul serumfreies
Medium ersetzt. Die 80 ul Transfektionsansatz werden tropfenweise unter leichtem
Schwenken hinzugegeben und die Platte wird flr 3-5 h bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.

= Hiernach wird das Medium abgenommen und es wird 1 ml serumhaltiges Medium
auf die Zellen gegeben. Nach weiteren 24 h Inkubation bei 37°C kénnen die Zellen
fixiert und analysiert werden.

3.3.1.5 Aktin-Farbung transfizierter Humanzellen

Fir die Aktin-Farbung werden transfizierte Humanzellen in Gewebekulturplatten
verwendet.

Die Zellen werden zweimal mit 1 ml vorgewdarmtem PBS gewaschen und mit 1 ml
3,7%-iger PFA-Losung fur 10 min bei RT fixiert.

= Nach zweimaligem weiteren Waschen mit PBS werden die Zellen mit 1 ml 0,1%-igem
Triton X-100 (in PBS) 3 bis 5 min bei RT permeabilisiert, worauf wiederum zwei
Waschschritte folgen.

= Zum Blockieren unspezifischer Farbungen werden die Zellen mit 1%-iger BSA-L6sung
(in PBS) flir 20 — 30 min bei RT inkubiert.

= Eine Stammldsung Rhodamin-Phalloidin (6,6 uM in Methanol) wird 200-fach in PBS
verdliinnt und 200 ul je Vertiefung werden auf die Zellen gegeben, nachdem die
Blockierungslosung entfernt wurde.

= Nach 20 min Inkubation bei RT mit der Farbel6sung wird diese abgenommen und die
Zellen werden einige Male mit 1 ml PBS gewaschen.
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= Das Deckglas wird entnommen, getrocknet und mit dem Zellrasen nach unten auf
einen Objekttrager gelegt, auf den zuvor ein Tropfen Vectashield aufgebracht
worden war. Nach Versiegeln mit Klarlack kann das Praparat mikroskopiert werden.

3.3.2 Chlamydienkultur

3.3.2.1 Herstellung des Chlamydienkultur-Mediums
Fir die Chlamydienkultur wird dem Zellkulturmedium Cycloheximid in einer
Endkonzentration von 1,2 pg/ml zugesetzt. Durch Cycloheximid wird die eukaryotische
Proteinsynthese gehemmt, was das Fortschreiten der Chlamydieninfektion beglinstigt.
Flr einzelne Experimente ist auf den Zusatz von Cycloheximid verzichtet worden. Dies
wird an entsprechender Stelle angemerkt.

3.3.2.2 Passage von Chlamydien in Gewebekulturplatten

Es werden zu 80-90 % konfluent gewachsene Humanzellen auf Glasplattchen in 24-Well
Platten verwendet.

= Ein Chlamydien-Pool wird bei 37°C im Brutschrank aufgetaut und entsprechend der
gewlinschten Infektiositat mit Zellkulturmedium verdiinnt.

= 1 ml der Suspension pro Vertiefung wird auf die Zellen gegeben, nachdem das alte
Medium abgenommen wurde.

= Die Platte wird flir 1 h bei 2920 Upm (Rotanta 460R) und 30°C zentrifugiert und
hiernach 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wird das Medium
abgenommen und durch 1 ml frisches Medium (mit oder ohne Zusatz von 1,2 pg/ml
Cycloheximid) ersetzt.

= Nach der gewiinschten Infektionsdauer werden die Zellen fixiert und weitergehend
analysiert.

3.3.2.3 Passage von Chlamydien in kleinen Zellkulturflaschen

Es werden zu 80-90 % konfluent gewachsene Humanzellen in 25 cm? Zellkulturflaschen
verwendet.

= Ein Chlamydien-Pool wird bei 37°C im Brutschrank aufgetaut und entsprechend der
gewlinschten Infektiositat mit Zellkulturmedium verdiinnt.

= Je 5 ml der Suspension werden pro Flasche auf die Zellen gegeben, nachdem das alte
Medium entfernt wurde.
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= Die Flaschen werden 1 h bei 2920 Upm (Rotanta 460R) und 30°C zentrifugiert und
hiernach 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wird das Medium
abgenommen und durch 5 ml frisches Medium mit oder ohne Zusatz von
Cycloheximid ersetzt.

= Nach 48-72 h werden die infizierten Zellen mittels eines Zellschabers im Medium in
Lésung gebracht, die Suspensionen aus bis zu sechs Flaschen in einem 50 ml
Zentrifugenrohrchen gesammelt und 45 sec mit dem Ultraschallstab sonifiziert.

* Nach einer Zentrifugation fiir 10 min bei 2670 Upm wird der Uberstand in ein frisches
50 ml Zentrifugenrohrchen gegeben und die Zentrifugation wiederholt.

=  Der Uberstand wird nach Bedarf verdiinnt und zur Infektion weiterer Zellen in
Zellkulturflaschen verwendet.

3.3.2.4 Detektion chlamydialer Proteine mittels indirekter Inmunfluoreszenz

C. pneumoniae-infizierte Humanzellen in Gewebekulturplatten werden nach der
gewtlinschten Infektionsdauer mittels Methanol oder 3,7%-iger PFA-L&sung fixiert.

Methanol-Fixierung:

500 ul Methanol werden pro Vertiefung auf die Zellen gegeben, nachdem das Medium
abgenommen wurde. Nach drei Minuten Inkubation bei RT wird das Methanol entfernt
und die Zellen werden dreimal fir 5 min mit 1 ml HBSS gewaschen.

PFA-Fixierung:

500 pl 3,7%-ige PFA-L6sung werden pro Vertiefung auf die Zellen gegeben, nachdem das
Medium entfernt wurde. Nach 10 min Inkubation bei RT wird die PFA-L6sung
abgenommen und die Zellen werden dreimal fiir 5 min mit 1 ml HBSS gewaschen.

Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse:

= 20 ul entsprechend verdiinnter Primarantikorper (in HBSS) werden auf die fixierten
Zellen gegeben und es wird fir 30 min bei RT inkubiert.

= Nach dreimaligem Waschen mit 1 ml HBSS fir jeweils 3 min werden 20 ul des
entsprechend verdiinnten Sekundarantikorpers (in HBSS) auf die Zellen gegeben und
es wird 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert.

= Dem dreimaligen Waschen mit 1 ml HBSS folgt nun die Zugabe von 20 ul DAPI-L6sung
(1pug/ml in PBS). Die Platte wird fiir 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
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= Es wird abschliefend dreimal gewaschen, das Glasplattchen entnommen, getrocknet
und mit dem Zellrasen nach unten auf einen Tropfen Vectashield auf einem
Objekttrager gelegt. Nach Versiegeln mit Klarlack kann das Praparat mikroskopiert
werden.

3.3.2.5 Gewinnung von Gesamt-Proteinlysat aus infizierten Humanzellen

Fiir die Analyse von Proteinexpression wahrend einer Infektion werden Humanzellen in
kleinen Zellkulturflaschen mit C. pneumoniae infiziert und ohne Anwesenheit von
Cycloheximid im Medium bei 37°C inkubiert. Nach der gewiinschten Infektionsdauer
werden die Zellen geerntet und es wird Lysat hergestellt.

= Nach Entfernung des Mediums werden die Zellen einmal mit 5 ml kaltem HBSS
gewaschen.

= Es wird auf Eis 1 ml kalter Lysepuffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM NaCl,
0,1 % SDS, 1 % NP-40, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 1 mM PMSF,
1x Proteaseinhibitor-Cocktail) auf die Zellen gegeben und diese werden hierin mittels
eines sterilen Zellschabers gelost.

= Die Zellen werden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal gesammelt und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren aufgebrochen.

= Das Lysat wird 30 min bei 4°C und 15000 Upm (Heraeus Biofuge primo) zentrifugiert,
der Uberstand wird in ein frisches 2 ml ReaktionsgefilR tberfiihrt und bei -20°C
gelagert.

3.3.3 Test auf Kontamination durch Mycoplasma sp.

In regelmaRigen Abstanden sollte die Zellkultur auf Kontamination durch Mycoplasmen
getestet werden. Hierzu wird eine Mycoplasma-spezifische PCR durchgefiihrt, die das 16 S
rRNA-Gen als Zielsequenz hat (Ossewaarde, de Vries et al., 1996). Es werden 100 pl
Uberstand von einer Zellkulturflasche abgenommen und 15 min bei 100°C erhitzt.

PCR-Ansatz: 10 pl Matrizen-DNA (erhitzter Uberstand)
5 ul 10x PCR-Puffer
2,5 ul dNTP-Mix (je 4 mM)
3ul MgCl, (25 mM)
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0,25 pul

ad 50 ul

PCR-Programm:

Tabelle 3-1: PCR-Programm zum Nachweis von Mycoplasma-DNA

Oligonukleotid GPO3 (End: 50 pmol)
Oligonukleotid MGSO (End: 50 pmol)

TrueStart Tag DNA-Polymerase

ddH,0

Methoden |

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 1 min

Primer-Anlagerung 60°C 1 min 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 72°C 10 min

Die erwartete FragmentgrofSe betragt 270 bp.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Restriktionsspaltung von DNA

Zur Linearisierung von Vectoren fir die homologe Rekombination und zur Kontrollspaltung
hergestellter Konstrukte wird die DNA restriktionsverdaut.

Ansatz: 0,5-1pug
0,5 ul
2ul

ad 20 ul

Plasmid DNA

Restriktionsenzym (10 U/pl)

Restriktionspuffer (10x konzentriert)

ddH,0
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Die Inkubation des Ansatzes erfolgt bei der fir das Enzym optimalen Temperatur (nach

Herstellerangaben) fir mindestens 4 h, optional (iber Nacht.

3.4.2 PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten fiir homologe Rekombination

Fir die Generierung der in der homologen Rekombination in Hefe einzusetzenden DNA-

Fragmente werden Primer benutzt, welche 20-23 Nukleotide Homologie zum Zielgen und 40

Nukleotide Homologie zum Vector besitzen. Die PCRs werden unter Verwendung der

Phusion-Polymerase, der Pfx-Polymerase oder der Tag-Polymerase durchgefiihrt. Die

Phusion-Polymerase sowie die Tag-Polymerase besitzen eine optimale Arbeitstemperatur

von 72°C, die Pfx-Polymerase eine von 68°C.

PCR-Ansatz: 1l
5 ul

2,5 ul

0,5 ul

0,5 ul

ad 50 ul

PCR-Programm:

Matrizen-DNA (50-100 ng)

PCR-Puffer (10x konzentriert)

dNTP-Mix (je 4 mM)

Oligonukleotid 1 und Oligonukleotid 2 (je 10 uM)

DNA-Polymerase (2U/ul)

ddH,0

Tabelle 3-2: PCR-Programm zur Amplifizierung von Genen fir die Klonierung

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95°C 1 min

Primer-Anlagerung x°C 30 sec bis 1 min 35 Zyklen
Elongation 68°C/72°C y min

Finale Elongation 68°C/72°C 7 min
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Die Temperatur, bei der sich die Primer anlagern, wird nach folgender Formel bestimmt:
Tain°C =3x(G+C) + 2x(A+T)

wobei G + C die Summe aller Guanin- und Cytosin-Basen, A + T die Summe aller Adenin- und
Thymidin-Basen innerhalb der Primer-Sequenz ist. Fiir die Elongationszeit gilt: 1 min pro 1 kb
Lange.

3.4.3 PCR auf Hefezellen

Mittels einer PCR auf Hefezellen kann nach Durchfiihrung einer holologen Rekombination
eine erste Kontrolle durchgefiihrt werden, ob das Insert in den geschnittenen Vector
integriert wurde. Hierzu werden unter Verwendung einer Mikropipettenspitze einige
Hefezellen von der Platte genommen und in folgendem Ansatz resuspendiert:

3ul PCR-Puffer (10x konzentriert)
0,3 ul Oligonukleotid 1 und Oligonukleotid 2 (je 50 uM)
0,24pl  dNTP-Mix (je 25 mM)
1,8 ul MgCl, (25 mM)
0,3 ul Tag-Polymerase (1 U/pl)

ad 30 ul ddH,0

Das PCR-Programm entspricht dem unter 3.4.2 angegebenen.

3.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Molekiilen erfolgt je nach GréRRe durch Elektrophorese in einem
0,7%-igen oder 1,5%-igen Agarosegel. Die Proben werden hierzu mit 6x Ladegelpuffer
(0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylen Cyanol, 30 % Glycerin) versetzt. Als Laufpuffer wird
1x TBE (89 mM Tris/HCI, 89 mM Borsdure, 2 mM EDTA) verwendet.
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3.4.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgt unter Nutzung des
QIAEX Il Gelextraktions-Kits der Firma Qiagen nach dem beiliegenden Protokoll.

3.4.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt mittels des NanoDrop, der 1 pl der DNA-
Probe im Abgleich gegen 1 pl ddH,0 misst.

3.4.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wird von der Firma GATC durchgefiihrt.

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Induktion der Genexpression in E. coli

Es wird eine UN-Kultur einer transformierten E. coli-Kolonie in 50 ml LB-Medium plus
entsprechendem Antibiotikum zur Selektion angeimpft. Am Morgen wird die Kultur auf eine
ODggo von 0,1 in 1 L Selektionsmedium Uberimpft, und nach Erreichen einer ODgy von 0,5
wird durch Zugabe von 1 mM IPTG die Proteinexpression induziert. Die Kultur wird 4 h bei
37°C und 140 Upm weiter wachsen gelassen und hiernach geerntet. Dazu werden die Zellen
zunachst 10 min bei 5000 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit 40 ml kaltem PBS gewaschen
und 5 min bei 6000 Upm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird entweder bei -20°C
weggefroren oder direkt weiterverarbeitet.

3.5.2 Affinitatschromatographische Aufreinigung von Proteinen

3.5.2.1 Aufarbeitung des Pellets aus einer 1 L Induktionskultur

Das Pellet einer 1 L Induktionskultur wird in 20 ml Puffer B (8 M Harnstoff, 0,1 M
NaH,PO4, 10 mM Tris/HCl pH 8,0) resuspendiert und die Suspension 1 h bei RT unter
rotierendem Schutteln inkubiert. Danach wird der Ansatz 30 min bei 15000 Upm (Avanti
J-25) und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand wird fiir die Affinitdtsaufreinigung
verwendet.
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3.5.2.2 Aufreinigung von Proteinen iiber den 6x Histidin-Rest

Die Proteinaufreinigung wird unter denaturierenden Bedingungen Uber den 6x Histidin-
Rest durchgefiihrt. Die Oligohistidine binden hierbei an Nickel-NTA-Agarose, welche in
einer Saule immobilisiert wird. Nach diversen Waschschritten erfolgt die Elution der
gebundenen Proteine mittels des Kompetitors Imidazol, der starker an Nickel bindet und
die Proteine von der Bindestelle verdrangt.

= Zu dem geklirten Uberstand aus 3.5.2.1 wird 1 ml Nickel-NTA-Agarose zugegeben
und das Gemisch wird 1 h bei RT unter rotierendem Schiitteln inkubiert.

= |n die zu benutzende Saule wird ein Gaze-Stopfen eingelegt, um ein HindurchflieBen
der Agarose zu verhindern. Das Lysat wird lber die Saule laufen gelassen, der
Durchfluss aufgefangen und erneut auf die Saule gegeben.

= Es folgen Waschschritte mit 10 ml Puffer B + 20 mM Imidazol sowie 10 ml Puffer C
+ 50 mM Imidazol (Zusammensetzung Puffer C: 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PQ,,
10 mM Tris/HCI pH 6,3).

= Die Elution des Proteins erfolgt in fiinf Fraktionen zu je 1 ml Puffer C + 500 mM
Imidazol. Vor der ersten Elutionfraktion wird die Agarose bei mittels Verschlusskappe
verschlossener Sdule 5 min mit dem Elutionspuffer inkubiert.

3.5.3 Dialyse von Proteinen

Ca. 5 cm eines Dialyseschlauchs werden 10 min in 100°C heiRem Wasser gekocht und
hiernach mit einer sterilen Klemme an einem Ende verschlossen. Die Proteinlésung wird
mittels einer sterilen Pipette in den erkalteten Dialyseschlauch eingefiillt und dieser auch am
anderen Ende mit einer Klemme verschlossen. Die Dialyse erfolgt gegen 2 x 2 L PBS fir
jeweils 10-12 h bei 4°C unter leichtem Riihren.

3.5.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels Bradford-Reagenz

Es wird folgender Ansatz pipettiert:
10 ul Proteinlosung
790 ul ddH,0

200 pl Bradford-Reagenz
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Der Ansatz wird 10 min bei RT inkubiert und hiernach die Absorption bei einer Wellenlange
von 595 nm gemessen. Der Abgleich erfolgt gegen 800 ul ddH,O versetzt mit 200 pl
Bradford-Reagenz. Zudem wird eine Eichkurve unter Verwendung unterschiedlich
konzentrierter BSA-Losungen erstellt. Die Konzentration an Protein im Ansatz errechnet sich
mit Hilfe der Absorption Asgs,m Sowie der Steigung a der Eichgeraden nach folgender Formel:

c [ug/ml] = Asgsnm / @

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration in der Ursprungslésung muss noch der
Verdinnungsfaktor von 100 mit einbezogen werden.

3.5.5 Vorbereitung von Proben fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Um Proteine in einem SDS-Gel entsprechend ihrer GroRe aufzutrennen, miissen diese
denaturiert vorliegen. Es wird folgender Ansatz pipettiert:

32,5ul  Proteinlysat
12,5l SDS-Blaumarker (4x konzentriert)

Syl DTT(1 M)

Der Ansatz wird 15 min bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekihlt und entweder direkt auf ein Gel
aufgetragen oder bei -20°C weggefroren.

3.5.6 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt je nach deren GroRRe (iber verschieden prozentige
Polyacrylamidgele. Zur Fokussierung der Proteine wird dem Trenngel ein Sammelgel
vorgeschaltet.
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3.5.6.1 Herstellung des Polyacrylamidgels

Tabelle 3-3: Zusammensetzung von Trenngelen unterschiedlicher Prozentualitat

Acrylamidlosung | Trenngelpuffer | Ammoniumpersulfat | TEMED ddH,0
(4x) (APS)
10% 6,7 ml 5ml 0,2 ml 0,07 ml 8,4 ml
15% 10 ml 5ml 0,2 ml 0,07 ml 5 ml

= Der Ansatz fiir das Trenngel wird nach obigem Schema zusammenpipettiert, wobei
APS und TEMED als Polymerisations-Initiatoren zuletzt zugegeben werden.

= Der Ansatz wird in den Zwischenraum einer durch Abstandhalter getrennten
Glasplatte und Aluminiumplatte gegossen, mit Isopropanol (berschichtet und
auspolymerisieren gelassen.

= Zum Gielen des Sammelgels werden 1,5 ml Acrylamidlésung, 2,5 ml
Sammelgelpuffer (4x) und 6 ml ddH,0 zusammengegeben. Das Isopropanol wird von
dem Trenngel entfernt, es werden APS und TEMED in den oben angegebenen
Volumina zu dem Sammelgelansatz pipettiert und mit diesem das Trenngel
Uberschichtet.

= Es wird ein Kamm eingesteckt, so dass sich im Sammelgel Taschen fiir die Auftragung
der Proteinproben bilden kénnen. Nachdem auch das Sammelgel auspolymerisiert
ist, kann der Kamm entfernt und das Gel fiir die Elektrophorese verwendet werden.

Zusammensetzung des Trenngelpuffers (4x): 0,5 M Tris/HCl pH 6,8, 0,4 % SDS

Zusammensetzung des Sammelgelpuffers (4x): 1,5 M Tris/HCl pH 8,8, 0,4 % SDS

3.5.6.2 SDS-Gelelektrophorese
Das Gel wird in die Elektrophoreseapparatur eingespannt, welche daraufhin mit
Laufpuffer (0,05 M Tris/HCl pH 8,3, 0,2 M Glycin, 0,1 % SDS) aufgefullt wird. Es werden
maximal 25 ul Proteinprobe pro Tasche aufgetragen und die Auftrennung erfolgt bei
200V fiir 1,5 h bis 2 h.
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3.5.7 Farben eines Proteingels mit Coomassie Brillantblau

Zum Farben mittels Coomassie Brillantblau wird das Gel nach Beendigung der
Elektrophorese durch Splilen mit deion. Wasser vorsichtig von der Glasplatte abgeldst und in
eine mit deion. Wasser gefiillte Schale gegeben. Das Gel wird 30 sec bei 600 Watt in der
Mikrowelle erhitzt und hiernach 5 min unter Schitteln inkubiert. Dies wird dreimal
wiederholt. AnschlieRend wird Coomassie-Farbelosung (0,008 % Coomassie Brillantblau
G250, 35 mM HCI) in die Schale gegeben und diese 15 sec bei 600 Watt in der Mikrowelle
erhitzt. Das Gel wird so lange gefarbt, bis die erwarteten Banden gut sichtbar sind. Danach
wird die Farbelosung abgeschiittet und deion. Wasser auf das Gel gegeben.

3.5.8 Western Blot

Zum Nachweis bestimmter Proteine beispielsweise in einem Gesamtzelllysat wird ein
Western Blot durchgefiihrt. Hierfir werden die Proteine zunachst wie unter 3.5.6
beschrieben lGber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt.

3.5.8.1 Transfer der Proteine auf eine Membran

Eine PVDF-Membran sowie 2 Filterpapiere werden auf eine Grole von 7 cm x 9 cm
zurechtgeschnitten. Die Filterpapiere werden in Transferpuffer (25 mM Tris/HCI, 150 mM
Glycin, 0,05 % SDS, 10 % Methanol) getrankt, die Membran wird kurz in Methanol
aktiviert und hiernach ebenfalls in Transferpuffer inkubiert. Eines der Filterpapiere wird
auf die Graphitplatte der Blotapparatur gelegt, darauf wird die Membran platziert. Das
Gel wird vorsichtig durch Spllen mit deion. Wasser von der Glasplatte gelést und
luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Das Gel wird mit dem zweiten Filterpapier
bedeckt, die zweite Graphitplatte aufgelegt und der Transfer findet fir 25-30 min bei
200 mA statt. Hiernach wird die Membran mittels einer Pinzette in Blockierungslosung
(3 % Milchpulver, 0,05 % Tween, in PBS) Uberfihrt und 1 h bei RT bzw. bei 4°C N
inkubiert.

3.5.8.2 Antikérperreaktion auf der Membran

Nach der Inkubation in Blockierungslésung wird die Membran mit dem Primarantikorper
in geeigneter Verdinnung fiir 2 h bei RT (alternativ bei 4°C GiN) inkubiert. Hiernach wird
die Membran dreimal fiir je 10 min in PBS gewaschen. Es folgt die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper in geeigneter Verdliinnung fir 1 h bei RT (alternativ bei 4°C (iN). Die
Membran wird wiederum dreimal fiir je 10 min in PBS gewaschen und anschlieRend fir
5 min in Detektionspuffer (0,1 M Tris/HCl pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,) inkubiert.
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3.5.8.3 Detektion mittels Alkalischer Phosphatase

Bei Nutzung eines AP-gekoppelten Sekundarantikdrpers erfolgt die Detektion durch
Zugabe von 20 ml Detektionspuffer, dem je 66 ul BCIP-Losung (0,5 g in 5 ml DMF) sowie
NBT-Lésung (0,5 g in 5 ml 70%-igem DMF) zugesetzt wurden, zu der Membran. Die
Farbreaktion kann einige Minuten bis zu mehreren Stunden dauern. Zum Abstoppen der
Reaktion wird die Membran mehrmals mit deion. Wasser gesplilt.

3.5.8.4 Detektion mittels Peroxidase

Bei Nutzung eines Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikorpers
erfolgt die Detektion durch Zugabe von 1 ml Detektionslosung (Luminol/Stable Peroxide
Buffer im Verhaltnis 1:1 gemischt) auf die Membran. Die Chemilumineszenz-Reaktion
wird mittels des LAS mini 4000 (Fujifilm) dokumentiert.

3.5.9 Far Western Blot

Der Far Western Blot ist eine an den klassischen Western Blot angelehnte Methode, die dazu
dient, Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. Hierbei wird zunachst ein Proteinlysat,
welches das mit einem Tag markierte Kdder-Protein enthalt, wie unter 3.5.6 beschrieben
Uber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt und wie unter 3.5.8.1 beschrieben auf eine PVDF-
Membran geblottet. Die Proteine auf der Membran werden nun durch Inkubation in Puffern
mit abnehmender Guanidin-HClI Konzentration schrittweise renaturiert. Die Inkubation
erfolgt unter leichtem Schitteln; die Dauer der einzelnen Inkubationsschritte und die
erforderliche Temperatur sind Tabelle 3-4 zu entnehmen. Nach dem letzten
Renaturierungsschritt wird die Membran mit 5 % Milchpulver / 0,05 % Tween in PBS fur 1 h
bei RT blockiert und hiernach tGber Nacht bei 4°C mit einem Lysat, welches das mit einem
anderen Tag versehene Beute-Protein enthalt, inkubiert. Am nachsten Morgen wird das
Lysat abgenommen und die Membran kurz in PBS gewaschen. Hiernach wird die Membran
mittels eines Antikdrpers gegen das Beute-Protein wie unter 3.5.8.2 und 3.5.8.3 beschrieben
detektiert (Schritt ,,Inkubation in Blockierungslosung” aus 3.5.8.2 entfallt). Erscheint auf der
Laufhohe des Koder-Proteins eine Bande, so hat eine Interaktion zwischen den beiden
Proteinen stattgefunden.
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Tabelle 3-4: Puffer fiir die schrittweise Renaturierung

Konzentration von Guanidin-HCI (M)
Komponente 6 3 1 0,1 0
Glycerin (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
NaCl (5 M) (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tris (1M pH 7,5) (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
EDTA (0,5 M) (ml) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Tween-20 (10 %) (ml) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Guanidin-HCI (8 M) (ml) | 18,75 9,30 3,13 0,31 0
Milchpulver (g) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
DTT (1 M) () 25 25 25 25 25
ddH,0 (ml) 2,45 12,82 18,07 20,89 21,20
Zeit/Temperatur BO min/RT 30 min/RT 30 min/RT 30 min/4°C 1 h/4°C

Totalvolumen: jeweils 25 ml

3.5.10 Ko-Immunprazipitation

Mittels Ko-Immunprazipitation (Ko-IP) kann eine Interaktion zwischen zwei Proteinen
nachgewiesen werden. Die Proteine werden mit einem Tag versehen, in Hefe ko-exprimiert
und es wird Hefe-Gesamtzelllysat hergestellt. Unter Verwendung Antikérper-gebundener,
paramagnetischer Kigelchen aus dem pMACS Proteinisolations-Kit (Miltenyi Biotech) wird
eines der Proteine Uber seinen Tag prazipitiert. Per Western Blot wird Uberpriift, ob das

zweite Protein ko-prazipitiert wurde.

= Zu 100 pl Gesamtzelllysat werden 50 pl der paramagnetischen, Antikdrper-
gebundenen Kiigelchen gegeben und der Ansatz wird 1 h auf Eis inkubiert.

= Die zum Isolationskit zugehorige Saule, die mit ebenfalls paramagnetischen
Klgelchen ausgekleidet ist, wird in den Magnethalter eingehdangt und mit 200 pl
Lysepuffer aquilibriert.
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= Der Ansatz wird auf die Sdule gegeben und der Durchfluss wird verworfen.

= Es folgt ein viermaliges Waschen mit je 200 pl Waschpuffer W1 und ein einmaliges
Waschen mit 200 pl Waschpuffer W2 (Puffer aus dem Isolationskit,
Zusammensetzung nicht bekannt).

= Es werden 20 pl 96°C warmen Elutionspuffers (Zusammensetzung nicht bekannt) auf
die Saule gegeben und es wird 5 min inkubiert.

= Die Elution erfolgt mit 50 pl des warmen Elutionspuffers, hiernach wird die Probe
30 min bei 96°C erhitzt.

3.5.11 Aufreinigung polyklonaler Antikorperseren gegen sdulengebundenes Antigen

Es liegen gegen Fragmente des CPn0072- bzw. des CPn1054-Proteins generierte polyklonale
Antikorperseren vor, die von der Firma Eurogentec hergestellt wurden. Die CPn0072- bzw.
CPn1054-spezifischen Antikorper sollen aus den Seren gegen das als Immunogen eingesetzte
Fusionsprotein (Antigen) affinitatsgereinigt werden. Dies geschieht unter Verwendung von
NHS-Sepharose, an welche das Antigen gebunden und darauf folgend mit dem
Antikorperserum inkubiert wird. Nach diversen Waschschritten kénnen die vom Antigen
gebundenen spezifischen Antikorper eluiert werden.

= 1,5 ml Sepharose werden in eine Sdule mit Fritte gegeben und das Isopropanol wird
durch Zugabe von 20 ml kalter HCl (1 mM) herausgespiilt. AnschlieRend wird die
Sepharose mit 10 ml Kopplungspuffer (0,2 M NaHCOs;, 0,5 M NaCl, pH 8,3)
gewaschen.

= Ca. 2 mg Fusionsprotein (exprimiert von Plasmid pAF90 bzw. pAF133, siehe Kap.
2.10.2) in PBS (hergestellt nach 3.5.1 und 3.5.2; dialysiert) werden mit demselben
Volumen an Kopplungspuffer gemischt, auf die Saule gegeben und die Saule wird
verschlossen.

= Nach Inkubation UGN bei 4°C unter rotierendem Schitteln wird die Saule leer laufen
gelassen.

= Zur Blockierung nicht reagierter NHS-Gruppen werden 4 ml Blockierungslosung
(0,5 M Ethanolamin, 0,1 M Tris pH 8,5) zugegeben und der Ansatz wird 4 h bei 4°C
inkubiert.

= Es wird dreimal mit 1,5 ml Puffer 1 (0,1 M Tris, pH 8,0) gewaschen, danach dreimal
mit 1,5 ml Puffer 2 (0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl, pH 4,0), was drei- bis sechsmal
in der gleichen Reihenfolge wiederholt wird.
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= AnschlieBend werden 2,5 ml Antiserum und 8 ml Tris (0,1 M, pH 8,0) auf die Saule
gegeben, diese wird verschlossen und 2 h bei 4°C unter rotierendem Schiitteln
inkubiert.

= Nachdem die Saule durchlaufen gelassen wurde, erfolgt ein Waschen mit 10 ml Tris
(10 mM, pH7,5) sowie 10 ml 500 mM NaCl, 10 mM Tris pH7,5.

= Fir die saure Elution des Antikdrpers werden 5 ml Glycin (100 mM pH 2,5) zugegeben
und es wird 5 min bei verschlossener Saule inkubiert. Die 1 ml-Elutionsfraktionen
werden in 1,5 ml ReaktionsgefalRen aufgefangen, in denen 0,5 ml Tris (1 M, pH 8,0)
zur Neutralisierung des pH-Wertes vorgelegt wurden.

= Fir die basische Elution werden 5 ml Triethanolamin (0,1 M, pH 11,5) zugegeben
und es wird 5 min inkubiert. Die 1 ml-Elutionsfraktionen werden wiederum in 1,5 ml
Reaktionsgefdafen mit 0,5 ml vorgelegtem Tris aufgefangen. Die gereinigten
Antikorperlosungen werden aliquotiert und bei -20°C weggefroren.

3.5.12 Aufreinigung polyklonaler Antikorperseren gegen geblottetes Antigen

Die gemall Kap. 3.5.11 aufgereinigte polyklonale Antikdrperpraparation zeigte im Fall von
CPn1054 keine guten Signale in Immunfluoreszenz-Analysen. Daher soll das gegen ein
CPn1054-Proteinfragment (AS 521-811) generierte Antikdrperserum nun gereinigt werden,
indem es mit geblottetem rekombinantem Antigen (exprimiert von Plasmid pAF90) inkubiert
und der gebundene Antikorper nachfolgend von der Membran eluiert wird.

= Es werden 25 pg aufgereinigtes und dialysiertes Antigen (exprimiert von Plasmid
PAF90, siehe Kap. 2.10.2) pro Tasche auf ein 15%-iges Polyacrylamidgel aufgetragen,
nach der Beschreibung in Kapitel 3.5.6 aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
geblottet (Kap. 3.5.8.1).

= Ein ca. 0,5 cm breiter Streifen der Membran wird abgetrennt und das aufgetragene
Protein gemal der Vorschrift in Kapitel 3.5.8.2 detektiert.

= Die restliche Membran wird mit 1 ml polyklonalem CPn1054-Antiserum (Hase #1368)
in Folie eingeschweil3t und fiir 3 h bei 4°C unter rotierendem Schiitteln inkubiert.

= Auf Laufhohe des antigenen Fusionsproteins (ermittelt durch den zuvor abgetrennten
und entwickelten Blotstreifen) wird ein Streifen der Membran herausgeschnitten und
zur Elution des Antikorpers fur 10 min bei RT mit 200 pl Glycin / HCI (100 mM, pH 2,8)
in einem 2 ml Reaktionsgefal} inkubiert.
Die Antikorper-Lésung wird in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR Gberfihrt, in das 40 pl
Tris / HCI (1 M, pH 9,0) zur Neutralisierung vorgelegt wurden.
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3.5.13 Abreicherung polyklonaler Antikorperseren gegen fixierte HEp2-Zellen

Weder die Aufreinigung gemalR Kap 3.5.11 noch diejenige gemafl 3.5.12 brachte
Antikorperpraparationen hervor, mit denen gute Immunfluoreszenz-Analysen durchgefiihrt
werden konnten. Daher sollte nun versucht werden das gegen ein CPn1054-Proteinfragment
generierte Antikorperserum gegen fixierte HEp2-Zellen abzureichern, um unspezifische
Signale zu eliminieren, und das abgereicherte Serum fir Mikroskopie-Experimente zu
nutzen.

= Konfluent gewachsene HEp2-Zellen in der Vertiefung einer Gewebekulturplatte
werden gemaR der Beschreibung in Kap. 3.3.2.4 mit 100 % Methanol fixiert.

= 200 pl polyklonales Antikorperserum (Hase #1368) werden auf die fixierten Zellen in
der Vertiefung gegeben und die Gewebekulturplatte wird 4 h bei 4°C inkubiert.

Nach der angegebenen Zeit wird das abgereicherte Serum in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfiihrt und bei -20°C gelagert.

3.5.14 Test der Spezifitat polyklonaler Antikorperseren

Zum Test der Spezifitdit polyklonaler Antikorperseren werden diese mit dem an
Latexklgelchen gebundenen Antigen inkubiert. Die Latexkligelchen werden hiernach durch
Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand wird fiir die Analyse (z. B. Inmunfluoreszenz)
verwendet. Wurde das Serum durch spezifische Interaktion des Antikdrpers mit dem Antigen
abgereichert, so lasst sich fir das immunogene Protein nur noch ein sehr abgeschwachtes
oder idealerweise gar kein Signal mehr detektieren.

* Es werden 1 x 10° Latexkiigelchen in 1 ml PBS resuspendiert und 5 min bei
13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert.

= Das Pellet wird in 1 ml frischem PBS gel6st und wiederum 5 min bei 13000 Upm
abzentrifugiert.

= Hiernach wird das Pellet in 1 ml Kopplungspuffer (0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,6)
resuspendiert und es werden ca. 200 mg Fusionsprotein (Antigen) sowie 100 ul
Kopplungspuffer hinzugegeben.

= Nach Inkubation fiir 1 h bei 37°C werden weitere 500 ul Kopplungspuffer zugegeben
und der Ansatz wird flir 3 min im Ultraschallbad sonifiziert.

= Nach Zugabe von 500 pl BSA-L6sung (40 mg/ml in Kopplungspuffer) wird der Ansatz
erneut 1 h bei 37°C inkubiert.
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Das Gemisch wird 5 min bei 13000 Upm (Heraeus Biofuge pico) abzentrifugiert und
mit 1 ml BSA-Losung (1 mg/ml in PBS) gewaschen.

Es werden 100 pl polyklonales Antikdrperserum auf die mit Antigen beschichteten
Kigelchen gegeben und der Ansatz wird GUN bei 4°C unter rotierendem Schiitteln

inkubiert.

Am Morgen wird der Ansatz 5 min bei 13000 Upm abzentrifugiert, der Uberstand
wird in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefalR Uberfliihrt und fiir weitere Analysen

verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 CPn0072

Bei CPn0072 handelt es sich um ein hypothetisches, Chlamydia-spezifisches Protein. Im
Mittelteil des Proteins befinden sich drei vorhergesagte Transmembranregionen (Quelle:
TMHMM), weitere bekannte konservierte Domanen konnten jedoch nicht identifiziert
werden. In dem genomweiten Screen nach neuen chlamydialen Effektorproteinen in Hefe
wurde der C-Terminus von CPn0072 (AS 147-335), der noch eine der drei
Transmembrandomanen enthdlt, als Ausléser von Wachstumshemmung identifiziert
(Abb. 4-1) (Dr. Anne Kerres, Dr. Frauke Herbst, unpubl.).

CPn0072 (335 AS)
- Em = |
AS 1 335
= |
147 335

. Transmembrandomane

Abb. 4-1: Ubersicht tiber die Struktur des CPn0072-Proteins.

CPn0072 besitzt eine Lange von 335 AS und drei vorhergesagte Transmembrandomanen. Ein C-terminaler
Abschnitt des Proteins fiihrte zu Wachstumshemmung in Hefe.

CPn0072 wird bioinformatisch als ein putatives Inklusionsmembranprotein eingestuft und im
heterologen Shigella flexneri-System konnte eine Typ lll-abhangige Sekretion beobachtet
werden (Dehoux, Flores et al., 2011). Erste Lokalisationsanalysen mittels eines polyklonalen
Antikorperserums legten eine Assoziation mit der Inklusionsmembran nahe (Dr. Anne Kerres,
unpubl.). Dies spricht dafiir, dass es sich bei CPn0072 tatsachlich um ein Effektorprotein
handeln koénnte, weswegen das Protein fiir eine weitergehende Charakterisierung
ausgewahlt wurde.
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4.1.1 CPn0072 zeigt in der Infektion eine Inklusionsmembran-assoziierte Lokalisation und
ist Wirtszellzytosol-exponiert

Das bereits im Vorfeld zu dieser Arbeit von Frau Dr. Anne Kerres und Frau Dr. Frauke Herbst
in Auftrag gegebene polyklonale Antikdrperserum gegen ein Fusionsprotein aus CPn0072
AS 1-90 und AS 190-335 (also ohne die Transmembrandomanen) wurde affinitats-
chromatografisch gegen das in einer Sdule immobilisierte Antigen aufgereinigt.
C. pneumoniae-infizierte Humanzellen wurden unter Nutzung des gereinigten Serums
gefarbt, um die Lokalisation von CPn0072 zu verschiedenen Zeitpunkten im Infektionsverlauf
zu bestimmen (Abb. 4-2).

a-CPn0072 DAPI Uberlagerung

24hpi

Vergrolferung

48hpi

-.. h

Abb. 4-2: Lokalisationsanalyse von CPn0072 in der Infektion.

HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 3) infiziert und 24 hpi, 48 hpi sowie 72 hpi Methanol-fixiert.
Infizierte Zellen wurden mit aufgereinigtem, unverdiinntem Anti-CPn0072 Primdarantikérper in Kombination mit
Alexad88-gekoppeltem Anti-Kaninchen Sekundarantikorper (1:200) gefarbt, zudem wurde die DNA durch die
Nutzung von DAPI sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist CPn0072 in griin und die DNA in rot dargestellt.
Die VergroBerung zeigt den weill umrandeten Bereich der dariiberliegenden Reihe. Der Langenmarker
entspricht 5 um bzw. in der VergréRerung 2 um.
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Wie Abbildung 4-2 zu entnehmen ist, zeigte sich zum Zeitpunkt 24 hpi eine Bakterien-
Assoziation des CPn0072-Signals, da sich mit der durch DAPI angefarbten bakteriellen DNA
eine Uberlagerung ergab. Die chlamydialen Einschliisse befanden sich in perinukledrer
Position, wie es typischerweise wahrend einer Infektion zu beobachten ist. Zum Zeitpunkt
48 hpi war das CPn0072-Signal verstarkt am Inklusionsrand zu detektieren, zusatzlich traten
punktierte Signale im Inklusionslumen auf. 72 hpi fanden sich im Lumen so gut wie gar keine
Signale mehr, wahrend eine deutliche ringférmige Farbung des Inklusionsrands zu
beobachten war. Dies entspricht prinzipiell den zuvor von Frau Dr. Kerres gemachten
Beobachtungen.

Um eine genauere Aussage bezlglich der Lokalisation machen zu kdénnen, wurde eine Ko-
Farbung von CPn0072 und dem bekannten Inklusionsmembranprotein IncA bzw. dem
chlamydialen oberflachenlokalisierten MOMP (major outer membrane protein) durchgefiihrt
(Abb. 4-3).

A a-CPn0072 a-IncA Uberlagerung

uninf.

48hpi
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o-CPn0072 DAPI a-IncA Uberlagerung

VergroRerung 72hpi
a-CPn0072 DAPI oa-MOMP Uberlagerung
-- - -

VergroRerung

Abb. 4-3: Ko-Lokalisationsanalyse von CPn0072 und chlamydialen Markerproteinen in der Infektion.

A) HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert und 48 hpi bzw. 72 hpi Methanol-fixiert. Die
fixierten Zellen wurden mittels des antigengereinigten CPn0072-Antikérpers (pur) in Kombination mit einem
Alexa488-gekoppelten Anti-Kaninchen Sekundarantikorper (1:200) sowie zusatzlich mit einem Anti-IncA
Primarantikorper (1:30) in Kombination mit Alexa594-gekoppeltem Anti-Maus Sekundarantikérper ko-gefarbt.
Die DNA wurde mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht. Die VergroRerung zeigt jeweils den weill umrandeten
Bereich der dariiberliegenden Reihe. Hintergrundsignale des CPn0072-Antikdrpers sind mit Pfeilen indiziert.
Der Langenmarker entspricht 5 um bzw. in der VergroBerung 2,5 um. Griin: CPn0072, Rot: IncA, Blau: DNA.

B) Hep-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert und 48 hpi Methanol-fixiert. Die Zellen wurden
mit dem aufgereinigten CPn0072-Antikérper (wie in A) sowie zusatzlich mit einem Anti-MOMP
Priméarantikorper (1:50) und einem Alexa594-gekoppelten Anti-Maus Sekundarantikorper (1:200) ko-gefarbt.
Die DNA wurde mit DAPI gefarbt. Die VergroBerung zeigt den weill umrandeten Bereich der dariiberliegenden
Reihe, die Pfeile markieren Punkte der Uberlagerung von griinem und rotem Signal. Der Lingenmarker
entspricht 5 um bzw. in der VergroRerung 1 um. Grin: CPn0072, Rot: MOMP, Blau: DNA.
Die Bilder wurden am Konfokalmikroskop aufgenommen.
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Das CPn0072-Antikorperserum generierte punktformige Hintergrundsignale im Zytosol und
in den Zellkernen nicht-infizierter Humanzellen (Abb. 4-3 A; Pfeile). In infizierten Zellen
zeigte das CPn0072-Signal zu den untersuchten Zeitpunkten 48 hpi und 72 hpi die bereits
zuvor beobachtete Konzentration am Inklusionsrand (Abb. 4-3 A und B). Auch innerhalb der
Inklusion wurden distinkte Partikel, moglicherweise die Bakterien, angefarbt. Fiir IncA ergab
sich in infizierten Zellen sowohl 48 hpi wie auch 72 hpi eine deutliche Ring-artige Farbung
mit wenigen bis keinen Signalen im Inklusionslumen (Abb. 4-3 A). Zudem traten die bereits
beschriebenen IncA-positiven fadenartigen Strukturen auf, die ausgehend von der Inklusion
ins Wirtszellzytosol hineinragen (Brown, Skeiky et al., 2002). Zum Zeitpunkt 48 hpi war ein
hoher Grad an Uberlagerung von dem IncA-Signal und dem CPn0072-Signal am
Inklusionsrand zu beobachten, was durch die Gelbfarbung angezeigt wird. Diese
Uberlagerung war jedoch nicht vollstindig, es traten vereinzelte rote und griine Signale
hervor. CPn0072 schien jedoch nicht mit den fadenartigen, IncA-positiven Strukturen zu
assoziieren (siehe VergrofRerung in Abb. 4-3 A, 48 hpi). Zum Zeitpunkt 72 hpi konnte
ebenfalls eine teilweise erhebliche Uberlagerung von CPn0072 mit IncA detektiert werden,
wobei jedoch noch deutliche rote IncA-Signale auftraten, die das gelbe Signal zu umgeben
scheinen. Die Farbung des chlamydialen Oberflaichenproteins MOMP ergab zum
beobachteten Zeitpunkt 48 hpi distinkte Signale im Inklusionsinneren, bei denen es sich
mutmallich um die Bakterien handelt. Eine Ko-Farbung von CPn0072 und MOMP zeigte
lediglich in einzelnen Punkten eine Signallberlagerung (siehe VergréRerung in Abb. 4-3 B).
Die CPn0072-Signale im Inklusionsinneren konnten daher sowohl auf Chlamydien-
assoziiertes CPn0072-Protein als auch auf l6sliches Protein im Lumen zurlickzufihren sein.

Die starke Ko-Lokalisation mit IncA und die einzelnen griinen Signale fiir CPn0072 am
Inklusionsrand suggerieren, dass CPn0072 Kontakt zum Wirtszellzytosol besitzen und mit
Wirtszellproteinen interagieren kénnte. Um zu testen, ob CPn0072 von der zytosolischen
Seite der Wirtszelle aus zuganglich ist, wurde eine Ko-Farbung von CPn0072 und MOMP in
infizierten, para-Formaldehyd (PFA)-fixierten Humanzellen ohne Anwendung weiterer
Permeabilisierungsschritte durchgefiihrt. Dies sollte lediglich die Wirtszellmembran
durchlassig fur Antikorper machen, wahrend die Inklusionsmembran impermeabel sein
sollte. Als Kontrolle wurde eine Farbung infizierter, Methanol-fixierter Zellen, in denen alle
Membranen einschlieRlich der bakteriellen permeabilisiert sein sollten, mittels desselben
Antikorper-Ansatzes durchgefiihrt.
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a-CPn0072 DAPI a-MOMP Uberlagerung

Abb. 4-4: CPn0072 ist von der zytosolischen Seite der Wirtszelle aus zuganglich.

HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert und 48 hpi PFA-fixiert (A) oder Methanol-fixiert (B).
Die fixierten Zellen wurden mittels CPn0072-Antikdrper (antigengereinigt, pur) und Anti-MOMP Antikorper
(1:50) in Verbindung mit Alexa488-gekoppeltem Anti-Kaninchen bzw. Alexa594-gekoppeltem Anti-Maus
Sekundéarantikorper (je 1:200) ko-gefarbt. Die DNA wurde mittels DAPI sichtbar gemacht. In der Uberlagerung
ist CPn0072 in griin, MOMP in rot und die DNA in blau dargestellt. Der Lingenmarker entspricht 5 um.

Es zeigte sich in PFA-fixierten Zellen ein Inklusion-assoziiertes CPn0072-Signal, wobei die
zuvor beobachtete Ringstruktur entlang der Inklusionsmembran in diesem Fall nicht deutlich
hervortrat (Abb. 4-4 A). Der MOMP-Antikorper lieferte eine diffuse Hintergrundfarbung,
jedoch kein spezifisches Signal. Bei der Kontrollfarbung Methanol-fixierter Zellen mit
demselben Ansatz an Antikdérper-Mix zeigte sich ein Signal sowohl fir CPn0072 als auch fir
MOMP (Abb. 4-4 B). Dies deutet darauf hin, dass der Antikdrper gegen das chlamydiale
Oberflachenprotein prinzipiell funktionell ist und es sich bei dem Ausbleiben des Signals in
PFA-fixierten Zellen um einen spezifischen Effekt handelt. Die deutliche Ringstruktur, die
zuvor flir CPn0072 zum Zeitpunkt 48 hpi beobachtet worden war (Abb. 4-3), fehlte auch hier.
Eventuell tritt die Ring-ahnliche Farbung erst ab einer bestimmten InklusionsgrofRe auf, da
die Inklusionen in Abb. 4-3 einen groBeren Durchmesser aufweisen als diejenigen in
Abb. 4-4.

Es lasst sich zusammenfassend festhalten, dass CPn0072 zum Zeitpunkt 24 hpi eine
Bakterien-Assoziation aufweist. Zu spdteren Zeitpunkten der Infektion, namlich 48 hpi und
72 hpi, tritt eine Relokalisierung zur Inklusionsperipherie hin sowie eine partielle Ko-
Lokalisation mit dem Inklusionsmembranprotein IncA auf. Zudem kann CPn0072 von der
zytosolischen Seite der Wirtszelle her durch einen Antikérper detektiert werden und besitzt
daher wahrscheinlich Kontakt zum Wirtszellzytosol.
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4.1.2 Identifizierung putativer CPn0072-Interaktionspartner mittels eines Hefe-Zwei-
Hybrid Screens

Um Aufschluss Uber die mogliche Funktion von CPn0072 wahrend des Infektionszyklus zu
erhalten, wurde eine humane cDNA-Bank mittels der Hefe-Zwei-Hybrid Methode nach
potentiellen Interaktionspartnern durchmustert. Hierzu wurde cpn0072 unter Auslassung
des die Transmembrandoméanen codierenden Bereichs in den Hefe-Zwei-Hybrid Vector
PGBKT7 kloniert (Abb. 4-5).

Cpno072 ! -.- ! l]

AS: 1 90 190

Cpn0072-BD |_casponaso  (NEEEH J {
; 1
1 \/ 3

Abb. 4-5: CPn0072-Konstrukt fiir den Hefe-Zwei-Hybrid Screen.

- Transmembrandomane

Zum Einsatz als Koder in einem Hefe-Zwei-Hybrid Screen wurde c¢pn0072 unter Auslassung des
Transmembrandomé&nen-Bereichs in den Vector pGBKT7, in Fusion zur codierenden Sequenz fiir die Galdp
DNA-Bindedomane (DNA-BD) und das c-myc-Protein, kloniert (CPn0072-BD, # 2220).

Die cDNA-Bank befand sich in dem Vector pGADT7-Rec, wobei jede cDNA in Fusion zu der
codierenden Sequenz fir die Galdp-Aktivierungsdomane (AD) und das HA-Protein kloniert
und in den Hefestamm Y187 vortransformiert worden war. Das CPn0072-Kéderkonstrukt
wurde in den Hefestamm AH109 transformiert. Die beiden Hefestaimme besitzen
entgegengesetzte Paarungstypen, so dass das Zusammenbringen des Kdder-Konstrukts mit
den Bank-Plasmiden in eine Hefezelle Giber Hefepaarung erfolgen konnte (siehe Kap. 3.2.4).
Nach ca. 24 h waren in der zur Paarung angesetzten Hefekultur diploide Zellen vorhanden
und die Kultur wurde auf grolRen Platten mit mittelstringentem Reportermedium
ausplattiert. Taglich wurden die Platten nach blau gefarbten Hefekolonien durchmustert und
diese auf hochstringentem Medium vereinzelt, um das positive Ergebnis zu bestatigen. Zur
Sicherheit wurde der Vereinzelungsschritt fiir alle Kandidaten ein- bis zweimal wiederholt.
Aus Hefen, die reproduzierbar Wachstum auf den Reporterplatten zeigten, wurde die
Gesamt-DNA isoliert, in E. coli elektroporiert und hieraus die Plasmid-DNA gewonnen. Nach
einer gerichteten Ko-Transformation von Koéder-Plasmid und isoliertem Beute-Plasmid in den
Hefestamm AH109 wurde das Wachstum auf hochstringenten Reporterplatten abermals
getestet. War auch hier das Ergebnis positiv und zeigte das Beute-Protein in einem weiteren
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Test keine Autoaktivierung der Reportergene, wurde das Beute-Plasmid zur Sequenzierung
geschickt. Im Screen nach CPn0072-Interaktionspartnern wuchsen auf den mittelstringenten
Reporterplatten, auf denen die gepaarte Hefekultur ausgestrichen worden war, insgesamt
204 Hefekolonien; 96 hiervon wiesen eine Blaufarbung auf. Nach zweimaliger Vereinzelung
dieser 96 Hefekolonien auf hochstringentem Reportermedium zeigten noch 24 Kolonien
Wachstum und Blaufarbung, und in der gerichteten Ko-Transformation ergab sich fiir funf
Kandidaten ein positives Ergebnis.

Die Berechnung der Kennzahlen des Screens gemaR Kapitel 3.2.4 ergab einen Bank-Titer von
7 x 10’ Zellen/ml, eine Paarungseffizienz von 4,36 % und eine Anzahl durchmusterter Klone
von 3,3 x 10° (die Rohdaten zur Bestimmung der Kennzahlen befinden sich im Anhang).
Tabelle 4-1 stellt diese ermittelten Kennzahlen den Richtwerten, wie sie im Handbuch der
Firma Clontech zu finden sind, gegentber.

Tabelle 4-1: Gegenliberstellung der Kennzahlen des CPn0072-Interaktionspartnerscreens
und der entsprechenden Richtwerte

CPn0072-Screen Richtwert
Titer der cDNA-Bank 7 x 10’ Zellen/ml >2 x 10’ Zellen/ml
Paarungseffizienz 4,36 % 2-5%
Anzahl durchmusterter Klone 3,3x10° >1x10°

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, liegen alle Werte im geforderten Bereich; es kann also
von einer erfolgsversprechenden Durchfilhrung des Screens ausgegangen werden. Der
Mensch besitzt 20.000 bis 30.000 Gene, so dass bei 3,3 x 10° durchmusterten cDNA-Klonen
eine 110- bis 165-fache Abdeckung des Genoms erreicht und somit auch niedrig exprimierte
Gene erfasst sein sollten.

Die sequenzierten Inserts der fiinf Bank-Plasmide, die in Kombination mit dem Kéder-
Plasmid zu einer Aktivierung der Reportergene gefiihrt hatten, wurden (ber Blast-Analyse
den entsprechenden Proteinen zugeordnet. Es wurde weiterhin Gberprift, ob die fiir das
jeweilige Protein codierende Sequenz sich in demselben Leseraster wie die GAL4-
Aktivierungsdomane befindet und ob das Protein in Volllangen-Version oder lediglich als
Fragment in dem Bank-Plasmid codiert ist. Tabelle 4-2 fasst diese Analysen zusammen.
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Tabelle 4-2: Insert-Analyse der sequenzierten Bank-Plasmide aus dem CPn0072-Screen

Interaktions-kandidat codiert auf codierter Abschnitt gleiches Leseraster wie
Bank-Plasmid | (Gesamtlange in AS) GAL4?

cAMP responsive Y2H 0072-13 AS 1-278 (371) ja, aber Stop-Codon vor
element binding protein Beginn von CREB3
3 (CREB3) Y2H 0072-14 AS 1-294 (371) ja, aber Stop-Codon vor

Beginn von CREB3

solute carrier family 30 | Y2H 0072-37 AS 286-554 (568) ja
member 9 (SLC30A9)

glyoxalase domain Y2H 0072-42 AS 248-298 (298) nein
containing 4 (GLODA4)

Intraflagellar transport | Y2H 0072-47 AS 1588 — 1635 (1749) | ja
172 homolog (IFT 172
Homolog)

Die Bank-Plasmide Y2H 0072-13 und Y2H 0072-14 codierten jeweils fir ein Fragment des
Proteins CREB3 (cAMP responsive element binding protein 3), wobei der von Y2H 0072-14
codierte Abschnitt etwas ldnger war. Der Grund, weshalb die Proteine nicht vollstandig
codiert wurden, lag jeweils in einer Mutation, die zu einer Leserasterverschiebung fiihrte
(Dies gilt auch fir die Inserts der Plasmide Y2H 0072-37 und Y2H 0072-47, deren
zugeordneten Proteinen ein Teil des C-Terminus fehlt.). CREB3, das auch als LZIP oder Luman
bekannt ist, gehdrt zu einer Unterfamilie  ER-membrangebundener  bZIP-
Transkriptionsfaktoren. Diese werden unter ER-Stressbedingungen proteolytisch gespalten,
wodurch das N-terminale Fragment freigegeben wird, in den Zellkern gelangen und dort die
Transkription bestimmter Gene aktivieren kann (Chan, Kok et al, 2011). Die
Sequenzanalysen ergaben, dass sich die fiir CREB3 codierenden Sequenzen zwar in
demselben Leseraster wie die GAL4-Aktivierungsdomdne befanden, jedoch dazwischen ein
Stop-Codon anwesend war, wodurch nicht klar ist, ob das Protein tatsdchlich exprimiert
wurde. Dieser Kandidat wurde daher nicht weitergehend analysiert.

Das auf dem Plasmid Y2H 0072-42 codierte GLOD4 (glyoxalase domain containing 4) ist ein
Protein mit Homologie zu dem Enzym Glyoxalase aus Caenorhabditis elegans, aber mit wenig
Ahnlichkeit zu dem korrespondierenden humanen Enzym. Die humane Glyoxalase wirkt an
der Detoxifizierung von Methylglyoxal mit, einem Nebenprodukt der Glykolyse. Zudem ist
das wahrend der Lipid-Peroxidation entstehende Glyxal ein Substrat dieses Enzyms (Qin,
Wan et al., 2001). Ob GLOD4 eine Glyoxalase-Aktivitat besitzt, ist nicht geklart. In dem Bank-
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Plasmid war ein nur 50 AS umfassender Abschnitt des GLOD4-Proteins codiert, wobei sich
die codierende Sequenz nicht in einem Leseraster mit der GAL4-Aktivierungsdomane befand.
Auch dieser Kandidat wurde nicht weitergehend analysiert.

Das Bank-Plasmid Y2H 0072-47 beinhaltete ein Insert, dessen Genprodukt in der Blast-Suche
einem zu IFT 172 homologen Protein (intraflagellar transport 172 homolog) zugeordnet
wurde. Allerdings reichte die Ubereinstimmung nur (iber einen relativ kurzen Abschnitt von
ca. 50 AS und es fanden sich innerhalb dieser Sequenz einige Austausche (in Tab. 4-2 nicht
detailliert aufgefiihrt). Das Protein IFT 172 aus Chlamydomonas interagiert mit Mikrotubuli-
Proteinen und spielt vermutlich eine Rolle in der Regulation von Transportvorgangen an der
Spitze des Flagellums (Pedersen, Miller et al., 2005). Aufgrund der geringen Sequenz-
Uberlappung mit vielen Aminosaure-Austauschen wurde der Kandidat fir eine
weitergehende Analyse ebenfalls nicht in Betracht gezogen.

Im Bank-Plasmid Y2H 0072-37 befand sich ein Genabschnitt, der flir ein Fragment aus den
AS 286-554 des Proteins SLC30A9 (solute carrier family 30 member 9) codierte und in
demselben Leseraster wie die GAL4-Aktivierungsdomane lag. Bei SLC30A9 handelt es sich
um einen bioinformatisch annotierten Zink-Transporter, andererseits weist das Protein aber
auch Eigenschaften eines Transkriptionsfaktors auf (siehe Kap. 4.1.3). Die Tatsache, dass ein
erheblicher Abschnitt des insgesamt 568 AS langen Proteins im korrekten Leserahmen auf
dem Bank-Plasmid codiert wurde, machte SLC30A9 zum vielversprechendsten Kandidaten,
der daher fiir weitere Analysen ausgewahlt wurde.

4.1.3 SLC30A9 ist ein potentieller CPn0072-Interaktionspartner

Das Gen fir das 568 AS umfassende SLC30A9-Protein wurde 1999 aus humanen
Lungenzellen isoliert und zunachst als HUEL (human embryonic lung) oder C4orfl bezeichnet
(Sim & Chow, 1999). Immunfluoreszenz-Analysen mittels eines gegen das Protein
generierten AntikOrpers zeigten eine Zytosol-Lokalisation und mogliche Assoziation mit
Zytoskelett-Strukturen in normalen Zelllinien, wahrend in Tumorzellen zudem eine
Translozierung in den Zellkern zu beobachten war (Sim & Chow, 1999). Diese Translozierung
fand Uberwiegend in der S-Phase des Zellzyklus statt (Sim, Yeo et al., 2002). Im N-terminalen
Bereich des Proteins (AS 139-219) befindet sich eine DNA-bindende Region und im
C-Terminus ein LXXLL-Motiv (AS 462-466), das Interaktion mit Zellkern-lokalisierten
Rezeptoren vermittelt (Sim, Yeo et al., 2002) (Abb. 4-6). Spaterhin wurde das Protein
aufgrund bioinformatischer Analysen als Mitglied der SLC30-Familie der Zink-Transporter
eingestuft und bekam den Namen SLC30A9 oder ZnT9 (Seve, Chimienti et al., 2004). Es
wurde eine fiir diese Transporter charakteristische Kation-Efflux-Domé&ne annotiert, zudem
weist das Protein im C-terminalen Bereich insgesamt fiinf bioinformatisch vorhergesagte
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Transmembrandomanen auf (Abb. 4-6). Der Nachweis einer tatsachlichen Zinktransport-
Aktivitat von SLC30A9 ist bislang nicht erbracht worden, zudem ist die Homologie zu anderen
Zink-Transportern der SLC30-Familie eher gering (Seve, Chimienti et al., 2004).

SLC30A9 (568 AS)

XKLL

L . | Kation-Efflux | 568
| || |
131 206 241 518
286 554

|_l Transmembrandomadne

5_“_1 DNA-bindende Region

Abb. 4-6: Ubersicht iiber die Struktur des Proteins SLC30A9 und die Lage des im Screen isolierten Fragments.

Das Protein SLC30A9 besitzt eine Gesamtldnge von 568 AS und weist insgesamt fiinf vorhergesagte
Transmembrandoméanen auf (Quelle: TMHMM). Im C-Terminus ist eine Kation-Efflux-Domane vorhanden,
ebenso wie das Zellkernrezeptor-Interaktionsmotiv LXXLL. Im N-terminalen Teil befindet sich eine DNA-
bindende Region. Das im Hefe-Zwei-Hybrid Screen identifizierte Fragment deckt einen C-terminalen Bereich
von SLC30A9 ab.

Im Hefe-Zwei-Hybrid Screen wurde ein C-terminaler Abschnitt des SLC30A9-Proteins
(AS 286-554) als potentiell mit CPn0072 interagierend identifiziert. Die relative Starke der
Interaktion sollte in Form eines seriellen Verdinnungstropftests analysiert werden. Als
Kontrolle dienten zwei in dem Hefe-Zwei-Hybrid Kit mitgelieferte Plasmide, die jeweils eines
von zwei Proteinen codieren, deren Interaktion bekannt und recht stark ist. Wie Abbildung
4-7 zu entnehmen ist, zeigte sich im Fall der Positivkontrolle erwartungsgemalR ein
deutliches Wachstum auf der Reporterplatte. Fiir die Kombination aus CPn0072 und dem
SLC30A9 Screenfragment konnte ein moderates Wachstum auf Reportermedium beobachtet
werden, das wesentlich schwacher im Vergleich zur Positivkontrolle ausfiel. Relativ gesehen
scheint diese Interaktion also nicht sehr stark zu sein.
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Abb. 4-7: CPn0072 zeigt im Hefe-Zwei-Hybrid System eine Interaktion mit SLC30A9.

Das Koder-Konstrukt CPn0072-BD (# 2220) wurde mit dem SLC30A9 enthaltenden Bank-Plasmid (Y2H 0072-37)
in den Hefestamm AH109 ko-transformiert. Mit entsprechenden Kontroll-Kombinationen wurde ebenso
verfahren. Transformierte Hefen wurden Uber Nacht in SD/-Leu/-Trp Selektionsmedium unter konstitutiv
Proteinexpression-induzierenden Bedingungen angezogen und hiernach in definierter Zellzahl auf Selektions-
bzw. hochstringente Reporterplatten getropft. Mittels der Selektionsplatte wurde das gleichmaRige Wachstum
aller Hefen uUberprift, die Reporterplatte zeigte Interaktion an. Es wurden mehrere Klone analysiert, die
Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis. LV AD: Leervector pGADT7 (# 1675) LV BD: Leervector
pGBKT7 (# 1301) Plasmide der Positivkontrolle: pGBKT7-p53 (# 1302) und pGADT7-T (# 1676).

4.1.4 Der CPn0072 N-Terminus vermittelt die Interaktion mit SLC30A9

Es sollte als nachstes geklart werden, welcher Abschnitt des CPn0072-Proteins
verantwortlich fir die Interaktion mit SLC30A9 ist. Da der die Transmembranregionen
enthaltende Mittelteil zur Durchfiihrung des Screens ausgelassen wurde, kamen hierfir der
N-Terminus bestehend aus den AS 1-90 oder der C-Terminus bestehend aus den AS 191-335
infrage. Diese beiden Regionen wurden daher separat jeweils in den Vector pGBKT7 kloniert
und auf Interaktion mit dem SLC30A9 Screenfragment getestet (Abb. 4-8). Der CPn0072
N-Terminus interagierte starker mit SLC30A9 verglichen mit der durch das Kéder-Konstrukt
CPn0072-BD vermittelten Interaktion. Im Gegensatz dazu war keine Interaktion des CPn0072
C-Terminus mit SLC30A9 zu beobachten (Abb. 4-8 B und C).

A
AS CPn0072 (335 AS) AS

t | HE = | 33

C: 191 | { 335
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Abb. 4-8: Der CPn0072 N-Terminus vermittelt die Interaktion mit SLC30A9 im Hefe-Zwei-Hybrid System.

A) Zur Identifizierung der mit SLC30A9 interagierenden Region wurden die codierenden Sequenzen fir den
CPn0072 N-Terminus sowie den CPn0072 C-Terminus separat in den Vector pGBKT7 kloniert (# 2224 bzw.
#2225).

B) und C) Die CPn0072 Termini wurden mit dem SLC30A9 enthaltenden Bank-Plasmid (Y2H 0072-37) in den
Hefestamm AH109 ko-transformiert. Die Durchfiihrung des Tropftests erfolgte wie bereits fir Abb. 4-7
beschrieben. Es wurden mehrere Klone analysiert, die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis.
LV AD: Leervector pGADT7 (# 1675) LV BD: Leervector pGBKT7 (# 1301).

4.1.5 Die Interaktion zwischen CPn0072 und SLC30A9 muss bestatigt werden

Die im Hefe-Zwei-Hybrid System zu beobachtende Interaktion zwischen CPn0072 und dem
Fragment aus AS 286-554 des Proteins SLC30A9 sollte auf biochemischem Weg bestatigt
werden. Hierzu wurden cpn0072 unter Auslassung des Transmembrandomanen-Bereichs
sowie der im Interaktionspartnerscreen identifizierte Abschnitt von SLC30A9 in
unterschiedliche Hefe-Expressionsvectoren in Fusion zu GFP bzw. der codierenden Sequenz
fiir einen 6x Histidin-Rest kloniert. Die Markerproteine waren jeweils N-terminal gelegen.
Beide Konstrukte wurden in Hefe ko-exprimiert und nach der Gewinnung von Hefe-
Gesamtzelllysat wurde eine Ko-Immunprazipitation (Ko-IP) unter Nutzung Anti-His-
Antikorper beschichteter Kligelchen durchgefiihrt. Die Detektion der Fusionskonstrukte
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erfolgte mittels Western Blot unter Nutzung spezifischer Antikorper gegen die
Markerproteine (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Mittels Ko-Immunprazipitation konnte keine spezifische Interaktion zwischen CPn0072 und
SLC30A9 nachgewiesen werden.

Zur Durchfuhrung der Ko-IP wurde SLC30A9 AS 286-554 in dem Hefe-Expressionsvector pSR1 an einen N-
terminalen 6x Histidin-Rest fusioniert (# 2221). cpn0072 wurde unter Auslassung des Transmembrandoméanen-
Bereichs in den Hefe-Expressionsvector pUG34 in Fusion zu N-terminalem GFP kloniert (# 2230). Beide
Konstrukte wurden in den Hefestamm CEN.PK2 ko-transformiert, die Hefen zur Induktion der
Proteinexpression vom GAL1- bzw. MET25-Promotor in SG/-His/-Met Selektionsmedium angezogen und es
wurde Lysat hergestellt. Mit entsprechenden Kontroll-Kombinationen wurde ebenso verfahren. Nach der
Immunprazipitation mit einem Anti-His Antikérper erfolgte die Auftrennung der Proben in einem 10%-igen SDS-
Gel und die Detektion der Fusionsproteine tber einen Western Blot unter Nutzung eines Anti-GFP bzw. Anti-His
Antikorpers (jeweils 1:1000) in Kombination mit AP-gekoppeltem Anti-Maus (fiir His) bzw. Anti-Kaninchen (fur
GFP) Sekundarantikorper (jeweils 1:7500). Das erwartete Molekulargewicht betrdgt fir das CPn0072-GFP
Fusionsprotein 64 kDa, fir GFP allein 40 kDa und fiir das SLC30A9-His Fusionsprotein 31 kDa. Markiert sind die
vermutlichen Banden der Fusionsproteine (%), GFP alleine (0) sowie zusatzlich aufgetretene Banden (€). LV
His: Leervector pSR1 (# 1788) LV GFP: Leervector pUG34 (# 848).

Der Anti-His Blot zeigt, dass mittels Anti-His Antikrper-beschichteter Magnetkiigelchen das
SLC30A9-His Fusionsprotein aus den entsprechenden Ansdtzen 1 und 3 prazipitiert werden
konnte (Stern). Die erwartete GrofRe betragt 31 kDa, was mit der tatsdchlichen Laufhdhe
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Ubereinstimmt. Es lieB sich zudem eine Bande von etwas geringerem Molekulargewicht bei
allen drei Ansdtzen ausmachen (Pfeil). Hierbei handelt es sich vermutlich um ein
unspezifisches Signal. Wie in der ersten Spur des GFP-Blots zu sehen ist, lieB sich das
CPn0072-GFP Fusionsprotein aus dem SLC30A9 enthaltenden Lysat ko-prazipitieren. Das
erwartete Molekulargewicht betrdagt 64 kDa und entspricht der beobachteten Laufhéhe
(Stern). Allerdings zeigte sich, dass das Fusionsprotein auch bei Abwesenheit des His-
markierten SLC30A9 in dhnlicher Menge prazipitiert worden war (GFP-Blot, mittlere Spur). Es
trat bei diesen beiden Ansatzen zuséatzlich jeweils eine schwachere Bande von héherem
Molekulargewicht mit auf, bei der es sich um eine unspezifische Bande oder eine
Modifikation des Fusionsproteins handeln kénnte (Pfeil). In der dritten Spur des GFP-Blots
erschien eine Bande auf einer Hohe unterhalb von 42 kDa (Kreis). Hierbei handelt es sich
vermutlich um das auf dem Hefe-Expressionsvector codierte GFP alleine, das ein
vorhergesagtes Molekulargewicht von 40 kDa besitzt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier benutzte Kombination aus unterschiedlich
markiertem CPn0072- und SLC30A9-Protein sich als ungeeignet zum Nachweis einer
spezifischen Interaktion herausgestellt hat, da entweder die angebrachten Marker eine
unspezifische Wechselwirkung miteinander eingehen oder aber der Anti-His Antikorper
direkt mit GFP wechselwirkt. Ob die im Hefe-Zwei-Hybrid System gefundene Interaktion
zwischen CPn0072 und dem Zink-Transporter SLC30A9 real ist und eine Rolle wahrend der
Infektion spielt, muss weiter verfolgt werden.

4.2 CPn1054

CPn1054 ist ein C. pneumoniae-spezifisches hypothetisches Protein und besitzt N-terminal
eine flr Inc-Proteine charakteristische IncA-Domadne sowie zentral eine Domane
unbekannter Funktion, DUF1978 (Quelle: Pfam). Zudem befinden sich im N-Terminus zwei
vorhergesagte Transmembrandomanen (Quelle: TMHMM) sowie auf DNA-Ebene eine Poly-
C-Sequenz aus 13 Nukleotiden. In dem genomweiten Screen nach potentiellen neuen
Effektorproteinen wurden drei Fragmente des CPnl1054-Proteins als Ausléser von
Wachstumshemmung in Hefe identifiziert. Zwei dieser Fragmente umfassen einen Abschnitt
des N-Terminus und beinhalten jeweils beide vorhergesagten Transmembrandomanen des
Proteins; das dritte Fragment deckt einen Abschnitt des C-Terminus ab (Abb. 4-10).

-87 -



ergebrisse NN

Cys CPn1054 (811 AS)
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Abb. 4-10: Domanenstruktur des Proteins CPn1054 und Ubersicht iiber die im Effektor-Screen identifizierten
Fragmente.

CPn1054 besitzt eine Ldnge von 811 AS und beinhaltet zwei vorhergesagte konservierte Doméanen, IncA sowie
DUF1978. N-terminal sind zwei putative Transmembrandomanen zu finden. Insgesamt wurden drei Fragmente
von CPn1054 im Effektor-Screen isoliert, zwei davon weisen eine teilweise Uberlappung auf.

Bei CPn1054 handelt es sich um ein potentielles Inc-Protein und bioinformatisch wird eine
Typ llI-Sekretion vorhergesagt (Dehoux, Flores et al., 2011; Effective T3). CPn1054 wurde
aber hauptsachlich als ein weiter zu charakterisierender Kandidat ausgewahlt, da es als das
Ursprungsprotein der paralogen CPn1054-Familie gilt, die es nur in C. pneumoniae gibt, und
ein weiteres Mitglied dieser Familie - CPn0043 - ebenfalls im Effektor-Screen identifiziert
worden ist.

4.2.1 Bioinformatische Analyse der CPn1054-Proteinfamilie

Die Ahnlichkeit der Ubrigen, ebenfalls allesamt hypothetischen Mitglieder der CPn1054-
Proteinfamilie zum Ursprungsprotein CPn1054 auf Aminosduresequenz-Ebene ist bereits in
Kap. 1.5.2 dargestellt worden. Im Folgenden wurde nach konservierten Domanen in allen
Familienmitgliedern gesucht, um sie den fiir CPnl1054 annotierten Domanen
gegenilberzustellen (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Konservierte Domanen in Mitgliedern der CPn1054-Proteinfamilie.

Die Suche nach konservierten Domanen erfolgte Gber Pfam. Die Farbcodierung entspricht der in Abb. 1-6

benutzten.

Die meisten der Proteine weisen eine IncA-Domane und/oder eine DUF1978-Domane auf,
ausgenommen CPn0044, CPn0046, CPn0125 sowie CPn1056. Relativ kleine Proteine, die den
CPn1054 N-Terminus abdecken, beinhalten eine IncA-Domaéne. Hier sind CPn0008, CPn0010,
CPn0011 und CPn1055 zu nennen. Die IncA-Domanen von CPn0008 sowie CPn0011 sind
allerdings nicht vollstandig. Kurze Proteine, welche dem CPn1054 C-Terminus entsprechen,
tragen eine DUF1978-Domane: CPn0009, CPn0010.1, CPn0012 und CPn0042, wobei die
Domane im Fall von CPn0009 und CPn0042 unvollstdndig ist. Bei den Proteinen, die beide
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Domanen enthalten, handelt es sich um CPn0007, CPn0041, CPn0043, CPn0045, CPn0124,
CPn0126 sowie CPn1054. Fiir CPn0007 findet sich die Besonderheit, dass neben einer
vollstandigen IncA-Domane zusatzlich zwei unvollstandige auftreten. Im Fall von CPn0041 ist
die DUF1978-Domane nicht vollstandig vorhanden.

4.2.2 Antigengereinigte CPn1054-Antikorperseren zeigen keine guten Signale in
Immunfluoreszenz-Analysen

Es lag bereits ein gegen den CPn1054 C-Terminus (AS 521-811) generiertes polyklonales
Antikorperserum vor (Herbst, 2011). Durch Praadsorption dieses Vollserums gegen das
immobilisierte rekombinante Antigen wurden dem Serum alle spezifischen Antikérper gegen
CPn1054 entzogen. Durch die nachfolgende Farbung infizierter Humanzellen mit diesem
abgereicherten Serum wurde zundchst die Spezifitdt des Antikorpers Uberpriift. Es zeigte
sich eine schwache und diffuse Farbung der gesamten Zelle inklusive Einschluss-Lumen bei
sehr hoher Belichtungszeit, die als unspezifisches Signal angesehen wurde (Abb. 4-12).

a-CPn1054 DAPI Uberlagerung Phase

>

Abb. 4-12: Test der Spezifitat des CPn1054-Antik6rperserums.

Das unaufgereinigte CPn1054-Antikorperserum wurde nach der Beschreibung in Kapitel 3.5.14 gegen das
immobilisierte Antigen praadsorbiert. HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert, 48 hpi
Methanol-fixiert und mit dem abgereicherten Antikdrperserum (1:50) in Kombination mit Alexa488-
gekoppeltem Anti-Kaninchen Sekundarantikérper (1:200) angefarbt. Die DNA wurde durch die Nutzung von
DAPI sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist das Serum-generierte Signal in griin und die DNA in blau
dargestellt. Der Laingenmarker entspricht 5 um.

Fir die weiteren mikroskopischen Untersuchungen wurde das polyklonale CPn1054-
Antikorperserum zunadchst gegen sdulengebundenes Antigen affinitatsgereinigt (siehe Kap.
3.5.11) und zur Farbung Methanol-fixierter, infizierter HEp2-Zellen eingesetzt (Abb. 4-13).
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Abb. 4-13: Firbung infizierter HEp2-Zellen mit einer CPn1054-Antikorperpraparation, die gegen
sdulengebundenes Antigen aufgereinigt worden war.

Das CPn1054-Antikérperserum wurde gegen sdulengebundenes Antigen (exprimiert von Plasmid pAF90, siehe
Kap. 2.10.2) affinitatsgereinigt (Kap. 3.5.11). HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert, 48 hpi
sowie 72 hpi Methanol-fixiert und mit dem unverdiinnten gereinigten Antikérper in Kombination mit Alexa488-
gekoppeltem Anti-Kaninchen Sekundarantikérper (1:200) angefarbt. Die DNA wurde durch die Nutzung von
DAPI sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist das CPn1054-Signal in griin und die DNA in blau dargestellt.
Pfeile markieren Inklusionen, N Nuklei. Der Langenmarker entspricht 5 um.

Es zeigten sich zu beiden Zeitpunkten punktierte Hintergrundsignale in den Zellkernen, die
besonders zum Zeitpunkt 48 hpi teilweise sehr stark waren. Zudem waren 48 hpi besonders
gegen den Rand des Einschlusses hin punktierte CPn1054-Signale zu sehen, wahrend das
Zentrum der Inklusion vergleichsweise signalarm war. 72 hpi war eine punktierte, Ring-
ahnliche Farbung zu sehen, welche die bakteriellen DAPI-Signale umgab. Auch im
Inklusionslumen konnten verschwommene Signale beobachtet werden.

Nachdem mittels der sdulengereinigten Antikorperlésung keine guten Mikroskopanalysen
durchgefiihrt werden konnten, wurde das CPn1054-Vollserum alternativ gegen
membrangebundenes Antigen aufgereinigt (siehe Kap. 3.5.12). Auch mit der auf diese Weise
gewonnenen Antikdrperlosung wurden infizierte HEp-2 Zellen angefarbt, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Methanol-fixiert worden waren (Abb. 4-14).

-92-



ergebrisse NN

Uberlagerun

a-CPn1054 DAPI

48 hpi

72 hpi

Abb. 4-14: Farbung infizierter HEp2-Zellen mit einer CPn1054-Antikdrperpraparation, die gegen
membrangebundenes Antigen aufgereinigt worden war.

Das CPn1054-Antikérperserum wurde nach der Beschreibung in Kapitel 3.5.12 gegen das auf einer Membran
immobilisierte Antigen affinitatsgereinigt. HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 5) infiziert, 48 hpi
sowie 72 hpi Methanol-fixiert und mit dem unverdiinnten gereinigten Antikérper in Kombination mit Alexa488-
gekoppeltem Anti-Kaninchen Sekundarantikérper (1:200) angefarbt. Die DNA wurde durch die Nutzung von
DAPI sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist das CPn1054-Signal in griin und die DNA in blau dargestellt. Der
Langenmarker entspricht 5 um.

Auch hier zeigte sich zum Zeitpunkt 48 hpi ein Hintergrundsignal im Zellkern, das jedoch
nicht punktiert ausfiel, sondern eher schwach und diffus im kompletten Kern verteilt war. Im
Cytosol war ebenfalls eine Hintergrundfarbung auszumachen. Dariliber hinaus konnte eine
Anfarbung der Inklusionen beobachtet werden, wobei einige Uber ihre komplette
Ausdehnung hinweg punktierte Signale aufwiesen, wahrend bei anderen wiederum starker
die Randbereiche gefarbt und das Zentrum der Inklusion relativ signalarm war. Zum
Zeitpunkt 72 hpi war eine schwache, diffuse Farbung innerhalb der Zellen zu sehen. Das
Zellkern-Innere wurde vornehmlich ausgespart, wahrend am Kernrand Signale auftraten. Die
Inklusionen waren Uber ihre gesamte Ausdehnung hinweg punktiert angefarbt, vereinzelt
traten starkere Signale am Rand auf.

Letztendlich wurde keine der beiden ausgetesteten Antikérper-Aufreinigungsmethoden als
hinreichend gut erachtet, um mittels der gereinigten Antikorperpraparation weitere
mikroskopische Analysen durchzufiihren. Gegen Ende der Dissertation wurde dann eine
weitere Aufreinigungsmethode fiir den Anti-CPn1054-Antikorper getestet, bei der nicht wie
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bisher der spezifische Antikorper gegen das Antigen aufgereinigt wurde, sondern die
unspezifischen Antikorper gegen fixierte Humanzellepitope abgereichert wurden (siehe Kap.
3.5.13). Alle nachfolgenden Immunfluoreszenz-Analysen wurden mit dieser Antikorper-
Praparation durchgefiihrt.

4.2.3 CPn1054 zeigt in der Infektion moéglicherweise eine Inklusionsmembran-assoziierte
Lokalisation

Um zu klaren, wo CPn1054 in der Infektion lokalisiert ist, wurden infizierte Humanzellen zu
verschiedenen Zeitpunkten fixiert und mit CPn1054-Antikorperserum gefarbt. Da es sich bei
CPn1054 um ein vorhergesagtes Inc-Protein handelt und in ersten Mikroskopiebildern
bereits Hinweise auf eine Lokalisierung am Inklusionsrand auftraten (s. Kap. 4.2.2), wurde
IncA zum Vergleich ko-gefarbt (Abb. 4-15).
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a-CPn1054 DAPI a-IncA Uberlagerung
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Abb. 4-15: Ko-Lokalisationsanalyse von CPn1054 und IncA in der Infektion.

HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert und 48 hpi bzw. 72 hpi Methanol-fixiert. Die
fixierten Zellen wurden mit Antikérpern gegen CPn1054 (abgereichert gemaR Kapitel 3.5.13, 1:50) sowie IncA
(1:30) in Kombination mit Alexa488-gekoppeltem Anti-Kaninchen bzw. Alexa594-gekoppeltem Anti-Maus
Sekundéarantikdrper (jeweils 1:200) ko-gefarbt. Die DNA wurde mittels DAPI geférbt. In der Uberlagerung ist
CPn1054 in grin, IncA in rot und die DNA in blau dargestellt. Die VergroRerung zeigt jeweils den weiR
umrandeten Bereich der dariiberliegenden Reihe; die Pfeile bei 48 hpi markieren Punkte der Uberlagerung von
grinem und rotem Signal. In nicht-infizierten Zellen markieren die Pfeile unspezifische Hintergrundsignale. Der
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Langenmarker entspricht 5 um bzw. in der VergroBerung 1 um. Die Bilder wurden am Konfokalmikroskop
aufgenommen. (Die Aufnahmen fiir den Zeitpunkt 72 hpi wurden nur einmal generiert)

Es zeigte sich zum Zeitpunkt 48 hpi ein offenbar von der InklusionsgroRe abhangiges
Lokalisationsmuster flir CPn1054. Eine kleine Inklusion (1) wies eine punktierte Farbung tGber
ihre gesamte Ausdehnung hinweg auf, wohingegen bei einer groReren Inklusion (2) das
CPn1054-Signal verstarkt am Rande der Inklusion zu detektieren war (Abb. 4-15, 48 hpi). Die
CPn1054-Signale ko-lokalisierten grofRtenteils nicht mit dem ringférmigen Signal fiir das
Inklusionsmembranprotein IncA, sondern schienen innerhalb dieses Signals im Einschluss zu
liegen. Lediglich vereinzelt ergab sich eine Uberlagerung der Signale, wie an den gelben
Punkten in der VergroRerungs-Ansicht zu erkennen ist (Pfeile). Ein anderes Bild bot sich zum
Zeitpunkt 72 hpi: Hier zeigte CPn1054 eine ringformige Lokalisation an der
Inklusionsmembran, wobei die Signale fiir CPn1054 und IncA einen hohen Grad an
Uberlagerung aufwiesen und zusatzlich vereinzelte griine CPn1054-Signale am
Inklusionsrand zu detektieren waren (siehe VergrofRerung). Das Inklusionslumen war beinahe
vollstandig frei von CPnl1054-Signalen. Da im Vorfeld voneinander abweichende
Beobachtungen bezlglich der Lokalisation von CPn1054 zum Zeitpunkt 72 hpi gemacht
wurden (siehe Abb. 4-13 und 4-14) und die Analyse am Konfokalmikroskop nur einmalig
durchgefiihrt werden konnte, ist dieses Ergebnis vorlaufig. Insgesamt lasst sich die
Hypothese aufstellen, dass mit zunehmender Inklusionsexpansion die Lokalisation von
CPn1054 von einer punktierten Verteilung tiber die komplette Inklusion hinweg zu einer Inc-
charakteristischen ringférmigen Lokalisation am Inklusionsrand verschoben wird. Eine
Aussage Uber eine mogliche Sekretion des CPn1054-Proteins ins Wirtszellzytosol kann
aufgrund des starken Hintergrundsignals, das in gefarbten nicht-infizierten Zellen zu
detektieren war (Pfeile), nicht gemacht werden. CPn1054 schien nicht mit den IncA-positiven
fadenartigen Strukturen zu assoziieren, welche von der Inklusion ausgehend ins Cytosol der
Wirtszelle reichen (Abb. 4-15, 48 hpi).

Das punktierte CPn1054-Signal in friihen bzw. kleinen Inklusionen kdnnte auf eine Bakterien-
Assoziation des Proteins hindeuten. Daher wurden Ko-Farbungen mit weiteren chlamydialen
Markerproteinen durchgefiihrt, um hiertiber Aufschluss zu gewinnen. Zum untersuchten
Zeitpunkt 48 hpi ergab sich keine signifikante Uberlagerung der Signale fir CPn1054 und das
chlamydiale Oberflachenprotein MOMP (Abb. 4-16 A). Somit scheint sich das CPn1054-
Protein in kleinen Inklusionen nicht an der Bakterien-Oberflache zu befinden. Eine Ko-
Farbung von CPn1054 und dem intrachlamydialen Protein DnaK 48 hpi zeigte hingegen an
vielen Stellen eine Uberlagerung der Signale (Abb. 4-16 B). Dies suggeriert, dass sich ein
gewisser Anteil an CPn1054-Protein zu diesem Zeitpunkt innerhalb der Bakterien befindet.
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Spater in der Infektion konnte CPn1054 schlieBlich sekretiert und in die Inklusionsmembran
inseriert werden.

o-CPn1054

VergroRerung

a-CPn1054
‘f

48hpi

o :.

Abb. 4-16: Ko-Lokalisationsanalyse von CPn1054 und MOMP bzw. DnaK in der Infektion.
HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert und 48 hpi Methanol-fixiert.

A) Die fixierten Zellen wurden mit Antikérpern gegen CPn1054 (abgereichert gemaf Kap. 3.5.13, 1:50) und
MOMP (1:50) in Kombination mit Alexa488-gekoppeltem Anti-Kaninchen bzw. Alexa 594-gekoppeltem Anti-
Maus Sekundarantikorper (jeweils 1:200) ko-gefarbt. Die DNA wurde mit DAPI angeféarbt.

B) Fixierte Zellen wurden mit Antikérpern gegen CPn1054 (wie in A) und DnaK (1:20) in Kombination mit den in
A) aufgefiihrten Sekundarantikérpern ko-gefarbt. Die DNA wurde durch die Nutzung von DAPI sichtbar
gemacht.

In den Uberlagerungsbildern ist CPn1054 in griin, das jeweils ko-gefirbte chlamydiale Protein in rot und die
DNA in blau dargestellt. Die VergréBerung zeigt jeweils den weiR umrandeten Bereich der darliberliegenden
Reihe. Der Langenmarker entspricht 5 um bzw. in der VergroBerung 2,5 um. Die Bilder wurden am
Konfokalmikroskop aufgenommen.
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4.2.4 CPn1054 ist Wirtszellzytosol-exponiert

Die mogliche Ko-Lokalisation mit IncA sowie die einzelnen CPn1054-Signale an der
Inklusionsmembran deuten darauf hin, dass CPn1054 Kontakt zum Wirtszellzytosol besitzen
konnte. Um dies zu Uberpriifen, wurden C. pneumoniae-infizierte HEp-2 Zellen mit 3,7%-
igem  para-Formaldehyd (PFA) fixiert und es wurde ohne nachfolgende
Permeabilisierungsschritte eine Ko-Farbung mit Antikorpern gegen CPn1054 sowie MOMP
durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden infizierte und Methanol-fixierte HEp-2 Zellen, die
vollstandig permeabilisiert sind, mit derselben Antikorper-Kombination gefarbt (Abb. 4-17).

a-CPn1054 DAPI a-MOMP Uberlagerung

Abb. 4-17: CPn1054 ist von der zytosolischen Seite der Wirtszelle her zuganglich.

C. pneumoniae-infizierte HEp-2 Zellen (MOI = 2) wurden 48 hpi mit 3,7%-igem para-Formaldehyd (A) bzw.
Methanol (B) fixiert und es wurde eine Ko-Farbung mit einer Antikdrper-Mischung gegen CPn1054
(abgereichert gemafl Kap. 3.5.13, 1:50) und MOMP (1:50) durchgefiihrt. Als Sekundarantikérper wurden
Alexa488-gekoppelter Anti-Kaninchen Antikorper sowie Alexa594-gekoppelter Anti-Maus Antikorper (jeweils
1:200) eingesetzt. Die DNA wurde mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist CPn1054 in
grin, MOMP in rot und die DNA in blau dargestellt. Der Lingenmarker entspricht 5 um.

In para-Formaldehyd-fixierten Zellen konnte kein Signal fiur MOMP, wohl aber eines fir
CPn1054 detektiert werden (Abb. 4-17 A). Die Tatsache, dass MOMP nicht fiir eine
Antikorperfarbung zuganglich war, zeigt, dass die Inklusionsmembran erwartungsgemal
nicht permeabilisiert worden war. Die prinzipielle Funktionalitdit des MOMP-Antikorpers
konnte durch die Nutzung Methanol-fixierter Zellen nachgewiesen werden, die mit einem
Aliquot desselben Ansatzes gefarbt wurden und in denen ein deutliches Signal sowohl fiir
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CPn1054 als auch fir MOMP zu sehen war (Abb. 4-17 B). Die erhaltenen Ergebnisse
sprechen dafiir, dass CPn1054 Kontakt zum Wirtszellzytosol besitzt.

4.2.5 CPn1054 geht keine Selbst-Interaktion ein

Das bekannte und bereits recht gut charakterisierte Inklusionsmembranprotein IncA aus
C. trachomatis zeigt eine Selbst-Interaktion, wodurch die Fusion von Inklusionen in mehrfach
infizierten Zellen vermittelt wird (Hackstadt, Scidmore-Carlson et al., 1999). Aufgrund des
Vorhandenseins einer IncA-Domaéane bei CPn1054 wurde untersucht, ob das Protein ebenfalls
eine Selbst-Interaktion eingeht. Zu diesem Zweck wurde die codierende Sequenz fir
CPn1054 AS 79-811 (ohne Transmembrandomanen) jeweils in den Vector pGADT7 in Fusion
zur GAL4-Aktivierungsdomane und in den Vector pGBKT7 in Fusion zur GAL4 DNA-bindenden
Domane kloniert und die Konstrukte wurden im Hefe-Zwei-Hybrid System getestet
(Abb. 4-18).

Kontrolle

CPn1054 AD/CPn1054 BD

Cpn1054 AD/LV BD

LV AD/Cpn1054 BD

O

Selektionsmedium Reportermedium

Abb. 4-18: CPn1054 zeigt keine Selbst-Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid System.

Der Hefestamm AH109 wurde mit Plasmiden, welche eine Fusion aus CPn1054 AS 79-811 und der Gal4p
Aktivierungsdomane (# 2218) bzw. aus CPn1054 AS 79-811 und der Gal4p DNA-Bindedomane (# 2217)
codieren, ko-transformiert. Entsprechende Kontroll-Kkombinationen wurden ebenfalls ko-transformiert. Die
Durchfihrung des Tropftests erfolgte wie in Abb. 4-7 beschrieben. Es wurden mehrere Klone analysiert, die
Abbildung zeigt ein reprdsentatives Ergebnis. LV AD: Leervector pGADT7 (# 1675) LV BD: Leervector
pGBKT7 (# 1301) Plasmide der Positivkontrolle: pGBKT7-p53 (# 1302) und pGADT7-T (# 1676).

Wie in Abbildung 4-18 zu sehen, zeigten alle ko-transformierten Hefen ein gleichmaRiges
Wachstum auf Selektionsmedium. Auf der Reporterplatte zeigte sich hingegen nur ein
Wachstum von Hefen, die mit der Kontroll-Kombination aus p53 und dem SV40 groRen
T-Antigen ko-transformiert worden waren. Die beiden CPn1054-Fusionsproteine in
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Kombination sowie die zugehorigen Kontroll-Paarungen mit dem entsprechenden Leervector
wuchsen hingegen nicht. Dies deutet darauf hin, dass es zu keiner Interaktion zwischen zwei
CPn1054-Proteinen kam.

4.2.6 Identifizierung putativer CPn1054-Interaktionspartner mittels eines Hefe-Zwei-
Hybrid Screens

Um Hinweise auf die mogliche Funktion von CPn1054 wahrend einer Infektion zu erhalten,
wurde ein Screen nach humanen Interaktionspartnern unter Verwendung der Hefe-Zwei-
Hybrid Methode durchgefiihrt. Die codierende Sequenz fir CPn1054 wurde unter
Auslassung der kompletten IncA-Domane, die moglicherweise Wechselwirkungen mit
membrandsen Strukturen oder Vesikeln eingehen und auf diese Weise den Hefe-Zwei-
Hybrid Versuch behindern konnte, in den Vector pGBKT7 kloniert (Abb. 4-19 A). Das
Konstrukt wurde in den Hefestamm AH109 transformiert und die Proteinexpression
Uberprift. Im Western Blot konnte das Fusionsprotein bei ca. 93 kDa detektiert werden
(Abb. 4-19 B, Stern). Eine Uberpriifung des Wachstums auf den im Screen einzusetzenden
mittelstringenten Reporterplatten ergab, dass das Kéder-Konstrukt weder alleine noch in
Kombination mit dem entsprechenden Leerplasmid pGADT7 eine Aktivierung der
Reportergene bewirkte (Abb. 4-19 C).

A
cPn1054 A curiors (R
AS: 1 201 306 544 811
CPn1054-BD Gal4p DNA-BD DUF1978 |
201 811

I Transmembrandoméne
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Abb. 4-19: Im Hefe-Zwei-Hybrid Screen eingesetztes CPn1054-Konstrukt.

A) Die codierende Sequenz fiir CPn1054 (ohne IncA-Domaéane) wurde in den Vector pGBKT7 in Fusion zur GAL4
DNA-bindenden Domane sowie zu c-myc kloniert (CPn1054-BD, # 2216).

B) Das klonierte Konstrukt CPn1054-BD sowie der Leervector wurden in den Hefestamm AH 109 transformiert.
Hefen wurden unter konstitutiver Expressionsinduktion in SD/-Trp Selektionsmedium angezogen und es wurde
Gesamtzelllysat hergestellt. Nach Auftrennung tber ein 10%-iges SDS-Gel wurde das Fusionsprotein (erwartet:
93 kDa) im Western Blot mittels eines Anti-c-myc Antikérpers (1:1000) und eines AP-gekoppelten Anti-Maus
Sekundarantikorpers (1:7500) detektiert (Stern).

C) Mit den angegebenen Konstrukten bzw. Plasmiden transformierte Hefen vom Stamm AH109 wurden auf
mittelstringentem Reportermedium (SD/-Leu/-Trp/-His + X-alpha-Gal) ausgestrichen, um auf eine Aktivierung
der Reportergene zu testen. LV AD: Leervector pGADT7 (# 1675) LV BD: Leervector pGBKT7 (# 1301)
Plasmide der Positivkontrolle: pGBKT7-p53 (# 1302) und pGADT7-T (# 1676) Plasmide der Negativkontrolle:
pGADT7-T (# 1676) und pGBKT7-Lam (# 1677).

Mit diesem Konstrukt wurde nun der Hefe-Zwei-Hybrid Screen durchgefiihrt. Auf den
mittelstringenten Reporterplatten wuchsen insgesamt 2996 Hefekolonien, 93 hiervon
wiesen eine Blaufarbung auf. Nach zweimaliger Vereinzelung dieser 93 Kolonien zeigten
noch 27 davon Wachstum und Blaufarbung. In der gerichteten Ko-Transformation von
Kéder-Plasmid und isoliertem Bank-Plasmid konnte fiir 24 Kombinationen das positive
Ergebnis verifiziert werden. Autoaktivierungstests zeigten, dass die 24 Bank-Plasmide alleine
zu keiner Aktivierung der Reportergene flhrten, so dass sie alle zur Sequenzierung geschickt
werden konnten. Die Berechnung der Kennzahlen des Screens ergab einen Bank-Titer von
1,9 x 108 Zellen/ml, eine Paarungseffizienz von 6,62 % und eine Anzahl durchmusterter Klone
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von 1,43 x 10’ (die Rohdaten zur Bestimmung der Kennzahlen finden sich im Anhang).
Tabelle 4-3 stellt diese ermittelten Kennzahlen den Richtwerten, wie sie im Handbuch der
Firma Clontech zu finden sind, gegeniber.

Tabelle 4-3: Gegenliberstellung der Kennzahlen des CPn1054-Interaktionspartnerscreens
und der entsprechenden Richtwerte

CPn1054-Screen Richtwert
Titer der cDNA-Bank 1,9 x 10%Zellen/ml >2 x 10’ Zellen/ml
Paarungseffizienz 6,62 % 2-5%
Anzahl durchmusterter Klone | 1,43 x 10’ >1x10°

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, liegen alle Werte im geforderten Bereich. Bei der hohen
Anzahl von 1,43 x 10’ durchmusterten Klonen wurde bei einer angenommenen Anzahl von
20.000 bis 30.000 menschlichen Genen eine ca. 500- bis 700-fache Abdeckung des Genoms
erreicht. Dies sollte ausreichend sein, um auch niedrig exprimierte Gene zu erfassen.

Die Inserts der 24 Bank-Plasmide codierten fiir insgesamt 14 verschiedene humane Proteine
(Tab. 4-4).

Tabelle 4-4: Insert-Analyse der isolierten Bank-Plasmide aus dem CPn1054-Screen

Interaktions-Kandidat codiert auf codierter Proteinabschnitt Gleiches Leseraster
Bank-Plasmid (Gesamtlange in AS) wie GAL4?
Coiled coil domain Y2H-2 AS 79-242 (242) ja
containing 42 (CCDC42) Y2H-4 AS 79-242 (242) ja
Y2H-20 AS 78-242 (242) ja
bromodomain and PHD Y2H-3 AS 426-1145 (1205) * ja
finger-containing protein 3
(BRPF3)
nerve growth factor Y2H-5 AS 1-111 (111) ja
receptor (TNFRSF16)
associated protein 1
(NGFRAP1)
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chromosome 1 open Y2H-7 AS 145-229 (229) ja

reading frame 216 Y2H-10 AS 94-229 (229) ja

(clorf216) Y2H-17 AS 94-229 (229) ja

COP9 constitutive Y2H-8 AS 1-406 (406) ja

photomorphogenic L258P-Mutation .

homolog subunit 4 Y2H-15 AS 1-406 (406) ja

(Arabidopsis) (COPS4) L211P-Mutation

troponin | type 3 (cardiac) Y2H-11 AS 51-210 (210) ja

(TNNI3) Y2H-12 AS 49-210 (210) ja

Y2H-55 AS51-210 (210) ja

kinesin family member 5A Y2H-13 AS 530-928 (1032) ja

(KIF5A)

mortality factor 4 like 1 Y2H-24 AS 1-235 (235) ja

(MORF4A1) H174R-Mutation

actinin, alpha 1 (ACTN1) Y2H-25 AS 411-892 (892) * ja

required for meiotic nuclear | Y2H-31 AS 1-115, Stop-Codon, AS ja

division 5 homolog B 116-393 (393)

(RMND5B)

COP9 constitutive Y2H-40 AS 1-327 (327) ja

photomorphogenic Y2H-57 AS 1-327 (327) ja

homolog subunit 6 Y2H-74 AS 1-327 (327) ja

(Arabidopsis) (COPS6) Y2H-78 AS 1-327 (327) ja
Q224R-Mutation

ZW10 interactor (ZWINT) Y2H-47 AS 1-173, eine nicht ja
zugehorige Sequenz, AS 174-
230 (230)

chromosome 10 open Y2H-50 AS 5-245 (245) ja

reading frame 78 V143A-Mutation

(C100rf78)

coiled-coil alpha-helical rod | Y2H-62 AS 235-615 (782) ja

protein 1 (CCHCR1)

R417W-Muation

* Insert wurde im zentralen Bereich nicht sequenziert
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Einige Proteine wurden in mehreren Bank-Plasmiden codiert. CCDC42, TNNI3 sowie
Clorf216 kamen je dreimal vor, COPS4 zweimal und COPS6 viermal. Die restlichen neun
Sequenzen traten jeweils nur einmal auf. Alle codierten Gene bzw. Genabschnitte befanden
sich in demselben Leserahmen wie die GAL4-Aktivierungsdomane. Die Proteine NGFRAP],
COPS4, COPS6 sowie MORF4A1 wurden vollstandig in den Bank-Plasmiden codiert, wahrend
im Fall von C100rf78 lediglich die ersten 4 Aminosauren fehlten. Von den Proteinen CCDC42,
Clorf216 sowie TNNI3 wurde ein C-terminaler Abschnitt codiert, vermutlich ist die reverse
Transkription zur Herstellung der cDNA an einem bestimmten Punkt abgebrochen. Die
Inserts der Plasmide Y2H-3 sowie Y2H-25, die flir Fragmente der Proteine BRPF3 bzw. ACTN1
codieren, sind nicht komplett durchsequenziert worden. Die Sequenzierungen wurden mit
einem Forward- und einem Reverse-Standardprimer der Firma GATC durchgefiihrt, wodurch
in den meisten Fallen das komplette Insert abgedeckt werden konnte. Der im Plasmid Y2H-3
codierte Bereich des Proteins BRPF3 sowie der im Plasmid Y2H-25 codierte Bereich des
Proteins ACTN1 waren jedoch zu grof3, um sie mit diesen beiden Standardprimern abdecken
zu kénnen. Es kann also nur angenommen werden, dass jeweils auch der nicht abgedeckte
Bereich im Plasmid codiert ist. Die translatierten Genprodukte einiger Insert-Sequenzen
wiesen Mutationen im Vergleich zu den annotierten Proteinen auf. So beinhalteten
beispielsweise beide COPS4-enthaltenden Konstrukte einen Aminosdureaustausch im
Protein, jedoch an unterschiedlichen Positionen. Eines der isolierten COPS6-enthaltenden
Plasmide, Y2H-78, trug ebenfalls eine Mutation, wahrend bei den Ubrigen drei kein
Austausch vorlag. Auch die in den Bank-Plasmiden codierten Abschnitte von MORF4A1,
C100rf78 sowie CCHCR1 enthielten je einen Aminosdureaustausch. Reichte der im Plasmid
codierte Bereich nicht bis zum Ende des Proteins - wie im Falle von BRPF3, KIF5A, CCHCR1
und ACTN1 - so lag eine Mutation vor, die zu einer Verschiebung des Leserahmens fiihrte.
Weitere Besonderheiten traten bei der Analyse der Inserts von Y2H-31 sowie Y2H-47 auf. Im
Plasmid Y2H-31 fand sich die codierende Sequenz fiir das 393 AS lange Protein RMND5B,
jedoch unterbrochen durch ein Stop-Codon nach AS 115. Im Plasmid Y2H-47 war das 230 AS
lange Protein ZWINT codiert, allerdings befand sich zwischen AS 173 und 174 eine nicht
zugehorige Aminosduresequenz. Da die Integration der cDNA in die Bank-Plasmide Uber
homologe Rekombination in Hefe erfolgte, kdbnnte man vermuten, dass die genfremde
Sequenz zwischen den AS 173 wund 174 von ZWINT ({ber ein unspezifisches
Rekombinationsereignis integriert worden ist.

Die als potentielle Interaktionspartner identifizierten Proteine wurden unter Nutzung der
Datenbanken KEGG sowie UniProt in Funktionsklassen eingeteilt, wobei mehrmals
aufgetretene Proteine nur einmal berticksichtigt wurden (Abb. 4-20).
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Abb. 4-20: Klassifizierung der
potentiellen CPn1054-
Interaktionspartner nach ihren
m unbekannt vorhergesagten Funktionen.

B Chromosom-assoziiert L
Die Einteilung wurde entsprechend
M Nervensystem Signalweg )
den Informationen aus den

Datenbanken KEGG und UniProt
vorgenommen.

m Ubiquitin-System

B Cytoskelett-assoziiert

Zelldifferenzierung

Proteine unbekannter Funktion. In diese Kategorie fallen vier der Kandidaten. CCDC42
(coiled-coil domain containing 42) besitzt eine den Namen gebende coiled-coil Domane und
kommt in zwei Transkriptvarianten vor (UniProt). Clorf216 und C10orf78 sind offene
Leseraster, die auf dem Chromosom 1 bzw. Chromosom 10 codieren und nicht weiter
charakterisiert sind (KEGG). RMND5B (required for meiotic nuclear division 5 homolog B)
besitzt trotz des anderes vermuten lassenden Namens keine zugeordnete Funktion. Das
Protein liegt in zwei Isoformen vor (UniProt).

Chromosom-assoziierte Proteine. Drei der identifizierten Kandidaten werden als
Chromosom-assoziierte Proteine gefiihrt. Das humane ZWINT (ZW10 interactor) assoziiert
mit dem Kinetochor, wohin es das Mitose-Checkpunkt-Protein ZW10 rekrutiert; zudem ist es
verantwortlich fiir die Verbindung des inneren mit dem duBeren Kinetochor (Starr, Saffery et
al., 2000; Vos, Famulski et al., 2011). BRPF3 (bromodomain and PHD finger-containing
protein 3) und MORF4A1 (mortality factor 4 like 1) sind Komponenten unterschiedlicher
Histon-Acetyltransferase-Komplexe und dariliber beteiligt an der Transkriptionsregulation.
MORF4A1 wurde interessanterweise auch als Teil eines Histon-Deacetylase-Komplexes
identifiziert (Ullah, Pelletier et al., 2008; Pena, Tominaga et al., 2011).

Zytoskelett-assoziierte Proteine. In diese Kategorie fallen die Proteine ACTN1 (actinin, alpha
1), TNNI3 (troponin I type 3) sowie KIF5A (kinesin family member 5A). Troponin | ist die
regulatorische Untereinheit des Troponin-Komplexes, der Muskel-Kontraktionen reguliert.
Bei dem im Screen isolierten Troponin handelt es sich um die Herzmuskel-spezifische
Variante des Proteins (Bhavsar, Brand et al., 1996; Rani, Nallari et al., 2012). Kinesine sind
Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine, die beispielsweise Vesikel entlang der Mikrotubuli
transportieren. Bei KIF5A handelt es sich um die Neuron-spezifische Variante der schweren
Kette von Kinesin (Reid, Kloos et al., 2002). Alpha-Actinin verbindet filamentdses Aktin
(F-Aktin) miteinander und verankert das Zytoskelett mit Transmembranproteinen an Stellen
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mit Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakt. Es sorgt auch fir die Stabilitdt von Aktin-basierten
Stress-Faden. Alpha-Actinin 1 stellt die nicht-Muskel Variante der alpha-Actinine dar
(Oikonomou, Zachou et al., 2011). Um zu lberpriifen, ob CPn1054 moglicherweise mit Aktin-
Strukturen in der Humanzelle assoziiert, wurden Zellen mit einem humanen
Transfektionsvector, der die codierende Sequenz fiir CPn1054 AS 14-811 (unter Auslassung
der Poly-C-Sequenz am 5°-Ende) in Fusion zu N-terminalem GFP enhilt, transfiziert, nach
24 h fixiert und mittels Rhodamin-Phalloidin zur Detektion des Aktin-Zytoskeletts gefarbt.

Vector Rhodamin-Phalloidin Uberlagerung

GFP-
CPn1054

Vergrolerung

Abb. 4-21: Ektopisch exprimiertes CPn1054-GFP Fusionsprotein kénnte mit Aktin-Strukturen assoziieren.

HEK293T-Zellen wurden mit einem flr ein Fusionsprotein aus GFP und CPn1054 AS 14-811 codierenden
Plasmid (# 1627) sowie mit dem korrespondierenden Leervector pBYE (# 1353) transfiziert und 24 h nach der
Transfektion PFA-fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mittels einer Rhodamin-Phalloidin-Farbung sichtbar
gemacht (Kap. 3.3.1.5). In der Uberlagerung ist das GFP-Signal in griin und das Aktin-Zytoskelett in rot
dargestellt. Die VergroRerung zeigt den weil umrandeten Bereich der dariiberliegenden Reihe, Pfeile
markieren Punkte der Uberlagerung von griinem und rotem Signal. Der Lingenmarker entspricht 5 pm.

Das CPn1054-Fusionskonstrukt bildete eine retikuldre Struktur im Zytosol der Zelle aus
(Abb. 4-21). An vereinzelten Punkten war eine Uberlagerung mit dem Signal der
Aktinstrukturen auszumachen (Pfeile in der VergréRBerungsansicht). In Leervector-
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transfizierten Zellen, die nur GFP exprimierten, war eine diffuse Farbung im gesamten
Zytosol und keine Uberlagerung des GFP-Signals mit dem Aktin-Signal zu sehen. Somit
konnte transfiziertes CPn1054 in der Wirtszelle tatsachlich mit Aktinstrukturen assoziieren.

Nervensystem-Signalweg. Der Vertreter dieser Kategorie ist NGFRAP1 (nerve growth factor
receptor (TNFRSF16) associated protein 1). Es handelt sich hierbei um ein Adapter-Protein,
welches mit dem Neurotrophin-Rezeptor assoziiert. Die NGFRAP1-vermittelte
Signalweiterleitung ist essentiell fiir das Ausfiihren einer NGF (nerve growth factor)-
induzierten Apoptose (Mukai, Hachiya et al., 2000).

Zelldifferenzierung. CCHCR1 (coiled-coil alpha-helical rod protein 1) spielt moglicherweise
eine Rolle bei der Proliferation von Keratinozyten (Suomela, Elomaa et al., 2003). Zudem
scheint das Protein an der Regulation des Steroid-Metabolismus von Hautzellen beteiligt zu
sein (Tiala, Suomela et al., 2007).

Ubiquitin-Signalweg. In diese Kategorie fallen die Proteine COPS4 und COPS6, die beide
Untereinheiten eines multifunktionellen Proteinkomplexes namens COP9 Signalosom sind.
Die Klassifizierung beruht darauf, dass eine der Hauptfunktionen des COP9 Signalosoms die
Regulation einer bestimmten Klasse an Ubiquitin-Ligasen und dariiber die Kontrolle von
Protein-Degradation ist. Daneben ist der Komplex an weiteren essentiellen zelluldren
Vorgadngen wie der Transkriptionskontrolle oder der Regulation des Zellzyklus beteiligt (siehe
Kapitel 1.6). Die Tatsache, dass zwei Untereinheiten desselben multifunktionellen Komplexes
viermal respektive zweimal im Screen gefunden worden sind, machte sie zu den
interessantesten Kandidaten, auf die die weiteren Analysen fokussiert wurden.

4.2.7 CPn1054 zeigt im Hefe-Zwei-Hybrid System eine starke Interaktion mit COPS4 und
COPS6

COPS4 ist die viertgroBte Untereinheit des COP9 Signalosom-Komplexes und besitzt eine PCI-
Domédne am C-terminalen Ende (Abb. 4-22). Diese Domdne kommt in mehreren
Untereinheiten des Signalosoms, des 26S Proteasoms sowie des eukaryotischen
Translations-Initiationsfaktors elF3 vor; durch die Interaktion je zweier PCI-Doméanen wird
vermutlich die strukturelle Integritdt dieser drei Komplexe gewahrleistet. COPS6 ist die
drittkleinste Untereinheit des COP9 Signalosoms und tragt, wie auch COPS5, eine MPN-
Domdne am N-terminalen Ende, die jedoch keine Fahigkeit zur Bindung von Metallionen
aufweist und daher als MPN" bezeichnet wird (Abb. 4-22). MPN-Domaénen finden sich
ebenfalls in mindestens einer Untereinheit der drei oben genannten Proteinkomplexe und
vermitteln Metalloprotease-Aktivitdt, insofern die die Fahigkeit zur Metallionen-Bindung
besitzen. Sowohl COPS4 als auch COPS6 wurden in Volllangen-Version in den Bank-
Plasmiden codiert.
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Abb. 4-22: Ubersicht iiber die Struktur der COP9 Signalosom-Untereinheiten COPS4 und COPS6.

COPS4 besitzt eine Lange von 406 Aminosauren und eine PCI-Domane im C-terminalen Bereich. COPS6 besteht
aus 327 Aminosdauren und weist am N-terminalen Ende eine MPN -Doméne auf. PCl: Proteasom, COP9
Signalosom, eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor 3 MPN: MPR1/Pad1 N-terminal.

Um die relative Starke der Interaktion zwischen dem CPn1054-K&der-Konstrukt und COPS4
bzw. COPS6 zu bestimmen, wurde ein serieller Verdlinnungstropftest durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass die Interaktion von CPn1054 mit COPS4 annadhernd so stark wie die der
Positivkontrolle war (Abb. 4-23 A). Die Interaktion mit COPS6 erschien im Vergleich dazu
schwacher, konnte aber dennoch deutlich detektiert werden (Abb. 4-23 B). Das Ergebnis
bestatigt eine stabile Interaktion zwischen CPn1054 und den beiden Untereinheiten des
COP9 Signalosoms.

A . N = .
Kontrolle [ NS el Sy @ -
NS S S g S @ @
CPn1054-BD/COPSA-AD | [ i &5 O a “

CPNn1054-BD/LV AD @ @ N &

LV BD/COPS4-AD @% B o

Selektionsmedium Reportermedium
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Abb. 4-23: CPn1054 zeigt im Hefe-Zwei-Hybrid System eine starke Interaktion mit den COP9-Untereinheiten
COPS4 und COPS6.

A) und B) Das Koder-Konstrukt CPn1054-BD (# 2216) wurde mit isolierten Bank-Plasmiden, welche COPS4
(Y2H-8) bzw. COPS6 (Y2H-40) beinhalten, in den Hefestamm AH109 ko-transformiert. Entsprechende
Kontrollen wurden ebenfalls ko-transformiert. Die Durchfiihrung der Tropftests erfolgte wie in Abb. 4-7
beschrieben. Es wurden mehrere Klone analysiert, die Abbildung zeigt reprasentative Ergebnisse. LV AD:
Leervector pGADT7 (# 1675) LV BD: Leervector pGBKT7 (# 1301) Plasmide der Positivkontrolle: pGBKT7-
p53 (# 1302) und pGADT7-T (# 1676).

4.2.8 Der Mittelteil des CPn1054-Proteins vermittelt die Interaktion mit COPS4 und COPS6

Um herauszufinden, welche Region von CPn1054 eine Interaktion mit COPS4 bzw. COPS6
eingeht, wurde das Protein in mehrere Fragmente unterteilt und diese mittels der Hefe-
Zwei-Hybrid Methode auf Interaktion mit den Signalosom-Untereinheiten getestet. Eine
erste  Unterteilung des Proteins in zwei Halften unter Auslassung der
Transmembrandomanen (Fragment H1: AS 79-450; Fragment H2: AS 450-811; Abb. 4-24 A)
ergab jeweils eine Interaktion sowohl mit COPS4 als auch mit COPS6 (Abb. 4-24 B). Aufgrund
der Vermutung, dass die Interaktionen durch die DUF1978-Domane vermittelt werden
konnten, wurde eine weitere Unterteilung in einen Mittelteil von CPn1054 (CPn1054-M:
AS 201-600), der die komplette Domane enthdlt, sowie den C-Terminus (CPn1054-C:
AS 580-811) vorgenommen (Abb. 4-24 A). Der N-Terminus (AS 1-200) wurde ausgelassen, da
er auch im Koder-Konstrukt fiir den Screen nicht anwesend war und daher nicht essentiell
fiir die Interaktion mit den COP9-Untereinheiten sein kann. Wie im Hefe-Zwei-Hybrid Test
ermittelt werden konnte, ging der mittlere Abschnitt von CPn1054 sowohl mit COPS4 als
auch mit COPS6 eine Interaktion ein, wohingegen der C-terminale Abschnitt mit keiner der
beiden Untereinheiten interagierte (Abb. 4-24 C). Die Interaktion des M-Fragments mit den
beiden COP9-Untereinheiten war dabei jeweils starker als die des Koder-Konstruktes
CPn1054-BD (AS 201-811), welches als Kontrolle mitgefiihrt wurde. Interessanterweise war
die Interaktion sowohl des CPn1054 Kdder-Konstrukts als auch des M-Fragments mit COPS4
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starker als mit COPS6. Insgesamt konnte also die interagierende Region von CPn1054 auf
einen Bereich zwischen den AS 201-600 eingegrenzt werden.

A
AS CPn1054 (811 AS) AS
1 811
H1: 79 450
H2: 450 811
M: 201 600
C: 580 N -
B
Cpnl054H1 BD +COPS4 AD B

Cpnl054H2 BD + COPS4 AD

Cpnl054 H2 BD +COPS6 AD

Reportermedium Reportermedium
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Abb. 4-24: Test unterschiedlicher Fragmente des CPn1054-Proteins auf Interaktion mit COPS4 und COPS6.

A) Die codierenden Sequenzen fir die Fragmente CPn1054 H1, CPn1054 H2, CPn1054-M sowie CPn1054-C
wurden jeweils in den Vector pGBKT7 (# 1301) kloniert. B) Das Konstrukt CPn1054 H1 (# 2246) bzw. CPn1054
H2 (# 2247) wurde in Kombination mit isolierten Bank-Plasmiden, welche COPS4 (Y2H-8) oder COPS6 (Y2H-40)
beinhalten, in den Hefestamm AH109 ko-transformiert. Entsprechende Kontrollen wurden mitgefiihrt. Die ko-
transformierten Hefen wurden auf Reporterplatten ausgestrichen. C) Das Konstrukt CPn1054-M (# 2228) bzw.
CPn1054-C (# 2229) wurde jeweils mit Y2H-8 spwie Y2H-40 zusammen ko-transformiert. Mit entsprechenden
Kontrollen wurde ebenso verfahren. Die Durchfiihrung des Tropftests erfolgte wie in Abb. 4-7 beschrieben.
LV AD: Leervector pGADT7 (# 1675) LV BD: Leervector pGBKT7 (# 1301).

4.2.9 Die Interaktion von CPn1054 mit COPS4 und COPS6 konnte biochemisch bestatigt
werden

Die mittels Hefe-Zwei-Hybrid Methode detektierte Interaktion zwischen CPn1054 und COPS4
bzw. COPS6 sollte biochemisch bestatigt werden. Eine Ko-Immunprazipitation aus Hefen,
welche CPn1054 AS 201-811 im Hefe-Zwei-Hybrid Vector pGBKT7 (mit c-myc markiert) sowie
COPS4 bzw. COPS6 im Bank-Vector pGADT7-Rec (mit HA markiert) exprimierten, erwies sich
als nicht geeignet, da CPn1054 auch bei Abwesenheit der Interaktionskandidaten von Anti-
HA-Antikorpern prazipitiert wurde (nicht gezeigt).

Alternativ wurden daher Far Western Blot-Analysen durchgefiihrt. CPn1054 AS 201-811
wurde als Fusionskonstrukt mit N-terminalem GFP in Hefe transformiert und exprimiert (das
entsprechende Plasmid wurde bereits von Dr. Anne Kerres und Dr. Frauke Herbst kloniert),
und es wurde Hefe-Gesamtzelllysat hergestellt. Im Western Blot konnte das CPn1054-
Fusionsprotein (erwartet: 113 kDa) nachgewiesen werden (Abb. 4-25 A; Stern an rechter
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Blot-Spur). Das erwartete Molekulargewicht von GFP alleine liegt bei 40 kDa (linke Blot-Spur;
Stern). Das Protein COPS6 sowie der N-Terminus (AS 1-250) von COPS4 wurden in E. coli als
Fusion mit N-terminalem GST und C-terminalem 6x Histidin-Rest exprimiert. Das COPS4-
Volllangenprotein hatte keine Expression gezeigt, vorherige Hefe-Zwei-Hybrid Versuche
hatten aber ergeben, dass der N-terminale Bereich ausreicht, um eine Interaktion mit
CPn1054 einzugehen (siehe Anhang). Die in E.coli exprimierten Fusionsproteine wurden nach
dem Blotten auf eine Membran entweder 1) direkt mit einem Antikdrper gegen den
6x Histidin-Rest detektiert (Kontrollblot) oder tber Nacht 2) mit dem Lysat Leervector-
transformierter Hefen oder 3) mit CPn1054-GFP enthaltendem Lysat inkubiert und
nachfolgend mit einem Anti-GFP Antikorper detektiert. Es zeigte sich, dass in dem His-
detektierten Kontrollblot die Expression des COPS4 N-Terminus (erwartet: 54 kDa) sowie die
Expression von COPS6 (erwartet: 67 kDa) nachgewiesen werden konnte (Abb. 4-25 B, rechter
Blot). Mit einem Stern gekennzeichnet sind die vermutlichen Volllangenproteine, deren
Laufhohe mit dem erwarteten Molekulargewicht Ubereinstimmt. Daneben traten einige
Degradationsbanden auf. Der mit Leervector-Lysat inkubierte und GFP-detektierte Blot
zeigte keine Banden (Abb. 4-25 B, linker Blot). Bei Betrachtung des mit CPn1054-GFP Lysat
inkubierten und GFP-detektierten Blots (Abb. 4-25 B, mittlerer Blot) lieBen sich schwache
Banden auf der erwarteten Laufhéhe vom COPS4- sowie vom COPS6-Fusionsprotein
erkennen (Pfeile). Es waren aber auch noch weitere, teilweise sogar starkere Banden von
niedrigerem Molekulargewicht vorhanden. So fand sich in der Spur mit dem COPS6-
Konstrukt noch eine intensive Bande bei einer GréRe von etwas mehr als 35 kDa, die auch in
der Spur des COPS4-Proteins zu sehen war (mit ,1“ bezeichnet). Zusatzlich traten bei der
COPS6-Probe noch Banden auf der Hohe von 42 kDa (2) sowie etwas unterhalb von 55 kDa
(3) auf. Bei Vergleich mit dem His-detektierten Kontrollblot wird deutlich, dass es sich
hierbei vermutlich nicht um Degradationsbanden handelt, sondern um unspezifische Signale.
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Abb. 4-25: Far Western Blot zum Nachweis der Interaktion zwischen

A (33 CPn1054 und COPS4 sowie COPS6.
Q é’?‘; . . .

& o A) Ein CPn1054-GFP Konstrukt (# 1685) bzw. GFP allein (# 848) wurde in

kDa S ¢ Hefezellen exprimiert und es wurde Gesamtzelllysat hergestellt. Die
446 :"_ * Proteindetektion erfolgte mittels Western Blot unter Nutzung eines Anti-
GFP Antikorpers (1:1000). Das erwartete Molekulargewicht betragt 40

90 - kDa (GFP) bzw. 113 kDa (CPn1054-GFP) (). B) COPS6 sowie der N-
72 e Terminus von COPS4 wurden in E. coli in Fusion mit GST und einem

6xHistidin-Rest exprimiert (# 2222 bzw. # 2223). Das erwartete
Molekulargewicht betrdgt 54 kDa (COPS4) bzw. 67 kDa (COPS6) (*).
Nach Blotten der Fusionsproteine wurden diese auf der Membran
mittels Guanidin-HCl Gradient renaturiert und mit jeweils einem der
42 Lysate aus A) Uber Nacht inkubiert oder direkt mit einem Anti-His
Antikorper (1:1000) detektiert. Die mit Lysat inkubierten Membranen
35T wurden kurz in PBS gewaschen und mit einem Anti-GFP Antikorper

detektiert. Die Pfeile weisen auf die COP-Fusionsproteine; 1, 2 und 3
GFP markieren unspezifische Banden. LV GFP: Leervector pUG34 (# 848)
LV GST/His: Leervector pFT8 (# 1612).

A AN
S e & Q@ @ ¢ & &  kDa

Inkubiert mit: LV GFP Lysat CPn1054-GFP Lysat

GFP His

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Far Western Blot-Analyse einen weiteren
Hinweis auf eine Interaktion zwischen CPn1054 und COPS4 sowie COPS6 lieferte.
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4.2.10 Ektopisch exprimiertes COPS4 und COPS6 assoziieren méglicherweise mit der
Inklusionsmembran

Es stellte sich als nachstes die Frage, welchen Effekt eine mogliche Interaktion von CPn1054
mit Untereinheiten des COP9-Signalosoms wahrend einer Infektion haben kdnnte. Da es sich
bei CPn1054 moglicherweise um ein Inklusionsmembranprotein handelt, wurde vermutet,
dass durch die Interaktion die Proteine COPS4 und COPS6 an die Inklusionsmembran
rekrutiert werden kénnten. Uber die subzelluldre Lokalisation dieser beiden Untereinheiten
gibt es bislang keine verlasslichen Erkenntnisse. Die Lokalisation vom COP9 Holokomplex,
von Subkomplexen oder von einzelnen Untereinheiten scheint in Abhangigkeit von den
benutzten Zellen und den experimentellen Bedingungen zu variieren (Wei & Deng, 1998;
Seeger, Kraft et al., 1998). Um die Lokalisation in den im Rahmen dieser Arbeit benutzten
Humanzellen zu bestimmen, wurden die codierenden Sequenzen fiir COPS4 sowie COPS6 in
einen humanen Transfektionsvector in Fusion zu dem Reporterprotein mCherry kloniert. Fur
die Klonierung von COPS4 wurde das Bank-Plasmid Y2H-8 verwendet, die hierin enthaltene
L258P-Mutation wurde durch den Einsatz interner Primer (C-1910 und C-1911) beseitigt, so
dass eine fehlerfreie Version des Proteins vorlag. Nach Transfektion und Expression der
Konstrukte in Humanzellen zeigte sich, dass das COPS6-Fusionsprotein im Zellkern sowie
etwas starker im Zytoplasma lokalisierte, wahrend das COPS4-Fusionsprotein den Kern klar
aussparte (Abb. 4-26). Beide Fusionskonstrukte assoziierten mit Netzwerk-artigen Strukturen
innerhalb des Zytoplasmas, wobei es sich im Fall von COPS4 um das Endoplasmatische
Retikulum handeln kénnte.
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Vector _ Uberlagerung

mCherry

COPS4-
mCherry

COPSs6-
mCherry

Abb. 4-26: Lokalisationsanalyse von COPS4- und COPS6-Fusionsproteinen in Humanzellen.

Die codierenden Sequenzen fiir COPS4 (# 2226) sowie COPS6 (# 2227) wurden in einen humanen
Transfektionsvector (# 1720) in Fusion zu dem C-terminal orientierten Reporterprotein mCherry kloniert und in
HEK293T-Zellen transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen Methanol-fixiert, die DNA mittels
DAPI angefirbt und die Praparate mikroskopiert. In der Uberlagerung ist das mCherry-Signal in rot und die DNA
in blau dargestellt. Der Lingenmarker entspricht 5 um.

Im Folgenden wurde die Lokalisation der COP9-Untereinheiten wahrend einer Chlamydien-
Infektion studiert und auf eine moégliche Ko-Lokalisation mit CPn1054 hin untersucht.
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Vector DAPI a-CPnl1054 Uberlagerung

COPS4-
mCherry VergroRerung

COPS6- Vergrélerung
mCherry

Abb. 4-27: Lokalisationsanalyse der COPS4- und COPS6-Fusionsproteine wahrend einer C. pneumoniae-
Infektion.

Mit dem COPS4- bzw. COPS6-mCherry-Fusionskonstrukt transfizierte HEK293T-Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion zusatzlich mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert. Die Infektion lief ohne die Anwesenheit von
Cycloheximid im Medium ab. 48 hpi wurden die Zellen Methanol-fixiert und CPn1054 wurde mittels indirekter
Antikorperfarbung detektiert (abgereichertes Serum gemal Kapitel 3.5.13, 1:50; Alexa488-gekoppelter Anti-
Kaninchen Sekundarantikorper, 1:200). Die DNA wurde durch Nutzung von DAPI sichtbar gemacht. In der
Uberlagerung ist CPn1054 in griin und das mCherry-Signal in rot dargestellt. Der Lingenmarker entspricht 5 um
bzw. in der VergréRerung 2 um.
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Die mikroskopische Analyse der infizierten Humanzellen ergab fiir das COPS4-Fusionsprotein
wiederum eine zytosolische Lokalisation und eine Aussparung des Zellkerns; zudem scheint
auch die Inklusion frei von COPS4-Signal zu sein (Abb. 4-27). Im Uberlagerungsbild ist am
Rand der Inklusion eine gelbliche, Ring-ahnliche Farbung zu sehen, was auf eine Ko-
Lokalisation von COPS4 und dem CPn1054-Protein hindeuten kénnte. Die Lokalisation des
COPS6-Fusionsproteins schien sich wahrend der Infektion in Richtung des Zellkerns
verschoben zu haben, da dort ein deutlich starkeres Signal zu sehen war als in nicht-
infizierten Zellen. Dies konnte jedoch nicht immer beobachtet werden und bleibt daher
fraglich. Die Inklusion ist wiederum frei von Signalen. Moglicherweise liegt auch im Fall von
COPS6 eine leichte gelbliche Farbung am Rande der Inklusion vor, die jedoch nicht so
deutlich ausfiel wie bei COPS4 (Abb. 4-27). Es ergaben sich somit Hinweise auf eine mogliche
Interaktion von CPn1054 und COPS4 bzw. COPS6 wahrend einer Infektion, eine endgiiltige
Aussage ist letztlich aber nicht moglich.

4.2.11 Endogenes COPS5 zeigt keine Assoziation mit der Inklusion

COPS4 und COPS6 bilden zusammen mit COPS5 sowie COPS7 eine Halfte des symmetrisch
aufgebauten COP9-Holokomplexes, die andere Halfte wird gebildet aus den Untereinheiten
COPS1 bis COPS3 sowie COPS8 (Abb. 1-8). Die COPS5-Untereinheit ist diejenige, die im
Holokomplex die Metalloprotease-Aktivitat ausiibt, durch die Ubiquitin-Ligasen deneddyliert
werden (Kap. 1.6). Uber eine Funktion von COPS5 in COP9-Subkomplexen ist nichts bekannt.
Da COPS4, COPS6 und COPS5 in derselben Halfte des Holokomplexes lokalisiert sind, kdnnte
Uber eine Interaktion mit den beiden im Screen identifizierten Untereinheiten COPS5 zur
Inklusion rekrutiert werden. Um dies zu Uberpriifen, wurde die Lokalisation von endogenem
COPS5 in infizierten und nicht-infizierten Humanzellen untersucht. Sowohl in nicht-
infizierten wie auch in infizierten Humanzellen zeigten sich gleichmaRig verteilte,
punktformige Signale flir COPS5 im Zytosol sowie im Zellkern (Abb. 4-28). In vielen infizierten
Zellen schien die Konzentration an zytosolischem COPS5 erhéht zu sein im Vergleich zu den
Kontrollzellen. Interessanterweise konnte keine Rekrutierung von COPS5 zur Inklusion
festgestellt werden, ebenso konnte kein COPS5-Signal im Inneren der Inklusion detektiert
werden. Bei Abwesenheit von Cycloheximid wahrend einer Infektion sind die Inklusionen
generell kleiner als zu entsprechenden Zeitpunkten bei Cycloheximid-Anwesenheit, da
Cycloheximid die eukaryotische Proteinbiosynthese hemmt, was die Entwicklung der
Chlamydien begiinstigt. Diese verlangsamte Chlamydien-Entwicklung kénnte der Grund
daflr sein, dass in den hier untersuchten Zellen kein verstarktes CPn1054-Signal am
Inklusionsrand auftrat, wie es sonst zum Zeitpunkt 48 hpi teilweise zu beobachten war (Abb.
4-15).
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a-COPS5 DAPI o-CPn1054 Uberlagerung

uninf.

48hpi

Abb. 4-28: Lokalisationsanalyse von endogenem COPS5 in nicht-infizierten und C. pneumoniae-infizierten
Humanzellen.

HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert. Auf die Zugabe von Cycloheximid zum Medium
wurde verzichtet. 48 hpi wurden die Zellen Methanol-fixiert und mit Antikorpern gegen CPn1054 (abgereichert
gemaR Kap. 3.5.13, 1:50) sowie COPS5 (1:200) in Kombination mit Alexa488-gekoppeltem Anti-Kaninchen und
Alexa594-gekoppeltem Anti-Maus Sekundarantikorper ko-gefarbt. Die DNA wurde durch die Nutzung von DAPI
sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist CPn1054 in griin, COPS5 in rot und die DNA in blau dargestellt. Der
Langenmarker entspricht 5 um.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass endogenes COPS5 oder COPS5-enthaltende
Subkomplexe offenbar nicht zur Inklusion rekrutiert werden.

4.2.12 Die Expression von COP9 Signalosom-Untereinheiten ist verandert in C.
pneumoniae-infizierten Humanzellen

Mittels Immunfluoreszenz-Analyse konnte eine Wechselwirkung von Chlamydien mit dem
COP9-Signalosom bzw. mit Signalosom-Untereinheiten nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Allerdings deutete das teilweise starkere COPS5-Signal in infizierten Zellen darauf
hin, dass das Expressionsniveau von COP9-Untereinheiten durch eine Chlamydien-Infektion
beeinflusst werden koénnte. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Lysate nicht-infizierter und infizierter Humanzellen
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hergestellt und diverse Untereinheiten des Signalosoms mittels spezifischer Antikorper im
Western Blot detektiert (Abb. 4-29).

-C. pn. + C. pn.

kDa O A N SR Y
42 S e
COPS6 (36 kDa)
35 T
i .‘ e

55— e— COPS1 (55 kDa)
35 =

— — — — COPS7 (30 kDa)

. S “ COPS5 (40 kDa)
35 —
0 e DnaK (75 kDa)
72 —
27 am o> e e owm GAPDH (37 kDa)
35 T

Abb. 4-29: Das Expressionsniveau mehrerer COP9-Untereinheiten ist wihrend einer Chlamydien-Infektion
verandert.

Hela-Zellen wurden mit C. pneumoniae infiziert und nach der angegebenen Infektionsdauer (unter
Abwesenheit von Cycloheximid) wurde Gesamtzelllysat hergestellt. Zur Kontrolle wurde mit nicht-infizierten
Zellen ebenso verfahren. Die Proben wurden unter Nutzung von GAPDH als Referenz auf einen moglichst
gleichen Proteingehalt eingestellt. Die Chlamydieninfektion wurde Uber die Detektion des bakteriellen DnaK-
Proteins nachgewiesen. Verfolgt wurde die Entwicklung des Expressionsniveaus der COP9-Untereinheiten
COPS1, COPS5, COPS6 sowie COPS7 liber die Zeit unter Nutzung entsprechender Antikorper. Die Auftrennung
der Proben erfolgte liber ein 10%-iges SDS-Gel im Fall von DnaK und Gber ein 15%-iges SDS-Gel im Fall von
GAPDH sowie der COP9-Untereinheiten. Die Detektion von GAPDH und DnaK erfolgte mittels eines Alkalische
Phosphatase-gekoppelten Zweitantikorpers, die der COP9-Untereinheiten mittels eines Peroxidase-
gekoppelten Zweitantikorpers. Die eingesetzten Verdiinnungen der Primar- und Sekundarantikoérper sind den
Tabellen 2-4 und 2-5 zu entnehmen. Das Experiment wurde fir die Untereinheiten COPS1, COPS5 und COPS7
nur einmal durchgefiihrt.

Die Expression von COPS6 in nicht-infizierten Zellen blieb auf einem relativ konstanten
Niveau; moglicherweise fand eine leichte Abnahme von 48 h nach 72 h statt (Abb. 4-29). In
C. pneumoniae-infizierten Zellen war nach 24 h eine im Vergleich zu dem Kontrolllysat
erhohte COPS6-Expression zu verzeichnen, die jedoch im weiteren Verlauf der Infektion
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stetig abnahm und schliefllich 72 hpi unterhalb des Niveaus in Kontrollzellen zu dem
entsprechenden Zeitpunkt lag. Als weitere Untereinheiten wurden COPS1, COPS7 sowie
COPS5, welches die enzymatische Metalloprotease-Aktivitdt besitzt, analysiert. Dieses
Experiment wurde jedoch nur einmal durchgefiihrt und muss bestatigt werden. COPS1 zeigte
in nicht-infizierten Zellen Gber die ersten 48 h eine gleichmaRige Expression, wahrend sie
nach 72 h abfiel. Demgegeniber lag in infizierten Zellen Uber alle Zeitpunkte eine
gleichmaRig erniedrigte Expression vor (Abb. 4-29). Fir COPS7 fand sich in den Kontrollzellen
Uber den untersuchten Zeitraum hinweg ein konstantes Expressionsniveau. In infizierten
Zellen zeigte sich nach 24 h zunichst keine Veranderung gegeniiber den nicht-infizierten
Kontrollzellen, mit fortschreitender Infektionsdauer nahm die COPS7-Expression jedoch
signifikant ab. Ein ganz anderes Bild ergab sich hingegen fir die Untereinheit COPS5, welche
in den Holokomplex integriert fiir die katalytische Aktivitat bei der Deneddylierung zustandig
ist. Hier war in den Kontrollzellen (ber den untersuchten Zeitraum eine konstante
Expression zu sehen, welche deutlich erhoht schien gegeniiber den Niveaus der anderen
untersuchten Untereinheiten. Interessantersweise stieg in C. pneumoniae-infizierten Zellen
die Expression noch einmal deutlich an und verblieb auf einem hohen, konstanten Niveau.
Bei Detektion mittels eines COPS4-spezifischen AntikOrpers zeigten sich leider mehrere
Banden auf der fiur das Protein erwarteten Laufhohe, so dass die korrekte Bande nicht
identifiziert werden konnte und hier keine Aussage moglich war (nicht gezeigt).

Es konnten demnach Hinweise darauf gewonnen werden, dass wahrend einer Chlamydien-
Infektion die Expression von COP9-Untereinheiten unterschiedlich verandert wird. COPS1,
COPS6 sowie COPS7 sind drei der Untereinheiten, die das strukturelle Gerlist des
Signalosom-Komplexes bilden (siehe Kap. 1.6). Fiir alle drei Proteine zeigte eine erste
Analyse eine Abnahme des Expressionsniveaus im Verlauf der Infektion. Im Gegensatz dazu
war die Expression von COPS5 in Chlamydien-infizierten Zellen deutlich erhéht im Vergleich
zu Kontrollzellen. Diese Analysen miissen zukinftig verifiziert werden.

4.3 CPn0043

Auch CPn0043, ein weiteres Mitglied der CPn1054-Proteinfamilie, wurde in dem von Frau Dr.
Kerres und Frau Dr. Herbst durchgefiihrten Screen in Hefe als ein mogliches Effektorprotein
identifiziert. Das Protein besitzt eine 47%-ige Aminosaure-ldentitdt zu CPn1054 Uber die
gesamte Lange (Abb. 1-6). Wie auch CPn1054, weist CPn0043 eine IncA-Doméane im N-
Terminus sowie zentral eine Domane unbekannter Funktion, DUF1978, auf (Quelle: Pfam).
Auf Nukleotid-Ebene befindet sich am 5-Ende eine Poly-C-Sequenz aus 14 Wiederholungen.
Der Bereich, der Wachstumshemmung in Hefe ausloste, besteht aus einem N-terminalen
Fragment (AS 27-240), welches die Transmembrandoméanen sowie die komplette IncA-
Domane enthalt (Abb. 4-30).
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Ciy CPn0043 (642 AS)
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Abb. 4-30: Ubersicht liber die Domanenstruktur von CPn0043 und das im Effektorscreen isolierte Fragment.

CPn0043 besitzt eine Lange von 642 AS, eine IncA-Domédne am N-terminalen Ende sowie zentral eine Domane
unbekannter Funktion (DUF1978). Ein N-terminales Fragment |6ste Wachstumshemmung in Hefe aus.

4.3.1 CPn0043 zeigt ebenfalls eine Interaktion mit COPS4 und COPS6

Aufgrund der signifikanten Ahnlichkeit zueinander wurde vermutet, dass CPn0043 und
CPn1054 gemeinsame Interaktionspartner besitzen konnten. Um dieser Hypothese
nachzugehen, wurde die codierende Sequenz fiir CPn0043 AS 80-642, unter Auslassung der
Transmembrandomanen, in den Hefe-Zwei-Hybrid Vector pGBKT7 kloniert (Abb. 4-31 A) und
auf Interaktion mit den 14 im CPnl1054-Screen isolierten Kandidaten im Bank-Plasmid
pGADT7-Rec getestet. Es zeigte sich, dass CPn0043 ebenfalls eine Interaktion mit COPS4
sowie COPS6 einging (Abb. 4-31 B), interessanterweise jedoch mit keinem der Ubrigen
Kandidaten (nicht gezeigt). Die Interaktion von CPn0043 mit COPS6 war dabei starker als die
mit COPS4, wie aus dem deutlicheren Wachstum der Hefezellen gefolgert werden kann.
Beide Interaktionen waren jedoch schwacher im Vergleich zur Positivkontrolle.

A

CPn0043 ll IncA l DUF1978 { I|
I

AS: 1 202 303 543 642

CPn0043-BD |  Galap DNA-BD mch I |___DUF1978 I
80

642

. Transmembrandomane
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CPn0043-BD/LV AD
Selektionsmedium Reportermedium

Abb. 4-31: CPn0043 zeigt Interaktion mit COPS4 und COPS6 im Hefe-Zwei-Hybrid System.

A) cpn0043 wurde unter Auslassung des die Transmembrandomanen codierenden Bereichs in den Vector
pGBKT7 kloniert (CPn0043-BD, # 2219). B) Das CPn0043-Konstrukt wurde zusammen mit den COPS4- bzw.
COPS6-tragenden Bank-Plasmiden (Y2H-8 bzw. Y2H-40) in den Hefestamm AH109 ko-transformiert.
Entsprechende Kontroll-Kombinationen wurden ebenfalls ko-transformiert. Die Durchfiihrung des seriellen
Verdiinnungstropftests erfolgte wie in Abb. 4-7 beschrieben. LV AD: Leervector pGADT7 (# 1675) Plasmide
der Positivkontrolle: pGBKT7-p53 (# 1302) und pGADT7-T (# 1676).

4.3.2 Die Interaktion von CPn0043 mit COPS4 und COPS6 konnte biochemisch bestatigt
werden

Um die im Hefe-Zwei-Hybrid System gefundene Interaktion zwischen CPn0043 und den
beiden COP9-Untereinheiten auf biochemischem Wege zu bestatigen, wurde die Methode
des Far Western Blots angewandt. Es wurden die bereits in Kapitel 4.2.9 beschriebenen
Fusionskonstrukte von COPS6 bzw. dem COPS4 N-Terminus benutzt. Die codierende Sequenz
flir CPn0043 wurde unter Auslassung des Transmembrandomanen-Bereichs (AS 80-642) in
den Hefe-Expressionsvector pUG34 in Fusion zu N-terminalem GFP kloniert, das
Fusionsprotein in Hefe exprimiert und Gesamtzelllysat hergestellt. Die Expression des
CPn0043-GFP Fusionsproteins sowie von GFP alleine in Leervector-transformierten Hefen
konnte im Western Blot detektiert werden (Abb. 4-32 A; Sterne). Das erwartete
Molekulargewicht liegt bei 95 kDa bzw. 40 kDa, was mit der realen Laufhéhe der Banden
Ubereinstimmt. Membranen mit geblotteten und renaturierten COPS4- und COPS6-
Fusionsproteinen wurden lber Nacht entweder 1) mit dem Lysat Leervector-transformierter
Hefen oder 2) mit dem Lysat CPn0043-GFP exprimierender Hefen inkubiert. Hiernach
wurden die Blots mittels eines Antikdrpers gegen GFP, d. h. gerichtet gegen die markierten
Proteine in den Lysaten, detektiert. Der mittels His-Antikorper detektierte Kontrollblot zum
Nachweis der COP-Fusionsproteine, der bereits flir Abbildung 4-25 generiert worden war, ist
zum Vergleich noch einmal beigefiigt (Abb. 4-32 B, rechter Blot).
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Abb. 4-32: Far Western Blot zum Nachweis der Interaktion

A & zwischen CPn0043 und COPS4 sowie COPS6.
]
Q Sy
KDa Ab Qéb A) Ein CPn0043-GFP Konstrukt (# 2215) bzw. GFP allein (# 848) wurde in
) = © Hefezellen exprimiert und es wurde Gesamtzelllysat hergestellt. Die
110 — Proteinexpression wurde im Western Blot mit einem Anti-GFP Antikdrper
* (1:1000) nachgewiesen (% ). GFP: 40 kDa. CPn0043-GFP: 95 kDa. B)
90 == COPS6 (# 2223) sowie der COPS4 N-Terminus (# 2222) wurden in Fusion zu
72 —= GST und einem 6x Histidin-Rest in E. coli exprimiert. Die geblotteten
Fusionsproteine wurden mittels Guanidin-HCI Gradient auf der Membran
55 —w= renaturiert und mit jeweils einem der Lysate aus A) Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Hiernach wurde die Membran kurz in PBS gewaschen und mit
4o einem GFP-Antikorper (1:1000) detektiert. Der His-Kontrollblot entstammt
* Abb. 4-25 und zeigt die erwarteten Proteinbanden bei 54 kDa (COPS4) bzw.
3% 67 kDa (COPS6) (*). Die Pfeile indizieren die putativen Banden der COP-
Fusionsproteine nach Detektion mit dem GFP-Antikérper; die Zahlen
GEP kennzeichnen unspezifische Banden. LV GFP: Leervector pUG34 (# 848)
LV GST/His: Leervector pFT8 (# 1612).
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Bei Inkubation der Membran mit dem CPn0043-GFP Lysat und nachfolgender GFP-Detektion
traten Banden auf, die den COP-Fusionsproteinen entsprechen (Abb. 4-32 B, mittlerer Blot;
Pfeile). Dies legt eine Interaktion zwischen den COP9-Untereinheiten und CPn0043 nahe.
Zusatzlich zu den erwarteten Banden traten im Blot noch weitere Banden auf. In der Spur
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mit dem COPS4- Fusionsprotein erschien eine Bande etwas oberhalb von 35 kDa (mit ,,1“
bezeichnet). Diese Bande war ebenfalls in der COPS6-Spur auszumachen, zudem lieRen sich
hier Banden auf der Hohe von 42 kDa (2) sowie unterhalb von 55 kDa (3) erkennen.
Dieselben Banden sind bereits bei der Durchfiihrung des Far Western Blots mit CPn1054-GFP
Lysat aufgetreten (Abb. 4-25). Bei Vergleich mit dem His-Kontrollblot scheint es sich hierbei
nicht um Abbauprodukte zu handeln, sondern um unspezifische Banden. Bei Inkubation der
Blot-Membran mit dem Lysat Leervector-transformierter Hefen traten keine Banden auf
(Abb. 4-32 B, linker Blot). Somit liel} sich eine Interaktion zwischen CPn0043 und COPS4
sowie COPS6 auch biochemisch nachweisen und hiermit das Hefe-Zwei-Hybrid Ergebnis
bestatigen.

4.3.3 CPn0043 zeigt in Hefe ein anderes Lokalisationsmuster als CPn1054

Durch Lokalisationsanalysen bakterieller Proteine in Hefe kann in manchen Fallen ein
Hinweis auf deren Funktion erhalten werden, z. B. bei Auftreten eines Organell-Tropismus.
Die codierende Sequenz fiir CPn0043 AS 14-642 (unter Auslassung der auf DNA-Ebene
vorhandenen poly-C-Sequenz) wurde in den Hefe-Expressionsvector pUG34 in Fusion zu GFP
kloniert und mit diesem Konstrukt transformierte Hefen wurden fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Zum Vergleich wurde die Lokalisation eines CPn1054-GFP Fusionskonstrukts, das
bereits von Frau Dr. Kerres und Frau Dr. Herbst kloniert worden war, parallel analysiert (Abb.
4-33). cpn1054 war hierbei unter Auslassung der poly-C-Sequenz am 5°-Ende, d. h. ohne die
ersten 39 Nukleotide bzw. die ersten 13 Aminosauren, kloniert worden, da sich bei einer
Klonierung des Volllangen-Gens die Sequenzierung in der Region des Cytosin-Trakts als
schwierig erwiesen hatte. Relativ zum diffusen GFP-Signal in den Kontrollzellen bildete das
CPn0043-Fusionsprotein punktformige zytosolische Aggregate, deren Anzahl bei zwei bis
drei pro Zelle lag (Abb. 4-33). Es konnten zudem einige schwache punktierte Signale an der
Zellperipherie, vermutlich Membran-assoziiert, beobachtet werden. Im Fall von CPn1054 trat
die bereits beschriebene punktformige Akkumulation an der Zellperipherie, vermutlich
ebenfalls an der Zytoplasmamembran, auf, sowie zusatzlich eine Assoziation mit dem ER
(Abb. 4-33; Herbst, 2011). Somit zeigten CPn1054 und CPn0043 trotz der hohen Ahnlichkeit
zueinander auf Aminosauresequenz-Ebene prinzipiell unterschiedliche Lokalisationsmuster
in Hefe. Gemeinsam ist ihnen lediglich ein gewisser Grad an Assoziation mit der
Zellperipherie.
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Abb. 4-33: Lokalisationsanalyse von CPn0043- und CPn1054-Fusionsproteinen in Hefe.

cpnl1054 (#1498) sowie cpn0043 (#2214) wurden unter Auslassung der Poly-C-Sequenz in den Vector pUG34 in
Fusion zu N-terminalem GFP kloniert und die Konstrukte wurden in den Hefestamm CEN.PK2 transformiert.
Nach Anzucht in SD/-His/-Met-Medium fiir 5 h zur Induktion der Proteinexpression tiber den MET25-Promotor
wurden die Hefen fixiert und die DNA wurde mittels DAPI angefarbt. In der Uberlagerung ist das GFP-Signal in
grin und die DNA in blau dargestellt. LV GFP: Leervector pUG34 (# 848).
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4.3.4 CPn0043 konnte in der Infektion mittels eines Peptidantikorpers nicht detektiert
werden

Um zu untersuchen, ob CPn0043 in infizierten Humanzellen exprimiert wird und welche
Lokalisation es in der Infektion zeigt, wurde ein Peptid-Antikorper gegen die C-terminalen 15
Aminosaduren des Proteins in Auftrag gegeben (Abb. 4-34). Dieser Abschnitt war in
Sequenzanalysen als derjenige mit der geringsten Ahnlichkeit zwischen einzelnen
Mitgliedern der CPn1054-Familie identifiziert worden. Die Wahrscheinlichkeit einer
Kreuzreaktivitdat mit anderen Familienmitgliedern sollte so minimiert werden. Es wurden
zwei Hasen immunisiert und die erhaltenen Antiseren gegen das immobilisierte Peptid
antigengereinigt (von der Firma Eurogentec durchgefiihrt).

CPn0043
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Abb. 4-34: Zur Antikdrper-Generierung eingesetztes CPn0043-Peptid.

Die C-terminalen 15 Aminosduren von CPn0043 zeigen die geringste Sequenz-Ahnlichkeit zu anderen
Mitgliedern der CPn1054-Proteinfamilie und wurden zur Generierung von Antikérperseren eingesetzt.

Bei Farbung nicht-infizierter sowie infizierter Humanzellen mit dem jeweiligen
Praimmunserum von Hase # 52 und # 53 war jeweils eine diffuse Farbung des Zytoplasmas
zu beobachten; zusatzlich hierzu zeigten sich starke punktierte Signale im Zellkern (Abb. 4-35
A und B). Die Inklusionen bzw. Bakterien wurden nicht gefdarbt. Leider ergaben die
Immunfluoreszenz-Analysen mittels der gereinigten Antikorperseren kein spezifisches Signal
in infizierten HEp-2 Zellen. In infizierten sowie auch in nicht-infizierten Zellen war
stattdessen eine diffuse Farbung des Zytosols und des Zellkerns zu sehen, wobei die stark
punktierte Farbung des Zellkerns verloren gegangen war (Abb. 4-35 A und B). Die
Inklusionen waren wiederum frei von Signalen. Dieses Ergebnis zeigten beide generierten
Antiseren. Es scheint also nach Immunisierung mit dem CPn0043-Peptid kein spezifischer
Antikorper gebildet worden zu sein, oder aber das Signal eines solchen Antikdrpers ist sehr
schwach und wird von Hintergrundsignalen Uberlagert. Insgesamt bleibt festzuhalten, dass
eine spezifische Detektion von CPn0043 mittels eines Peptidantikorpers fehlschlug.
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Abb. 4-35: Immunfluoreszenz-Analyse infizierter Humanzellen mit dem CPn0043-Peptidantikorper.

HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 2) infiziert und 48 hpi Methanol-fixiert. Es folgte eine indirekte
Immunfluoreszenz-Analyse mit dem antigengereinigten CPn0043-Peptidantikorper (1:50) bzw. dem
zugehorigen Praimmunserum der Hasen # 53 (A) sowie # 52 (B) (jeweils 1:50). Die DNA wurde durch Farbung
mit DAPI sichtbar gemacht. In der Uberlagerung ist das Serum-generierte Signal in griin und die DNA in blau
dargestellt. Der Langenmarker entspricht 5 um.

Um zu testen, ob CPn0043 moglicherweise von dem gegen CPnl1054 generierten
Antikorperserum erkannt wird, wurden die Hefe-Zwei-Hybrid Koderkonstrukte CPn0043 BD
sowie CPn1054 BD separat in Hefe exprimiert und zunachst die Expression durch die
Nutzung eines Anti-c-myc Antikdrpers nachgewiesen (Abb. 4-36; Sterne). Ein weiterer Blot
wurde mittels des CPn1054-Antiserums detektiert. Es zeigte sich hierbei eine klare Bande in
der Spur des CPn1054-Fusionsproteins (Abb. 4-36; Pfeil), jedoch trat kein Signal in der Spur
des CPn0043-Fusionsproteins auf. Somit liegt vermutlich keine Kreuzreaktivitdt des
CPn1054-Antikorpers mit CPn0043 vor. Weitere zu CPn1054 sehr ahnliche Mitglieder der
Proteinfamilie waren noch zu testen.
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Abb. 4-36: CPn0043 wird von dem
CPn1054-Antikorper nicht erkannt.

@Q’ & & :}QD & & Hefen vom Stamm AH109 wurden mit
kDa kDa den Konstrukten CPn0043 BD (# 2219)
bzw. CPn1054 BD (#2216) oder dem
Leervector pGBKT7 (# 1301)
- transformiert und es wurde Hefe-

— |90 Gesamtzelllysat hergestellt.
L B Aufgetragene Proteinproben wurden
geblottet und mittels eines c-myc
Antikorpers (1:1000) oder mittels des
antigengereinigten CPn1054-
= Qg4 Antiserums (1:50) detektiert. Erwartet
wurden Proteinbanden bei 87 kDa
(CPn0043) bzw. 93 kDa (CPn1054) im c-

myc Kontrollblot, was mit den
. tatsachlichen Laufhohen

Ubereinstimmt (%). Daneben treten
Cye a-CPn1054 einige Degradationsbanden auf. Im
anti-CPn1054 Blot ist nur in der Spur

des CPn1054-Fusionsproteins eine Bande von der erwarteten Laufh6he auszumachen (Pfeil).
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5. Diskussion

Chlamydia pneumoniae und Chlamydia trachomatis sind bedeutende Humanpathogene, die
eine Vielzahl von Sdugetieren infizieren und Krankheiten des Respirations- sowie des
Urogenitaltrakts auslosen konnen. Einen wichtigen Pathogenitatsfaktor stellen die von den
Bakterien sekretierten sog. Effektorproteine dar, die mit Wirtszellproteinen interagieren und
verschiedenste Signal- und Transportwege der Zelle beeinflussen. Auf diese Weise stellen die
Bakterien sicher, dass sie ihren obligat intrazellularen Entwicklungszyklus erfolgreich
durchlaufen kdnnen. Chlamydien sind genetisch nicht manipulierbar, weswegen auf andere
Methoden zuriickgegriffen werden muss, um die Infektionsmechanismen zu erforschen. In
einem genomweiten Screen nach potentiellen neuen Effektorproteinen von C. pneumoniae
im eukaryotischen Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae konnten im Vorfeld zu
dieser Arbeit insgesamt 47 Kandidaten identifiziert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, drei dieser Kandidaten — CPn0043, CPn0072 und CPn1054 — ndher zu charakterisieren
und durch die Identifizierung putativer humaner Interaktionspartner Aufschluss Gber die
moglichen Funktionen der Proteine im Verlauf einer Infektion zu erhalten.

5.1 CPn0072 als potentielles Effektorprotein

Bei CPn0072 handelt es sich um ein hypothetisches chlamydiales Protein, das im Mittelteil
drei Transmembrandomadnen beinhaltet. Hierbei handelt es sich einmal um das fir Inc-
Proteine charakteristische, doppelt gelappte Transmembran-Motiv sowie eine weitere, C-
terminal hierzu lokalisierte Transmembrandoméane (Abb. 4-1). In dem von Frau Dr. Kerres
und Frau Dr. Herbst durchgefiihrten genomweiten Effektorscreen in Hefe wurde ein C-
terminaler Abschnitt des Proteins als Ausloser von Wachstumshemmung identifiziert. Dieser
Abschnitt beinhaltet die dritte, einzelne Transmembrandoméane (Abb. 4-1). Sisko et al.
beobachteten bei der Analyse der Expression chlamydialer Proteine in Hefe, dass die
Anwesenheit von Transmembrandomanen toxisch auf Hefen wirkt (Sisko, Spaeth et al.,
2006). Moglicherweise ist die im Effektorscreen beobachtete Wachstumsinhibierung auf
einen Effekt der Transmembrandomane zuriickzufiihren. Dies kdnnte durch die Expression
des CPn0072 C-Terminus bestehend aus den Aminosduren 191 bis 335, worin keine
Transmembrandomane enthalten ist, in Hefe Gberpriift werden. Sollte sich in diesem Fall
ebenfalls eine Beeintrachtigung des Wachstums zeigen, so handelt es sich wahrscheinlich
um einen Effekt, der durch eine spezielle Region im CPn0072 C-Terminus ausgelost wird.

Zur weiterfihrenden Charakterisierung von CPn0072 wurde mit einem polyklonalen
Antikorperserum gegen ein Fusionsprotein aus den Aminosauren 1 bis 90 sowie 191 bis 335
des Proteins, unter Auslassung der Transmembrandomanen, versucht, die CPn0072-
Expression auf biochemischem Weg in infizierten Humanzellen nachzuweisen. Leider konnte

-130 -



piskussion |

das Protein in Western Blots jedoch nicht detektiert werden. Laut Transkriptdaten wird
cpn0072-mRNA kontinuierlich auf Giberwiegend niedrigem Niveau lber den Infektionsverlauf
exprimiert, mit Anstiegen zu den Zeitpunkten 36 hpi sowie 96 hpi (Murra, 2005).
Moglicherweise war es nicht gelungen, das Protein trotz des Austestens mehrerer Lysepuffer
in Losung zu bekommen, oder aber die Proteinexpression ist generell zu gering, um mittels
eines Western Blots detektiert werden zu kénnen. Eventuell kénnte das Protein durch eine
Immunprazipitation aus infizierten Zellen so weit angereichert werden, dass es per Western
Blot nachweisbar ist. Indirekte Immunfluoreszenz-Analysen hingegen ergaben Signale fir
CPn0072 in infizierten Humanzellen. Hierbei zeigte sich in der frihen Infektion (24 hpi) eine
gleichmaRige Anfarbung der Bakterien, wahrend zu den Zeitpunkten 48 hpi sowie 72 hpi
eine Konzentration des CPn0072-Signals am Rand der Inklusion vorlag, zusatzlich aber auch
noch vereinzelt Signale im Lumen auszumachen waren (Abb. 4-2 und Abb. 4-3). Diese
Ergebnisse stimmen mit zuvor gemachten Beobachtungen Uberein (Dr. Anne Kerres,
unpubl.). Durch Ko-Farbungen mit Antikorpern gegen das bekannte
Inklusionsmembranprotein IncA sowie das chlamydiale Oberflachenprotein MOMP konnte
die Lokalisation von CPn0072 spezifiziert werden, denn es zeigte sich eine partielle
Uberlagerung der Signale von CPn0072 und IncA zu den beiden beobachteten Zeitpunkten
48 hpi sowie 72 hpi, was auf eine teilweise Ko-Lokalisation hindeutet (Abb. 4-3 A). Die
Uberlagerung fand gleichmiRig Uber die gesamte Inklusionsmembran verteilt statt.
Hingegen zeigten die Signale fiir CPn0072 und MOMP zum beobachteten Zeitpunkt 48 hpi
nur einen sehr geringen Grad an Uberschneidung und somit groRtenteils keine Ko-
Lokalisation (Abb. 4-3 B). Die teilweise Ko-Lokalisation von CPn0072 mit dem bekanntesten
Inklusionsmembranprotein bekraftigt die bioinformatische Vorhersage, dass es sich bei
CPn0072 ebenfalls um ein Inklusionsmembranprotein handeln kdnnte (Dehoux, Flores et al.,
2011). Bei einigen anderen bereits bekannten Inc-Proteinen treten durchaus
unterschiedliche Lokalisierungsmuster auf. So sind die C. trachomatis-Proteine IncA, IncE
und IncG beispielsweise gleichmaRig lUber die gesamte Inklusionsmembran verteilt, was in
der mikroskopischen Betrachtung ein Ringmuster ergibt (vgl. IncA-Farbung in Abb. 4-3 A); die
Proteine IncB sowie IncF hingegen sind nur innerhalb bestimmter Domdnen an der
Inklusionsoberflache zu finden (Scidmore-Carlson, Shaw et al., 1999; Mital, Miller et al.,
2010). IncA interagiert mit IncA-Proteinen auf der Oberflache anderer Inklusionen sowie mit
SNARE-Proteinen der Wirtszelle, IncG bindet das eukaryotische Adapterprotein 14-3-3p an
die Inklusionsmembran (Hackstadt, Scidmore-Carlson et al., 1999; Scidmore & Hackstadt,
2001; Delevoye, Nilges et al., 2008). IncB rekrutiert Wirtszellkinasen zu sog. Mikrodomanen
an der Inklusionsoberflache, die Bedeutung dieser Aktivitdt muss noch geklart werden
(Mital, Miller et al., 2010) Die Tatsache, dass CPn0072 gleichmaRig uber die
Inklusionsmembran verteilt ist, ldsst vermuten, dass seine Funktion nicht auf einen
bestimmten Bereich beschrankt ist.
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Neben der Inklusionsmembran-assoziierten Lokalisation ist ein weiteres Charakteristikum
eines Inc-Proteins seine Exposition zum Wirtszellzytosol. Um dies fir CPn0072 zu
untersuchen, wurden C. pneumoniae-infizierte Humanzellen mit para-Formaldehyd fixiert
und ohne nachfolgende Permeabilisierungsschritte mit einer Kombination aus CPn0072-
sowie MOMP-Antikorper ko-gefarbt. Es zeigte sich in diesen Zellen kein MOMP-Signal, was
den Erwartungen entsprach, da sich MOMP als chlamydiales Oberflachenprotein im Inneren
der Inklusion befindet, die nicht permeabilisiert worden war. In Methanol-fixierten
Kontrollzellen konnte MOMP hingegen detektiert werden (Abb. 4-4). CPn0072 konnte
sowohl in Methanol-fixierten Zellen als auch in PFA-fixierten Zellen detektiert werden
(Abb. 4-4). Da das Protein von der zytosolischen Seite der Wirtszelle aus fir eine
Antikorperfarbung zuganglich ist, muss es Domanen mit Wirtszellkontakt besitzen. Das
benutzte polyklonale AntikGrperserum war gegen ein Fusionsprotein aus dem N-Terminus
und dem C-Terminus von CPn0072 generiert worden. Die beiden Termini sollten sich
aufgrund des Vorhandenseins von drei Transmembrandomanen im Mittelteil des Proteins
auf unterschiedlichen Seiten der Inklusionsmembran befinden, so dass noch geklart werden
muss, welcher Teil des Proteins Zytosol-exponiert ist. Hierzu missten Antikdrperseren gegen
den N-Terminus und den C-Terminus separat generiert und hiermit das Experiment
wiederholt werden. Aufgrund der Exposition zum Wirtszellzytosol kdnnte CPn0072 potentiell
mit Wirtszellproteinen interagieren und eine Funktion als Effektor ausiiben.

5.1.1 Potentielle humane CPn0072-Interaktionspartner bleiben fraglich

Um mogliche humane CPn0072-Interaktionspartner zu identifizieren, wurde ein Hefe-Zwei-
Hybrid Screen durchgefiihrt. Da die Gefahr bestand, dass die im Protein enthaltenen
Transmembrandomanen mit membrandsen Strukturen innerhalb der Hefezelle assoziieren
und nicht effizient in den Zellkern transportiert werden, wurde als Kéder fir den Screen ein
Fusionskonstrukt aus dem CPn0072 N-Terminus (AS 1-90) und dem C-Terminus (AS 191-335)
eingesetzt, das keine Transmembrandomanen enthalt (Abb. 4-5). Es konnten insgesamt vier
Kandidaten identifiziert werden, die bei einer Ko-Transformation mit dem CPn0072-
Koderkonstrukt reproduzierbar eine Aktivierung der Reportergene zeigten, wobei ein
Kandidat in zwei Bank-Plasmiden codiert wurde (Tab. 4-2).

GLOD4 (glyoxalase domain containing 4) ist ein Protein mit Homologie zum Enzym
Glyoxalase aus Caenorhabditis elegans, allerdings mit wenig Ahnlichkeit zu dem
korrespondierenden humanen Enzym (Qin, Wan et al, 2001). IFT 172-Homolog
(intraflagellar transport 172 homolog) ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein aus
Chlamydomonas und vermittelt Transportvorgange an der Spitze des Flagellums (Pedersen,
Miller et al., 2005). In den isolierten Bank-Plasmiden war jeweils ein lediglich 50
Aminosauren umfassender Abschnitt des betreffenden Proteins codiert, der sich im Fall von
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GLOD4 nicht in demselben Leseraster wie die Gal4p-Aktivierungsdomane befand und im Fall
von IFT 172 mehrere AS-Austausche beinhaltete (Tab. 4-2). Beide Kandidaten wurden daher
nicht weiter beachtet.

In zwei der isolierten Bank-Plasmide wurde ein erheblicher Abschnitt des Proteins CREB3
(cCAMP responsive element binding protein 3) codiert, dem jeweils lediglich ein Teil des C-
Terminus fehlte (Tabelle 4-2). Beide Sequenzen befanden sich in demselben Leseraster wie
die GAL4 Aktivierungsdomane, allerdings wurden in beiden Fallen die GAL4-Sequenz und die
CREB3-Sequenz durch ein Stop-Codon unterbrochen. Nun besitzen Hefen jedoch spezifische
tRNAs, sog. Suppressor-tRNAs, durch deren Aktivitdt an der Position des Stop-Codons eine
bestimmte Aminosaure eingefligt und das Stop-Codon somit ,liberschrieben” wird (Beier &
Grimm, 2001). Es ist daher nicht sicher, dass das Fusionsprotein tatsachlich nicht exprimiert
wird. Um diesen Kandidaten abzusichern, miisste CREB3 ohne ein zwischengeschaltetes
Stop-Codon in Fusion zur GAL4 Aktivierungsdomane kloniert und die Interaktion des Proteins
mit CPn0072 im Hefe-Zwei-Hybrid System noch einmal getestet werden. Lielle sich das
positive Ergebnis bestatigen, konnte CREB3 als mdglicher Interaktionspartner weitergehend
charakterisiert werden. Bei diesem Kandidaten handelt es sich um einen ER-Membran-
gebundenen Transkriptionsfaktor, der unter Stressbedingungen proteolytisch freigesetzt
wird. Nach Translozierung in den Zellkern bewirkt CREB3 dort die Transkription seiner
Zielgene, die eine Rolle in der Antwort auf fehlgefaltete Proteine, aber auch in der
Immunantwort oder dem Lipidmetabolismus spielen (Chan, Kok et al., 2011). Es ist bekannt,
dass es Membran-Membran-Kontaktstellen zwischen der chlamydialen Inklusionsmembran
und dem Endoplasmatischen Retikulum gibt, an denen z. B. eine Interaktion zwischen dem
Inc-Protein IncD und dem Ceramid-Transferprotein CERT stattfindet (Derré, Swiss et al.,
2011). Es ware denkbar, dass der Kontakt zur chlamydialen Inklusion zu Stressbedingungen
im ER und zur proteolytischen Aktivierung von CREB3 fiihrt. Uber eine Interaktion mit
CPn0072 konnte CREB3 abgefangen und an die Inklusionsmembran gebunden werden, so
dass es nicht als Transkriptionsfaktor aktiv werden kann. Dies kdnnte durch
Immunfluoreszenz-Analysen mittels eines gegen CREB3 gerichteten Antikérpers in infizierten
Humanzellen untersucht werden.

Bei dem vierten potentiellen CPn0072-Interaktionspartner handelt es sich um SLC30A9
(solute carrier family 30 member 9). Die Tatsache, dass in dem isolierten Bank-Plasmid der
relativ groBe Abschnitt von AS 286 bis 554 des insgesamt 568 AS langen Proteins codiert
wurde und sich die Sequenz zudem in demselben Leseraster wie die GAL4
Aktivierungsdomane befand, machte SLC30A9 zum interessantesten Kandidaten, der
weitergehend untersucht wurde. Bei seiner Identifizierung wurde das Protein zunachst als
HUEL (human embryonic lung) oder C4orfl bezeichnet und konnte mittels eines spezifischen
Antikorpers in humanen Nicht-Tumorzellen im Zytosol, assoziiert mit Zytoskelett-Strukturen,
detektiert werden. In Tumorzellen befand sich das Protein im Zellkern kleiner oder sich
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teilender Zellen, wohingegen es in groReren und reiferen Zellen einen peri-nukledren Ring
bildete (Sim & Chow, 1999). Nachfolgende Experimente mit Tumorzellen zeigten eine
Translozierung von HUEL in den Kern wahrend der S-Phase des Zellzyklus (Sim, Yeo et al.,
2002). Im N-terminalen Bereich von HUEL wurde eine Domadne mit Homologie zu der DNA-
bindenden Domane eines DNA-Reparaturproteins identifiziert, zudem befindet sich ein
Motiv fir Interaktion mit Zellkern-lokalisierten Rezeptoren am C-terminalen Ende (Sim, Yeo
et al., 2002; Abb. 4-6). Aufgrund der genannten Beobachtungen wurde vermutet, dass es
sich bei HUEL um ein Protein handelt, das eine Rolle bei der Transkriptionskontrolle oder der
Regulation der DNA-Replikation und des Zellzyklus spielen kdnnte. Spaterhin wurde das
Protein jedoch bioinformatisch der SLC30-Familie membrangebundener Zink-Transporter
zugeordnet und bekam den Namen SLC30A9 oder ZnT9 (Seve, Chimienti et al., 2004). Es
wurde eine Kation Efflux-Doméane im C-terminalen Bereich des Proteins annotiert (Abb. 4-6).
Es existieren zwei groBe Familien von Zink-Transportern in eukaryotischen Zellen. Mitglieder
der SLC30 (oder ZnT)-Familie transportieren Zink-lonen aus dem Zytosol heraus entweder in
intrazellulare Kompartimente oder ins extrazellulare Milieu. lhre Antagonisten sind
Mitglieder der SLC39 (oder ZIP)-Familie, die Zink aus dem extrazelluldaren Milieu oder aus
intrazellularen Kompartimenten heraus ins Zytosol transportieren (Lichten & Cousins, 2009).
Die SLC30-Familie besitzt 10 Mitglieder, wobei es zu SLC30A9 sowie zu SLC30A10 keine
funktionellen Studien gibt und somit unklar ist, ob diese beiden Proteine tatsachlich Zink-
transport-Aktivitat besitzen (Palmiter & Huang, 2004; Lichten & Cousins, 2009). Wahrend fir
die Zink-Transporter SLC30A1 bis SLC30A7 eine Lokalisation in den Membranen des Golgi-
Apparates, von Endosomen oder sekretorischen und synaptischen Vesikeln nachgewiesen
werden konnte, ist Uber die Lokalisation von SLC30A8 sowie SLC30A10 nichts bekannt. Die in
der Studie von Sim & Chow beschriebene Lokalisation von SLC30A9 an Zytoskelett-
Strukturen im Zytosol bzw. im Zellkern von Tumorzellen lasst sich nur schwer mit einer
Funktion als Zink-Transporter in Einklang bringen. AuBerdem wird SLC30A9 als ein
»AuRenseiter” der SLC30-Familie angesehen, da seine Ahnlichkeit zu anderen Familien-
Mitgliedern recht gering ist (Palmiter & Huang, 2004).

Das im Bank-Plasmid codierte SLC30A9-Fragment beinhaltet vier der insgesamt filinf
vorhergesagten Transmembrandomanen des Proteins (Abb. 4-6). Die Analyse der Interaktion
von CPn0072 und SLC30A9 mittels eines seriellen Verdiinnungstropftests ergab, dass nur
eine relativ schwache Aktivierung der Reportergene stattfand (Abb. 4-7). Dies kdonnte auf
eine instabile Interaktion der beiden Partner hindeuten. Es ist aber auch moglich, dass das
auf dem Bank-Plasmid codierte Fusionsprotein aufgrund der im SLC30A9-Fragment
enthaltenen Transmembrandomaéanen zu einem gewissen Grad an membrandsen Strukturen
in den Hefezellen zurilickgehalten wird. Somit wiirde nur wenig Protein in den Zellkern
gelangen, um dort in Kombination mit dem CPn0072-Kéderkonstrukt die Reportergene zu
aktivieren. In weiterfiihrenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass das N-terminale Ende

-134 -



piskussion |

des CPn0072-Proteins bestehend aus den Aminosauren 1 bis 90 die Interaktion mit SLC30A9
vermittelt, wahrend eine Ko-Expression des CPn0072 C-Terminus bestehend aus den
Aminosauren 191 bis 335 und dem SLC30A9 Screen-Fragment zu keiner Aktivierung der
Reportergene fiihrte (Abb. 4-8). Die Interaktion zwischen dem CPn0072 N-Terminus und
SLC30A9 scheint stdarker zu sein als die des CPn0072-Kéderkonstrukts mit SLC30A9.
Moglicherweise ergibt sich im Fall des Koderkonstrukts eine sterische Behinderung der
Interaktion durch die Anwesenheit des C-terminalen Abschnitts von CPn0072. Es ware aber
auch moglich, dass sich im CPn0072 C-Terminus eine mit Membranen assoziierende Struktur
befindet, welche das Fusionsprotein im Hefezytosol zurlickhdlt. Das sehr schwache
Wachstum von mit dem CPn0072-Kéderkonstrukt und SLC30A9 ko-transformierten Hefen
auf den Reporterplatten ware dann ein additiver Effekt aus dem Abfangen sowohl des
SLC30A9-Fusionsproteins als auch des CPn0072-Fusionsproteins an Membranstrukturen in
der Hefezelle. Da in dem von Frau Dr. Kerres und Frau Dr. Herbst durchgefiihrten Effektor-
Screen der CPn0072 C-Terminus den wachstumshemmenden Effekt verursachte, die
Interaktion mit SLC30A9 jedoch Uiber den CPn0072 N-Terminus vermittelt wird, ist diese
Interaktion nicht verantwortlich fir den Wachstumsdefekt der Hefe. Zudem ergab eine
Blast-Suche, dass das SLC30A9-dhnlichste Protein in Hefe Mmtlp ist, wobei dies eine
47%-ige Ahnlichkeit und eine 26%-ige Identitét Giber einen Bereich von nur 90 Aminosiuren
mit SLC30A9 aufweist. Der abgedeckte Bereich von SLC30A9 besteht dabei aus den AS 238
bis 326, was ebenfalls nur einen geringen Uberlapp mit dem isolierten Fragment aus dem
Hefe-Zwei-Hybrid Screen besitzt. Die Tatsache, dass der N-Terminus von CPn0072 die
Interaktion vermittelt, deutet darauf hin, dass dieser Bereich des Proteins derjenige ist, der
zum Wirtszellzytosol hin exponiert ist. Dies ware aber, wie oben bereits erwahnt, durch die
Generierung entsprechender Domanen-spezifischer Antikdrperseren noch nachzuweisen.
Auf biochemischem Weg konnte die Interaktion zwischen CPn0072 und SLC30A9 bislang
nicht bestatigt werden. Ein Versuch mittels Ko-Immunprazipitation unter Nutzung von GFP-
fusioniertem CPn0072 und mit einem 6x Histidin-Rest versehenem SLC30A9 ergab, dass
CPn0072 auch bei Abwesenheit des SLC30A9-Konstrukts von His-Antikorper gekoppelten
Magnetkigelchen prazipitiert wird (Abb. 4-9). Es missten daher andere Reporterproteine
ausgewahlt und auf ihre Eignung fiir den Einsatz in einer Ko-Immunprazipitation oder
alternativ in einem Far Western Blot getestet werden.

Zur weitergehenden Charakterisierung der Interaktion zwischen CPn0072 und SLC30A9 sollte
eine Ko-Farbung beider Proteine in infizierten Humanzellen durchgefiihrt werden. Es stellte
sich jedoch heraus, dass kein kommerzieller Immunfluoreszenz-geeigneter Antikorper zu
finden war. Eine Anfrage bei der Arbeitsgruppe Chow, die im Rahmen ihrer Forschung einen
spezifischen Antikorper gegen SLC30A9 bzw. HUEL generiert hatte (Sim & Chow, 1999),
verlief erfolglos. Man konnte die Hypothese aufstellen, dass das SLC30A9-Protein (iber eine
Interaktion mit CPn0072 an die Inklusionsmembran gebunden wird. Nimmt man eine Rolle
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von SLC30A9 als Zink-Transporter an, wobei dies wie schon erwdhnt noch nicht erwiesen ist,
so konnte das Protein im Folgenden in die Inklusionsmembran inseriert werden und Zink-
lonen (iber die Membran transportieren. Calcium-, Natrium- und Kalium-lonen sowie
Protonen kdnnen Uber die Inklusionsmembran gelangen, und die Konzentration an diesen
lonen im Inklusionslumen ist gleich derjenigen im Wirtszellzytosol (Grieshaber, Swanson &
Hackstadt, 2002). Die Konzentration an Zink im Inklusionslumen ist nicht bestimmt worden,
es ware daher interessant dies durchzufiihren und mit der Zink-Konzentration innerhalb des
Zytoplasmas der Wirtszelle zu vergleichen. Chlamydien besitzen einige Enzyme, die Zink
bendtigen, z. B. die Metalloprotease FtsH (CPn0998 bzw. CT841). Diese liegt in
Homohexamer-Form vor und beinhaltet ein Zinkion pro Untereinheit (Quelle: UniProt). Auch
die Adenylatkinase aus C. pneumoniae bindet Zink-lonen, was nicht essentiell fir die
Aktivitat — den Transfer einer Phosphatgruppe von ATP auf AMP — ist, aber fiir eine erhdhte
Thermostabilitdt des Enzyms sorgt (Miura, Inouye et al., 2001). Das C. trachomatis-Enzym
LpxC, eine an der Lipid A-Biosynthese beteiligte Deacetylase, ist ebenfalls Zink-abhangig
(Nguyen, Cunningham et al, 2011). Durch die Insertion von SLC30A9 in die
Inklusionsmembran koénnte also die Versorgung der Bakterien mit Zink aus dem
Wirtszellzytosol sichergestellt werden. Ein alternatives Modell ware ein Abfangen des Zink-
Transporters durch CPn0072 ohne nachfolgende Insertion in die Inklusionsmembran.
Dadurch koénnte dieser nicht zu seinem eigentlichen Wirkort gelangen und die Zink-
Homodostase wirde aus dem Gleichgewicht geraten. Da die bisher berichtete Lokalisation
von SLC30A9 an Zytoskelett-Strukturen bzw. im Zellkern von Tumorzellen nicht mit einer
Funktion als membrangebundener Zink-Transporter vereinbart werden kann, bleibt diese
Hypothese ebenfalls fraglich. Wenn man die Annahme friherer Studien aufgreift, nach
denen es sich bei SLC30A9 um ein Transkriptions- oder Zellzyklus-regulierendes Protein
handeln kénnte, so wiirde ein Abfangen des Proteins Veranderungen in der Genexpression
und/oder dem Ablauf des Zellzyklus hervorrufen. Die Zielgene sind hierbei unbekannt,
weshalb sie nicht analysiert werden kdnnen; es ware aber moglich, die Geschwindigkeit des
Zellzyklus zu verfolgen. Um einen Zusammenhang zwischen CPn0072 und Zink herzustellen,
konnte eine Analyse des CPn0072 Transkript- und/oder Proteinniveaus bei unterschiedlichen
Zink-Konzentrationen im Medium wahrend einer Chlamydieninfektion durchgefihrt werden.

5.2 Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie als potentielle Effektorproteine

Im genomweiten Effektor-Screen wurden zwei Mitglieder der hypothetischen, paralogen
CPn1054-Proteinfamilie aus C. pneumoniae als putative Effektoren identifiziert: CPn1054
sowie CPn0043. Die gesamte Proteinfamilie ist abgesehen von bioinformatischen Analysen
und Sequenzvergleichen bislang uncharakterisiert. CPn1054 wird als das Ursprungsprotein
dieser Familie angesehen, aus dem durch Duplikationen und nachfolgende Verdanderungen
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die weiteren Proteine bzw. Proteinpaare entstanden sind. Eine Suche nach konservierten
Domanen ergab, dass sechs der Mitglieder — darunter CPn1054 und CPn0043 — sowohl eine
vollstéandige IncA- als auch eine vollstdndige DUF1978-Domane beinhalten (Abb. 4-11). Alle
Ubrigen Proteine besitzen entweder nur eine von diesen beiden Domanen oder gar keine; in
manchen Fallen ist die enthaltene Domane unvollstindig. Bei den Mitgliedern, die dem
CPn1054 N-Terminus entsprechen, handelt es sich allesamt um vorhergesagte Inc-Proteine.
Im Fall von CPn1054 fihrten zwei teils liberlappende N-terminale sowie ein C-terminales
Fragment zu der beobachteten Wachstumshemmung in Hefe; im Fall von CPn0043 wurde
der Effekt durch ein N-terminales Fragment hervorgerufen (Abb. 4-10 und Abb. 4-30).
Mittels eines gegen den CPn1054 C-Terminus (AS 521-811) generierten Antikdrperserums
konnte in Lysaten infizierter Humanzellen ein der erwarteten GroRe von CPnl1054
entsprechendes Protein detektiert werden (Herbst, 2011). Das Expressionsniveau nahm
dabei mit fortschreitendem Infektionsverlauf von 24 hpi bis 72 hpi zu. In einer
Transkriptanalyse von chlamydialen Genen zeigte sich liber den gesamten Infektionsverlauf
eine generell niedrige cpn1054-Expression, die im spaten Abschnitt der Infektion (48 hpi bis
96 hpi) leicht erhoht war im Vergleich zu friihen Zeitpunkten (0 hpi bis 24 hpi) (Murra, 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels einer saulengereinigten CPn1054-
Antikorperlésung sowie einer abgereicherten Fraktion des CPn1054-Antiserums spat in der
Infektion (72 hpi) ein Signal rings um die Inklusion, moglicherweise Inklusionsmembran-
assoziiert, beobachtet werden (Abb. 4-13, Abb. 4-15). Bei einer Farbung zum selben
Zeitpunkt mittels einer membrangereinigten Antikorperldsung zeigte sich ein anderes Bild:
Die Inklusionen schienen gleichmalig punktiert angefarbt und lediglich an einzelnen Stellen
gab es eine Konzentration des CPn1054-Signals an der Peripherie (Abb. 4-14). Um hier eine
gesicherte Aussage machen zu kénnen, missen weitere Experimente durchgefiihrt werden.
In Inklusionen, die zum Zeitpunkt 48 hpi gefarbt wurden und die noch nicht stark expandiert
waren, konnte ein punktiertes Signal Uber die gesamte Ausdehnung hinweg detektiert
werden, wahrend zum gleichen Zeitpunkt beobachtete groBere Inklusionen eine punktierte
Farbung des Randbereiches sowie vereinzelte punktierte Signale im Lumen aufwiesen (Abb.
4-13, Abb. 4-14; Abb. 4-15: mit ,1“ und ,2“ markierte Inklusionen). Somit scheint mit
fortschreitender Infektionsdauer eine Verlagerung des CPn1054-Signals von den Bakterien
und/oder aus dem Lumen zum Inklusionsrand hin zu erfolgen, wobei die
Inklusionsmembran-Lokalisation 72 hpi (Abb. 4-15) in weiteren unabhangigen Experimenten
zukunftig bestatigt werden muss. Friihere Analysen zu den Zeitpunkten 24 hpi und 48 hpi
hatten fiir CPn1054 eine Bakterien-Assoziation ergeben (Herbst, 2011). Es ware moglich,
dass zum Zeitpunkt 24 hpi die Ring-ahnliche Farbung noch gar nicht auftritt. Zudem kénnen
nach den oben beschriebenen Beobachtungen auch zum Zeitpunkt 48 hpi Inklusionen
vorhanden sein, bei denen kein Ring-Muster auftritt. Eine Aussage lber eine mogliche
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Sekretion von CPn1054-Protein ins Zytosol der Wirtszelle kann aufgrund der starken
Hintergrundfarbung des Antikorpers nicht gemacht werden (Abb. 4-15).

Durch Ko-Farbung mit Antikérpern gegen weitere chlamydiale Proteine bekannter
Lokalisation konnte eine spezifischere Aussage zur CPn1054-Lokalisation gemacht werden.
Zum Zeitpunkt 48 hpi schien es so, als ob das CPn1054-Signal innerhalb des Signals fiir das
bekannte Inklusionsmembranprotein IncA liegt, wahrend das vorlaufige Ergebnis fir den
Zeitpunkt 72 hpi eine deutliche Uberlagerung beider Signale zeigt, was auf eine Ko-
Lokalisation hindeutet (Abb. 4-15). Dies wiirde die Hypothese einer Verlagerung der
CPn1054-Lokalisation von einer Bakterien-Assoziation hin zu einer Inc-charakteristischen
Membran-Assoziation zu spateren Infektionszeitpunkten bekraftigen. Um die Lokalisation in
kleinen bzw. friihen Inklusionen genauer bestimmen zu konnen, wurden Ko-Farbungen mit
Antikorpern gegen das chlamydiale Oberflachenprotein MOMP sowie das intrachlamydiale
Protein DnaK durchgefiihrt. Wahrend sich so gut wie keine Uberlagerungen der Signale fiir
CPn1054 und MOMP zeigten (Abb. 4-16 A), trat ein gewisser Grad an Ko-Lokalisation von
CPn1054 mit DnaK auf (Abb. 4-16 B). Moglicherweise befindet sich CPn1054 also in der
frihen Infektion innerhalb der Bakterien, um spaterhin (zwischen 48 hpi und 72 hpi)
sekretiert und in die Inklusionsmembran inseriert zu werden. Im Einklang mit dieser
Hypothese stehen die Ergebnisse von Frau Dr. Herbst, die in zum Zeitpunkt 40 hpi tiber einen
Gradienten gereinigten RBs im Western Blot ein deutliches Signal fir CPn1054 detektieren
konnte, das in zum Zeitpunkt 84 hpi gereinigten EBs wesentlich schwacher war (Herbst,
2011).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal von Inc-Proteinen ist neben der Membran-
Lokalisation ihre Exposition zum Wirtszellzytosol. Durch Farbung differentiell
permeabilisierter Zellen konnte fiir CPn1054 eine Zuganglichkeit von der zytosolischen Seite
der Wirtszelle aus nachgewiesen werden (Abb. 4-17). Aufgrund der Tatsache, dass das
CPn1054-Antikorperserum gegen den C-terminalen Abschnitt aus AS 521-811 des Proteins
generiert worden war und die gebildeten Antikérper eine Farbung von zytosolischer Seite
aus ermoglichten, ist vermutlich zumindest diese Protein-Region exponiert. Bezieht man die
Strukturvorhersage fir CPn1054 mit ein, nach der sich im N-Terminus zwei
Transmembrandomanen befinden (Abb. 4-10), so besitzt wahrscheinlich der gesamte
Proteinbereich ab der zweiten Transmembrandomdne (AS 80-811) Kontakt zum
Wirtszellzytosol und kdnnte mit Proteinen der Wirtszelle interagieren. Der Carboxy-Terminus
des Inklusionsmembranproteins IncA aus C. trachomatis ist Wirtszellzytosol-exponiert
(Hackstadt, Scidmore-Carlson et al., 1999). Da IncA ebenso wie CPnl1054 zwei
Transmembrandomanen im N-Terminus besitzt und die Orientierung beider Proteine in der
Inklusionsmembran daher dieselbe sein kénnte, wiirde dies die gefundene Exposition des
CPn1054 C-Terminus bekraftigen. IncA aus C. trachomatis geht zudem eine Selbst-
Interaktion ein und vermittelt auf diese Weise die Fusion von Inklusionen in mehrfach
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infizierten Humanzellen (Hackstadt, Scidmore-Carlson et al., 1999). CPn1054 besitzt im N-
terminalen Bereich eine IncA-Doméane und es wurde vermutet, dass das Protein daher
eventuell eine Selbst-Interaktion eingehen kénnte. Ein Hefe-Zwei-Hybrid Test ergab jedoch,
dass dies nicht der Fall ist (Abb. 4-18).

CPn0043 ist wie bereits erwahnt ein weiteres Mitglied der CPn1054-Proteinfamilie, das 47 %
Identitat zu CPn1054 Uber seine gesamte Lange aufweist (Abb. 1-6). Der abgedeckte Bereich
des CPn1054-Proteins erstreckt sich iiber die AS 1-656. Uber das Expressionsniveau und die
Lokalisation von CPn0043 im Verlauf einer Chlamydieninfektion ist bislang nichts bekannt.
Um hiertiber Erkenntnisse zu gewinnen, wurde ein Peptid-Antikorper gegen die C-terminalen
15 Aminosaduren von CPn0043 generiert. Die genannte Sequenz war ausgewahlt worden, da
sie die geringste Ahnlichkeit zu den Sequenzen der {ibrigen, untereinander sehr dhnlichen
Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie aufwies und so die Gefahr einer Kreuzreaktivitat
minimiert werden sollte. Es zeigte sich jedoch, dass der Antikdrper kein spezifisches Signal in
infizierten Humanzellen generierte (Abb. 4-35). Eine Mdglichkeit ware, dass das Protein nicht
exprimiert wird. Laut den Transkriptdaten ist cpn0043-mRNA zu allen Zeitpunkten der
Infektion vorhanden, hoher zu Beginn der Infektion und mit Abnahme zu spateren
Zeitpunkten hin, sowie hoher im Vergleich zum cpn1054-mRNA Niveau (Murra, 2005). Sollte
also tatsachlich kein CPn0043-Protein vorhanden sein, so miisste auf posttranskriptionaler
oder posttranslationaler Ebene eine Regulation der Expression erfolgen. Es besteht natiirlich
auch eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dass das zur Immunisierung eingesetzte Peptid trotz
der Prifung durch ein Vorhersageprogramm der Firma Eurogentec nicht immunogen ist.
Daher sollte die Generierung eines weiteren Antikorperserums unter Nutzung eines anderen
Proteinabschnitts als Immunogen in Betracht gezogen werden. Allerdings miusste hier
wiederum darauf geachtet werden, dass keine hohen Sequenzhomologien zu anderen
Mitgliedern der CPn1054-Proteinfamilie vorliegen. Der Verdacht, dass CPn0043 von dem
gegen CPn1054 generierten polyklonalen Antikdrper erkannt werden kdnnte, lieR sich nicht
bestatigen, wie ein Austesten mit einem in Hefe exprimierten CPn0043-Fusionsprotein ergab
(Abb. 4-36).

Interessant ware es zudem, die Expression weiterer Mitglieder der Proteinfamilie im Verlauf
einer Infektion mittels spezifisch generierter Antikdrper zu analysieren. Laut Transkriptdaten
wird mRNA aller entsprechenden Gene exprimiert (Murra, 2005). Auf diese Weise konnte
untersucht werden, ob es sich bei den als Inc-Proteine vorhergesagten Familienmitgliedern
tatsachlich um solche handelt und welche Lokalisation die Gbrigen Proteine aufweisen. Fiir
die Familie der pmp’s (polymorphic membrane proteins) konnte gezeigt werden, dass es in
unterschiedlichen Inklusionen zu einer selektiven Expression von nur einzelnen Mitgliedern
kommt (Tan, Hsia et al., 2010; Elisabeth Becker, unpubl.). Mdglicherweise zeigt sich fir die
CPn1054-Familie ein dhnliches Muster. Bei der Generierung der Antikorper gilt es, die Gefahr
einer Kreuzreaktivitat durch sorgfaltiges Auswahlen des Immunogens zu minimieren. Zudem
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sollte durch Tests mit entsprechenden Fusionsproteinen gepriift werden, ob von dem
CPn1054-Antikorper weitere Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie erkannt werden, analog
zu dem fir CPn0043 bereits durchgefiihrten Test (Abb. 4-36). Besonders CPn0010.1 mit einer
94%-igen ldentitdat zum CPn1054 C-Terminus wadre hier ein sehr wahrscheinlicher Kandidat
flr Kreuzreaktivitat. Leider konnte cpn0010.1 bislang nicht erfolgreich kloniert werden.

Durch Lokalisationsanalysen in Hefe konnen unter Umstidnden Hinweise auf einen
Organelltropismus und/oder mogliche Funktionen bakterieller Proteine gewonnen werden.
Ein GFP-fusioniertes, N-terminal um 13 Aminosaduren verklrztes CPn1054-Protein zeigte in
Hefezellen eine punktférmige Akkumulation an der Zellperipherie (Herbst, 2011; Abb. 4-33).
Zusatzlich konnte eine Assoziation mit dem Endoplasmatischen Retikulum beobachtet
werden (Singer, 2012; Abb. 4-33). Diese Lokalisation zeigten neben dem beschriebenen
Fusionskonstrukt sowohl der CPn1054 N-Terminus (AS 38-334) als auch der CPn1054 C-
Terminus (AS 353-811) separat (Singer, 2012). Ein Fusionsprotein aus GFP und CPn0043
AS 14-642 zeigte in Hefe die Bildung zytoplasmatischer, punktféormiger Aggregate sowie
vereinzelt eine Assoziation mit der Zellperipherie (Abb. 4-33). Die Unterschiede in der
Lokalisation konnten in der C-terminalen Verkirzung liegen, die CPn0043 (642 AS)
gegenliber CPn1054 (811 AS) aufweist (Abb. 1-6). Moglicherweise befindet sich innerhalb
der C-terminalen 169 AS von CPn1054 eine Membran-assoziierende Domane, da wie bereits
erwahnt der CPn1054 C-Terminus separat in Hefe mit dem ER und der Zellperipherie
assoziierte (Singer, 2012). Es konnte im Fall von CPn0043 allerdings keine Lokalisation am
Endoplasmatischen Retikulum beobachtet werden, wie sie bei CPn1054 auftrat, obgleich
eine ER-Assoziation vermutlich durch Transmembrandomanen vermittelt wird, die CPn0043
ebenfalls besitzt. Riickschliisse auf die Funktionen der Proteine ergaben sich durch die
Analysen letztlich nicht.

5.2.1 CPn1054 besitzt mehrere putative humane Interaktionspartner

Der mit CPn1054 durchgefiihrte Hefe-Zwei-Hybrid Screen nach potentiellen humanen
Interaktionspartnern brachte insgesamt 14 Kandidaten hervor, von denen finf in mehr als
einem Bank-Plasmid codiert waren (Tab. 4-4). In allen Plasmiden wurde ein erhebliches
Fragment des jeweiligen Proteins, teilweise sogar die Volllangen-Version, codiert. Ebenso
befand sich in allen Fallen die codierende Sequenz in demselben Leseraster wie die GAL4-
Aktivierungsdomane. Die identifizierten Kandidaten decken mehrere funktionelle Klassen ab,
wie eine Recherche in den Datenbanken KEGG und UniProt zeigte (Abb. 4-20). Bei drei der
Kandidaten (ACTN1, KIF5A, TNNI3) handelt es sich um Zytoskelett-assoziierte Proteine.
Transfiziertes CPn1054-GFP Fusionsprotein ko-lokalisierte in Humanzellen vereinzelt mit
dem Aktin-Zytoskelett (Abb. 4-21). Da bekannt ist, dass Chlamydien mit Komponenten des
Aktin-Zytoskeletts sowie mit Mikrotubuli wechselwirken, kdnnte es interessant sein, diese
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Kandidaten weiter zu verfolgen. Weitere drei potentielle Interaktionspartner sind
Chromosom-assoziierte Proteine. ZWINT lokalisiert am Kinetochor und schafft vermutlich
eine Verbindung zwischen dem inneren und dem aulleren Kinetochor (Vos, Famulski et al.,
2011). BRPF3 und MORF4A1 sind Komponenten unterschiedlicher Histon-Acetylase-
Komplexe, MORF4A1l ist zusatzlich auch noch in einem Histon-Deacetylase-Komplex zu
finden (Ullah, Pelletier et al., 2008; Pena, Tominaga et al., 2011). Durch eine Interaktion mit
diesen Proteinen konnten die Chlamydien Einfluss auf die Transkriptions-Regulation
nehmen. Bei NGFRAP1 handelt es sich um ein Adapterprotein, das an der Signalweiterleitung
bei einer NGF-induzierten Apoptose in Nervenzellen beteiligt ist (Mukai, Hachiya et al.,
2000). Eine C. pneumoniae-Infektion ist als ein fordernder Faktor bei der Entwicklung von
Krankheiten des zentralen Nervensystems wie beispielsweise Alzheimer in Betracht
gekommen (Stratton & Sriram, 2003). Bei einem Ubergreifen einer Infektion auf das zentrale
Nervensystem konnte durch eine Interaktion mit NGFRAP1 eine Apoptose der Nervenzelle
verhindert werden. Das Protein CCHCR1 spielt vermutlich eine Rolle in der Regulation von
Wachstum und/oder Differenzierung von Keratinozyten sowie der Regulation des Steroid-
Metabolismus der Hautzellen (Suomela, Elomaa et al., 2003; Tiala, Suomela et al., 2007).
Auch wenn alle bis hierhin genannten Kandidaten im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter
analysiert wurden, ware dies fiir die Zukunft sicherlich eine interessante Option. Zunachst
sollten die Interaktionen auf biochemischem Weg bestdtigt werden und im Fall eines
positiven Ergebnisses konnten sich Kolokalisierungs-Analysen in infizierten Zellen
anschlieflen.

5.2.2 Das COP9 Signalosom ist ein mogliches Ziel chlamydialer Effektorproteine

Die COPS4-Untereinheit des COP9 Signalosoms (siehe Kap. 1.6) wurde in zwei isolierten
Bank-Plasmiden als Volllangen-Protein codiert, das ebenfalls vollstandige COPS6 sogar in vier
Plasmiden. Aufgrund der hohen Abundanz dieser zwei Untereinheiten desselben Komplexes
unter den Kandidaten wurden die weiteren Analysen hierauf fokussiert. Mittels eines
seriellen Verdinnungstropftests konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von CPn1054
mit COPS4 starker ist als diejenige mit COPS6 (Abb. 4-23). Von allen im Screen isolierten
Kandidaten zeigten die beiden COP9-Untereinheiten als einzige zudem eine Interaktion mit
CPn0043. In diesem Fall war die Interaktion mit COPS6 vergleichsweise starker als die mit
COPS4 (Abb. 4-31 B). Dies lasst vermuten, dass bestimmte Unterschiede in den Sequenzen
der insgesamt sehr d&hnlichen Proteine CPn1054 und CPn0043 Einfluss auf die
Bindungsaffinitat haben kdnnten. Durch Far Western Blots konnten die Interaktionen von
COPS4 und COPS6 mit CPn1054 bzw. CPn0043 bestatigt werden (Abb. 4-25 und Abb. 4-32).
Im Fall von CPn0043 war das erhaltene Signal dabei deutlicher als bei CPn1054. Dies kdnnte
darauf zurlickzufiihren sein, dass die Konzentration an CPn1054-GFP Fusionsprotein in dem
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Lysat, mit welchem der Blot inkubiert wurde, geringer war verglichen mit dem CPn0043-GFP
enthaltenden Lysat (Abb. 4-25 A und Abb. 4-32 A). CPn0043 wurde unter Auslassung der
Transmembrandomanen (AS 80-642) als Fusion mit GFP exprimiert, CPn1054 unter
Auslassung der kompletten IncA-Domane (AS 200-811). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass der CPn1054 C-Terminus (AS 353-811) in Hefe mit dem ER sowie mit der Zellperipherie
assoziiert (Singer, 2012). Uber die Lokalisation von CPn0043 AS 80-642 in Hefe ist nichts
bekannt, moglicherweise ist das Protein im Zytosol lokalisiert. Somit wdre das CPn0043
Fusionsprotein vermutlich leichter in Losung zu bekommen, was die Unterschiede in den
Konzentrationen der Lysate erkldaren wiirde.

Um die interagierende Region von CPn1054 ndher einzugrenzen, wurden verschiedene
Fragmente des Proteins subkloniert und im Hefe-Zwei-Hybrid System getestet. Es konnte auf
diese Weise herausgefunden werden, dass der zentrale Bereich von CPn1054 bestehend aus
den Aminosauren 201 bis 600, welcher die komplette Domane unbekannter Funktion
DUF1978 enthélt, die Interaktion sowohl mit COPS4 als auch mit COPS6 vermittelt
(Abb. 4-24). Die durch diese als M-Fragment bezeichnete Region vermittelte Interaktion war
starker als die des im Screen eingesetzten Abschnitts von CPn1054 AS 201 bis 811. Der C-
Terminus von CPn1054 (AS 580-811) zeigte hingegen keine Interaktion mit den beiden COP9-
Untereinheiten (Abb. 4-24). In dem von Frau Dr. Kerres und Frau Dr. Herbst durchgefiihrten
Effektorscreen in Hefe waren zwei N-terminale sowie ein C-terminales Fragment von
CPn1054 als wachstumsinhibierend identifiziert worden (Abb. 4-10). Diese Fragmente
besitzen keinerlei Uberlapp mit dem M-Fragment, das die Interaktionen mit den COP9-
Untereinheiten vermittelt. Somit ist die beobachtete Wachstumsinhibierung in Hefe
vermutlich nicht auf eine Interaktion mit dem Hefe-Signalosom zuriickzufiihren. Zudem sind
die einzelnen Untereinheiten des Signalosoms zwischen Mensch und Hefe nicht sehr stark
konserviert, so dass nicht sicher ist, ob es auch zwischen CPn1054 und den Hefe-Signalosom-
Untereinheiten zu einer Interaktion kommen wiirde. Der Effekt auf das Hefe-Wachstum
konnte demnach durch eine Interaktion mit anderen Interaktionspartner-Kandidaten, wie
beispielsweise Zytoskelett-assoziierten Proteinen, oder durch eine von Membran-
assoziierenden Domadnen bzw. Transmembrandomanen hervorgerufene Inhibierung
ausgelost worden sein. Aus Zeitgriinden konnte eine Subklonierung von CPn0043-
Fragmenten nicht mehr durchgefiihrt werden, um auch hier die interagierende Region
einzugrenzen. Es ware interessant zu sehen, ob auch in diesem Fall ein die DUF1978-
Domadne enthaltendes Fragment die Interaktionen vermittelt. Zudem konnten weitere
Mitglieder der CPn1054-Proteinfamilie auf eine Interaktion mit COPS4 und COPS6 getestet
werden, oder zumindest solche, die ebenfalls eine DUF1978-Domane enthalten. Es ware
weiterhin sehr interessant, die Ubrigen sechs COP9-Untereinheiten auf eine mogliche
Interaktion mit CPn1054 und CPn0043 zu testen, auch wenn diese nicht im Screen isoliert
worden sind.
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Die Detektion von endogenem COPS4 und COPS6 in infizierten und nicht-infizierten
Humanzellen tGber Immunfluoreszenz konnte leider nicht durchgefiihrt werden. Die von
verschiedenen Antikérper-Herstellern zur Verfliigung gestellten Beispielbilder zeigten
uneinheitliche Farbungsmuster fir beide Proteine. Bereits bei der Entdeckung des COP9-
Signalosoms waren von zwei Arbeitsgruppen unterschiedliche Beobachtungen zur
Lokalisation des Komplexes gemacht worden. Wahrend Wei et al. mittels gegen COPS1
sowie COPS8 gerichteter Antikorper den Komplex vorwiegend im Nukleus und zu einem
geringen Anteil im Zytoplasma lokalisieren konnten, beobachteten Seeger et al. mittels eines
gegen COPS3 generierten Antikorpers eine zytosolische Farbung mit Konzentration um den
Kern herum (Wei & Deng, 1998; Seeger, Kraft et al., 1998). Mittlerweile wird angenommen,
dass das COP9 Signalosom in Form von unterschiedlichen Subkomplexen vorliegt, deren
Zusammensetzung und Lokalisation sich in Abhangigkeit von den benutzten Zellen, der
Zellzyklus-Phase und sonstigen experimentellen Bedingungen unterscheiden. Die genannten
Arbeitsgruppen hatten unterschiedliche Zelllinien in ihren Versuchen verwendet. Da nicht
bekannt war, welche Lokalisation bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen zu erwarten
ware, wurde auf den Erwerb von Antikérpern verzichtet. COPS4 und COPS6 wurden
stattdessen in einen humanen Transfektionsvector kloniert und mittels des fusionierten
Fluoreszenzproteins mCherry in Humanzellen lokalisiert. Unter diesen starken
Expressionsbedingungen zeigte sich flr beide Fusionsproteine eine Lokalisation im Zytosol,
wo sie mit retikuldren Strukturen, die eventuell das ER darstellen kdnnten, assoziierten. Das
COPS4-Fusionsprotein sparte den Zellkern komplett aus, wohingegen das COPS6-Protein
auch im Kern zu finden war (Abb. 4-26). Eine Assoziation mit retikuldren Strukturen war fir
das COP9 Signalosom bislang nicht beschrieben worden. Es konnte daher sein, dass dies eine
unspezifische Lokalisation darstellt, die der ektopischen Expression von groBen Mengen des
Proteins geschuldet ist. Es ware eine Option, das Expressionsniveau der Fusionsproteine
durch Nutzung alternativer Vectoren bzw. Promotoren zu variieren und nochmals die
Lokalisation zu analysieren. Die Tatsache, dass die zwei Untereinheiten unterschiedliche
Lokalisationsmuster zeigen, kdonnte zudem bedeuten, dass nicht beide oder moglicherweise
keine von beiden in den COP9 Komplex integriert sind/ist. Moglicherweise ist es zu einer
Bildung bestimmter COP9 Subkomplexe gekommen. Die (ibermaRige Expression einer
einzelnen Untereinheit kdnnte somit die Assemblierung des Holokomplexes beeinflussen
und dariber kénnten wiederum zellulare Ablaufe verandert werden.

Nach einer C. pneumoniae-Infektion COPS4- bzw. COPS6-transfizierter Humanzellen anderte
sich nichts im Lokalisationsmuster beider Fusionsproteine (Abb. 4-27). Die zuvor zu
beobachtende retikulare Struktur im Zytosol war nicht mehr so deutlich ausgepragt, was
vermutlich mit der Komprimierung des Zytosols durch die Anwesenheit der chlamydialen
Inklusion zusammenhangt. Das COPS4-Fusionsprotein sparte weiterhin den Zellkern aus. Im
Fall des COPS6-Proteins schien eine Verstarkung des Signals im Zellkern infizierter gegeniiber
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nicht-infizierter Zellen vorzuliegen, dies konnte jedoch nicht immer beobachtet werden und
bedarf weiterer Analysen. Es kann aber festgehalten werden, dass eine deutliche
Akkumulation der Fusionsproteine an der Inklusionsmembran ausblieb. Es trat lediglich eine
leichte Uberschneidung der Signale fiir CPn1054 und mCherry an der Inklusionsperipherie
auf (Abb. 4-27). Moglicherweise wird eine stattfindende Signallberlagerung jedoch von dem
sehr starken mCherry-Signal ausgehend von der hohen Konzentration an Fusionsprotein in
der Zelle Gberdeckt. Denkbar ware auch, dass die Interaktionen von COPS4 und COPS6 mit
CPn1054 durch die Anwesenheit des mCherry-Proteins sterisch behindert werden. Um dies
zu testen, konnte das Reporterprotein in anderer Orientierung fusioniert und das
Experiment noch einmal wiederholt werden. Gegen COPS5, die aktive Untereinheit des
Signalosom-Komplexes, wurde ein IF-geeigneter Antikorper erworben. Es zeigte sich, dass
endogenes COPS5 wahrend einer C. pneumoniae-Infektion nicht zur Inklusion rekrutiert wird
(Abb. 4-28). Somit geht anscheinend weder monomeres noch komplexiertes COPS5 eine
Wechselwirkung mit chlamydialen Proteinen an der Inklusionsmembran ein. Moglicherweise
wird eine Interaktion von CPn1054 mit COPS4 und/oder COPS6, die das komplette COP9-
Signalosom zur Inklusion rekrutieren wiirde, sterisch behindert, wenn die Untereinheiten in
den Holokomplex integriert sind. Somit konnten endogenes COPS4 und COPS6 entweder nur
in Monomer-Form eine Interaktion eingehen, oder aber in Form von Subkomplexen, welche
kein COPS5-Protein enthalten.

Durch das Verfolgen der Expression diverser COP9-Untereinheiten (iber den
Infektionsverlauf hinweg sollte weiter untersucht werden, ob Chlamydien Einfluss auf das
Signalosom nehmen. Zusammengefasst zeigten die ersten Expressionsdaten, dass die
Niveaus an COPS1-, COPS6- sowie COPS7-Protein im Verlauf der Infektion abnehmen,
wenngleich mit unterschiedlicher Kinetik. Im Gegensatz dazu war die Expression an COPS5 in
der Infektion deutlich erhoht (Abb. 4-29). Mit Ausnahme von COPS6 sind alle genannten
Unterheiten bislang nur einmalig analysiert worden, sodass eine Bestatigung dieser
Ergebnisse erforderlich ist. Die beobachteten Verdanderungen in der Expression kdnnten
bedeuten, dass das Signalosom tatsachlich eine Rolle wahrend der Chlamydieninfektion
spielt. Um hier weitere Hinweise zu gewinnen, konnten Untereinheiten des COP9
Signalosoms beispielsweise mittels siRNA herunterreguliert werden. Durch eine Infektion
entsprechend manipulierter Zellen und einen Vergleich mit infizierten Zellen, welche das
Signalosom auf normalem Niveau exprimieren, koénnten eventuell Hinweise auf eine
Beeintrachtigung oder eine Forderung der Chlamydien-Entwicklung durch Aktivitdten des
Signalosoms gewonnen werden. Das vorldaufige Ergebnis, dass wahrend einer
Chlamydieninfektion einzelne Untereinheiten eine Expressionsabnahme zeigen, sprache
dafir, dass bei einer Herunterregulation des COP9-Komplexes die chlamydiale Entwicklung
beglinstigt wird. Dies wiirde jedoch nicht fiir COPS5 gelten, das in der ersten Analyse eine
Zunahme der Expression wahrend der Infektion zeigte. Bei einer Herunterregulation von
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COPS5 mittels siRNA und nachfolgender Infektion der Zellen kénnte eventuell ein fur die
Chlamydien positiver Effekt ausbleiben. Ein Zusammenhang zwischen der potentiellen
Interaktion von COPS4 und COPS6 mit CPn1054 (sowie eventuell CPn0043) und der
moglichen Veranderung in der Expression diverser COP9-Untereinheiten konnte bisher noch
nicht hergestellt werden. Hierzu koénnte beispielsweise CPn1054-Antikorper in infizierte
Zellen transfiziert werden, um auf diese Weise eine mogliche Interaktion mit COPS4 und
COPS6 zu unterbinden, und in den so behandelten Zellen wiederum das Expressionsniveau
von COP9-Untereinheiten verfolgt werden. Ein solches Experiment birgt jedoch die Gefahr,
dass die transfizierten Antikorper die Chlamydienbiologie grundlegend beeintrachtigen und
dadurch unbeabsichtigte Veranderungen in der Zelle hervorrufen kdnnten.

5.2.3 Welche Auswirkungen kdnnte eine Manipulation des COP9 Signalosoms haben?

Das COP9 Signalosom ist ein multifunktioneller Proteinkomplex, der bei vielen Regulations-
und Signalwegen innerhalb der Zelle eine Rolle spielt. Es sind daher noch weitere
Experimente notwendig, um herauszufinden, worin der Vorteil einer Einflussnahme auf
diesen Komplex fiir die Chlamydien liegen kénnte. Auch sind noch nicht alle Fragen beziiglich
des Auftretens verschiedener COP9 Subkomplexe und deren Funktionen sowie der
unterschiedlichen Lokalisation vom COP9 Signalosom bzw. von COP9 Subkomplexen und
deren Bedeutung geklart, was das Aufstellen von Hypothesen zusatzlich erschwert. Konkrete
Funktionen konnten bislang lediglich dem Holokomplex sowie dem sog. ,Mini-CSN“
bestehend aus den Untereinheiten COPS4/5/6/7/8 zugewiesen werden.

Das COP9-Signalosom vermittelt die Deneddylierung von Cullin-RING Ubiquitin-Ligasen
(CRL). Das katalytische Zentrum liegt innerhalb der COPS5-Untereinheit, zur Ausfiihrung der
Deneddylierung muss COPS5 allerdings in den Holokomplex integriert sein. Vermutlich
wirken andere Untereinheiten des Komplexes als Bindestellen, um die Ligasen korrekt zu
platzieren. Es konnte beispielsweise eine Interaktion zwischen COPS2 und der Cullin-
Untereinheit der Ubiquitin-Ligase nachgewiesen werden (Yang, Menon et al., 2002). In
friheren Studien wurde gezeigt, dass eine verminderte Expression einzelner Untereinheiten
des COP9 Signalosoms zu einer proportionalen Abnahme des Holokomplexes in der Zelle
flihrt (Peth, Boettcher et al., 2007; Peth, Berndt et al., 2007). Eine Sonderposition scheint
hierbei jedoch COPS5 zu besitzen. In diesem Fall hatte eine Herunterregulation der
Untereinheit Gber siRNA keinen Effekt auf die Stabilitat der Gbrigen COP9-Komponenten und
flihrte zur Assemblierung eines ,,Gerlst-Komplexes” aus den anderen Untereinheiten, in den
kein COPS5 integriert war (Peth, Berndt et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte ein
erster Hinweis darauf gewonnen werden, dass die Expression von COPS1, COPS6 sowie
COPS7 im Verlauf einer Chlamydieninfektion abnimmt (Abb. 4-29). In Anlehnung an die oben
beschriebenen Arbeiten wiirde dies bedeuten, dass die Menge an COP9-Holokomplex in
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infizierten Zellen abnimmt und daher die Deneddylierungs-Aktivitdt vermindert wird. Die
Folge ware eine Inaktivierung von Cullin-RING Ligasen und dariiber die Deregulation der
durch sie vermittelten Protein-Degradation. Zu den Substraten von Cullin-RING Ubiquitin-
Ligasen zahlen vor allem diverse Transkriptionsfaktoren, Signaltransduktions-Molekiile und
Proteine, die eine Rolle bei der Zellzyklus-Regulation spielen (Petroski & Deshaies, 2005). Ob
und auf welche Weise CRL-Zielproteine wahrend einer Chlamydieninfektion beeinflusst
werden, muss durch weitere Experimente wie die Verfolgung der Expressionsniveaus
ausgewahlter Proteine (iber Western Blotting geklart werden. Es ist bekannt, dass
Chlamydien Uber die Sekretion von Proteasen wie beispielsweise CPAF Wirtszellproteine
abbauen. Die Manipulation des COP9 Holokomplexes wiirde eine zusatzliche Maoglichkeit zur
Kontrolle des Proteinabbaus in der Wirtszelle darstellen. Fiir andere Bakterien konnte
gezeigt werden, dass sie bestimmte Effektorproteine, sog. Cif's (cycle inhibiting factors),
sekretieren, welche Nedd8 deamidieren (Crow, Hughes et al., 2012). Dies fuhrt zur
Inaktivierung von CRLs und zu einem Zellzyklus-Arrest infizierter Zellen am Ubergang von der
G1- zur S-Phase oder der G2- zur M-Phase. Es konnte ferner gezeigt werden, dass die
Zellzyklus-regulierenden Proteine p21 sowie p27 in infizierten Zellen akkumulieren (Crow,
Hughes et al., 2012).

Das deubiquitinylierende Enzym USP15 assoziiert mit dem Signalosom (Hetfeld, Helfrich et
al., 2005). Es konnte nachgewiesen werden, dass USP15 Ubiquitin-Reste vom NFkB-Inhibitor
IkBa entfernt (Schweitzer, Bozko et al., 2007). Hierdurch wird der Inhibitor stabilisiert und
der NFkB-Signalweg inhibiert. Im Fall eines Ausbleibens der CSN-assoziierten USP15-Aktivitat
wirde IkBa abgebaut und der NFkB-Signalweg aktiviert. Die Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors als Folge einer C. pneumoniae-Infektion ist beschrieben worden
(Gencay, Tamm et al., 2003; Miller, Selzman et al., 2000). C. trachomatis hingegen sekretiert
das Protein ChlaDubl, welches IkBa deubiquitinyliert, sowie CT441/Tsp, das die NFkB-
Untereinheit p65 spaltet, wodurch jeweils der NFkB-Signalweg inhibiert wird (LeNegrate,
Krieg et al., 2008; Zhong, 2011). In C. pneumoniae sind diese Effektorproteine nicht
vorhanden, weshalb es gut denkbar ware, dass hier der NFkB-Signalweg U(iber andere
Proteine und in anderer Weise beeinflusst wird. Es gibt Beispiele fiir eine gegensatzliche
Manipulation dieses Signalwegs durch Pathogene. Wahrend einer Legionella pneumophila-
Infektion wird der NFkB-Signalweg aktiviert, was zur Bildung inflammatorischer Chemokine
und zur Expression antiapoptotischer Proteine fihrt (Luo, 2011). Salmonella typhimurium
und Yersinia-Spezies sekretieren hingegen Effektorproteine, die den NFkB-Signalweg
inhibieren (Angot, Vergunst et al., 2007; Agbor & McCormick, 2011). Ob in C. pneumoniae-
infizierten Zellen die Degradation von IkBa verstarkt ist und dies verantwortlich fir eine
NFkB-Aktivierung sein konnte, miisste durch Analyse des Expressionsniveaus des Inhibitors
Uberpruft werden.
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Der oben bereits erwdhnte COP9 Subkomplex bestehend aus COPS4/5/6/7/8 (,,Mini-CSN*)
vermittelt die Degradation des Zellzyklus-regulierenden Proteins p27. Bei p27 handelt es sich
um einen CDK (cyclin dependent kinase)-Inhibitor, der den Ubergang von der G1- zur S-Phase
des Zellzyklus kontrolliert (Yang, Menon et al., 2002). Eine hohe p27-Konzentration in der
Zelle hat einen Arrest in der G1-Phase zur Folge. Der COP9 Subkomplex transportiert p27 aus
dem Zellkern ins Zytoplasma, wo es ubiquitinyliert und nachfolgend abgebaut wird (Tomoda,
Kubota et al., 2002). Wirde man annehmen, dass die Menge dieses COP9 Subkomplexes
wahrend der Infektion ebenfalls abnimmt, da die Konzentration der einzelnen
Untereinheiten abnimmt, so wirde dies zu einer Deregulation des Zellzyklus flhren: p27
wirde nicht mehr effizient abgebaut und die Zellen wiirden in der G1-Phase zurlickgehalten.
Tatsdchlich ist in Zellen, die COPS1 siRNA exprimieren, der Abbau von p27 beeintrachtigt
(Peth, Berndt et al., 2007). Falls sich das zu beobachtende erniedrigte COPS1-Niveau in C.
pneumoniae-infizierten Humanzellen verifizieren lasst (Abb. 4-29), sprache dieser Umstand
dafir, dass hier ebenfalls eine erhdhte p27-Konzentration in den Zellen vorliegen kénnte.
COP9 Signalosom-assoziierte Kinasen phosphorylieren den Tumor-Suppressor p53 und
bewirken dessen Degradation (Bech-Otschir, Kraft et al., 2001). p53 wird in der Zelle als
Antwort auf beispielsweise DNA-Schadigung aktiviert und vermittelt einen Zellzyklus-Arrest
in der G1-Phase oder am Ubergang von der G2- zur M-Phase (Bai & Zhu, 2006). Wéren die
Kinasen ohne Assoziation mit dem Signalosom inaktiv, so wiirde die p53-Konzentration in
der Zelle erhdht, was wiederum einen Zellzyklus-Arrest zur Folge hatte. Es ware daher
interessant, die Zellzyklus-Geschwindigkeit der im Rahmen dieser Arbeit benutzten Zelllinien
wahrend einer Infektion zu untersuchen. Mahalingam et al. konnten zeigen, dass COPS6 mit
dem HIV-Protein Vpr interagiert. Diese Interaktion flihrt zu einer Verdanderung der COPS6-
Lokalisation vom Nukleus hin zur nukledren Peripherie und bewirkt einen Zellzyklus-Arrest
beim Ubergang von der G2- zur M-Phase. Zudem fiihrt eine Herunterregulation der COPS6-
Expression ebenfalls zu einem Zellzyklus-Arrest (Mahalingam, Ayyavoo et al., 1998).
Wahrend einer Chlamydieninfektion konnte keine Verdanderung der Lokalisation von
Fluoreszenzprotein-markiertem COPS6- oder COPS4-Protein beobachtet werden, was aber
wie bereits diskutiert an der starken ektopischen Expression liegen konnte und liber die
Detektion der endogenen Proteine noch einmal verifiziert werden misste. Eine Abnahme
des COPS6-Proteinniveaus wahrend einer C. pneumoniae-Infektion konnte hingegen
nachgewiesen werden (Abb. 4-29). Es kdnnte hier also ebenfalls ein Arrest in der G2-Phase
die Folge sein.

Im Gegensatz zu den Untereinheiten des ,Gerilst-Komplexes” ist als vorlaufiges Ergebnis fir
COPS5 eine erhohte Proteinexpression wahrend einer C. pneumoniae-Infektion zu
beobachten (Abb. 4-29). Grundsatzlich scheint die Expression der COP9 Komplex-
Untereinheiten ko-reguliert zu sein. So konnte gezeigt werden, dass COPS1-mRNA das Ziel
einer spezifischen Form von miRNA ist, welche die Translation inhibiert, und auch die
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Ubrigen Untereinheiten des Signalosoms Bindestellen fiir diese miRNA aufweisen (Leppert,
Henke et al., 2011). Die Uberexpression von COPS1 fiihrte zu einer koordinierten Induktion
der Expression aller anderen COP9-Untereinheiten, vermutlich durch ein Abfangen der
miRNAs Uber COPS1 (Leppert, Henke et al., 2011). Man koénnte nun die Hypothese
aufstellen, dass unmittelbar nach Start einer Chlamydieninfektion die Expression aller COP9-
Untereinheiten auf noch ungeklartem Weg stimuliert wird. COPS4, COPS6 sowie eventuell
noch weitere Untereinheiten kdnnten durch Interaktion mit chlamydialen Proteinen an die
Inklusionsmembran gebunden werden. CPn1054 zeigt ab einem Zeitpunkt von 48 hpi eine
Inklusionsmembran-Lokalisation und steht vermutlich zu friiheren Zeitpunkten nicht fiir eine
Interaktion mit Wirtszellproteinen zur Verfligung. Jedoch kénnte die Interaktion mit COP9-
Untereinheiten in der frilhen Infektion von anderen chlamydialen Effektorproteinen,
eventuell anderen Mitgliedern der CPn1054-Familie, vermittelt werden. Durch das Abfangen
von COP9 Untereinheiten an der Inklusion stiinden diese nicht zur Bildung des
Holokomplexes zur Verfligung und vermutlich ware der Komplex damit instabil und wiirde
zerfallen. Da jedoch die Untereinheiten des Geristkomplexes nur in Komplex-Form stabil
sind, wiirden sie schnell abgebaut. Im Gegensatz dazu wirde sich COPS5, das auch
aullerhalb des Holokomplexes stabil ist, in den infizierten Zellen anreichern. COPS5 liegt
hierbei moglicherweise in der Monomer-Form oder in Assoziation mit anderen zellularen
Interaktionspartnern vor. Bei vielen Krebs-Arten ist die COPS5-Expression in den betroffenen
Zellen erhoht und es wurde die Hypothese aufgestellt, dass COPS5 in Assoziation mit
dem/den noch unbekannten Interaktionspartner/n die Zellproliferation stimulieren kénnte
(Fukumoto, Tomoda et al., 2005). Dies steht der zuvor diskutierten Moglichkeit eines
Zellzyklus-Arrestes bei Fehlen des COP9-Signalosoms entgegen. Daher sind weitere
Experimente essentiell, um zu einer gesicherten Aussage zu kommen.

Insgesamt ergdben sich also viele Moglichkeiten zur Beeinflussung des Zellzyklus durch eine
Manipulation des COP9-Signalosoms. Fir C. trachomatis wurde eine Inhibierung des
Zellzyklus berichtet. Hier wird wahrend einer Infektion CDK1 (cyclin dependent kinase 1),
welche am Ubergang von der G2- zur M-Phase beteiligt ist, herunterreguliert; zudem wird
das mitotische Cyclin B1 gespalten (Balsara, Misaghi et al., 2006). Fiur C. pneumoniae zeigen
bisherige Daten dagegen eine Forderung der Zellteilung. In glatten Muskelzellen des
BlutgefaR-Systems ist wahrend einer Infektion eine erhéhte Zellproliferation zu verzeichnen,
vermittelt durch die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren NFkB sowie AP-1. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die chlamydiale Proteinsynthese zum Auslésen dieses Effekts
notwendig ist (Miller, Selzman et al., 2000). Der AP-1 Transkriptionsfaktor ist ein Dimer,
zusammengesetzt aus c-Jun und Fos. COPS5 wirkt stabilisierend auf c-Jun, so dass hier
moglicherweise ein Zusammenhang bestehen konnte (Claret, Hibi et al., 1996). Gencay und
Kollegen konnten zeigen, dass C. pneumoniae in Epithelzellen der Lunge die Zellproliferation
fordert (Gencay, Tamm et al., 2003). Diese Autoren konnten ebenfalls eine Aktivierung von
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NFkB nachweisen, jedoch nicht von AP-1. Chlamydia pneumoniae bindet und aktiviert zudem
den EGF-Rezeptor, wodurch unter anderem Signalwege initiiert werden, welche die
Zellproliferation fordern (Gui & Shen, 2012; Molleken, Becker & Hegemann, 2013). Wie
bereits erwahnt, missten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen auf
ihre Zellproliferations-Geschwindigkeit hin untersucht werden, ebenso wie auf die
Expression der Proteine, die hier regulierende Funktionen ausiben und durch das COP9-
Signalosom kontrolliert werden (p27, p53).

Das COP9-Signalosom beeinflusst des Weiteren die Stabilitdit des Transkriptionsfaktors
HIF-1a (hypoxia inducible factor 1 a). Dieser Transkriptionsfaktor wird bei niedrigem
Sauerstoff-Gehalt der Zelle (Hypoxie) aktiviert und fihrt zur Transkription von Genen, deren
codierte Proteine beispielsweise eine Rolle in der Glukose-Aufnahme, der Angiogenese,
Zellproliferation oder Apoptose spielen (Smith et al., 2008). Es hat sich gezeigt, dass COPS5
mit HIF-la interagiert und das Expressionsniveau des Transkriptionsfaktors hierdurch
stabilisiert wird (Bae, Ahn et al., 2002; Bemis, Chan et al., 2004). Da der HIF-1a-Abbau auf
der anderen Seite durch Cullin-basierte Ubiquitin-Ligasen vermittelt wird, wurde folgendes
Modell zum Einfluss des COP9 Signalosoms bzw. der Untereinheit COPS5 auf das HIF-1a-
Expressionsniveau aufgestellt: COPS5 in der Monomer-Form verhindert die HIF-1a-
Degradation durch Verhinderung von dessen Hydroxylierung, wahrend der Holokomplex
durch die Aktivierung entsprechender Ubiquitin-Ligasen fiir den Abbau von HIF-1a sorgt
(Bemis, Chan et al., 2004). In der Chlamydieninfektion wiirde HIF-1a daher vermutlich
stabilisiert werden, zum einen durch den Effekt der Bindung des COPS5-Monomers und zum
anderen durch die Verhinderung des Abbaus aufgrund von verminderter Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat, die durch die Abnahme an COP9 Holokomplex zustande kommt. Eine Analyse des
HIF-1a-Expressionsniveaus wahrend einer Chlamydieninfektion hat ergeben, dass sowohl im
Fall von C. pneumoniae als auch von C. trachomatis der Transkriptionsfaktor wahrend der
frihen Phase der Infektion stabilisiert, spaterhin jedoch abgebaut wird (Rupp, Gieffers et al.,
2007; Sharma, Machuy et al., 2011). Fiir C. pneumoniae wurde gezeigt, dass fir den Abbau
die chlamydiale Protease CPAF verantwortlich ist (Rupp, Gieffers et al., 2007). Die
Stabilisierung in der frilhen Phase der Infektion kénnte durch ein erhéhtes COPS5-Niveau
bedingt sein, wahrend zu spateren Zeitpunkten der Effekt des Abbaus durch CPAF
vorherrschen konnte, obwohl nach den vorlaufigen Daten aus der vorliegenden Arbeit die
COPS5-Konzentration weiterhin erhoht ist. Andererseits wurde bereits die Hypothese
aufgestellt, dass die initiale Stabilisierung von HIF-1a durch eine infektionsbedingte Hypoxie
in der Zelle ausgeldst werden kdnnte (Sharma, Machuy et al., 2011). Moglicherweise handelt
es sich auch um einen additiven Effekt.

Chlamydien miuissen die Wirtszellapoptose inhibieren, um ihren Entwicklungszyklus
erfolgreich durchlaufen zu kénnen. Zwei Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass wahrend des
Apoptoseprozesses die Signalosom-Untereinheit COPS6 von Caspasen gespalten wird (da
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Silva Correia, Miranda et al., 2007; Hetfeld, Peth et al., 2008). Diese Spaltung fuhrt nicht zur
Disassemblierung des Holokomplexes, sondern hat vielmehr eine erh6hte Deneddylierungs-
Aktivitat zur Folge (Hetfeld, Peth et al., 2008). Dies konnte zu einer verstarkten Aktivitat von
Cullin-RING-Ligasen und erhohtem Protein-Abbau wahrend des Apoptose-Prozesses fiihren.
Eine Verminderung der Signalosom-Konzentration wahrend der Chlamydieninfektion kénnte
dem entgegenwirken, was mit dazu beitragen kdnnte, dass Chlamydien-infizierte Zellen
keine Apoptose durchlaufen.

5.3 Modell

Zu der putativen Interaktion von CPn0072 mit SLC30A9 liegen noch nicht genligend Daten
vor, um hieraus ein Modell der Wirkungsweise von CPn0072 zu postulieren. Die Interaktion
muss zunachst bestatigt und weitergehend untersucht werden. Bezliglich CPn1054 kann ein
hypothetisches Funktionsmodell aufgestellt werden (Abb. 5-1). CPn1054 befindet sich nach
bisherigen Erkenntnissen ab einem Zeitpunkt von etwa 48 hpi zumindest teilweise in der
Inklusionsmembran mit Kontakt zum Wirtszellzytosol. Die Region, die in Kontakt mit dem
Zytosol steht, ist vermutlich der gesamte C-Terminus ab der zweiten Transmembrandomane.
Innerhalb dieser Region befindet sich die komplette Domane unbekannter Funktion
DUF1978 (siehe Einsatzbild in Abb. 5-1). CPn1054 kdnnte potentiell mit Wirtszellproteinen
interagieren und ein Screen nach humanen Interaktionspartnern mittels Hefe-Zwei-Hybrid
brachte 14 Kandidaten hervor. Von diesen wurden die Proteine COPS4 und COPS6, die beide
Untereinheiten desselben Proteinkomplexes sind, fir weitere Analysen ausgewahlt. Die
vorliegenden Daten lassen vermuten, dass COPS4 wie auch COPS6 zur Inklusion rekrutiert
werden konnten, was jedoch noch direkt zu zeigen wéare durch eine simultane endogene
Detektion von sowohl CPn1054 als auch den beiden Kandidaten tber Immunfluoreszenz.
Allerdings wiirde CPn1054 vermutlich erst ab dem Zeitpunkt 48 hpi eine Interaktion mit
Wirtszellproteinen eingehen kénnen, da die Lokalisation in der Inklusionsmembran erst ab
diesem Zeitpunkt zu beobachten ist. Moéglicherweise sind weitere Proteine der CPn1054-
Familie bereits zu frihen Infektionszeitpunkten an der Inklusionsmembran lokalisiert und
vermitteln Interaktion mit COP9-Untereinheiten oder weiteren Wirtsproteinen. Durch ein
Abfangen der beiden Untereinheiten COPS4 und COPS6 waren der Signalosom-Holokomplex
und/oder Subkomplexe wie das ,Mini-CSN“ vermutlich instabil und wirden zerfallen, was
bei den meisten Untereinheiten deren Abbau zur Folge hatte. COPS5 besitzt jedoch eine
Sonderposition und ist auch in Monomer-Form stabil, was zu einer Akkumulation an COPS5-
Protein in infizierten Zellen mit fortschreitender Zeit fliihren wiirde. Durch den Wegfall des
Signalosom-Komplexes sowie das erhohte Niveau an COPS5-Protein kdonnten verschiedene
zelluldre Prozesse und Signalwege beeinflusst werden, so wie es im vorherigen Unterkapitel
erortert worden ist. Vieles spricht fir eine Beeinflussung des Zellzyklus.
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Auch wenn gezeigt werden konnte, dass CPn0043 — ein weiteres Mitglied der CPn1054-
Proteinfamilie — ebenfalls eine Interaktion mit den COP9-Untereinheiten COPS4 und COPS6
eingeht, so sind hier noch weitergehende Analysen notwendig, um die Rolle von CPn0043 in
der Infektion zu untersuchen. Mittels eines Peptid-Antikorpers konnte das Protein in
infizierten Zellen nicht detektiert werden. Es bleibt also zu kldren, ob CPn0043 tatsachlich
exprimiert wird und wo es in der Infektion lokalisiert. Gleiches gilt fir alle weiteren
Mitglieder der Proteinfamilie, die bislang uncharakterisiert sind und deren Bedeutung in der
Infektion ungeklart ist. Potentiell handelt es sich bei allen Mitgliedern, die eine IncA-Domane
inklusive des doppelt gelappten Transmembranmotivs enthalten, um Inc-Proteine, die
Interaktionen mit der Wirtszelle vermitteln kénnten. Da viele dieser Proteine zusatzlich die
Domane unbekannter Funktion DUF1978 beinhalten, die nach bisherigen Erkenntnissen die
Interaktion mit den Signalosom-Untereinheiten vermittelt, kdnnten sie ebenfalls mit COPS4
und COPS6 interagieren.

PM
CPn1054
. CSN
N ) 2 !1
CPn0043 ? 3 \.) @
2 <9 o 90
9 9 0%
o 2
Lumen
— CRL-Aktivitat ? - Zellproliferation> ?
— Beeinflussung NFkB- — Stahilisierung HIF-1a ?
\ . Signalweg ? - Stabilisierung c-Jun ?
DUF1978 — Zellzyklus-Arrest ?
Zytosol

Abb. 5-1: Hypothetisches Modell zur Funktion von CPn1054 und CPn0043 in der Chlamydien-Infektion.

Die chlamydialen Proteine sind mit roter Schrift bezeichnet. Das Einsatzbild zeigt die vermutliche Orientierung
des CPn1054-Proteins in der Inklusionsmembran. PM: Plasmamembran CSN: COP9 Signalosom CRL: Cullin-
RING Ubiquitin-Ligase TMD: Transmembrandomane N: Amino-Terminus C: Carboxy-Terminus.
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5.4 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit begonnene Charakterisierung potentieller chlamydialer
Effektorproteine muss weiter fortgesetzt werden. Eine Bestdtigung der Interaktion von
CPn0072 mit dem putativen Zinktransporter SLC30A9 oder auch dem Transkriptionsfaktor
CREB3 konnte durch die Auswahl einer geeigneten biochemischen Methode gelingen.
Nachfolgend sollten Kolokalisations-Analysen in Chlamydien-infizierten Humanzellen
durchgefiihrt werden. Als besonders interessant konnte sich die weitere bzw. erstmalige
Charakterisierung von Mitgliedern der C. pneumoniae-spezifischen CPn1054-Proteinfamilie
erweisen. Die Tatsache, dass eine derart groRe Proteinfamilie (die zweitgrofSte nach der
pmp-Familie) im Genom von C. pneumoniae vorhanden ist, suggeriert, dass die einzelnen
Mitglieder essentielle Funktionen im Verlauf der Infektion austiben. Es sollten zunachst die
Expression und die Lokalisation der einzelnen Familienmitglieder im Verlauf einer Infektion
untersucht werden. Es gilt hier vor allem die Frage zu beantworten, ob alle Proteine
exprimiert werden und ob es zu zeitlich versetzten Expressionen oder Inklusions-spezifischen
Expressionen von nur einzelnen Mitgliedern kommt. Eventuell kdnnen Bedingungen
identifiziert werden, die signifikante Verdanderungen der Expressionsniveaus hervorrufen.
Diese Analysen konnten dabei hilfreich sein herauszufinden, welchen Nutzen die
Anwesenheit dieser groRen paralogen Proteinfamilie Chlamydia pneumoniae bringt. Des
Weiteren ware zu untersuchen, ob eine modglicherweise stattfindende Manipulation des
COP9-Signalosoms eine C. pneumoniae-spezifische Aktivitat ist und verantwortlich fur
Unterschiede zwischen einer C. pneumoniae- und einer C. trachomatis-Infektion sein kénnte.
Es ware eine guter Ansatz, die Proteinexpression der COP9 Signalosom-Untereinheiten
wahrend einer C. trachomatis-Infektion zu verfolgen und mit den Expressionsniveaus
wahrend einer C. pneumoniae-Infektion zu vergleichen.
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Anhang

A. Beispielbilder aus der Durchfiihrung des CPn1054 Hefe-Zwei-Hybrid Screens

VergroBerung Klon 10

1. Ausstrich Klone 16-20 2. Ausstrich Klone 17-23

Grolle, mittelstringente Screenplatten wurden nach deutlich blau gefarbten Hefekolonien
durchmustert (Beispiel oben: Klon 10). Diese Hefen wurden auf kleinen Platten mit
hochstringentem Reportermedium vereinzelt. Hefen, die keine reproduzierbare Aktivierung
aller Reportergene zeigten, wurden aussortiert (Beispiel unten: Klone Nr. 18 und 19 wurden
nicht weiter berlcksichtigt.). Zur Sicherheit wurde der Vereinzelungsschritt fir nach dem
1. Ausstrich positive Hefen noch einmal wiederholt (Beispiel unten: Klone Nr. 17 und 20 aus
der ersten Vereinzelung wurden noch einmal getestet.).

B. Rohdaten zur Berechnung der Kennzahlen eines Screens
B.1 CPn0072

1) Auszahlung der Kolonien versch. Verdiinnungen des Bank-Aliquots, ausgestrichen auf SD/-
Leu Selektionsplatten, zur Berechnung des Bank-Titers.



Verdiinnungsstufe Ausgezahlte Kolonien
1:100 n.a.
1:1000 n.a.
1:10000 693

n.a.: nicht anwendbar (Auszahlung nicht méglich, da Platte zu dicht bewachsen war)

2) Auszahlung der Kolonien versch. Verdiinnungen der gepaarten Hefekultur, ausgestrichen
auf untersch. Selektionsplatten, zur Ermittlung der Paarungseffizienz und der Anzahl
gescreenter Klone

Ausgezahlte Kolonien

Verdiinnungsstufe SD/-Leu SD/-Trp SD/-Leu/-Trp
1:10 n.a. n.a n.a.

1:100 n.a. n.a. 266

1:1000 674 n.a. 26

1:10000 59 625 2

n.a.: nicht anwendbar (Auszahlung nicht mdglich, da Platte zu dicht bewachsen war)

Resuspensionsvolumen: 12 ml

B.2 CPn1054

1) Auszéhlung der Kolonien versch. Verdinnungen des Bank-Aliquots, ausgestrichen auf SD/-

Leu Selektionsplatten, zur Berechnung des Bank-Titers

Verdinnungsstufe Ausgezahlte Kolonien
1:100 n.a.

1:1000 n.a.

1:10000 1310

n.a.: nicht anwendbar (Auszdhlung nicht moglich, da Platte zu dicht bewachsen war)
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2) Auszahlung der Kolonien versch. Verdiinnungen der gepaarten Hefekultur, ausgestrichen
auf untersch. Selektionsplatten, zur Ermittlung der Paarungseffizienz und der Anzahl
gescreenter Klone

Ausgezihlte Kolonien
Verdinnungsstufe SD/-Leu SD/-Trp SD/-Leu/-Trp
1:10 n.a. n.a n.a.
1:100 n.a. n.a. 993
1:1000 1505 n.a. 150
1:10000 242 1494 14

n.a.: nicht anwendbar (Auszdhlung nicht méglich, da Platte zu dicht bewachsen war)

Resuspensionsvolumen: 11 ml

C. Nachweis der Interaktion des COPS4 N-Terminus mit CPn1054 mittels Hefe-Zwei-Hybrid

COPS4 AS 1-250 (COPS4-N) wurde als Fusionsprotein mit der Gal4p Aktivierungsdomane
exprimiert (Plasmid: # 2248) und mit ko-exprimiertem CPn1054 BD auf Interaktion getestet.
Der Test erfolgte auf hochstringentem Reportermedium unter Mitfihrung entsprechender
Kontrollen.

copsa B [
1 268 362 406
COPSAN -
I

250

[y



Negativ-Kontrolle

Cpnl054BD+ADLYV

Cpnl054 BD+ COPS4 NTer

BDLV+ADLV
BD LV + COPS4 NTer

Reportermedium

Plasmide der Positivkontrolle: pGBKT7-p53 (# 1302) + pGADT7-T (# 1676)
Plasmide der Negativkontrolle: pGBKT7-Lam (# 1677) + pGADT7-T (# 1676)
AD LV: Leervector pGADT7 (# 1675) BD LV: Leervector pGBKT7 (#1301)

CPn1054 BD: Koderkonstrukt fir den Hefe-Zwei-Hybrid Screen (# 2216)
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