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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Chlamydia pneumoniae ist ein obligat intrazelluldres, gramnegatives Bakterium, das mit
akuten und chronischen Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege in Verbindung
gebracht wird. Chlamydien weisen einen einzigartigen, biphasischen Lebenszyklus auf, der
sich durch den Wechsel zwischen zwei Zellformen auszeichnet: den gegen extrazelluldre
Einfliisse stabilen und infektiosen Elementarkorperchen (EBs) und den intrazelluldren,
metabolisch aktiven Retikularkorperchen (RBs). Wihrend der intrazelluldren Phase der
Infektion verbleiben die Bakterien in einer Vakuole, die als Inklusion bezeichnet wird. Zur
Etablierung und Erhaltung dieser Nische modulieren die Bakterien die Wirtszelle auf
vielfdltige Weise durch sogenannte Effektorproteine. Viele dieser Effektoren werden durch
einen Multiprotein-Komplex in die Wirtszelle transportiert, der als Typ-III-Sekretionssystem
(T3SS) bezeichnet wird. Zur Uberbriickung der Plasmamembran der Zielzelle wird das
Translokon, ein heterooligomerer Komplex aus drei Proteinen, an der Nadelspitze des T3SS

aufgebaut.

Durch die Expression einer genomischen C. pneumoniae Bibliothek im eukaryotischen
Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae, in welchem grundlegende eukaryotische
Strukturen und Mechanismen konserviert sind, waren in unserem Labor mdgliche neue
Effektoren identifiziert worden. Dabei war gezielt nach Proteinen gesucht worden, die einen
Wachstumsdefekt auslésen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die beiden putativen

Effektoren mit den Bezeichnungen CPn0147 und CPn0809 zu charakterisieren.

Durch bioinformatische Analysen wurden in CPn0809 Strukturmerkmale von hydrophoben
Translokationsporen-Proteinen des T3SS identifiziert. Kofarbungen des CPn0809 mit dem
C. pneumoniae Lipopolysaccharid oder dem intra-chlamydialen Chaperon DnaK zeigten, dass
CPn0809 wéhrend der Adhédsion und Internalisierung mit EBs assoziiert ist. Durch
Behandlung mit PBS (phosphatgepufferter Salzlosung) wird eine distinkte Menge des
CPn0809 von infektiosen EBs gelost. Die leichte Zugéinglichkeit des CPn0809 kdnnte auf
eine Assoziation mit der Sekretionsmaschinerie des T3SS hindeuten. Zudem wies CPn0809 in
Interaktionsstudien funktionelle Charakteristika bereits untersuchter Translokationsporen-
Proteine anderer pathogener Bakterien auf, wie Selbstinteraktion und die Interaktion mit dem
T3SS-assoziierten C. pneumoniae Chaperon CPn0811 (LcrH 1). Bei der heterologen
Expression in Escherichia coli zeigte sich, dass die Expression von CPn0809 zur Lyse der

Zellen fiihrt, was als Hinweis auf eine Porenbildung interpretiert wurde. Zudem zeigte der C-
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Terminus des CPn0809 eine Affinitit zu bestimmten Phospholipiden, die auf der
zytosolischen Seite der Wirtszellmembran an der Eintrittsstelle der EBs lokalisiert sein
konnten. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass CPn0809 eines der C. pneumoniae

Translokon-Proteine ist.

Das C. pneumoniae Protein CPn0147 war als Inklusionsmembran-Protein (Inc) charakterisiert
worden, welches in der Inklusionsmembran und auf fadigen Strukturen im Wirtszellzytosol
lokalisiert. Die Lokalisationsanalyse verschiedener Marker von Wirtszellorganellen zeigte,
dass die CPn0147-positiven Faden eine membrandse Identitit aufweisen. Interessanterweise
generiert CPn0147 nach Transfektion in der Humanzelle selbst fadige Strukturen, die
ebenfalls mit verschiedenen Membranmarkern kolokalisieren. Die CPn0147-Faden der
Infektion sowie der Transfektion waren mit Rab11, einem Marker fiir Recycling-Endosomen,
assoziiert. Zudem zeigte die Kotransfektion von CPn0147 und STIM-1, einem Protein, das
die Interaktion des Endoplasmatischen Retikulums (ER) mit Mikrotubuli vermittelt, eine
Verbindung der CPn0147-Faden mit dem ER. Weitere Farbungen zeigten keine eindeutige
Assoziation der Fdden mit dem Zytoskelett der infizierten Zelle. Allerdings ist das
Mikrotubuli-Zytoskelett fiir die Bildung von CPn0147-positiven Fiden in der Infektion
essenziell, wie durch Behandlung infizierter Zellen mit der Mikrotubuli-depolymerisierenden
Chemikalie Nocodazol gezeigt wurde. Auch die Behandlung mit Brefeldin A bewirkte eine
starke Reduktion der Fadenzahl. Brefeldin A inhibiert die Exozytose durch Blockierung des
anterograden Transports vom ER zum Golgi-Apparat und Induktion des retrograden
Transports von Membranmaterial des Golgi-Apparates zum ER, was zu einer Akkumulation
von Proteinen im ER und somit zu ER-Stress fiihrt. Ein Hinweis darauf, dass nicht die
Blockierung der Exozytose die Bildung der CPn0147-Fiden reduziert, sondern die Induktion
von ER-Stress eine entscheidende Rolle spielt, gab die Wirkung von Olsiure auf Brefeldin A
behandelte Zellen, die hiernach ebenso viele CPn0147-Faden aufwiesen wie nicht behandelte
Zellen. Olsiure fordert die Bildung von Lipidtropfchen, Lipid-Speicherorganellen der
Humanzelle, die vom ER gebildet werden und mit der Regulation von ER-Stress und der
Degradation von Proteinen in Zusammenhang gebracht werden. Die Beobachtung, dass die
Faden mit Lipidtropfchen und Rabl1-Vesikeln assoziiert sind und wahrscheinlich mit dem
ER in engem Kontakt stehen, deutet auf eine Funktion der Fidden bei der Interaktion mit

Wirtszellorganellen hin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei fiir die Infektion von C. pneumoniae wichtige Proteine

untersucht. CPn0809 ist ein Teil der T3SS-Translokationspore und spielt eine wichtige Rolle
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bei der Sekretion von Effektorproteinen in das Zytosol der Wirtszelle zu Beginn und in den
ersten Stunden der Infektion. CPn0147 moduliert die Topologie von Membranen und ist
moglicherweise an der Bildung von membrandsen Fiaden beteiligt, die die Oberfliche der

Inklusionsmembran vergréfern.



Summary

Summary

Chlamydia pneumoniae is an obligate intracellular, Gram-negative bacterium, which is linked
to acute and chronic diseases of the upper and lower respiratory tract. Chlamydia show an
unique biphasic life cycle, during which they differentiate between two distinct forms: the
infectious elementary bodies (EBs) adapted to survive in the hostile extracellular environment
and the intracellular, metabolically active reticulate bodies (RBs). During the intracellular
phase of the infection cycle the bacteria reside within a membrane bound vacuole called the
inclusion. To establish and maintain this intracellular niche the bacteria modulate the host cell
via so-called effector proteins. Many of these effectors are translocated by a multi-protein
complex, which is called the Type-IlI-Secretion System (T3SS). The translocon, a hetero-
oligomeric complex of three proteins, is located at the top of the T3SS needle and spans the

host plasma membrane.

In our lab new potential effector proteins had been identified by expressing a shot gun library
of the C. pneumoniae genome in the eukaryotic model organism Saccharomyces cerevisiae, in
which eukaryotic structures and mechanisms are conserved. Potential candidates were
identified by screening for proteins that caused a growth defect phenotype. The aim of this
study was to further investigate the function of the two putative effector proteins CPn0147

and CPn0809.

Bioinformatic analyses revealed that CPn0809 harbors structural features of known
hydrophobic translocation pore proteins of the T3SS. Co-staining of the C. pneumoniae
lipopolysaccharide or the intra-chlamydial chaperone DnaK shows that CPn0809 is associated
with the EBs during adhesion and internalization. Treatment of infectious EBs with PBS
(phosphate buffered saline) removed a distinct portion of CPn0809. This demonstrates the
easy accessibility of CPn0809 and is a hint for an association with the secretion machinery of
the T3SS. Moreover, in interaction studies CPn0809 shows functional characteristics of
known translocon proteins of other pathogenic bacteria, for example the ability to self-interact
and interaction with the T3SS-associated chaperone CPn0811 (LcrH 1). The heterologous
expression of CPn0809 in Escherichia coli causes cell lysis, which was interpreted as a hint
for pore formation in an E. coli membrane. Additionally, the C-terminus of the protein shows
affinity to specific phospholipids that are possibly part of the cytosolic face of the host cell
membrane at the entry side of EBs. It is likely that CPn0809 is one of the C. pneumoniae

translocon-proteins.
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The C. pneumoniae protein CPn0147 had been identified as an inclusion membrane protein
(Inc), which is located in the inclusion membrane and also on fibers spanning the host cell
cytosol. The analysis of the localization of different host cell organelle markers revealed a
membranous identity of the CPn0147-positive fibers. Remarkably, transfected CPn0147
showed the ability to generate fibers in human cells on its own and these fibers also co-
localized with membrane markers. CPn0147-fibers in infection and transfection associated
with the recycling endosome marker Rabl1. Furthermore, co-transfection of CPn0147 and
STIM-1, a protein that mediates interaction of the endoplasmic reticulum (ER) with
microtubules, suggested an interaction of CPn0147-fibers with the ER. Additional stainings
revealed no clear connection of the fibers with the cytoskeleton of the infected cell. However,
treatment of infected cells with the microtubule depolymerizing drug nocodazole
demonstrated an essential role of the microtubule cytoskeleton for CPn0147-fiber formation.
The treatment of infected cells with the drug Brefeldin A also causes a severe reduction of the
fiber count. Brefeldin A inhibits exocytosis by blocking the anterograde transport from the ER
to the Golgi apparatus and induces retrograde transport of membrane material of the Golgi
apparatus to the ER, which leads to accumulation of proteins in the ER and thus causes ER-
stress. Addition of oleic acid reversed the inhibiting effect of Brefeldin A on CPn0147-fiber
formation, which is a hint that not blocking of exocytosis but ER-stress causes the reduction
of fibers. Oleic acid is known to stimulate the production of lipid droplets, lipid-storage
organelles of the human cell, which are produced at the ER and have been connected with the
regulation of ER-stress and protein degradation. The associations of CPn0147-fibers with
lipid droplets and Rab11-vesicles as well as the close contact with the ER indicate a function

in interaction with different host cell organelles.

Within the scope of this work two important proteins for C. pneumoniae infection were
examined. CPn0809 likely is a part of the T3SS translocon and plays a role in the secretion of
effector proteins into the host cell cytosol at the beginning and first hours of the infection.
CPn0147 is able to modulate membrane topologies and could be involved in the production of
membraneous fibers that possibly contribute to an enlargement of the inclusion membrane

surface.
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1 Einleitung

Chlamydia pneumoniae ist ein humanpathogener Vertreter der Familie der Chlamydiaceae.
Diese sind obligat intrazellulire, gramnegative Bakterien, die einen einzigartigen

zweiphasigen Lebenszyklus aufweisen.

Chlamydiaceae sind Parasiten eukaryotischer Zellen. Thre intrazelluldre Lebensweise macht
intensive  Wechselwirkungen mit der Wirtszelle notig, die u.a. durch Effektorproteine
vermittelt werden. Bisher sind nur einige Effektorproteine der Chlamydiaceae bekannt und
wenige von ihnen sind eingehender untersucht worden. Es ist wichtig, die Wechselwirkung
der Bakterien mit ihren Wirtszellen zu charakterisieren und die Funktion von

Effektorproteinen zu identifizieren, um wirkungsvolle Behandlungsmethoden zu entwickeln.

1.1 Die Taxonomie der Chlamydiae

Die Chlamydiaceae gehoren zu den Chlamydiae, einem Phylum der Bakterien, das wiederum
zum Planctomycetes-Chlamydiae-Verrucomicrobia-Superphylum gehort, welches Bakterien
der unterschiedlichsten Habitate und Lebensweisen und interessanterweise auch obligate
Endosymbionten zusammenfasst (Wolf et al. 2000; Wagner & Horn 2006). Das Phylum der
Chlamydiae ist damit phylogenetisch weit entfernt von anderen gramnegativen,
humanpathogenen Bakterien, wie den zu dem Phylum der Proteobakterien gehdrenden
Yersinia, Salmonella, Shigella und E. coli. Allen bekannten Vertretern der Chlamydiae ist
gemein, dass ihre Replikation obligat in einer eukaryotischen Wirtszelle ablduft (Horn 2008).
Davon abgesehen sind sie in der Lage, ein sehr breites Spektrum von Wirtsorganismen zu
infizieren. Insbesondere die Chlamydiaceae, die nur eine Gattung aufweisen, die Chlamydia
(im Folgenden auch unter dem Sammelbegriff Chlamydien zusammengefasst), stellen
bedeutende Krankheitserreger verschiedenster Wirbeltiere (vgl. Abbildung 1.1). Im
Gesundheitswesen  stellen sie einen bedeutenden Faktor als humanpathogene
Krankheitserreger dar und verursachen zudem groBe wirtschaftliche Schiden durch die

Infektion von Nutztieren.

Die Entdeckung der Chlamydien erfolgte bereits vor iiber einem Jahrhundert, doch aufgrund
threr einzigartigen Lebensweise und Physiologie war ihre taxonomische Einordnung
schwierig und erst 1966 wurden die Chlamydiae den Bakterien zugeordnet (Moulder 1966;
Nunes & Gomes 2014). Die Identifikation neuer Familien und Gattungen der Chlamydiae ist

nach wie vor schwierig, da sich die Bakterien nicht in zellfreien Systemen kultivieren lassen.
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Es wurde lange angenommen, dass das Phylum der Chlamydiae nur eine Familie
(Chlamydiaceae) mit einer Gattung (Chlamydia) und zwei Spezies (C. trachomatis und
C. psittaci) aufweist (Longbottom & Coulter 2003). Erst nach der Entwicklung serologischer
und molekularer Analyseverfahren wurde klar, dass die Gattung um verschiedene Spezies,
wie C. pneumoniae und C. pecorum, erweitert werden musste (Longbottom & Coulter 2003).
Mit der Entdeckung sogenannter Umweltchlamydien, die vor allem Endosymbionten von
ubiquitidr vorkommenden Amdben darstellen, wurde auch das Phylum um die Familien der
Parachlamydiaceae und der Simkaniaceae erweitert (Everett et al. 1999). Neueste
Erkenntnisse, die aufgrund von Sequenzvergleichen ausgewdhlter Protein- und 16 S rRNS-
Gene gemacht wurden, lieferten Hinweise, dass es sich bei den Chlamydiae mit
voraussichtlich mehr als 180 Familien um ein sehr grofles Phylum der Bakterien handelt, die
nahezu omnipridsent phylogenetisch weit voneinander entfernte Wirte besiedeln
(Lagkouvardos et al. 2014). Bis heute sind 10 Familien der Chlamydiae beschrieben worden
(siche Abbildung 1.1).

Phylum Familie Wirt(e) Gattung Spezies  Wirt(e)

Piscichlamydiaceae  Lachs

Parilichlamydiaceae  Makrele, Flunder C. trachomatis Mensch
[ — C. muridarum Maus, Hamster
Clavochlamydiaceae Lachs, Forelle
C. suis Schwein
8
E. Chlamydiaceae Chlamydia =
£
g Rhabdochlamydiaceae Schaben, Asseln — C. pneumoniae Mensch, Hamster, Koala, ...
O
— Simkaniaceae Mensch L— C. pecorum Rind, Ziege, Schaf, ...
Chiblamydiaceae Amoben C. psittaci Vogel, Pferd, ...
[Parachlamydiaceae Amdében I:C_ abortus Schwein, Rind, Schaf, Ziege
Protochlamydiaceae  Amaoben C. cavie Meerschweinchen
Waddliaceae Mensch, Rind, Flughund C. felis Katze

Abbildung 1.1: Taxonomie der Chlamydiae

Darstellung der taxonomischen Einordnung der 10 beschriebenen Chlamydiae-Familien, welche
anhand von Sequenzvergleichen der Gene der 16S rRNS und ausgewéhlter Proteine vorgenommen
wurde. Die Taxonomie der neun bekannten Spezies der Familie Chlamydiaceae wurde detailliert
aufgeschliisselt (Horn 2008; Stephens et al. 2009; Collingro et al. 2011; Lagkouvardos et al. 2014;
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Nunes & Gomes 2014). Die Angabe typischer Wirte erfolgte rechts der Stammbaume. Die Lange der
Linien stellt keine phylogenetischen Abstdnde dar.

1.2 Chlamydien als Krankheitserreger

Die Chlamydiaceae sind weltweit verbreitete Spezies. Sie spalteten sich vermutlich vor ca.
700 Millionen Jahren von ihren Schwesterfamilien ab, koevolvieren seitdem mit ihren Wirten
und stellen einige der erfolgreichsten pathogenen Bakterienarten (Horn ef al. 2004).
Verschiedene Spezies der Chlamydiaceae befallen Haus-, Nage- und Nutztiere (siche
Abbildung 1.1) und verursachen Konjunktivitis (Entziindung der Bindehaut), respiratorische
Erkrankungen (z. B. Pneumonien) sowie Entziindungen des Urogenitaltraktes, welche zur
Infertilitdt fiihren und Friih- und Totgeburten auslésen konnen (Longbottom & Coulter 2003;
Kerr et al. 2005; Rohde et al. 2010).

Einige der tierpathogenen Arten sind auf den Menschen iibertragbar; die sogenannten
Zoonosen werden von C. psittaci, C. abortus und in seltenen Fillen von C. felis verursacht.
Die typischen Wirte fiir C. psittaci sind verschiedenste wildlebende und domestizierte
Vogelarten. Eine C. psittaci-Infektion verursacht beim Menschen grippedhnliche Symptome,
verbunden mit hohem Fieber, und verlduft in seltenen Fillen todlich (Petrovay & Balla 2008;
Beeckman & Vanrompay 2009). C. abortus infiziert vor allem Rinder und 16st Frith- und
Totgeburten aus. Es wurde zudem {iiber Krankheitsfille bei Ziegen, Schafen und Schweinen
und auch Menschen berichtet (Pospischil et al. 2002). C. felis verursacht Konjunktivitis und
Pneumonien bei Katzen und I6st beim Menschen wahrscheinlich dhnliche Symptome aus
(Hartley et al. 2001). Das zoonotische Potential der anderen chlamydialen Vertreter ist bis
heute nicht bekannt, da Chlamydien-Infektionen meist asymptomatisch verlaufen und haufig
nicht als solche erkannt werden. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie zeigt, dass verschiedene
vermutlich zoonotisch tlibertragene Chlamydiaceae-Spezies, darunter C. psittaci, C. suis und

C. pecorum, als Ausloser des Trachoms beim Menschen in Frage kommen (Dean et al. 2013).

Zu den wichtigsten humanpathogenen Spezies gehoren C. trachomatis und C. pneumoniae,

deren Epidemiologie und Krankheitsbilder im Folgenden eingehender beschrieben werden.

1.2.1 Chlamydia trachomatis

Die mit Abstand bedeutendste  humanpathogene  chlamydiale  Spezies st
Chlamydia trachomatis. C. trachomatis infiziert ausschlieBlich den Menschen und bedingt
okulare Entziindungen und sexuell iibertragbare Erkrankungen des Urogenitaltraktes. Die

Spezies C. trachomatis wird in verschiedene Untergruppen oder Serovare eingeteilt. Die
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verschiedenen Serovare zeigen unterschiedliche Priaferenzen bei der Infektion verschiedener

Organe.

Die Serovare A bis C verursachen unter schlechten hygienischen Bedingungen
Konjunktivitis, was zum Trachom, einer Vernarbung der Bindehdute und der krankhaften
Verdanderungen der Augenlider, fiihrt (Mabey ef al. 2003). Das Trachom fiihrt unbehandelt zu
Erblindung und stellt ein groles Problem der 6ffentlichen Gesundheit in den d&rmsten Lédndern
der Welt dar. C. trachomatis ist der Hauptgrund fiir vermeidbare, durch Infektionen

hervorgerufene Blindheit (Polack ez al. 2005; Smith ez al. 2011; Pascolini & Mariotti 2012).

Die C. trachomatis Serovare D bis K sind die hidufigsten Ursachen fiir sexuell iibertragbare,
bakterielle Krankheiten. Diese Serovare 16sen nicht invasive, urogenitale Erkrankungen aus.
Fiir das Jahr 2008 wurden von der WHO weltweit 105,7 Millionen Neuansteckungen mit
C. trachomatis bei Erwachsenen (15 bis 49 Jahre) geschitzt (WHO 2012). Entziindliche
C. trachomatis-Infektionen der Gebédrmutterschleimhaut sind bei Frauen meist
asymptomatisch und koénnen zur Entziindung der Eileiter (Salpingitis) fiihren. Unbehandelt
fiihrt die Infektion zu einer Vernarbung des Eileitergewebes und ist somit eine Hauptursache
fiir sekundére Sterilitdt bei Frauen (Bebear & de Barbeyrac 2009; Haggerty et al. 2010;
Mania-Pramanik et al. 2012).

Die C. trachomatis Serovare Lymphogranuloma venereum (LGV) Serovare L1 bis L3 sind
ebenfalls auf sexuellem Wege iibertragbar. Die LGV-Serovare infizieren vor allem
Makrophagen und werden zu den Lymphknoten transportiert, wo sie schmerzhafte
Entziindungen hervorrufen und schwerwiegende systemische Infektionen verursachen kénnen

(Mabey & Peeling 2002).

1.2.2 Chlamydia pneumoniae

Die zweite bedeutende humanpathogene Chlamydien-Spezies ist Chlamydia pneumoniae.
C. pneumoniae tritt auch bei anderen Wirbeltieren, wie Beuteltieren oder Frdschen, auf
(Bodetti et al. 2002). Trotz der intensiven Erforschung von C. pneumoniae-Infektionen ist die
klinische Relevanz dieser Chlamydienart nicht vollkommen klar (Hahn 1999; Senn et al.
2011). C. pneumoniae wurde erstmals 1965 im Rahmen einer Trachom-Impfmittel-Studie aus
dem Auge eines Kindes isoliert, 1983 mit respiratorischen Krankheiten in Verbindung
gebracht und 1989 als Erreger von Lungenentziindungen (Pneumonien) identifiziert.
Daraufthin wurde die Spezies C. pneumoniae erstmalig beschrieben (Grayston et al. 1989;

Kuo et al. 1995; Roulis et al. 2012).
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C. pneumoniae wird mit verschiedenen Erkrankungen des Respirationstraktes, wie ambulant
erworbene Lungenentziindung (Pneumonie) (engl. community-acquired pneumonia = CAP),
Bronchitis, Entziindungen der WNasennebenhdhlen (Sinusitis) und Rachenentziindung
(Pharyngitis), in Verbindung gebracht (Grayston et al. 1990). Der Ubertragungsweg ist nicht
vollkommen aufgeklirt, es wird jedoch eine Verbreitung durch aerosolische, respiratorische
Sekrete vermutet (Kuo ef al. 1995). Zudem wird C. pneumoniae als Ursache flir chronische
Krankheiten des Respirationstraktes, wie Asthma und chronisch obstruktive
Lungenerkrankungen (engl. chronic obstructive pulmonary disease = COPD), vermutet.
C. pneumoniae wird seit den 1980iger Jahren zusétzlich mit Lungenkrebs und nicht-
respiratorischen Erkrankungen, wie Arteriosklerose, die Alzheimersche Krankheit, Multiple
Sklerose, Arthritis und Diabetes, in Verbindung gebracht; die Relevanz von C. pneumoniae
bei der Entstehung dieser Krankheiten ist jedoch umstritten (von Hertzen 2002; West et al.
2009; Burillo & Bouza 2010; Chaturvedi et al. 2010; Shima et al. 2010; Roulis et al. 2012).

Da C. pneumoniae-Infektionen hdufig asymptomatisch und sogar ohne jegliche Symptome
verlaufen konnen und verschiedene Detektionsmethoden unterschiedliche Sensitivitét
aufweisen, sind wenige aussagekriftige epidemiologische Erhebungen verfligbar. Ein
Nachweis von Antikorpern gegen C. pneumoniae bei Kindern unter 5 ist selten, bei Kinder im
Vor- und Grundschulalter betrdgt sie 5 bis 10 %, bei Erwachsenen zwischen 20 % und 50 %
und steigt im Laufe des Lebens weiter an bis ca. 80 % bei élteren Personen (Grayston et al.
1990; Benitez et al. 2012). Eine Assoziation von C. pneumoniae mit ambulant erworbenen
Lungenentziindungen wird je mnach Studie, verwendeten Detektionsmethoden und

geographischer Lage in 0 % bis 44 % aller Félle hergestellt (Kumar & Hammerschlag 2007).

Vier Genomsequenzen von humanpathogenen C. pneumoniae-Isolaten sind verdffentlicht
worden. Diese sind 99 % identisch zueinander in Bezug auf Gengehalt und Genreihenfolge im
genomischen Kontext (Vandahl et al. 2004; Roulis et al. 2012). Die meisten Erkenntnisse
iiber die Interaktion von Chlamydien mit ihren Wirtszellen stammen von Untersuchungen an
C. trachomatis. Interessanterweise haben von den 1074 annotierten Protein-codierenden
Genen der sequenzierten C. pneumoniae-Isolate 214 keine Homologen in C. trachomatis
(Kalman et al. 1999; Read et al. 2000; Shirai et al. 2000). Allein dieser Unterschied macht die
Notwendigkeit deutlich, die Interaktion von C. pneumoniae mit der Wirtszelle ebenfalls zu

untersuchen.
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1.3 Die Biologie der Chlamydien

C. pneumoniae durchldauft wie alle Chlamydiae einen Entwicklungszyklus, welcher zwei
funktionell und morphologisch unterscheidbare Formen des Bakteriums aufweist. Hierbei
werden die infektidsen, 0,2 um bis 0,4 um groBen, auf extrazellulires Uberleben
spezialisierten, metabolisch nahezu inerten Elementarkdrperchen (EBs von engl. Elementary
Bodies) von den intrazelluldren, 0,4 um bis 1,5 um groBlen, zur vegetativen Vermehrung
fahigen Retikularkorperchen (RBs von engl. Reticulate Bodies) unterschieden (Chi et al.
1987; Popov et al. 1991).

1.3.1 Der Aufbau der Chlamydien

Die C. pneumoniae EBs erscheinen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als
elektronenundurchldssige, kugel- bis birnenférmige Gebilde (Chi et al. 1987; Wolf et al.
2000). Sie weisen ein exzentrisch vorliegendes, durch histonartige Proteine stark

kondensiertes Chromosom auf (Wagar & Stephens 1988; Miyashita et al. 1993).

Chlamydien besitzt ebenso wie andere gramnegative Bakterien zwei Phospholipid-
membranen. Erst kiirzlich wurde Peptidoglycan im periplasmatischen Raum nachgewiesen,
welches vor allem in sich teilenden RBs synthetisiert wird (Barbour et al. 1982; Liechti et al.
2014). Die duBerst widerstandsfahige, Sarkosyl-unldsliche Hiille der EBs besteht aus Cystein-
reichen Proteinen, die stark iiber Disulfidbriicken vernetzt sind und als chlamydialer
AuBenmembrankomplex (cOMC von engl. Chlamydia Outer Membrane Complex) bezeichnet
werden (Caldwell ef al. 1981). Der cOMC setzt sich aus dem hauptsédchlich vorkommenden
Aullenmembrankomplex-Proteinen MOMP (von engl. Major Outer Membrane Protein) und
OmcA und OmcB zusammen (Caldwell ef al. 1981; Newhall & Jones 1983; Hatch et al.
1984). Bei der Differenzierung der EBs zu RBs werden die Disulfidbriicken des cOMC
gelost, was mit der Expansion des chlamydialen Partikels und der Dekondensation des
Chromosoms einhergeht, wodurch die kugeligen RBs im elektronenmikroskopischen Bild

weniger kompakt und deutlich grofer wirken (Wolf et al. 2000).

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind auf der Oberfliche von EBs und RBs
charakteristisch rosettenartig hervorstehende Strukturen zu erkennen, die in friihen Arbeiten
bereits mit einem moglichen Typ-III-Sekretionssystem (T3SS) in Verbindung gebracht
wurden (Nichols et al. 1985; Miyashita et al. 1993; Bavoil & Hsia 1998). Obwohl bis heute
kein funktionsfahiges T3SS in Chlamydien experimentell direkt nachgewiesen wurde, zeigen

genomische Analysen, dass Chlamydien Proteine codieren, die Homologe zu T3SS-
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Komponenten anderer gramnegativer Bakterien sind (Hsia ef al. 1997; Kalman et al. 1999).
Das T3SS ermoglicht die Translokation von Effektorproteinen, welche durch Manipulation
der Wirtszelle die intrazelluldre Nische der Bakterien etablieren, vom Zytosol des Bakteriums

in die Wirtszelle. Das T3SS wird in Kapitel 1.4 ausfiihrlich beschrieben.

Die GroBe und genetische Zusammensetzung chlamydialer Genome spiegelt die lange
Adaption der Chlamydien an ihre eukaryotischen Wirte wider. Wéhrend die in Amdben
vorkommenden, sogenannten Umweltchlamydien wie Parachlamydia acanthamoebae mit
~3 Megabasenpaaren (Mbp) vergleichsweise groBle Genome besitzen, sind die der
Chlamydiaceae nur 1 bis 1,2 Mbp grof3 (Stephens et al. 1998; Kalman et al. 1999; Collingro
et al. 2011). Einige Gene, die fiir die Herstellung grundlegender Metaboliten bendtigt werden,
fehlen (Stephens er al. 1998; Kalman ef al. 1999). Wahrscheinlich werden essenzielle
Metabolite direkt von der Wirtszelle bezogen. Eine Auswahl der bekannten Interaktionen der
Chlamydien mit der Wirtszelle zur Nutzung von Wirtszellressourcen werden in Kapitel
1.5.1.3 beschrieben. Dariiber hinaus besitzen Chlamydien im Gegensatz zu anderen
pathogenen Bakterien keine Pathogenititsplasmide oder -inseln, in denen die fiir die
Pathogenitit essenziellen Proteine codiert werden. Dies erschwert die Suche nach
Effektorproteinen stark (Peters et al. 2007). Allerdings weist beispielsweise C. trachomatis
ein extrachromosomales Plasmid auf, welches eine Relevanz fiir die Virulenz besitzt (Carlson
et al. 2008; O'Connell et al. 2011; Russell et al. 2011). Die Existenz von plasmidfreien
C. trachomatis-Stimmen weist jedoch darauf hin, dass das Plasmid fiir die Infektion nicht-
essenziell ist sondern einen Selektionsvorteil bieten (Farencena et al. 1997; Matsumoto et al.

1998; Rockey 2011).

1.3.2 Die genetische Manipulation von Chlamydien

Die Untersuchung der Mechanismen, die zur Verdnderung des Genoms der Chlamydien
fiihren, ist von groBer Wichtigkeit, da zuverldssige Werkzeuge zur genetischen Manipulation
von Chlamydien noch immer rar sind. Die intrazelluldr lebenden, metabolisch aktiven RBs
sind durch vier Membranen von extrazelluldren Einfliissen abgeschirmt. Diese sind die beiden
Membranen des Bakteriums, die Membran des Bakterien-enthaltenden Einschlusses (vgl.
Kapitel 1.3.3) und die Membran der Wirtszelle. Die extrazelluldre Form ist von einem rigiden
Aullenmembrankomplex umgeben und metabolisch kaum aktiv (Caldwell et al. 1981; Bavoil
et al. 1984). Deshalb wurde lange angenommen, dass nur sehr selten ein genetischer
Austausch mit anderen chlamydialen Stimmen stattfindet und auch die genetische

Manipulation schwierig oder sogar unmoglich ist. Gestiitzt wurde diese Theorie durch einen
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geringen GC-Gehalt des gesamten chlamydialen Chromosoms und nur wenige bekannte

Beispiele fiir Transposons und Bakteriophagen (Read et al. 2000; Peters et al. 2007).

Seit 2011 wurden groB3e Fortschritte in Richtung genetischer Manipulation von Chlamydien
gemacht. Es ist moglich, stabil Plasmide in einige C. trachomatis-Stimme und somit gezielt
Gene oder antisense-RNS (aRNS) in diesen Organismus einzubringen, wobei die Selektion
der Transformanden mittels Antibiotikaresistenz erfolgt (Wang et al. 2011; Kannan et al.
2013). Des Weiteren wurde kiirzlich erstmalig fiir C. trachomatis gezeigt, dass gezielte

Deletionen von Genen mittels Introns moglich sind (Johnson & Fisher 2013).

Bei der Transformation von C. pneumoniae mit Plasmiden wurden erste Erfolge erzielt, wobei
die Transformation nur liber wenige Passagen stabil ist (Gérard et al. 2013). Bisher konnte die

neue Technik jedoch von anderen Arbeitsgruppen nicht erfolgreich eingesetzt werden.

1.3.3 Der chlamydiale Entwicklungszyklus

Der Entwicklungszyklus der Chlamydien beginnt mit der Adhdsion der Elementarkorperchen
(EBs) an eine eukaryotische Wirtszelle (Abbildung 1.2). Die Adhésion ist ein zweistufiger
Prozess, der sich aus (i) der wahrscheinlich reversiblen, elektrostatischen Wechselwirkung
des EBs mit Glykosaminoglykan (GAG) und (ii) einer anschlieenden irreversiblen Bindung

an Rezeptoren zusammensetzt (Carabeo & Hackstadt 2001).

Das C. pneumoniae Aulenmembrankomplex-Protein OmeB besitzt ein GAG-Bindemotiv und
ist in der Lage durch Bindung an Heparansulfat-dhnliche GAGs die erste Interaktion zwischen
EB und Wirtszelle zu vermitteln (Moelleken & Hegemann 2008). Die Mechanismen der
irreversiblen Bindung und der anschlieBenden Internalisierung von EBs sind erst ansatzweise
aufgeklart und werden zum Teil kontrovers diskutiert. Allerdings wurde fiir C. pneumoniae
gezeigt, dass Pmp21, ein Mitglied der auf der Oberfliche der Bakterien lokalisierten
polymorphen Membranproteine (Pmps), mit dem Epidermalen-Wachstumstfaktor-Rezeptor
(EGFR = engl. epidermal growth factor receptor) interagiert (Moelleken et al. 2013). Die
Pmp21-Bindung fiihrt zur Aktivierung des EGFR und ist notwendig fiir die Internalisierung
infektioser EBs (Moelleken et al. 2013). Damit ist die Interaktion des Pmp21 mit EGFR die
erste Adhdsin/Invasin-Rezeptor-Interaktion, die bei Chlamydien identifiziert wurde. Weitere
mogliche Wirtszell-Rezeptoren, die mit der Bindung und Internalisierung der Chlamydien in
Zusammenhang gebracht werden, sind unter anderem der Mannose-Rezeptor, der Mannose-6-
phosphat-Rezeptor und die Protein-Disulfid-Isomerase (Kuo et al. 2002; Puolakkainen et al.
2005; Abromaitis & Stephens 2009). Auf der Seite der Chlamydien fungieren ebenfalls
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weitere Proteine wie beispielsweise MOMP, GroELl und andere polymorphe
Membranproteine (Pmps) als Adhidsine (Su ef al. 1996; Wuppermann et al. 2008; Moelleken
et al. 2010).

Es wurden Hinweise auf mehrere Internalisierungs-Mechanismen gefunden wie
rezeptorvermittelte Clathrin-abhangige Endozytose oder Clathrin-urnabhingige Aufnahme der
Bakterien {iiber einen ,Zipper“-Mechanismus an Cholesterol-reichen Mikrodoménen,
sogenannten Lipid Rafts (Ward & Murray 1984; Hodinka et al. 1988; Stuart et al. 2003;
Gabel et al. 2004; Hybiske & Stephens 2007a). Kurze Zeit nachdem die EBs an die
Plasmamembran der Wirtszelle adhériert sind, wird Aktin zur Bindestelle rekrutiert und
sockelartigen Strukturen werden unterhalb der Bakterien gebildet, wodurch die Aufnahme der
EBs unterstiitzt wird (Carabeo et al. 2002; Coombes & Mahony 2002). An diesem Prozess ist
das frithe Effektorprotein Tarp (translocated actin-recruiting phosphoprotein) beteiligt,
welches vermutlich mittels T3SS in das Zytosol der Wirtszelle sekretiert wird und eine
Signalkaskade aktiviert, die zur Reorganisation des Aktins fiihrt (Clifton et al. 2004). Das
C. trachomatis Tarp wird dabei von Wirtszellkinasen phosphoryliert, was zur Rekrutierung
und Bindung von Sosl und Vav2 fiihrt. Diese zwei Rac Guanosinnukleotid-
Austauschfaktoren aktivieren iiber eine Signalkaskade den Arp2/3-Komplex, wodurch Aktin
zur Bindestelle der Chlamydien rekrutiert wird (Carabeo et al. 2007; Lane et al. 2008).
Interessanterweise zeigten siRNS-Experimente, dass Sosl und Vav2 wahrscheinlich zwei
funktionell redundante Signalwege zur Aktivierung von Racl darstellen, die durch
verschiedene Faktoren angesprochen werden. Die Rekrutierung von Vav2 ist beispielsweise
abhéngig von der Tarp-Phosphorylierung und der Anwesenheit der Phosphoinositol-3-Kinase
(PI3-K) und somit Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat ~ (Pi3,4,5P;) in  der
Wirtszellmembran (Lane et al. 2008).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von C. pneumoniae

Dargestellt sind die Phasen des Entwicklungszyklus von C. pneumoniae wahrend der Infektion einer
Wirtszelle. Die Abbildung ist modifiziert nach Beeckman und Kollegen, mit Angaben des zeitlichen

Verlaufs nach elektronenmikroskopischen Analysen von Wolf und Kollegen (Wolf et al. 2000;
Beeckman et al. 2014).
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Wihrend der intrazelluldren Phase des Infektionszyklus verbleiben die Chlamydien innerhalb
eines membranumschlossenen Kompartiments, das als Inklusion bezeichnet wird. Die
Membran stammt von der Plasmamembran der Wirtszelle und wird durch Insertion
chlamydialer Inklusionsmembran-Proteine (Inc = engl. Inclusion membrane protein) stark
modifiziert (Rockey et al. 2002) (Kapitel 1.5.1.1). Diese Modifikationen sind entscheidend
fiir die Interaktion der Chlamydien mit der Wirtszelle. Beispielsweise wird eine Fusion der
Inklusion mit Wirtszell-Lysosomen verhindert, wodurch die Chlamydien dem enzymatischen
Abbau entgehen, was wahrscheinlich auf die Funktion von Inc-Proteinen zuriickzufiihren ist
(Eissenberg & Wyrick 1981; Hackstadt 2000; Fields & Hackstadt 2002). Die frithe Inklusion
wird Dynein-abhdngig an Mikrotubuli entlang zum Mikrotubuli-Organisierenden-Zentrum
(MTOC = engl. Microtubule-Organizing Center) in die Peripherie des Zellkerns transportiert
und bleibt dort wihrend des Zellzyklus der Wirtszelle Dynein-abhéngig gebunden (Clausen et
al. 1997; Grieshaber et al. 2003; Grieshaber et al. 2006).

Bei C. pneumoniae findet die Differenzierung von EBs zu RBs etwa 8 bis 12 h nach
Infektionsbeginn statt. Dabei wird die rigide Zellwand der EBs aufgeldst, wodurch die Grofie
der Bakterien zunimmt (Newhall & Jones 1983; Hackstadt et al. 1985) (vgl. Abbildung 1.2).
Das Chromosom dekondensiert, worauthin Transkription und Translation frither Gene
beginnen und die ersten Proteine synthetisiert werden, die vor allem bei der Bereitstellung
von Nihrstoffen und bei der Modifikation der Inklusionsmembran eine Rolle spielen (Belland

et al. 2003).

Verbunden mit einer GréBenzunahme der Inklusion vermehren sich die RBs durch
Zweiteilung. Bei C. pneumoniae fiillen die RBs die gesamte Inklusion aus, wohingegen die
RBs von C. trachomatis mit der Inklusionsmembran assoziiert sind (Hackstadt et al. 1997,
Peters et al. 2007). Zwischen 24 und 48 h nach Infektionsbeginn befinden sich fast
ausschlieBlich RBs in der Inklusion. Dann beginnt asynchron die zweite Differenzierung, im
Zuge derer die ersten RBs wieder zu EBs re-differenzieren. Wéahrend der Re-
Differenzierungsphase werden spite Gene exprimiert. Diese codieren einige Proteine des
cOMC und histonartigen Proteine filir die Kondensation des Chromosoms sowie Proteine, die
fiir die friihe Infektion der nichsten Infektionsrunde benotigt werden (Belland et al. 2003;
Maurer et al. 2007). Wéhrend der Re-Differenzierungsphase sind neben den EBs in typischer
Grofle und mit kondensierter DNS Zwischenformen erkennbar, die schon eine kondensierte

DNS zeigen, jedoch noch deutlich groBer als typische EBs sind. Diese sogenannten
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Zwischenkorperchen (IB = engl. Intermediate Body) sind in vitro bereits infektios (Beeckman

et al. 2014).

Im Zeitraum von 60 bis 72 h ist, neben sich teilenden RBs, eine zunehmende Zahl von EBs zu
beobachten. Zwischen 72 und 84 h werden die EBs freigesetzt und konnen anschlieend
weitere Zellen infizieren (Wolf et al. 2000). Die Freisetzung ist Spezies- und Serovar-
abhingig und kann durch Lyse der Wirtszelle oder Extrusion geschehen. Die Lyse ist ein
Prozess, bei dem die Membran der Inklusion und die Plasmamembran der Wirtszelle geordnet
durch Cystein-Proteasen zerstort und so die EBs freigesetzt werden (vgl. Abbildung 1.2). Die
Extrusion ist ein komplexer, vermutlich von den Chlamydien kontrollierter Vorgang, bei dem
viele oder sogar alle EBs die Wirtszelle in einem membranumschlossenen Vesikel verlassen,

wobei die Wirtszelle intakt bleibt (Hybiske & Stephens 2007b) (vgl. Kapitel 1.5.1.2).

Unter ungiinstigen Bedingungen konnen die Bakterien in die Persistenz iibergehen. Als
Persistenz-auslosende Bedingungen wurden der Einfluss von Antibiotika, Mangel an
verschiedenen Néhrstoffen (z.B. Aminosduren, Glukose und Eisen) und die Wirkung
verschiedener Cytokine, vor allem Interferon-gamma (INF-y), identifiziert. In der Persistenz
teilen sich die RBs selten oder gar nicht, re-differenzieren nicht zu EBs und wachsen, da die
Replikation der DNS weiter ablduft, zu anormaler Grofe an. Dieser Vorgang ist bei

Verbesserung der dulleren Bedingungen reversibel (Hogan et al. 2004).

1.4 Bakterielle Protein-Sekretionssysteme

Um mit ithrer Umwelt zu interagieren und mogliche Wirte gezielt zu manipulieren,
produzieren Bakterien Proteine, die eine Funktion auBerhalb der prokaryotischen Zelle
ausiiben. Fiir den Transport dieser Proteine aus dem bakteriellen Zytoplasma in das
umgebende Medium oder das Zytoplasma der Wirtszelle haben gramnegative Bakterien
spezialisierte Sekretionssysteme entwickelt. Zwei Gruppen von Sekretionswegen werden
unterschieden: (i) In einem zweistufigen Prozess werden Proteine {liber das sogenannte Sec-
(ungefaltete Proteine) oder Tat-System (gefaltete Proteine) in den periplasmatischen Raum
exportiert und anschlieBend durch weitere Komplexe iiber die dullere Membran transportiert.
(i1) Bakterielle Proteine werden in einem einzigen Schritt tiber die beiden Membranen des
Bakteriums in den extrazelluliren Raum oder sogar direkt in die Wirtszelle transportiert.

Dieser einstufige Prozess wird Translokation genannt.

Bisher sind sieben Sekretionswege bekannt, von denen vier zweistufig ablaufen und drei

einstufig. Zu den zweistufigen bzw. Sec-abhédngigen Sekretionswegen gehoren das Typ-II-
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Sekretionssystem (T2SS), das Typ-IV-Sekretionssystem (T4SS), das Typ-V-Sekretionssystem
(T5SS) und der sogenannte ,chaperone/usher Sekretionsweg. Proteine, die mittels
zweistufiger Mechanismen sekretiert werden, besitzen entweder eine aminoterminale (N-
terminale) Signalsequenz, die vor allem aus hydrophoben Aminosduren besteht (Sec-
abhingiger Transport), oder ein carboxyterminales (C-terminales) Signalpeptid, das zwei
Arginine beinhaltet (Tat-abhingiger Transport). Zu den Sec-unabhédngigen, einstufigen
Sekretionswegen gehoren das Typ-I-Sekretionssystem (T1SS), das Typ-III-Sekretionssystem
(T3SS) und das Typ-VI-Sekretionssystem (T6SS). Interessante Ubersichten verschiedener
bakterieller Protein-Sekretionssysteme wurden von Beeckman und Vanrompay und Tseng
und Kollegen zusammengestellt (Beeckman & Vanrompay 2009; Tseng et al. 2009). Das
T3SS ist das komplexeste Proteinsekretionssystem und wird im Folgenden detaillierter

beschrieben.

1.4.1 Das Typ-III-Sekretionssystem

Das T3SS wurde bisher ausschlieBlich bei gramnegativen Bakterien nachgewiesen, wo es
Proteine iliber die zwei bakteriellen Membranen, den extrazelluliren Raum und die
eukaryotische Plasmamembran in das Zytoplasma einer Wirtszelle transloziert (Cornelis
2006). Es besteht aus iiber 20 strukturellen Proteinen, die groBtenteils der Uberbriickung der
Bakterienhiille dienen (Burkinshaw & Strynadka 2014). Der extrazellulire Raum wird von
einer hohlen Nadel iiberbriickt, die eine spezifisch regulierte Lange aufweist (Marlovits ef al.
2004; Mota et al. 2005). Bei Kontakt mit einer Wirtszelle wird ein heterooligomerer Komplex
in die eukaryotische Plasmamembran inseriert, der als Translokationspore oder Translokon
bezeichnet wird und sich aus einem hydrophilen und zwei hydrophoben Translokon-Proteinen

zusammensetzt. Das Translokon wird in Kapitel 1.4.4.2 ausfiihrlich beschrieben.

Gene, die strukturelle T3SS-Proteine und durch das T3SS translozierte Effektoren codieren,
sind meist in sogenannten Pathogenititsinseln organisiert, die sich im Genom der Bakterien
oder auf extrachromosomalen Plasmiden befinden. Es wird daher angenommen, dass diese
Pathogenititsinseln von verschiedenen Bakterienarten iiber horizontalen Gentransfer
erworben wurden (Gophna et al. 2003). Hier bilden Chlamydien eine Ausnahme, ihre T3SS-
Strukturproteine sind in vier Clustern von zehn Operons in verschiedenen Bereichen des
bakteriellen Chromosoms codiert und organisiert (Hefty & Stephens 2007; Peters et al. 2007,
Beeckman & Vanrompay 2010). Interessanterweise ist das Phylum der Chlamydiae neben
dem der Proteobakteria das einzige, welches Bakterienarten mit T3SS aufweist (Cornelis

2006).
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1.4.2 Verschiedene Typ-III-Sekretionssysteme sind unterscheidbar

Aufgrund phylogenetischer Analysen der Aminosduresequenz von vier konservierten
Strukturproteinen verschiedener T3SS werden sieben Familien unterschieden: Bei
freilebenden, tierpathogenen Bakterienarten kommen T3S-Systeme aus drei Familien vor,
zwei Familien kommen bei Pflanzenpathogenen vor und je eine Familie ist ausschlieBlich bei
den Chlamydien- und Rhizobien-Arten zu finden (Gophna et al. 2003; Troisfontaines &
Cornelis 2005; Beeckman & Vanrompay 2010).

Es kommt nicht selten vor, dass eine Bakterienart zwei oder mehrere T3SS aufweist, die
verschiedenen Familien zugeordnet werden. Das bestuntersuchte Beispiel dafiir ist
Salmonella enterica Serovar Typhimurium, welches zwei Pathogenitétsinseln aufweist, die
Gene fiir zwei vollstindige T3S-Systeme und einige Effektorproteine codieren und als
»Salmonella pathogenicity islands® (SPIs) bezeichnet werden (Knodler & Steele-Mortimer
2003). Sie bilden die Archetypen der SPI-1 (Inv-Mxi-Spa) und SPI-2 (Ssa-Esc) T3SS-
Familien. Das Vorhandensein verschiedener T3SS-Familien bei einer gegebenen Bakterienart
erhidrtet die These, dass die Gene fiir T3S-Systeme iiber horizontalen Gentransfer als

genetische Einheit aufgenommen wurden (Troisfontaines & Cornelis 2005).

Fir S. Typhimurium wurde gezeigt, dass die beiden T3S-Systeme zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Infektion eine Rolle spielen. Das in der SPI-1 codierte T3SS hat eine
Funktion in der frithen Infektion wiahrend der Anheftung und des Eintritts in die Epithelzellen
des Darms. Das in der SPI-2 codierte T3SS dagegen wird wihrend der intrazelluldren Phase
der Infektion bendtigt. Auch die in diesen Phasen der Infektion benotigten Effektorproteine

werden teilweise innerhalb der jeweiligen SPI codiert (Waterman & Holden 2003).

1.4.3 T3SS-assoziierte Chaperone und das Sekretionssignal

Fiir den T3SS-Aufbau und die Sekretion von Effektorproteinen sind spezielle, zytosolische
Chaperone der Bakterienzelle unerldsslich. Den an der Typ-IlI-Sekretion beteiligten
Chaperone sind FEigenschaften wie eine relativ kleine Molekiilmasse, ein niedriger
isoelektrischen Punkt und Funktionalitidt als Dimer gemein. Sie werden in drei Klassen
unterteilt, die im Folgenden kurz zusammengefasst werden (Page & Parsot 2002; Cornelis

2006; Beeckman & Vanrompay 2010; Burkinshaw & Strynadka 2014).

Chaperone der Klasse I binden Effektorproteine, welche durch das T3SS sekretiert werden.
Die Klasse I ldsst sich in zwei Untergruppen aufteilen: (a) Chaperone, die mit einem

spezifischen Effektorprotein interagieren (Uni-Effektor Chaperon) und (b) Chaperone, die
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verschiedene Effektorproteine binden konnen (Multi-Effektor Chaperon). Meist sind
Chaperone der Klasse I im genomischen Kontext benachbart zu ihrem Substrat codiert und
die Expression der Gene wird koreguliert (Page & Parsot 2002; Pallen et al. 2005; Button &
Galan 2011). In den ersten 50 bis 100 aminoterminalen (N-terminalen) Aminosduren des
Effektorproteins befindet sich die Chaperon-Binde-Domine (CBD), mit der das
Effektorprotein um ein Chaperon-Dimer gewickelt wird. Diese Interaktion mit den Klasse I-
Chaperonen erhoht die Stabilitdt der Effektoren und erhilt sie in einer partiell ungefalteten
Konformation, sodass sie im Zytosol der Bakterien bis zur Sekretion in einem
transportfdhigen Zustand gespeichert werden (Stebbins & Galan 2001; Cornelis 2006; Lilic et
al. 2006). Die Chaperon-Effektorprotein-Interaktion ist vermutlich fiir die Etablierung einer
Sekretionsreihenfolge und fiir den Transport der Effektorproteine zur Basis des T3SS wichtig
(Lara-Tejero et al. 2011).

Chaperone der Klasse II interagieren mit den beiden hydrophoben Translokon-Proteinen, um
die Bakterien vor deren toxischer Wirkung zu schiitzen (Menard et al. 1994; Neyt & Cornelis
1999). Die Klasse II-Chaperone weisen Tetratricopeptid-Wiederholungen (TPR = engl.
tetratricopeptide  repeat) auf, die typischerweise aus 34 Aminosduren langen,
unvollkommenden Wiederholungen bestehen und Chaperon-Substrat-Interaktion vermitteln
(Pallen et al. 2003). Translokon-Proteine und ihre korrespondierenden Klasse II-Chaperone
wurden bei verschiedenen enteropathogenen Bakterien eingehend untersucht. Die
archetypischen Beispiele bilden die beiden hydrophoben Translokatoren von Yersinia YopB
und YopD, die von dem Klasse [I-Chaperon LcrH (bzw. SycD) gebunden werden (Neyt &
Cornelis  1999). Weitere gut untersuchte Beispiele sind PopB/D und PcrH aus
Pseudomonas aeruginosa, IpaB/ C und IpgC (bzw. SpgC) aus Shigella flexneri und SipB/ C
und SicA aus der Salmonella enterica SPI-1 (Allmond et al. 2003; Birket et al. 2007). Im
Gegensatz dazu scheinen die hydrophoben Translokon-Proteine SseC/ D der SPI-2 von
Salmonella enterica mit verschiedenen Klasse [I-Chaperonen zu interagieren, da das

Chaperon SscA zwar SseC, aber nicht SseD, bindet (Cooper et al. 2013).

Chaperone der Klasse III binden Untereinheiten der T3SS-Nadel, welche den extrazelluldren
Raum iiberbriickt. Diese Interaktion verhindert eine Interaktion der Untereinheiten und

unterbindet eine vorzeitige Polymerisation im Zytosol der Bakterien (Cornelis 2006).

Kurz vor der eigentlichen Sekretion der Proteine durch das T3SS werden die Chaperone von
threm Substrat gelost und verbleiben im Zytoplasma der Bakterienzelle (Akeda & Galan
2005). Neben der CBD der sekretierten Substrate des T3SS ist ein zweites N-terminales
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Signal bekannt, das innerhalb der ersten 15 bis 25 Aminoséuren der sekretierten Proteine liegt
und fiir die Sekretion der Proteine notwendig ist (Beeckman & Vanrompay 2010). Die Art des
Signals wurde lange kontrovers diskutiert, da die bekannten T3SS-Substrate kaum
Homologien in diesem Bereich aufwiesen. Es wird vermutet, dass das Sekretionssignal keine
spezifische Nukleotidsequenz, sondern eine definierte Abfolge von Aminosduren mit
bestimmten Eigenschaften darstellt (Samudrala et al 2009; McDermott et al. 2010).
Basierend auf der Annahme, dass das Signal fiir eine Sekretion durch das T3SS innerhalb der
ersten 15 N-terminalen Aminosiduren eines Proteins codiert wird und universell ist, wurden
Experimente zur Identifizierung unbekannter C. pneumoniae-Effektorproteine durchgefiihrt.
Chimiren der 15 N-terminalen Aminosduren und einem Reporterprotein wurden auf eine
heterologe Sekretion durch das T3SS von Shigella flexneri untersucht, wobei 24 Proteine als

sekretiert identifiziert wurden (Subtil e al. 2005).

1.4.4 Der Aufbau des T3SS

Das T3SS wird hdufig mit einer Spritze verglichen, die bei Kontakt mit der Membran einer
Wirtszelle mit der Sekretion verschiedener Proteine beginnt. Es ist aus Proteinen
zusammengesetzt, die multimere, zylindrische Strukturen aufbauen. Die globale Struktur des
T3SS wird in drei Komponenten eingeteilt: (i) der Basalkorper, (ii) der Nadelkomplex und
(i) die Translokon-Proteine (vgl. Abbildung 1.3). Im folgenden Kapitel wird kurz der
Aufbau der ersten beiden Komponenten am Beispiel des gut charakterisierten T3SS von
Yersinia beschrieben. Der Aufbau und die Funktion des Translokons verschiedener Spezies

wird ausfiihrlich im Kapitel 1.4.4.2 dargestellt.

1.4.4.1 Aufbau von Basalkorper und Nadelkomplex

Der Basalkorper setzt sich aus einer grofen Zahl von Proteinen zusammen, die in den
Membranen des Bakteriums verankert sind und meist Homomultimere mit radidrer
Symmetrie bilden (siche Abbildung 1.3) (Cornelis 2006). In der duBeren Membran des
Bakteriums befindet sich ein Ring aus Proteinen der YscC-Familie (Hueck 1998). Dieser wird
iiber ein Protein der YscJ-Familie, welches in der periplasmatischen Seite der inneren
Membran verankert ist und den periplasmatischen Raum durchspannt, mit der inneren
Membran des Bakteriums verbunden (Hueck 1998; Silva-Herzog et al. 2008). In der inneren
Membran wird zusammen mit YscJ von einem Protein der YscD-Familie ein Ring gebildet
(Diepold et al. 2010). Die integralen Membranproteine YscR, S, T, U und V bilden

schlieBlich den sogenannten Exportkanal in der inneren Membran und sind moglicherweise
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an der Erkennung von Substraten fiir den Export beteiligt (Sorg et al. 2007; Diepold et al.
2010).

Auf der zytosolischen Seite des T3SS befindet sich die ATPase YscN, welche durch
Oligomerisierung aktiviert wird und wahrscheinlich die Energie fiir den Transport durch die
Hydrolyse von ATP bereitstellt (Woestyn et al. 1994; Blaylock et al. 2006; Diepold et al.
2010). Die Interaktion des YscL-Proteins mit YscN inhibiert dessen ATPase-Aktivitat,
weshlab fiir YscL eine regulatorische Funktion bei der Typ-IlI-Sekretion vermutet wird
(Jackson & Plano 2000; Blaylock et al. 2006). YscQ gehort in die Familie der C-Ring-
Proteine des T3SS, fiir die bei Shigella und Salmonella Hinweise auf eine Beteiligung bei der
Rekrutierung und Sortierung von Substrat-Chaperon-Komplexen gefunden wurden (Morita-

Ishihara et al. 2006; Diepold et al. 2010; Lara-Tejero ef al. 2011; Stamm & Goldberg 2011).

Der extrazellulire Raum wird von einer hohlen Nadel {berbriickt, welche ein
homomultimeres Konstrukt aus helikal angeordneten Proteinen der YscF-Familie ist. Bei
Yersinia ist die Nadel aus 100 bis 150 Molekiilen des 9 kDa Proteins aufgebaut und der innere
Durchmesser betragt nur etwa 3 nm (Cornelis 2006; Deane ef al. 2006). Um diesen schmalen
Kanal passieren zu konnen, miissen sich die translozierten Proteine in einem nicht- oder nur
partiell gefalteten Zustand befinden. Die Nadelldnge stellt eine Anpassung an die spezifische
Wirtszelle dar und kann je nach Bakterienspezies zwischen 40 bis 80 nm, bei
pflanzenpathogenen Arten auch bis zu mehreren pm betragen (Beeckman & Vanrompay
2010). Am Ende der Nadel des T3SS befindet sich das Translokon, bestehend aus LcrV,
YopB und YopD (Kapitel 1.4.4.2).

Viele der strukturgebenden Proteine des T3SS-Basalkorpers besitzen ein N-terminales Sec-
Signalpeptid und werden Sec-abhéingig in die Membranen des Bakteriums inseriert. Ist der
erste Sec-abhingige Einbau abgeschlossen, werden das Nadelprotein YscF und die

Translokon-Proteine T3SS-abhéngig transportiert (Cornelis 2006; Diepold et al. 2011).
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Abbildung 1.3: Schematische
Darstellung des Typ-I11-

Wzz Sekretions-systems

Die Nomenklatur der am Aufbau
Translokon des T3SS beteiligten Proteine wird
von Yersinia fliir Chlamydien
iibernommen, die Buchstaben geben
somit die Proteinbestandteile der
einzelnen Komponenten wieder.
Nadelkomplex Die multimeren Proteinunterein-
heiten sind schematisch und mit

WZM

korrekter stochiometrischen Ver-
teilung angegeben.

Der Basalkorper hat Kontakt zum

fenennnanenee Zytoplasma der Bakterienzelle (BZ)
und  durchspannt die innere
Membran  (IM), den  peri-

Basalkérper plasmatischen Raum (PP) und die
duBere Membran (AM). Der
Nadelkomplex  verbindet  den
Basalkorper und das Translokon
miteinander und durchspannt den
Raum zwischen Bakterium und
Wirtszelle.

PP

BZ

Das Translokon besteht aus dem
beiden Translokationsporen-Proteinen (YopB und YopD). Die Translokationspore wird in die

Wirtszellmembran (WZM) inseriert und ermoglicht dem T3SS Effektorproteine in das
Wirtszellzytosol (WZZ) zu translozieren. Die Abbildung wurde modifiziert nach Diepold und
Kollegen und Betts-Hampikian und Fields (Betts-Hampikian & Fields 2010; Diepold et al. 2010).

1.4.4.2 Aufbau des Translokons

Das Translokon besteht aus drei Proteinen, welche eine heterooligomere Pore in der
Zytoplasmamembran der Zielzelle assemblieren und so die Translokation von Effektoren in
das Zytosol dieser Zelle ermodglichen (Abbildung 1.3). In den bisher untersuchten T3SS
werden die drei Translokon-Proteine zusammen als Operon codiert (siche Abbildung 4.1)
(Mueller et al. 2008; Mattei et al. 2011). Die drei Translokon-Proteine werden aufgrund
vorhergesagter hydrophober Domédnen in drei Gruppen eingeordnet: (i) Der hydrophile
Translokator befindet sich an der Spitze der T3SS-Nadel und ist die Plattform zur
Polymerisierung der Translokationspore. Er weist meist keine hydrophoben Doménen auf. (ii)
Das grof3e Translokationsporen-Protein weist zwischen zwei und drei Transmembrandoménen
auf. (i) Das kleine Translokationsporen-Protein  besitzt —meist nur eine

Transmembrandoméne. Die Translokon-Proteine der letzten beiden Gruppen werden
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aufgrund der Transmembrandoménen auch als hydrophobe Translokatoren bezeichnet (Mattei

etal 2011).

Innerhalb der in Kapitel 1.4.2 besprochenen Familien von T3S-Systemen sind die
Translokon-Proteine konserviert und zeigen signifikante Homologien zueinander. Einige der
besser untersuchten Translokon-Proteine sind in Tabelle 1.4.1 aufgefiihrt. Zwischen den
T3SS-Familien sind Sequenz-Ahnlichkeiten der Translokon-Proteine kaum vorhanden,

wihrend funktionelle und strukturelle Eigenschaften konserviert sind.

Tabelle 1.4.1: Nadelspitzenkomplexe und Translokationsporen-Proteine (TPP)
pathogener Bakterien

Bakterium Nadelspitzenkomplex grof3es TPP kleines TPP
Yersinia LerV YopB YopD
Shigella IpaD IpaB IpaC
Salmonella (SPI-1) SipD SipB SipC
Salmonella (SPI-2) SseB SseC SseD
Pseudomonas aeruginosa PcrV PopB PopD
Escherichia coli EspA EspD EspB

Der hydrophile Translokator bildet eine Struktur an der Spitze der Nadel des T3S-Systems,
die hiufig als Nadelspitzenkomplex bezeichnet wird. Die Proteine der Nadelspitzenkomplexe
verschiedener Spezies wie LerV, PerV und EspA wurden elektronenmikroskopisch an der
Spitze isolierter T3SS-Nadeln detektiert, wihrend die hydrophoben Translokatoren meist erst
nach Kontakt mit der Wirtszelle sekretiert werden (Mueller ef al. 2005; Broz et al. 2007,
Gebus et al. 2008). Dagegen bildet IpaD aus Shigella zusammen mit dem hydrophoben
Translokator IpaB ein Heteropentamer, welches bei Kontakt mit einer Wirtszelle seine
Konformation @ndert und die Sekretion von Effektorproteinen zuldsst (Johnson et al. 2007;
Veenendaal et al. 2007; Roehrich et al. 2013). EspA aus E. coli bildet eine elongierte
Struktur, die eine Ldnge von bis zu 680 nm aufweist (Sekiya et al. 2001). Es wird vermutet,
dass Unterschiede im Aufbau der Nadelspitzenkomplexe Anpassungen an die Anforderungen
darstellen, unter denen die T3SS verschiedener Organismen funktionsfihig sein miissen
(Cornelis 2006). Mutationsanalysen und Neutralisations-Experimente mit Antikdrpern gegen
die hydrophilen Translokatoren zeigen, dass sie fiir die korrekte Assemblierung der
Translokationspore an der Nadelspitze des T3SS und in der Membran der Zielzelle essenziell
sind (Goure et al. 2004; Goure et al. 2005; Broz et al. 2007; Veenendaal et al. 2007; Thanassi
etal 2012).



Einleitung

Die Struktur und die stochiometrische Zusammensetzung der Translokationspore sind nicht
vollkommen aufgekldrt. Es ist beispielsweise bekannt, dass die groBen hydrophoben
Translokatoren SipB aus Salmonella und IpaB aus Shigella Homotrimere bilden, wobei die
Interaktion durch eine Coiled-Coil Doméne im N-terminalen Bereich der Proteine vermittelt
wird (Hume et al. 2003). Dagegen bildet der N-Terminus (As 1-107) von EspD Homodimere,
was hier von einer amphipathischen Doméne vermittelt wird (Dasanayake et al. 2011). Die
heterolog in E. coli exprimierten hydrophoben Translokatoren PopB und PopD assemblieren
bei Inkubation mit Liposomen spontan heterooligomere Poren, welche die beiden Proteine in

einem Verhéltnis von 1:1 enthalten (Romano ef al. 2011).

Neben der Funktion als Porenbildner fungieren einige hydrophobe Translokatoren selbst als
Effektoren. So sind die kleinen Translokatoren mehrerer Bakterien in der Lage Aktin zu
polymerisieren (Mattei et al. 2011). SipC und IpaC binden und nuklearisieren Aktin, wodurch
die Internalisierung der Bakterien begiinstigt wird (Hayward & Koronakis 1999; Nhieu ef al.
1999). Zudem ist eine 63 Aminosduren lange Doméne im C-Terminus des IpaC ausreichend,
um die Tyrosinkinase Src zu rekrutieren und zu aktivieren, wodurch Aktin zur Kontaktstelle
des Bakteriums rekrutiert wird. Innerhalb dieses Bereiches befindet sich eine Coiled-Coil
Domaine, die wahrscheinlich bei dieser Interaktion eine Rolle spielt (Mounier et al. 2009).
Auch EspB zeigt eine Funktion bei der Reorganisation des Zytoskeletts, welche durch eine

Rekrutierung von a-Catenin durch EspB induziert wird (Mattei et al. 2011).

Interessanterweise ist die Insertion von SipB und SipC aus Salmonella fiir die irreversible
Bindung des Bakteriums an die Wirtszelle notwendig. Die Verankerung des Bakteriums ist
somit ein weiterer wichtiger Aspekt ihrer Funktion (Misselwitz et al. 2011; Thanassi et al.
2012). Fiir die Bindung der Translokationsporen-Proteine und fiir die Translokation von
Effektoren ist die Zusammensetzung der Zielmembran von groBer Bedeutung. Durch die
Extraktion von Cholesterol aus der Plasmamembran von Humanzellen wurde dessen
essenzielle Rolle fiir die Sekretion von Effektoren durch die T3SS von Salmonella, Shigella
und E. coli demonstriert (Hayward et al. 2005). In vitro Bindungsstudien zeigten, dass SipB
und IpaB Cholesterol binden und ihre Insertion in die Zytoplasmamembran der Wirtszelle von
Cholesterol abhdngt. Auch die Insertion von PopB/D-Poren in artifizielle Membranen wird
durch Cholesterol und Phosphatidylserin begiinstigt (Hayward et al. 2005; Romano et al.
2011).
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1.4.5 Besonderheiten des chlamydialen T3SS

Das Vorhandensein eines funktionellen T3SS in Spezies der Chlamydiaceae konnte bisher
nur auf indirektem Wege gezeigt werden. Durch Genomsequenzierungen und
bioinformatische Analysen ist ein vollstdndiges Set von Genen in Chlamydien identifiziert
worden, die Komponenten fiir ein T3SS codieren. Bemerkenswert ist dabei, dass das Genom
von C. trachomatis Serovar D 894 offene Leserahmen aufweist. Somit wird in diesem stark
kondensierten Genom eine erhebliche Codierungskapazitit genutzt, um die 20 bis 30 T3SS-
Komponenten zu codieren. Dies deutet darauf hin, dass das T3SS unerldsslich fiir die

erfolgreiche Chlamydien-Infektion ist (Betts-Hampikian & Fields 2010).

Im Gegensatz zu anderen pathogenen Bakterien werden bei Chlamydien die Gene fiir die
T3SS-Strukturproteine in verschiedenen Clustern codiert, die iiber das gesamte Genom
verteilt sind. Sie sind an threm GC-Gehalt, der {iber das gesamte Chromosom mit etwa 40 %
sehr niedrig ist, nicht vom Rest des Chromosoms unterscheidbar (Peters et al. 2007). Ferner
zeigen die Cluster keine Anzeichen einer in evolutiondren Zeitrdumen jlingeren Integration,

was eine weitere Besonderheit darstellt (Beeckman & Vanrompay 2010).

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden schon vor {iiber 30 Jahren
rosettenartige, hervorstehende Strukturen auf der Oberflache von RBs und EBs entdeckt, die
als Strukturen des T3S-Systems der Chlamydien interpretiert wurden (Nichols et al. 1985;
Miyashita et al. 1993; Bavoil & Hsia 1998). In jlingeren Publikationen werden rohrenartige
Verbindungen zwischen EBs und der Membran gebundener Humanzellen sowie zwischen
RBs und der Inklusionsmembran beschrieben. Die Verankerung dieser Rohren in der inneren
und dulleren Membran der Bakterien, dhnelt stark dem Basalkorper der T3S-Systeme anderer

enteropathogener Bakterien (Dumoux ef al. 2012; Nans et al. 2014).

Neben genetischen und mikroskopischen Anhaltspunkten wurden indirekte Hinweise auf die
Funktionalitit des T3SS gefunden. So wurden mdgliche T3SS-Substrate mittels heterologer
Sekretion durch das T3SS von Yersinia und Shigella identifiziert (Subtil et al. 2001; Subtil et
al. 2005; da Cunha et al. 2014). Werden diese Proteine anschliefend auch in der Chlamydien-
Infektion sekretiert, wird angenommen, dass sie T3SS-abhidngig transloziert werden.
Beispiele fiir solche Proteine sind unter anderem Tarp, CopN und verschiedene Proteine, die
in die Inklusionsmembran inseriert werden (Fields & Hackstadt 2000; Fields et al. 2003;
Clifton et al. 2004). Ein anderer Ansatz zeigt die negative Auswirkung von bekannten

Inhibitoren der Typ-III-Sekretion von Yersinia auf die Entwicklung von Chlamydien und
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demonstriert die Inhibition der Sekretion verschiedener chlamydialer T3SS-Substrate (Wolf et
al. 2006; Muschiol et al. 2009).

Die Nomenklatur fiir die putativen T3SS-Strukturproteine der Chlamydien lehnt sich an die
des gut charakterisierten Yersinia T3SS an. Danach werden Proteine des Basalkorpers als
Komponenten der kontaktabhdngigen Sekretion (Cds = engl. Contact-dependent secretion),
translozierte und mobile Proteine als duflere chlamydiale Proteine (Cop = engl. Chlamydia
outer proteins) und die zytoplasmatischen Chaperone des T3SS als spezifische chlamydiale
Chaperone (Scc = engl. Specific chlamydia chaperones) bezeichnet (Betts-Hampikian &
Fields 2010). Soweit die Komponenten des T3SS in Chlamydien identifiziert sind, wird diese
Nomenklatur auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Sollte die Funktion eines Proteins

kontrovers sein, wird zur eindeutigen Identifizierung die Lokus-Nummer verwendet.

1.4.5.1 Die zwei chlamydialen Translokon-Operons

In den Genomen der humanpathogenen Chlamydien wurden zwei Kopien der T3SS-
assoziierten Klasse I[I-Chaperone identifiziert. In C. trachomatis werden diese als Scc2
(CT _576) und Scc3 (CT_862) und in C. pneumoniae als CPn0811 (LcrH 1) und CPn1021
(LerH_2) bezeichnet (siehe Abbildung 4.1) (Subtil er al. 2000; Fields et al. 2005). Die
Chaperone werden in Operons codiert, die moglicherweise die Translokon-Proteine der
Chlamydien codieren (Abbildung 1.6) (vgl. Kapitel 1.6). Die beiden Operons werden in
unterschiedlichen Phasen der Infektion transkribiert, was zu der Hypothese fiihrte, dass die
beiden Translokons, analog zu den T3SS der SPI-1 und SPI-2 von Salmonella enterica, in
unterschiedlichen Phasen der Infektion eine Rolle spielen (Subtil ef al. 2000; Slepenkin et al.
2003; Ouellette et al. 2005; Chellas-Gery et al. 2011).

Erstaunlicherweise wurden fiir C. trachomatis das CT 584 und fir C. pneumoniae das
CPn0803 als mogliche hydrophile Translokatoren identifiziert, da sie mit dem Nadelprotein
CdsF interagieren (Markham et al. 2009). Dies ist ungewdhnlich, da bei anderen pathogenen
Bakterien alle Translokon-Proteine zusammen in einem Operon codiert sind. Dies trifft fiir
CT 584 und CPn0803 nicht zu. Des Weiteren zeigen die Kristallstrukturanalysen von
CT 584 und CPn0803 keine strukturellen Ahnlichkeiten zu anderen hydrophilen
Translokatoren (Stone et al. 2012; Barta et al. 2013).

1.5 Die Manipulation der Wirtszelle durch Effektoren

Fir die Virulenz vieler pathogener Bakterien sind translozierte Effektoren essenziell.

Effektoren sind meist multifunktionelle Proteine, die nicht selten eukaryotische Proteine in
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Struktur und Funktion nachahmen, um bestimmte Vorginge in der Wirtszelle zu
manipulieren. Die sekretierten Effektoren spielen somit eine wichtige Rolle in der Etablierung
der Nische, die das Uberleben und die Vermehrung der Bakterien ermdglicht. Die bekannten
Effektorproteine verschiedener Bakterienarten decken einen grof3en Bereich an Interaktionen
mit der Wirtszelle ab. Es gibt Beispiele fiir die Verdnderung des Zytoskeletts und der
Manipulation verschiedener Signalwege, der Interaktion mit Zellorganellen und der
Modifizierung von Wirtszellproteinen durch Ubiquitinierung, Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung und Prozessierung durch Protease-Aktivitit (Dean 2011). Allerdings
gestaltet sich die Identifizierung von Effektorproteinen besonders schwierig, da diese durch
die Anpassung der Bakterien an ihre jeweilige Lebensweise zwischen verschiedenen Spezies
kaum konserviert sind. Die Identifizierung von Effektoren der Chlamydien wird zusétzlich
erschwert, da diese nicht mit den anderen Teilen des T3SS oder in Pathogenititsinseln codiert

sind.

1.5.1 Chlamydien interagieren mit der eukaryotischen Wirtszelle

Trotz der verschiedenen Schwierigkeiten, die sich bei der Identifikation von chlamydialen
Effektoren ergeben, ist heute eine Vielzahl von Verdnderungen in der Wirtszelle bekannt, die
durch die Chlamydien-Infektion ausgeldst werden (Abbildung 1.4). Allerdings ist meist
ungeklirt, welche Effektoren flir die Manipulation von Signaltransduktionswegen oder
Wirtszell-Faktoren verantwortlich sind. Umgekehrt sind hypothetische Effektorproteine
bekannt, deren Interaktionspartner entweder bisher nicht identifiziert wurden oder fiir die
zwar ein humaner Interaktionspartner bekannt ist, deren Interaktion jedoch funktionell nicht

vollstédndig charakterisiert worden ist und deren Bedeutung somit unklar bleibt.
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Abbildung 1.4: Interaktionen der Chlamydien mit der Wirtszelle

Nach der Adhésion der Bakterien werden Effektoren wie Tarp, CT 166 und CT 694 sekretiert, was
zu einer Akkumulation von Aktin fiihrt und so die Aufnahme der EBs unterstiitzt. AnschlieBend
blockieren Chlamydien pro-apoptotische Signalwege und die Fusion der frithen Inklusion mit
Lysosomen (L). Die Inklusionsmembran wird durch die Insertion von Inklusionsmembran-Proteinen
(Inc-Proteine) stark modifiziert. C. trachomatis wird Dynein-abhidngig an Mikrotubuli (MT) zum
Mikrotubuli-organisierenden-Zentrum (MTOC) in die Peripherie des Zellkerns transportiert. Hier
wechselwirkt die Inklusion mit verschiedenen Wirtszellorganellen wie multivesikuldren Koérperchen
(MVB), Lipidtropfchen (LD), Golgi-Ministapel (GM), Peroxisomen (P) und mit verschiedenen
Vesikeltransport-Wegen, was durch die Interaktion mit Rab-GTPasen oder VAMP3/4 vermittelt wird.
Die wachsende Inklusion wird mit einem Kéfig aus Filamenten des Vimentin- und Aktin-Zytoskeletts
stabilisiert. De-tyrosinierte Mikrotubuli (dtMT) dienen der Bindung von Golgi-Ministapeln an die
Inklusion. An Kontaktstellen zwischen Endoplasmatischem Retikulum (ER) und der
Inklusionsmembran (EIK) werden Lipide in einem Vesikel-unabhéngigen Transportmechanismus zur
Inklusion transportiert. Das Verlassen der Wirtszelle geschieht entweder durch Lyse der Wirtszelle,
wobei moglicherweise die Aktivierung pro-apoptotischer Mechanismen eine Rolle spielt, oder durch
Extrusion, an der Inc_228 beteiligt ist.

In den folgenden Kapiteln werden zunichst die strukturellen Besonderheiten der gréf3ten

Gruppe von chlamydialen Effektorproteinen, den Inklusionsmembran-Proteinen, beschrieben.
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AnschlieBend wird ein Uberblick iiber einige bekannte Interaktionen der Chlamydien mit der
Wirtszelle gegeben, wobei die Schwerpunkte auf der Manipulation des Zytoskeletts und der

Rekrutierung von Vesikeln zur Aneignung von Nihrstoffen liegen.

1.5.1.1 Die Inklusionsmembran-Proteine

Die Membran der Inklusion stellt eine Barriere dar, welche die Chlamydien vor der
Immunantwort des Organismus verbirgt. Sie ist fiir Molekiile mit einem Molekulargewicht
iiber 520 Da unpassierbar, also auch fiir die meisten der von den Chlamydien bendtigten
Nahrstoffe (Heinzen & Hackstadt 1997). Allerdings wird die Inklusionsmembran wéhrend der
Infektion von Chlamydien stark modifiziert, um mit der Wirtszelle zu interagieren (vgl.
Abbildung 1.4). Es werden vor allem Inklusionsmembran-Proteine (Inc = engl. Inclusion
membrane protein) inseriert, von denen die meisten bereits 2 h nach Infektionsbeginn oder
sogar frither exprimiert werden (Scidmore-Carlson et al. 1999; Hackstadt 2000). Die Inc-
Proteine konnen in der Inklusionsmembran unterschiedliche Lokalisationsphénotypen
aufweisen. Einige markieren die gesamte Inklusionsmembran, wihrend andere distinkte
Mikrodoménen bilden, die zum Teil mit Proteinen der Wirtszelle assoziiert sind (siehe

Kapitel 1.5.1.2 und 1.5.1.3) (Scidmore-Carlson et al. 1999; Mital et al. 2010).

Inc-Proteine kommen fast ausschlieBlich bei Chlamydien vor und zeigen in der
Primirsequenz kaum Ahnlichkeiten untereinander. Thnen ist jedoch ein groBer hydrophober
Bereich gemein, der aus 40 bis 60 Aminosduren besteht und durch einen kurzen hydrophilen
Bereich unterbrochen wird. Die Inc-Proteine weisen in das Zytosol der Wirtszelle, wahrend
die charakteristische, doppel-lappige hydrophobe Domine in der Membran der Inklusion
verankert ist (Rockey et al. 1997; Bannantine et al. 2000; Toh et al. 2003). Durch heterologe
Sekretion wurde gezeigt, dass die N-terminalen Abschnitte der C. pneumoniae Inc-Proteine
T3SS-Substrate darstellen (Subtil ef al. 2001). Dagegen ist jedoch immer noch unklar, wie die
Insertion der Inc-Proteine in die Inklusionsmembran im Detail ablauft. Kiirzlich wurde die
Hypothese entwickelt, dass die Inc-Proteine in das Endoplasmatische Retikulum (ER) der
Wirtszelle sekretiert und anschlieBend mit Teilen der ER-Membran zuriick zur
Inklusionsmembran transportiert werden (Dumoux ef al. 2015). Nach der Identifikation der
ersten Inc-Proteine wurden verschiedene in silico Analysen sequenzierter chlamydialer
Genome durchgefiihrt, um putative Inc-Proteine zu identifizieren. Fiir C. pneumoniae werden
92 Inc-Proteine vorhergesagt, wihrend C. caviae 79, C. felis 68, C. trachomatis 55 und
C. muridarum 54 vorhergesagte Inc-Proteine aufweisen (Lutter et al. 2012). Mittels

spezifischer Antikérper wurden rund 30 der potentielle C. trachomatis Inc-Proteine in der
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Inklusionsmembran nachgewiesen (Li et al. 2008). Nur wenige der vorhergesagten Inc-
Proteine sind in den verschiedenen Chlamydiaceae konserviert, wodurch sich moglicherweise
Wirtsspezifitit und Gewebetropismus der einzelnen Spezies erkliren lassen (Lutter ef al.

2012).

Zu den bestuntersuchten Inc-Proteinen gehort IncA, welches als erstes Inc-Protein bereits vor
20 Jahren in C. caviae (vormals C. psittaci GPIC Isolat) gefunden wurde. IncA ist eines der
wenigen Inc-Proteine, das in fast allen Chlamydiaceae konserviert ist (Rockey et al. 1995). Es
besitzt zwei SNARE (von engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment
receptor) -dhnliche Motive, welche in Proteinen eukaryotischer Zellen eine Rolle bei der
Fusion von Kompartimenten spielen und in Chlamydien die homotypische Fusion von
Inklusionen in mehrfach infizierten Zellen vermittelt (Delevoye et al. 2004; Delevoye et al.
2008). Des Weiteren wurde gezeigt, dass IncA SNARE-Proteine der Wirtszelle, wie VAMP3
und VAMP4, zur Inklusionsmembran rekrutiert (Delevoye et al. 2008) (Abbildung 1.4). Bei
C. trachomatis-Isolaten, denen das Gen fiir IncA fehlt, fusionieren Inklusionen multipel
infizierter Zellen nicht mehr, entwickeln sich jedoch scheinbar normal weiter (Suchland ef al.
2000; Johnson & Fisher 2013). Allerdings zeigen die IncA-negativen C. trachomatis-Stimme
eine reduzierte Virulenz und eine verminderte Bildung infektioser EBs (Geisler et al. 2001;
Suchland et al. 2008). Interessanterweise werden die IncA-Proteine von C. pneumoniae,
C. trachomatis und C. psittaci zusitzlich auf von der Inklusion ausgehenden, fadenartigen
Strukturen im zytoplasma der Wirtszellen detektiert. Wie die Faden entstehen und welche
Funktion sie haben ist ungeklart. Es wurde aber vermutet, dass sie in C. trachomatis bei der
Entstehung von Sekundirinklusionen beteiligt sind oder eine Rolle bei der Prisentation von

chlamydialen Antigenen spielen (Brown ef al. 2002; Suchland et al. 2005).

1.5.1.2 Chlamydien interagieren mit dem Zytoskelett der Wirtszelle

Chlamydien interagieren in jeder Phase der Infektion mit den Komponenten des
eukaryotischen Zytoskeletts. Nach der Adhdsion der EBs wird Aktin an der Eintrittsstelle
akkumuliert und so die Internalisierung der Bakterien begiinstigt. Der durch das T3SS
translozierte Effektor Tarp (translocated actin-recruiting phosphoprotein) wurde als Aktin-
bindendes und -biindelndes Protein identifiziert, das eine wichtige Rolle bei der Aktin-
abhédngigen Internalisierung spielt (Carabeo et al. 2002; Clifton et al. 2004; Jewett et al. 2006;
Jewett et al. 2010). Tarp ist ein spit in der Infektion exprimierter Effektor, welcher fiir die
ndchste Infektion in den EBs gespeichert wird, um in den ersten Minuten der Infektion

sekretiert zu werden (Clifton et al. 2004). Bei C. trachomatis wurden zwei weitere friih in der
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Infektion sekretierte Effektorproteine identifiziert, CT694 und CT166 (Abbildung 1.4). Diese
sind ebenfalls in der Lage, das Aktinzytoskelett zu modulieren und unterstiitzen

moglicherweise die Internalisierung der EBs (Hower et al. 2009; Thalmann et al. 2010).

In den ersten Stunden der Infektion werden die Inklusionen von C. frachomatis und
C. pneumoniae an Mikrotubuli entlang zum Mikrotubuli-Organisierenden-Zentrum (MTOC)
transportiert (Grieshaber et al. 2003; Mital et al. 2010) (Abbildung 1.4). Bisher ist nur
bekannt, dass hierfiir eine de novo Produktion von chlamydialen Proteinen notwendig ist
(Scidmore et al. 1996). Interessante Kandidaten fiir die Regulation der Interaktion von
Inklusion und Mikrotubuli oder MTOC sind verschiedene Src-Kinasen, die an Mikrodoméanen
der Inklusionsmembran mit verschiedenen Inc-Proteine kolokalisieren (Mital et al. 2010). Ein
weiterer interessanter Mikrotubuli-Interaktionspartner ist das sekretierte C. pneumoniae
Effektorprotein CopN, welches durch eine Sequenzhomologie zum Yersinia T3SS-Effektor
YopN identifiziert wurde (Hsia et al. 1997). C. pneumoniae CopN ist im Gegensatz zu seinen
Homologe bei C. trachomatis, Yersinia oder Pseudomonas in der Lage B-Tubulin direkt zu
binden und die Polymerisierung von Mikrotubuli zu verhindern (Archuleta et al. 2011;
Nawrotek et al. 2014). Bei der Expression in Hefe- und Séugerzellen 16st CopN Briiche der
mitotischen Spindel und Defekte in der Zellteilung aus (Huang et al. 2008). Welche Funktion
die Mikrotubuli-destabilisierende Wirkung von CopN wihrend der Infektion hat, ist jedoch
nicht geklért.

Neben einer Funktion beim Transport der Inklusion zum MTOC wurden vor kurzem
Hinweise auf eine Beteiligung von Mikrotubuli bei der Verankerung von Wirtszellorganellen
an die Inklusionsmembran nachgewiesen (Al-Zeer ef al. 2014). Al-Zeer und Kollegen zeigten,
dass die C. trachomatis-Inklusion mit acetylierten und stabilen, post-translational de-
tyrosinierten Mikrotubuli assoziiert sind, wobei die De-Tyrosinierung durch die Chlamydien-
Infektion ausgelost wird. Dynamische (acetylierte) Mikrotubuli werden zur Inklusion
rekrutiert, was eine Re-Lokalisierung des Golgi verursacht. AnschlieBend werden die
Mikrotubuli an der Inklusion durch De-Tyrosinierung stabilisiert, wodurch sie die Golgi-

Ministapeln an die Inklusionsmembran binden (Al-Zeer et al. 2014) (Abbildung 1.4).

Auch Aktin- und Vimentin-Filamente spielen wéhrend der C. trachomatis-Infektion eine
bedeutende Rolle. Sie bilden eine kéfigartige Struktur um die Inklusion und tragen so zur
Erhaltung der Integritdt der wachsenden Inklusionen bei (Kumar & Valdivia 2008)
(Abbildung 1.4). Dieser Prozess ist abhdngig von bisher nicht identifizierten Effektoren, fiir
deren Sekretion die Funktion des T3SS benoétigt wird (Chin ef al. 2012). Kiirzlich wurde eine
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Rolle von Septinen, einer Gruppe von filamentosen GTPasen und Bestandteile des
Zytoskeletts von Eukaryoten, identifiziert. Sie sind an der Bildung des Aktin-Kéfigs um die
C. trachomatis-Inklusion und der Extrusion zum Verlassen der Wirtszelle beteiligt
(Volceanov et al. 2014). Zudem wurde das Inc-Protein CT 228 identifiziert, welches mit
MYPTI, einer Untereinheit der Myosin-Phosphatase, interagiert und so das Verlassen der

Wirtszelle koordiniert (Lutter et al. 2013).

1.5.1.3 Chlamydien akquirieren Nihrstoffe von der Humanzelle

Chlamydien besitzen ein stark reduziertes Genom, wodurch essenzielle Biosynthesewege
unvollstindig sind oder ganz fehlen (Stephens ef al. 1998; Kalman et al. 1999). Sie haben
viele Gene fiir metabolische Enzyme verloren und sich vollkommen darauf spezialisiert
Nahrstoffe stattdessen von der Wirtszelle zu annektieren. So werden Chlamydien
beispielsweise haufig als Energieparasiten bezeichnet, da sie Nukleotide wie ATP, GTP und
UTP der Wirtszelle beziehen (Tipples & McClarty 1993). Es wurden Gene fiir Transporter
identifiziert, die verschiedene Naihrstoffe aus dem Inklusionslumen in die Bakterien
transportieren, aber es ist nur im Einzelfall verstanden, wie diese die Inklusionsmembran

passieren.

Chlamydien sind stark auf die Lipide der Wirtszelle angewiesen. Bereits in friihen Studien
konnte gezeigt werden, dass die Lipid-Komposition der Chlamydien davon abhingig ist,
welche Lipide in der infizierten Zelle zur Verfiigung stehen und eher der von eukaryotischen
Zellen gleicht (Hatch & McClarty 1998). Lipide erreichen die Inklusion iiber verschiedenste
Wege. Der Golgi-Apparat stellt fiir Chlamydien eine der wichtigsten Quellen zur
Akquirierung von Lipiden wie Sphingomyelin und Cholesterol dar (Hackstadt et al. 1995;
Hackstadt et al. 1996; Carabeo et al. 2003). Wiahrend der C. trachomatis-Infektion ist eine
Fragmentierung des Golgi-Apparats zu beobachten, die durch die Spaltung oder Reduktion
der Expression des Golgin-84 hervorgerufen wird. AnschlieBend werden die resultierenden
Golgi-Ministapel an die Inklusionsmembran rekrutiert, wodurch fiir die Replikation der
Bakterien essenzielle Lipide zur Inklusion gelangen (Heuer et al. 2009; Zhu et al. 2014).
Zudem werden wiéhrend der Infektion von C. trachomatis und C. pneumoniae
Sphingomyeline der Wirtszelle zur Inklusion umgeleitet (Hackstadt et al. 1996; Wolf &
Hackstadt 2001). Diese Lipide werden durch Deeinflussung exozytotischer, Brefeldin A-
sensitiver Golgi-Vesikel zur Inklusion transportiert (Hackstadt et al. 1995; Carabeo et al.
2003). Brefeldin A inhibiert die Exozytose durch Interaktion mit Aktivatoren des Arfl,

welches wiederum an der Vesikelbildung essenziell beteiligt ist (Bastidas et al. 2013).
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Weitere Lipid-Quellen sind CD63-positive multivesikuldre Korperchen (MVB = engl.
multivesicular bodies) des spédten Endozytose-Transportwegs sowie Lipidtropfchen (LD =
engl. Lipid Droplets), die an und in die Inklusion transportiert werden (Beatty 2006; Kumar e?
al. 2006) (Abbildung 1.4). Lipidtropfchen sind Organellen der Humanzelle, die der
Speicherung von Neutral-Lipiden, wie Triacylglyceriden und Sterolestern, dienen und durch
Akkumulierung dieser Neutral-Lipide zwischen den Phospholipid-Schichten der ER-
Membran und anschliefender Knospung vom ER entstehen (Krahmer et al. 2009). Bei
C. trachomatis wurden drei chlamydiale Proteine identifiziert, die Lipidtropfchen der
Humanzelle markieren, daher werden sie als Lipid-Droplet-associated proteins (Lda)
bezeichnet (Kumar et al. 2006; Cocchiaro et al. 2008). Fiir Lda3 konnte auch in der Infektion
eine Lokalisierung auf Lipidtropfchen gezeigt werden, die moglicherweise bei der
Rekrutierung dieser Wirtszellorganellen eine Rolle spielt (Cocchiaro et al. 2008). Daneben
wurde kiirzlich die Moglichkeit des Transports von Peroxysomen in die C. trachomatis
Inklusion beschrieben. Wahrscheinlich gelangen Enzyme der Wirtszelle auf diesem Wege zur
Inklusion und werden anschlieBend zur Produktion von Bakterien-spezifischen Fettsduren

genutzt (Boncompain et al. 2014).

Auch Vesikel-unabhingige Mechanismen zur Lipid-Akquirierung von Chlamydien sind
bekannt. IncD aus C. muridarum interagiert direkt mit dem Wirtszellprotein CERT (engl. ER-
to-Golgi ceramide transfer protein) und rekrutiert es an die Inklusionsmembran. Hier
transportiert CERT Vesikel-unabhidngig Ceramid in die Membran der Inklusion (Derré et al.
2011). Die Sphingomyelin-Synthetase Sms2, welche ebenfalls an der Inklusion detektiert
wird, synthetisiert aus Ceramid anschlieBend Sphingomyelin, welches in die

Inklusionsmembran und RBs eingebaut wird (Elwell ef al. 2011).

Fluoreszenzmikroskopisch wurden interessante Assoziationen der Inklusion mit Rab-
GTPasen beobachtet, die eine mogliche Strategie der Interaktion zwischen
Inklusionsmembran und Wirtszellorganellen darstellen. Rab-Proteine markieren sehr
spezifisch bestimmte Vesikel innerhalb der Humanzelle und sind daran beteiligt, den
Vesikeltransport innerhalb der Zelle zu koordinieren. Die Spezies-spezifische und Spezies-
unspezifische Lokalisation verschiedener Rab-GTPasen an der Inklusionsmembran wurde
festgestellt (Rzomp et al. 2003; Damiani et al. 2014). Beispielsweise werden Rabl (ER-
Golgi- und Intra-Golgi-Vesikel-Transport), Rab4 und Rabl1 (beide schneller und langsamer
Recyclingvesikel-Transport) an die Inklusionsmembranen von C. trachomatis Serovar L2 und

D, C. pneumoniae und C. muridarum rekrutiert. Dagegen wird Rab6 (Retrograder-Golgi-ER-
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und Endosom-Trans-Golgi-Transport) nur an der C. trachomatis-Inklusionsmembran
gefunden, und Rabl0 (Regulation der ER-Dynamik und Post-Golgi-Transport) ist
ausschlieBlich an Inklusionen von C. pneumoniae und C. muridarum erkennbar. Andere Rab-
Proteine, die zum Beispiel bei der Phagozytose eine Rolle spielen, sind nicht an den
Inklusionen der oben genannten Chlamydiaceae detektierbar (Rzomp ef al. 2003). Warum die
Rekrutierung teilweise Spezies-spezifisch ist und welche Unterschiede in der Infektion sich
dadurch fiir die verschiedenen Chlamydien-Spezies ergeben ist noch unklar. Fiir einige Rab-
Proteine wurden bereits chlamydiale Interaktionspartner identifiziert. So interagiert das
C. pneumoniae Inc-Protein CPn0585 mit den Proteinen Rabl, Rab10 und Rabll und das
C. trachomatis Inc CT_229 mit Rab4 (Rzomp et al. 2006; Cortes et al. 2007).

1.5.2 Methoden zur Identifizierung neuer chlamydialer Effektorproteine
Da eine gezielte genetische Manipulation von Chlamydien immer noch auf einige wenige
Chlamydien-Stimme beschrinkt ist (vgl. Kapitel 1.3.2), wurden verschiedene indirekte
Methoden zur Identifikation moglicher Effektoren der Chlamydien entwickelt.
Bioinformatische Ansidtze dienten vor allem der Identifizierung von N-terminalen
Sekretionssignalen flir das T3SS oder dem Aufspiiren von allgemeinen Strukturmerkmalen,
wie am Beispiel der Inc-Proteinen erldutert wurde (Bannantine et al. 2000; Toh et al. 2003;
Arnold et al. 2009; Lutter et al. 2012) (vgl. Kapitel 1.5.1.1). Die Identifizierung von T3SS-
Substraten mittels heterologer Sekretionssysteme in Yersinia, Shigella und Salmonella ist
gebrauchlich und wurde inzwischen fiir verschiedene Chlamydien-Spezies angewandt (Fields
& Hackstadt 2000; Subtil ef al. 2001; Fields et al. 2003; Ho & Starnbach 2005; Subtil et al.
2005; da Cunha et al. 2014).

Ein ganz anderer Ansatz zur Identifikation von chlamydialen Effektoren geht davon aus, dass
Seren infizierter Patienten AntikOrper gegen sekretierte Proteine und Proteine auf der
Oberfldche der Chlamydien aufweisen. Werden mittels Antiserum unbekannte Proteine
identifiziert, konnte es sich hierbei um einen sekretierten Effektor handelt (Gupta et al. 2009;

Wang et al. 2009; Yasui et al. 2012).

Des Weiteren wurde die in Kapitel 1.4.3 beschriebene Tatsache genutzt, dass T3SS-
assoziierte Chaperone mit mehreren Effektoren interagieren konnen. Die T3SS-assoziierten
Chaperone lassen sich anhand von Sequenzhomologie-Analysen identifizieren, da sie unter
den verschiedenen Bakterienarten, im Unterschied zu den sehr diversen Effektoren, eher

konserviert sind. Mit den identifizierten Chaperonen werden anschliefend Koprézipitations-
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Experimente oder Hefe-zwei-Hybrid Analysen durchgefiihrt, um mogliche Interaktionspartner

zu identifizieren (Fields et al. 2005; Chen et al. 2014).

Zur Identifikation von unbekannten Effektoren wurde in der Vergangenheit auch der
eukaryotische Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae herangezogen, da grundlegende
zelluldre Abldufe und Strukturen zwischen diesem Einzeller und hoéheren Eukaryoten
konserviert sind. Bei diesen experimentellen Ansdtzen wird davon ausgegangen, dass
Effektorproteine mit den konservierten Strukturen der Hefe interagieren und so anhand ihrer
subzelluldren Lokalisation oder durch das Auslésen von Wachstums-Phinotypen identifiziert
werden konnen (Sisko et al. 2006; Siggers & Lesser 2008; Salomon & Sessa 2010). Auf diese
Weise konnten beispielsweise die Lipidtropfchen-bindenden chlamydialen Proteine Ldal bis

Lda3 identifiziert werden (Kumar et al. 2006; Cocchiaro et al. 2008).

In einer vorangegangenen Arbeit wurde eine genomische C. pneumoniae-
Expressionsbibliothek genutzt, um neue mogliche Effektoren von C. pneumoniae zu
identifizieren, die bei Expression in der Hefe einen Wachstumsdefekt auslosen (Herbst 2011).
In den folgenden Kapiteln werden zwei der dort identifizierten und im Mittelpunkt der

vorliegenden Arbeit stehenden Effektoren eingefiihrt.

1.6 Das CPn0809, Effektor oder Translokator?

Die Expression von CPn0809 verursacht in der Hefe . cerevisiae einen starken
Wachstumsdefekt, weshalb es zunidchst als putatives Effektorprotein untersucht wurde (Engel
2010; Herbst 2011). Interessanterweise zeigten Sequenzierungen des verwendeten
C. pneumoniae Isolats GiD, dass CPn0809 im Vergleich zum C. pneumoniae Isolat CWL029
eine Deletion von fiinf Aminosduren am C-terminalen Ende des Proteins aufweist. Es ist
somit 488 anstatt 493 Aminosduren lang. Weitere Recherchen ergaben, dass Homologe von
CPn0809 in anderen C. pneumoniae Isolaten (TW183, J138, AR39) ebenfalls 488
Aminosduren lang sind und vor allem die CPn0809 Homologe der tierpathogenen
Chlamydiaceae langer sind (KEGG-Datenbank). Ob die unterschiedlichen C-Termini

funktionelle Relevanz besitzen, ist bisher unklar.

Mittels Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden zwei mogliche humane Interaktionspartner des
putativen Effektors CPn0809 identifiziert, die mit der N-terminalen Halfte des Proteins
interagierten (Engel 2010). Es handelte sich dabei um MIF4GD, das bei der Translation von
Histonen eine Rolle spielt, und NCAPH2, das mafigeblich an der korrekten Kondensation der

Chromosomen beteiligt ist. Eine Assoziation dieser Proteine mit CPn0809 wihrend der
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Infektion konnte nicht gezeigt werden. Mit einem vergleichbaren experimentellen Ansatz
wurde das Golgi-Anti-Apoptose-Protein (GAAP) identifiziert, das in Humanzellen anti-
apoptotisch wirkt und bei der Regulation der Aufnahme und Abgabe von Calcium-Ionen eine
Rolle spielt (Markkula et al. 2013). Die Repression der Translation von GAAP durch siRNS
fiihrt zu einer Verringerung der Produktion von Chlamydien-Genomen in infizierten Zellen.
Eine Interaktion von CPn0809 und GAAD in der Infektion wurde dagegen nicht

nachgewiesen.

Die ektopische Expression von CPn0809 in Hefen fiihrt zu einer im Zytosol der Zellen
verteilten punktierten Lokalisation von Signalen, die als Lipidtropfchen identifiziert wurden
(Engel 2010; Herbst 2011). Bei der ektopischen Expression des C. trachomatis Homologen
von CPn0809 (CT 578/CopB) in Humanzellen wird eine vergleichbare punktierte
Lokalisation beobachtet, die jedoch nicht mit Organellen der Zelle in Verbindung gebracht
werden konnte (Chellas-Gery et al. 2011). Mikroskopisch wurde CPn0809 innerhalb der
Inklusion detektiert, wo es eine punktierte Lokalisierung zeigt (Engel 2010; Herbst 2011).
Dagegen wurde CPn0809 von einer anderen Arbeitsgruppe 55 h nach Infektionsbeginn
mikroskopisch im Zytosol der Wirtszelle detektiert (Lugert ef al. 2004).

1 488
CPn0809
| ]
SseC-Doméne '
=) =P =
T™M1 TM2 T™M3
- —) -
CC1 CC2 CC3

Alanin-reiche Region
| ' I ' [ ' | ' I '
0 100 200 300 400 AS

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des CPn0809

Schematische Darstellung der fiir CPn0809 vorhergesagten Dominen innerhalb des 488
Aminoséuren (As) langen Proteins. Je nach verwendeten bioinformatischen Programmen beinhaltet
es zwei oder drei Transmembrandoménen (TM) und drei Coiled-Coil-Doménen (CC).
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Innerhalb der ersten Coiled-Coil-Domédne (CC1) im N-Terminus wird das aktive Zentrum einer
Signalpeptidase (Signalpeptidase I) vorhergesagt. Im C-terminalen Bereich des Proteins liegt eine
Alanin-reiche Region, die im oben abgebildeten Schema zwecks Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet ist. Fiir die gesamte C-terminale Hélfte ist eine Homologie zur sogenannten SseC-
Doméne vorhergesagt.

Interessanterweise wurde fiir CPn0809 neben einer mdglichen Funktion als Effektor eine
Aufgabe als Bestandteil des T3SS-Translokons postuliert (vgl. Kapitel 1.4.4.2). Das cpn0809-
Gen wird in einem Operon exprimiert, das drei weitere Gene codiert (vgl. Abbildung 1.6)
(Ouellette et al. 2005). Eines der anderen Proteine ist CPn0811 (LcrH 1), welches durch
Sequenzanalysen als Homolog des Yersinia T3SS-assoziierten Klasse II-Chaperons LcrH
identifiziert wurde (Subtil et al 2000). Chlamydien besitzen zwei Operons in denen
vermeintliche Klasse II-Chaperone des T3SS codiert sind, die zu verschiedenen Zeitpunkten
exprimiert werden (vgl. Kapitel 1.4.5.1). Diese Tatsache fiihrte zu der Hypothese, dass
Chlamydien verschiedene Translokons exprimieren, die in unterschiedlichen Phasen der
Infektion eine Funktion erfiillen (Ouellette et al. 2005; Maurer et al. 2007). Bioinformatische
Analysen des CPn0809 identifizierten eine SseC-Domine (As 203-487), wie sie in den
groBBen hydrophoben Translokatoren anderer Bakterien mit T3SS zu detektieren ist, was auf
eine Funktion als Translokator hinweist (Engel 2010) (vgl. Kapitel 4.1.2). Interessanterweise
wird CPn0808, welches im selben Operon direkt stromabwirts von CPn0809 codiert ist
(Abbildung 1.6), mikroskopisch wéhrend des Infektionszyklus innerhalb der Inklusion
detektiert (Herrmann et al. 2006). Dagegen zeigt das C. trachomatis Homolog CT 578
(CopB) eine Lokalisierung in der Inklusionsmembran (Fields et al. 2005). Westernblot-
Analysen zeigen zudem, dass CPn0809 wie sein C. trachomatis Homolog CT 578 (CopB)
starker in EBs als in RBs detektierbar ist (Fields et al. 2005; Herbst 2011). Dies passt zu
mRNS-Analysen, die zeigen, dass CPn0809 ein sehr spit exprimiertes Protein ist, das in EBs
gespeichert wird und eine Rolle zu Beginn der nichsten Infektionsrunde spielt (Ouellette et

al. 2005; Maurer et al. 2007).
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Abbildung 1.6: Darstellung der putativen C. pneumoniae und C. trachomatis Translokon Operons

Die vermeintlichen Translokon-Operons der humanpathogenen Chlamydien-Spezies codieren je vier
Proteine. Die Proteine LerH_1/LerH 2 und CT _577/CT_862 besitzen Sequenzhomologien zu T3SS-
assoziierten Klasse II-Chaperonen anderer pathogener Bakterien (vgl. Kapitel 1.4.5.1). Die Darstellung
gibt die GroBen der codierten Proteine relativ zueinander und die 5> 3¢ Orientierung ihrer Gene auf
dem bakteriellen Chromosom wieder. Die Abbildung wurde nach Ouellette und Kollegen modifiziert
(Ouellette et al. 2005).

An dieser Stelle ist unklar, ob CPn0809 in EBs gespeichert wird, um eine Funktion in den
ersten Minuten der Infektion zu erfiillen. Des Weiteren ist die Art der Funktion nicht klar,
einerseits konnte es sich um einen frith sekretierten Effektor handeln, der in der frithen
Infektion mit Mechanismen der Wirtszelle interagiert und so beispielsweise die
Internalisierung begiinstigt. Andererseits konnte CPn0809 in der frithen Infektion als Teil des
Translokons sekretiert werden, um eine Pore in der Membran der Zielzelle zu bilden und die
Sekretion von frithen Effektoren zu ermdglichen. Da auch Hinweise auf eine Sekretion von
CPn0809 in der intrazelluldren Phase der Infektion existieren, wére eine Funktion als spiter

Effektor ebenfalls moglich.

1.7 Das Inc-Protein CPn0147

Auch CPn0147 wurde durch Verursachen eines Wachstumsdefekts in Hefe als putatives
C. pneumoniae Effektorprotein identifiziert (Herbst 2011). Zu diesem bis dato
uncharakterisierten Protein wurden bereits verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt, von

denen die wichtigsten Ergebnisse im Folgenden zusammengefasst werden.

In allen C. pneumoniae Isolaten sowie in C. psittaci und C. caviae konnten Homologe zu
CPn0147 identifiziert werden. Interessanterweise gibt es dagegen kein CPn0147-Homolog in
C. trachomatis (KEGG-Datenbank). Bioinformatischen Analysen identifizierten in CPn0147

zwei Transmembrandomédnen (As 42-64 und 69-91), die durch nur vier Aminosduren
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voneinander getrennt sind und damit an das gemeinsame Strukturmerkmal der Inc-Proteine
erinnern (sieche Kapitel 1.5.1.1 und Abbildung 1.7). In diesem Bereich wurde auch eine IncA-
dhnliche Domine (As 32-85) identifiziert, die beide Transmembrandoménen abdeckt.
Mikroskopische Analysen bestdtigten eine Assoziation des CPn0147 mit der
Inklusionsmembran (Luo et al. 2007b; Herbst 2011). CPn0147 wird bereits 6 h nach
Infektionsbeginn mikroskopisch detektiert und bleibt bis zum Ende der Infektion in der
Inklusionsmembran lokalisiert (Luo ef al. 2007). CPn0147 markiert wie IncA durchgingig die
Inklusionsmembran und ist auch auf fdadigen Strukturen erkennbar, die von der
Inklusionsmembran in das Zytosol der Wirtszelle reichen (Luo et al. 2007b; Herbst 2011).
Solche  fadenartige  Strukturen wurden  bereits in  frilheren Arbeiten zum
Inklusionsmembranprotein IncA identifiziert (Bannantine et al 1998). Verschiedene
chlamydiale Antigene, wie MOMP-, DnaK-Signale oder vermutlich bakterielle DNS-Signale,
wurden auf den fadenartigen Strukturen nachgewiesen (Brown et al. 2002). Zudem wird
Pmp21 auf den fddigen CPn0147-Strukturen présentiert (Becker 2013). Den IncA-positiven,
fadenartigen Strukturen wurde eine Rolle bei der Bildung von Sekundérinklusionen
zugeschrieben (vgl. Kapitel 1.5.1.1) (Suchland et al. 2005). Untersuchungen durch Herbst
zeigten jedoch, dass ein signifikanter Anteil der CPn0147-Faden keinen Kontakt zu anderen
Inklusionen oder vesikuldren Kompartimenten aufweist (Herbst 2011). Interessanterweise ist
nicht jede Inklusion mit Féden assoziiert. Es wurden einige Faktoren identifiziert, die die
Entstehung von Fiden fordern. Beispielsweise fithrt die Zugabe von Olsdure, eine
Vervielfachung der Infektion (MOI = engl. Multiplicity of infection) und der Verzicht auf
Cycloheximid zu einer Erhohung der Faden-Anzahl je Inklusion. Dazu erhoht sich mit
fortschreitender Infektionszeit die Wahrscheinlichkeit, dass die Inklusionen mit Fdden
assoziiert sind. Werden infizierte Humanzellen mit Triacsin C behandelt, einem Inhibitor der
Fettsdure-CoA-Ligase, welche langkettige Fettsduren mit dem Coenzym A verbindet und so
die Produktion von Lipidtropfchen inhibiert, so weisen Inklusionen dieser Zellen weniger

CPn0147-positive Faden auf (Herbst 2011).

Fir CPn0147 konnte daneben eine Zuginglichkeit zum Zytosol der Wirtszelle durch
Antikorpertransfektion nachgewiesen werden, somit kann es als Effektorprotein wéhrend der
Infektion mit Strukturen der Humanzelle interagieren (Herbst 2011). Bei der ektopischen
Expression des Proteins in Hefe und humanen HEK293-Zellen wurde, wie fiir Inc-Proteine
typisch, eine ER-Assoziation festgestellt (Kostryukova et al. 2005; Shkarupeta et al. 2008;
Herbst 2011).
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des Inc-Proteins CPn0147

Das CPn0147-Protein ist 148 Aminosduren (As) lang. Es weist zwei Transmembrandoménen (TM)
auf, die durch vier Aminoséuren voneinander getrennt sind. Somit weist CPn0147 eine Ahnlichkeit zu
Inc-Doménen auf (IncA-Doméne), wie sie in Kapitel 1.5.1.1 beschrieben wurden. Im N-terminalen
Bereich des Proteins liegt eine sogenannte ,,Prokaryotic membrane lipoprotein lipid attachment site*
(Lipo)-Doméne. Des Weiteren wurde eine Doméne mit unbekannter Funktion identifiziert
(DUF1218).

In einigen Fillen wurden mikroskopisch um die Inklusionsmembran kreisformige Signale
detektiert, die als CPn0147-markierte Lipidtropfchen identifiziert wurden. Interessanterweise
wurde im N-Terminus des Proteins eine ,,Prokaryotic membrane lipoprotein lipid attachment
site” (Lipo)-Doméne (As 1-19) gefunden, bei der es sich um ein Signalpeptid handelt. Diese
kommt bei Membran-Lipid-Proteinen von Prokaryoten vor und wird von einer
Signalpeptidase erkannt und gespalten, um das Protein anschlieBend an eine Glycerin-
Fettsdure anzuheften. Es wurde vermutet, dass die Lipo-Doméne des CPn0147 bei der
Anheftung an Lipidtropfchen eine Rolle spielt und dass CPn0147 bei der Rekrutierung von
Lipidtropfchen eine essenzielle Funktion besitzt. Es konnten keine Interaktionspartner auf
Lipidtropfchen gefunden werden, die mit CPn0147 interagieren und so wird vermutet, dass
das Protein mit der Lipo-Doméne direkt mit diesen Lipid-Speicherorganellen interagiert
(Herbst 2011). Auch die von der Inklusion ausgehenden Fiden wiesen eine Kolokalisation

mit Lipidtrpfchen auf.

Die Ergebnisse werfen Fragen nach der Natur und Identitit der wéhrend einer C. pneumoniae-
Infektion induzierten Fiden auf. Aus welchem Material werden die Faden aufgebaut und sind
Faktoren der Wirtszelle beteiligt? Die Beobachtung, dass Faden mehrere Inklusionen

verbinden, allerdings auch hdufig ohne Verbindung in das Zytosol der infizierten Zelle
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reichen und unterschiedliche Antigene aufweisen, wirft die Frage auf, ob sich verschiedene
Fadentypen unterscheiden lassen. Des Weiteren ist nicht klar, ob CPn0147 ausreichend ist,
um mit Lipidtropfchen der Wirtszelle zu interagieren und ob die CPn0147-positiven Faden

eine generelle Rolle bei der Interaktion mit Wirtszellorganellen aufweisen.

1.8 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die beiden zundchst als mogliche Effektoren

identifizierten Proteine CPn0809 und CPn0147 eingehender zu charakterisieren.

Fiir CPn0809 war zu Beginn dieser Arbeit unklar, ob es ein sekretiertes Effektorprotein oder
eines der Translokonproteine ist. Im ersten Schritt sollten mittels detaillierter
bioinformatischer Analysen Doménen identifiziert werden, die auf die Funktion des Proteins
hinweisen. Durch Analyse des zeitlichen Verlaufs der Expression und der subzelluldren
Lokalisation des CPn0809 im C. pneumoniae-Infektionszyklus sollten Wirkungszeitraum und
Wirkungsort  weiter eingegrenzt werden. Mikroskopische  Untersuchungen und
Fraktionierungs-Experimente  sollten = mogliche  Assoziationen des Proteins mit
Wirtszellkomponenten aufdecken. Um die Hypothese einer Funktion als Translokationsporen-
Protein zu tiberpriifen, sollte das CPn0809-Protein rekombinant dargestellt werden und dessen

Interaktion mit biologischen und artifiziellen Membranen untersucht werden.

Fiir CPn0147 waren die von der chlamydialen Inklusion ausgehenden fadigen Strukturen
bisher nicht im Detail untersucht worden. Insbesondere waren weder ihr genauer Aufbau noch
thre Funktion hinreichend verstanden. Daher sollte die Lokalisierung von CPn0147 und im
Speziellen die Assoziation der CPn0147-positiven Fédden mit chlamydialen Antigenen und
Wirtszellorganellen mikroskopisch untersucht werden. Insbesondere sollte die Natur der
Faden bestimmt und untersucht werden, ob und welche Humanzellfaktoren bei ihrem Aufbau
beteiligt sind. Durch ektopische Expression von CPn0147 in Humanzellen sollten die
Interaktion mit Lipidtropfchen und eine mogliche Assoziation mit anderen Organellen der
Humanzelle untersucht werden. Schlielich sollten durch Deletionsanalysen Proteindoménen

identifiziert werden, welche die mogliche Interaktion mit Lipidtropfchen vermitteln.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Tabelle 2.1.1: Verwendete Chemikalien, biologische Reagenzien und Antibiotika

Chemikalie

Hersteller

2-[2-[4-(2,4,A-Trimethylpentan-2-yl)phenoxy|ethoxy]ethanol (IGEPAL CA-630)
2-Mercaptoethanol
4-(2-Hydroxyethyl)piperazinyl-1-ethansulfonsdure (HEPES)
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP)
Acrylamid (Rodiphorese 30)

Adenin

Agar

Agarose

Alanin

Ammoniumpersulfat (APS)

Ammoniumsulfat ((NH4),SO,)

Amphotericin B

Ampicillin (Amp)

Arginin

Asparagin

Asparaginsiure

Biofreeze

Borsdure

Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

Casein Hydrolysat Pepton

Chloramphenicol

Protease-Inhibitoren Mix/cOmplete Protease Inhibitor Cocktail
Coomasssie Brillant Blau G250

Cycloheximid (Actidione)

Cystein

D(+)-Glucose Monohydrat
Desoxynukleosid-5‘-triphosphat (ANTPs)
Dimethylformamid (DMF)
Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Dithiothreitol (DTT)

DMEM Zellkulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), GlutaMax ™
Doxycyclin (DOX)

Essigsdure

Ethanol (96%)

Ethanolamin

Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraacetat-Tetranatriumsalz (Na,EDTA)
EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin

Ficoll

Fotales Kédlberserum (FKS)

Gastrographin

Gentamycin

Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Applichem
Roth
Sigma-Aldrich
Difco

Biozym
AppliChem
Merck
AppliChem

life technologies
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Roth

Merck Millipore
AppliChem
Bio-Rad
AppliChem
Griissing

Difco

Roth

Roche

Merck
Sigma-Aldrich
AppliChem
Roth

Thermo Scientific
Normapur
AppliChem
Sigma-Aldrich
AppliChem
AppliChem

life technologies
Sigma-Aldrich
Normapur

J. T. Baker
Sigma-Aldrich
Roth
AppliChem
Thermo Scientific
GE Healthcare
life technologies
Bayer

life technologies
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Chemikalie Hersteller
Glutamin AppliChem
Glutaminsdure Acros Organics
Glycerin 86% Griissing
Glycin Fluka
Guanidin HCI1 Serva
Hanks Salzlésung (HBSS engl. = Hank’s Balanced Salt Solution) life technologies
Harnstoff (Urea) Sigma-Aldrich
Hefe Stickstoffbasen/ Yeast Nitrogen Base Difco
Hefeextrakt Difco
Histidin Sigma-Aldrich
Imidazol AppliChem
Inositol AppliChem
Isoleucin Roth
Isopropanol Normapur
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth
Kaliumacetat Applichem
Kaliumchlorid (KCI) Applichem
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) Applichem
Kaliumhydroxid (KOH) Griissing

Kanamycin (Kan)

Lachssperma-DNS (Carrier-DNS)

Leucin

Lithiumacetat (LiAc)

Lysin

Lysozym

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Methanol (98 %)

Methionin

Milchpulver
N,N-Bis[2-hydroxyethyl]-2-aminoethansulfonat (BES)
Natriumacetat (NaAc)

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Deoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulphat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorthovanadat (Na;VOy,)
N-Hydroxysuccinimid- (NHS-) Fluorescein
Nickel-Nitrilotriessigsdure-Agarose (Ni-NTA-Agarose)
Nicht-essenzielle Aminosduren
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
N-Lauroylsarcosin (Sarkosyl)

Nocodazol

Olsiure

Optiprep®

para-Aminobenzoesdure

Paraformaldehyd (PFA)

Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1)
Phenylalanin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Plasmocin™

Polyethylenglycol 3350 (PEG)
Poly-L-Lysin

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Grlissing
Sigma-Aldrich
Serva

Roth

life technologies
Riedel-deHaén
AppliChem
Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Fischer Chemical
Sigma-Aldrich
AppliChem
Roth
AppliChem
AppliChem
VWR

Thermo Scientific
Qiagen

life technologies
Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Roth

Merck
Sigma-Aldrich
InvivoGen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Chemikalie Hersteller
Pro-Ject™ Protein Transfection Reagent Thermo Scientific
Prolin Roth
Propidiumiodid (PI) Roth
Proteinase K Roche

Reduziertes L-Glutathion

Rinderserumalbumin (BSA Bovines Serumalbumin)

Rinderserumalbumin (BSA Bovines Serumalbumin) fettsdurefrei

Saccharose

Salzsadure (HCI)

Saponin

Serin

Tetracyclin (Tet)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich
Serva

Serva

Roth
Normapur
Roth
AppliChem
Sigma-Aldrich
Merck

Threonin AppliChem
Triacsin C Santa Cruz
Triethanolamin Roth
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Normapur
Triton X-100 Fluka
Trypton Pepton Difco
Tryptophan AppliChem
TurboFect™ Transfektions-Reagenz Thermo Scientific
TWEEN® 20 Roth
Tyrosin AppliChem
Uracil Sigma-Aldrich
Valin AppliChem
Vectashield® (Anti-Verblassen-Schutz fiir Fluoreszenzfarbstofte) Linaris
Vitaminldsung fiir die Zellkultur life technologies
X-a-Gal Clontech
Xylen-Cyanol FF Serva

2.2 Agarosen

Tabelle 2.2.1: Agarosen zur Protein- und Antikorperaufreinigung

Agarose Hersteller

Glutathion-Agarose Sigma-Aldrich
N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Sepharose GE Healthcare
Nickel(II)-sulfat Hexahydrat Sigma-Aldrich

2.3 Materialien

Tabelle 2.3.1: Verwendete Einweg-Gebrauchsartikel

Gebrauchsartikel Hersteller

20 ul/ 200 ul/ 1000 pl Pipettenspitzen Sarstedt
1,5-ml-Reaktionsgefal3 Sarstedt
1,5-ml-Reaktionsgefal ,,Savelock* Eppendorf
2,0-ml-Reaktionsgefdl3 ,,Savelock™ Eppendorf
Amicon-Ultra (GroéBenausschlussréhrchen) Millipore
Chromatographiepapier fiir Westernblots (100 % Baumwolle) VWR
Deckglédschen fiir Zellkultur (¢ 12 mm) Roth
Dialyseschlauch 12-15 kDa Ausschluss Serva
Dialyseschlauch 3,5 kDa Ausschluss Serva
Deckglidschen (18x18 mm) Diagonal
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Gebrauchsartikel Hersteller
Elektroporations-Kiivetten Bio-Rad
Falcon (15 ml), steril Sarstedt
Falcon (50 ml), steril Sarstedt
Filteraufsatz fiir Sterilfiltration Whatman
Glasperlen (¢ ~0,5 mm) Braun
Immersionsol Immersol 518 F Zeiss
Immersionsol Typ-A Nikon
Kryo-Réhrchen (1,8 ml) Nunc
Kiivetten Sarstedt
Latexkiigelchen (griin fluoreszierend, o 1,1 pm) Polysciences
Lebendzell-Mikroskopie Kammern (o 35 mm; pyrogenfrei) Sarstedt
Membranlipidstreifen/ Membrane Lipid Strips™ Echelon Biosciences Inc.
Mikro-Schraubréhrchen (2 ml) Sarstedt
Objekttrager Diagonal
PCR-Reaktionsgefal3 (0,5 ml) Bio-Rad
Protein-Saulen mit Polyethylenfilter Thermo Scientific
PVDF-Membran fiir Westernblots (Immobilon-P) Millipore
Ultrazentrifugationsréhrchen Beckman
Zellkulturflaschen (Polystyrol 25 ¢cm?/50 ml) Nunc
Zellkulturflaschen (Polystyrol 80 cm?260 ml) Nunc
Zellkulturplatte (24-Well) Nunc
Zellkulturplatte (96-Well) Nunc
Zellkultur-Zentrifugationsrohrchen (12 ml) Greiner
Zellkulturschaber 23 mm Nunc

Zellkulturschaber 12 mm

Sigma-Aldrich

2.4 Geriate und Maschinen

Tabelle 2.4.1: Verwendete Gerite und Maschinen

CO,-Brutschrank HEPA Class 100
Dounce-Homogenisator

Elektroporationsapparatur Gen Pulser

Feinwaage Cubis H110

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 50 + 12 Bit CCD Kamera
Geldokumentationssystem GelDoc™XR

Heizblock AccuBlock™

Homogenisator Precellys® 24

Inkubator Multitron

Inkubator Memmert BE Modell 600
Isopropanol-Gefrierbox

Konfokales Mikroskop C2 + Kamera Ds-QilMc
Lebendzell-Inkubationskammer (Heating Incubator) P2000
Lebendzell-Inkubationskammer (Heating Insert) P2000
Lebendzell Objektiv-Heizung & 29,0/32,0 mm PT100
Lebendzell-Netzteil TempController 2000-1/2000-2
Magnetriihrer

Netzgerit fiir Gelsysteme

PCR Thermocycler C1000

Geriite und Maschinen Hersteller
Binokular Axiovert 25C Zeiss
Blotapparatur Fastblot B33 Biometra
Blotapparatur Pierce G2 Fastblotter/ 62291 Thermo Scientific
Brutschrank der Serie 6000 Heraeus
CCD Kamera 12 Bit Hamamatsu

Thermo Electron Corporation
Haeberle

Bio-Rad

Sartorius

Zeiss

Bio-Rad

Labnet

bertin Technologies
Infors HT

Heracus

Roth

Nikon

PECON

PECON

PECON

PECON

IKA

GE Healthcare
Bio-Rad
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Zentrifuge Avanti J-25, Rotoren JLA10.500 (7m.x 166 mm),
JA-25.50 (7nax 108 mm)

Zentrifuge Beckman J2-21, Rotoren JA-20 (7. 108 mm)
Zentrifuge Biofuge Pico, Rotor #3324 (7. 85 mm)

Zentrifuge Biofuge Primo R, Rotor #7593 (r.x 87 mm)
Zentrifuge Megafuge 1.0R, Rotor #3360 (7p.x 155 mm)
Zentrifuge Multifuge 3SR+ (7ax 187 mm)

Zentrifuge Rotanta 460R, Rotor (#4444), Einsitze (#4428)
(rmax 170 mm)

Gerite und Maschinen Hersteller
PCR Thermocycler PTC-200 MJ Research
pH-Meter WTW Series pH 720 inoLab
Photometer BioPhotometer plus Eppendorf
Photometer NanoDrop ND-2000C Spektrophotometer PeqLab
Pipetten Pipetman Gilson
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgerite
Proteingelsystem SE-260 Hoefer
Rollmischer (Rollordrum) TC-7 New Brunswick Scientific Co.
Schiittler Unitron Infors
Schiittler Polymax1040 Heidolph
Sicherheitswerkbank Herasafe Heraeus
Speed-Vac Vacuum-Konzentrator Savant
Spinning-Disk Mikroskop Cell Observer + AxioCam MRm Zeiss
Ultraschall-Homogenisator Sonopuls HD2200 Bandelin
Ultraschallwasserbad RK102H Bandelin
Ultrazentrifuge Optima Max 100E, Rotor MLS50 Beckman
Ultrazentrifuge TLA100, Rotor SW40Ti Beckman
UV-Tisch Biometra
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Waage TE3102S Sartorius
Wasserbad SUB6 Grant
Zahlkammer (Faktor 78.000) Thoma

Beckman Coulter

Beckman Coulter
Heracus

Heraeus

Heraeus

Heracus

Hettich Zentrifugen

2.5 Losungen und Puffer

Tabelle 2.5.1: Verwendete Losungen und Puffer

Die beschriebenen Losungen und Puffer wurden in destilliertem Wasser angesetzt, sofern nicht anders
beschrieben. Alle Prozentangaben bezichen sich auf Masse pro Volumen (w/v), falls nicht anders
beschrieben.

Losung/Puffer Zusammensetzung
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,4 % SDS

1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
0,4 % SDS

1 % BSA

0,5 % (v/v) TWEEN® 20
in PBS

pH 7,4

0,5 M Ethanolamin

0,1 M Tris/HCI

pH 8,5

3 % Milchpulver

0,05 % (v/v) TWEEN® 20
in PBS

4-fach Sammelgelpuffer filir Proteingele

4-fach Trenngelpufter fiir Proteingele

Blockierungslosung fiir Immunfluoreszenz

Blockierungslosung fiir NHS-Sepharose

Blockierungslosung fiir Westernblot
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Losung/Puffer

Zusammensetzung

Blockierlosung fiir Membranlipidstreifen
(Membrane Lipid Strips™')

3 % fettsdurefreies BSA
0,1 % (v/v) TWEEN® 20
in PBS

Coomassie-Farbeldsung

0,008 % Coomassie-Brillant-Blau G-250
35 mM HCI

Cycloheximid-Losung

10 ul Cycloheximid (100 mg/ml)
in 10 ml Hanks-Salzlosung (HBSS)

Detektionspuffer fiir Westernblot

0,1 M Tris/HCI (pH 9,5)
0,1 M NaCl
50 mM MgCl,

DNS-Blaumarker (4-fach)

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

10 mM Tris/ HCI

10 mM EDTA

Kopplungspuffer fiir NHS-Sepharose

0,2 M NaHCO;
0,5 M NaCl
pH 8,3

Kopplungspuffer fiir Prdadsorptionsversuch

2,0 M NaHCO;,
0,5 M NaCl
pH 8,6

Lagerpuffer fiir Proteine

50 mM Tris/ HCI (pH 8,0)
100 mM NaCl

Laufpuffer fiir Proteingele

0,05 M Tris/HCI (pH 8,3)
0,2 M Glycin
0,1 % SDS

Lebendzell-Mikroskopie Puffer
(Horton & Ehlers 2003)

120 mM NacCl

3 mM KCl

2 mM CacCl,

2 mM MgCl,
10 mM Glukose
10 mM HEPES
pH 7,35

Lithiumacetat (LiAc)

1 M Lithiumacetat
pH 8,4-8,9

Lyse-Puffer fiir Hefezellen

50 mM HEPES-KOH (pH 7.5)

140 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % (v/v) Triton X-100

0,1 % Natrium-Deoxycholat

1 mM PMSF

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail

Lysepuffer fiir native Proteinreinigung aus
E. coli

1 mM PMSF

0,5 mg/ml Lysozym

1 % (v/v) Triton X-100

4 mM DTT

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail
in PBS

137 mM NaCl
Phosphatgepufferter Salzlosung 2,7 mM KCl
(PBS-Puffer = engl. phosphate buffered saline) | 10 mM Na,HPO,

1,8 mM KH,PO,
Polyethylenglycol (PEG) 50 % PEG
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Losung/Puffer

Zusammensetzung

Phosphatpuffer nach Serensen

8,1 mM Na,HPO,
58,6 mM KH2P04
pH 6

Phospho-Lysis-Puffer

1 % (v/v) IGEPAL CA-630
1 % (v/v) Triton X-100

20 mM Tris/ HCI (pH 7,5)
140 mM NaCl

2 mM EDTA

1 mM N32V04

Proteinblaumarker (4-fach)

50 mM Tris/HCI (pH 6,9)
2 % SDS

0,1 % Bromphenolblau

5 % Glycerin

50 mM Tris/ HCI (pH 8,0)

Plasmid-Préparations-Puffer P1 10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
. . . 200 mM Natriumhydroxid
Plasmid-Préparations-Puffer P2 1% SDS
Plasmid-Préparations-Puffer P3 13)’}? g/ISKahumacetat

Puffer A1 fiir die Antikdrper-Reinigung

0,1 M Tris/ HCI (pH 8,0)

Puffer A2 fiir die Antikdrper-Reinigung

0,1 M Natriumacetat
0,5 M Na(Cl
pH 4,0

Puffer B fiir Protein-Reinigung

8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
10 mM Tris/ HCI (pH 8,0)

Puffer C fiir Protein-Reinigung

8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
10 mM Tris/ HCI (pH 6,3)

Saponin

10 % Saponin in PBS

Saccharose-Phosphat-Glutaminsdure-Puffer
(SPG-Puffer)

220 mM Saccharose
3,8 mM KH,PO,

10,8 mM Na,HPO,

4,9 mM Glutaminsédure
pH 7,5

Stripping Puffer fiir Westernblots

0,2 M Glycin
0,5 M NaCl
pH 2,8

Tris-Borat-EDTA-Puffer
(TBE-Puffer)

89 mM Tris/ HCl
89 mM Borsdure
2mM EDTA

Tris-gepufterter Salzlosung
(TBS-Puffer = engl. tris-buffered saline)

140 mM NacCl
2,5 mM KCI
3,5 mM Tris/HCI (pH 7,4)

Transferpuffer fiir Westernblot

25 mM Tris/ HC1
150 mM Glycin

0,05 % SDS

10 % (v/v) Methanol

Trypsin-Losung

5 ml 10-fach Trypsin/ EDTA
95 ml Hanks-Salzlésung (HBSS)
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2.6 Enzyme

2.6.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme wurden von der Firma Thermo Scientific-Fermentas bezogen und fiir qualitative
Analysen oder zur Offnung von Plasmiden fiir Klonierungen genutzt. Folgende Enzyme wurden

verwendet:

Acc651, BamHl, BseGl, Dralll, EcoRl, EcoRV, Hincll, Hindlll, Ndel, Notl, Pvul, Pvull, Sacl, Sall,

Scal, Smal, Xhol, Xbal

2.6.2 DNS-Polymerasen
Platinum® Pfx DNS-Polymerase

T4 DNS-Polymerase

Tag DNS-Polymerase

2.6.3 Andere Enzyme

Lysozym
Proteinase K
RNase A

T4 DNS-Ligase
Trypsin/EDTA

2.7 Antikorper

2.7.1 Primire Antikorper

Invitrogen
Thermo Scientific

Laboreigene Herstellung (durch Irina Volfson)

Sigma

Roche

Qiagen

Thermo Scientific
Invitrogen

Tabelle 2.7.1: Verwendete Primérantikorper

mAB = monoklonale Antikdrper, ohne Angabe = polyklonale Antikdrper

g Reaktivitiit gegen . Verdiinnung Hersteller/

Antikorper Antigen Organismus IF WB Referenz
Anti-acetyliertes | humanes acetyliertes ] . .
Tubulin (mAB) Tubulin Maus 1:150 - Sigma-Aldrich

Anti-ADFP humanes ADFP Huhn 1:200 1:500 Sigma-Aldrich

Anti-Aktin . ) . .

(mAB) humanes -Aktin Maus - 1:2000 | Sigma-Aldrich
Anti-c-Myc . : .
(mAB) c-Myc Oligopeptid Maus - 1:2000 Roche
. humanes Golgi . i . .
Anti-C100rf118 Protein C10orfl 18 Kaninchen 1:50 - Sigma-Aldrich
. . humanes Calnexin ) )
Anti-Calnexin (cin Lektin des ER) Maus 1:100 | 1:1000 Santa Cruz
Anti-DnaK C. pn DnaK ) ] (Birkelund et al.
(mAB) (Chaperon) Maus 1:50 1 1:500 1990)

. C. pn EF-Tu . ) (Stallmann
Anti-EF-Tu (Elongationsfaktor) Ziege B 1:100 2015)
Anti-EGFR humaner EGFR Maus - 1:300 Santa Cruz

(C-Terminus)




Materialien

. Chlamydiales . ) (Wuppermann et
Anti-GroEL1 GroEL1 (Chaperon) Kaninchen -- 1:500 al. 2008)
Anti-GST GST (Glutathion-S- . )
(mAB) Transferase) Kaninchen - 1:1000 Santa Cruz
. humanes Mek1 ]

Anti-Mek1 (MAP kinase) Maus - 1:200 Santa Cruz
Anti-MOMP C. pn Major Outer Ma 1:10 . (Wolf et al.
(mAB) Membrane Protein s ' 2001)

. Chlamydiales ) ) (Wuppermann et
Anti-MOMP MOMP Maus 1:20 1:200 al. 2001)
. CPn0147 (As 1-41 . ] )
Anti-CPn0147 und 91-149) Kaninchen 1:50 1:100 (Herbst 2011)
Anti-CPn0186 . ] (Luo et al.
(mAB) C. pneumoniae IncA Maus 1:100 - 2007a)
. CPn0809 . ) )
Anti-CPn0809 (As 1 bis 253) Kaninchen 1:1 1:100 (Herbst 2011)
Anti-HA i .. )
(mAB) HA (Hamagglutinin) Maus - 1:80 Santa Cruz
Anti-LPS chlamydiales ) .
(mAB) Lipopolysaccharid Maus 1:50 B Bio-Rad
Anti-Penta-His L ) .
(mAB) 5x Histidin-Tag Maus - 1:2500 Qiagen
. C. tr S1 (ribosomales ) (Lundemose et
Anti-S1 (mAB) Protein) Maus - 1:500 al. 1990)
Anti-
Streptavidin-AP Biotin Kaninchen -—- 1:1000 | Sigma-Aldrich
Konjugat
Anti-Tip47 humanes Tip47 Kaninchen 1:600 | 1:2000 (Bulalzﬂg(l)g;; etal
Anti-Tubulin . ] .
(mAB) humanes o-Tubulin Maus 1:150 - Acris
Anti-p84 humanes p84 Maus - 1:1000 GeneTex
Pathfinder chlamydiales . . .
(mAB) Lipopolysaccharid Maus 1:6 - US Biological
Anti-Pmp2 1IN C. pn Pmp2 1 N- Kaninchen 1:150 - (Becker 2013)
Fragment
Anti-Vimentin
Cy3 Konjugat humanes Vimentin Maus 1:200 -—- Sigma-Aldrich
(mAB)

2.7.2 Sekundire Antikorper

Tabelle 2.7.2: Verwendete Sekundirantikorper zur Markierung von Priméirantikorpern

WB = Nutzung fiir Westernblot-Analysen, IF = Nutzung fiir Immunfluoreszenz

Antikorper Spezifitit Organismus | Verdiinnung Hersteller
Anti-Huhn-AP Konjugat Huhn Ziege 1:5000 WB Santa Cruz
Anti-Maus-AP Konjugat Maus Ziege 1:7500 WB Promega

Anti-Kaninchen-AP Konjugat | Kaninchen Ziege 1:7500 WB Promega
Anti-Ziege-AP Konjugat Ziege Maus 1:500 WB Santa Cruz
Alexa Fluor 488 Kaninchen Ziege 1:200 IF Invitrogen
Alexa Fluor 488 Maus Ziege 1:200 IF Invitrogen
Alexa Fluor 594 Kaninchen Ziege 1:200 IF Invitrogen
Alexa Fluor 594 Maus Ziege 1:200 IF Invitrogen
Cy5-Anti Maus Kaninchen Ziege 1:200 IF Invitrogen
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2.8 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2.8.1: Verwendete Farbstoffe fiir die Mikroskopie

Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden den Herstellerangaben folgend angesetzt und verdiinnt.

Fluoreszenzfarbstoff Hersteller
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) AppliChem
Bodipy® 493/503 Invitrogen
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich
Rhodamine Phalloidin Invitrogen
WGA (Wheat germ agglutinin) Alexa Fluor 594 Invitrogen
2.9 Kits

Tabelle 2.9.1: Verwendete Kits

Die aufgelisteten Kits wurden nach Herstelleranweisung verwendet.

Kit Hersteller
Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System Clontech
uMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kit Miltenyi Biotec
NucleoBond® Xtra Midi EF Macherey-Nagel
Protease Detection Kit Jena Bioscience
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

2.10 Groflenstandards

2.10.1 DNS-GroBenstandards
Tabelle 2.10.1: Verwendete DNS-GrofB3enstandards fiir Agarosegele

DNS-Standard Fragmente (Bp) Hersteller

10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000

T™ _ > > > > H > s

GeneREijder ;41‘12 DNA 2.500, 2.000, 1.500, 1.200, 1.000, 900, 800, 700, | Fermentas
600, 500, 400, 300, 200, 100

GeneRuler™ 50 bp DNA- | 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200,

Ladder mix 150, 100, 50 Fermentas
2.10.2 Protein-Grof3enstandards
Tabelle 2.10.2: Verwendete Protein-Grofienstandards fiir SDS-Gele
Protein-Standard Proteinmasse (kDa) Hersteller
PageRuler™ Prestained 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26,17, 11 Fermentas
PageRuler™ Plus Prestained | 250, 130, 95, 72, 55, 36, 28, 17, 10 Fermentas

2.11 Oligonukleotide

2.11.1 Oligonukleotide zur Amplifikation von DNS-Abschnitten

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers synthetisiert. Die lyophilisierten Oligonukleotide
wurden in ddH,O gelost, sodass die Konzentration von 50 pmol/ ul betrug.
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Tabelle 2.11.1: Oligonukleotide zur Amplifikation von DNS-Abschnitten

Nummer und Bezeichnung der jeweiligen Oligonukleotide beziehen sich auf die laborinterne
Oligonukleotid-Sammlung. Fett markierte Sequenzabschnitte sind homolog zur Sequenz des zu
amplifizierenden DNS-Abschnitts. Nicht fett geschrieben sind hingegen die Sequenzabschnitte der
Oligonukleotide, die Homologie zum Zielvektor zeigen und fiir die homologe Rekombination in Hefe
(siehe Kapitel 3.5.3) bendtigt werden.

Nummer Bezeichnung Sequenz (5'23")
o719 | pKM32 809 hin CCA TCA CCA TCA CCA TAC GGA TCC GCA TGC GAG
CTC GGT AAT GTC TAT TTC ATC TTC TTC AG
. GGG CAT CGA TAC GGG ATC CAT CGA GCT CGA GCT
c-1102 | pGADT7-His6-s GCA GAT CAC CAT CAC CAT CAC CAT GAA
. GTT GAA GTG AAC TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT
c-1103 | pGADT7-His6-as ACG ATT CAT GGT GAT GGT GAT GGT GAT C
1144 | DSRed CEN ARS TTT TCA CTG CAT TCT AGT TGT GGT TTG TCC AAA
TRP for CTC ATC AGT GCC ACC TGG GTC CTT TTC
o1145 | DSRed CEN ARS AGG GGT TCC GCG CAC ATT TCC CCG AAA AGT GCC
TRP rev ACC TGA CCT CAG TAA TAA CCT ATT TCT TAG
1281 | Cpn0809_pGBKT7_ | GGA GCA GAA GCT GAT CTC AGA GGA GGA CCT GCA
Fwd TAT GGC CAT GTC TAT TTC ATC TTC TTC AGG A
o128 | CPn0809_pGBKT7_ | CAA GGG GTT ATG CTA GTT ATG CGG CCG CTG CAG
Rev GTC GAC GTT ATG CTG CGC CAG CGA TGG
1283 | Cpn0809_ohneTM_ | CAA GGG GTT ATG CTA GTT ATG CGG CCG CTG CAG
pGBKT7 Rev GTC GAC GTT AGA CAG TAT CCA TTG TTC CTT C
1299 | 147dsRedEw CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG
CGG GCC CAT GGC TGT TCA ATC TAT AAA
1381 | B09TMdel Rev_ TAA TTT GTG TTG CTA CCG TGG TTG CAG TAT CCA
AA253 TTG TTC CTT CGA GAT CT
o134z | CPnO8TI_pGADT7 GGA GTA CCC ATA CGA CGT ACC AGA TTA CGC TCA
fwd TAT GGC CAT GAG CAA GCC CTC TCC TCG
1349 | Cpn0811_pGADT7 ACG ATT CAT CTG CAG CTC GAG CTC GAT GGA TCC
rev CGT ATC GCT AAC GTT TCT TTC CGC TTT TC
1382 | 809TMdel Fwd_ AGA TCT CGA AGG AAC AAT GGA TAC TGC AAC
AA303 CAC GGT AGC AAC ACA AATTA
1383 | B09TMdel Rev_ GCT GCA TTT GCA TAA TCC CTT TAC CTT TCG AGA
AA382 GCT TGG GGA AGT TCT TC
1384 | 809TMdel Fwd_ GAA GAA CTT CCC CAA GCT CTC GAA AGG TAA
AA406 AGG GAT TAT GCA AAT GCA GC
1656 | Fwd_Cpn0809_ ATC TCG AGC TCA AGC TTC GAA TTC TGC AGT CGA
mCherry CGG TAC CAT GTC TAT TTC ATC TTC TTC AGG
1657 | Rev_CpnOBOIN_ TGG CCA TGT TAT CCT CCT CGC CCT TGC TCA CCA
mCherry TGG TGG CGA CAG TAT CCA TTG TTC CTT
1653 | Rev_Cpn0809V_ TGG CCA TGT TAT CCT CCT CGC CCT TGC TCA CCA
mCherry TGG TGG CTG CTG CGC CAG CGA TG
CAA CAG GAG TCC AAG CTC AGC TAA TTA AGC TTG
c-1730 | 809V_pKM32_rev GCT GCA GTT ATG CTG CGC CAG CGA
1374 | Cpn0809_pKMS5_ GAC TCC GTC CAG TAT TGA TCG GGA GAG CCG GAG
fwd CGA GCA TGT CTA TTT CAT CTT CTT CAG
1375 | CPn0B09V_pKMSS_ | GCA CCA CCC CGG TGA ACA GCT CCT CGC CCT TGC
rev TCA CCA TTG CTG CGC CAG CGA TGG CT
1376 | CPnOB0ON_pKMSS_ | GCA CCA CCC CGG TGA ACA GCT CCT CGC CCT TGC
rev TCA CCA TGA CAG TAT CCA TTG TTC CTT
CGC CGC CAT GGA GTA CCC ATA CGA CGT ACC AGA
c-1887 | pEBI_Cpn0809_fwd | 11\ G TAT GTC TAT TTC ATC TTCTTC
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Nummer Bezeichnung Sequenz (5'23")
GGT TTT TCA GTA TCT ACG ATT CAT GGT GAT GGT
c-1889 | pEBI_Cpn0809N_rev | =4+ GGT GGA CAG TAT CCA TTG TTC CTT
ACC CTG ATA AAT GCT TCA ATA ATA TTG AAA AAG
c-2322 | pFT8 KanR fwd GAA GAG TAT GAG CCA TAT TCA ACG G
0323 FT8 KanR « AAT CAA TCT AAA GTA TAT ATG AGT AAA CTT GGT
¢ prie_hank_rev CTG ACA GTT AGA AAA ACT CAT CGA GC
2309 | Cpn 0147 in pKMSS | GACTCC GTC CAG TAT TGA TCG GGA GAG CCG GAG
hin CGA GCA TGG CTG TTC AAT CTA TAA A
o310 | Cpn 0147 in pKMSS | GCA CCA CCC CGG TGA ACA GCT CCT CGC CCT TGC
her TCA CCA TAC TTC CCG CCC CTG AAT TGA
2403 | 147mCh rov CAT GTT ATC CTC CTC GCC CTT GCT CAC CAT GGT
= GGC GAC ACT TCC CGC CCC TGA ATT G
. GAC TCC GTC CAG TAT TGA TCG GGA GAG CCG GAG
c-2475 | Cpn0147ALipo_fwd | 54 GCA TGG TAA ACT GTT CTA GAG A
GAC TCC GTC CAG TAT TGA TCG GGA GAG CCG GAG
c-2476 | CpnO147AN_fwd CGA GCA TGT CTG TTA TAG CAG CTAT
GCA CCA CCC CGG TGA ACA GCT CCT CGC CCT
c-2477 | Cpn0147AC rev TGC TCA CCA TAG TAA TCA GTA TTG CCC
AAG
GCA CCA CCC CGG TGA ACA GCT CCT CGC CCT
c-2478 | CpnO147N rev TGC TCA CCA TTC TAG CAA TAC TCG TTG
CTC
GAC TCC GTC CAG TAT TGA TCG GGA GAG CCG
c-2479 | Cpn0147C_fwd GAG CGA GCA TGA CTT TGA GAC TGC TTA A
CGC CGC CGG GAT CAC TCT CGG CAT GGA
c-2628 | 147 pEGFP Fwd CGA GCT GTA CAA GAT GGC TGT TCA ATC
TAT AAA
GCT GAT TAT GAT CAG TTA TCT AGA TCC GGT
¢-2629 | 147 pEGFP Rev GGA TCC CCT AAC TTC CCG CCC CTG AAT
TGA
AGT GAA CCG TCA GAT CCG CTA GCG CTA CCG
¢-2632 | pEGFP_mCherry fwd | GTC GCC ACC ATG GTG AGC AAG GGC GAG
GAG
GGA TCC CGG GCC CGC GGT ACC GTC GAT
c-2633 pEGFP_mCherry rev | CGA GAT CTG AGT ACT TGT ACA GCT CGT
CCA TGC
coeqn | CPnO146_pKMSS_ GAC TCC GTC CAG TAT TGA TCG GGA GAG CCG
fwd GAG CGA GCA TGA GCA GTT CGG AAG TTG T
GCA CCA CCC CGG TGA ACA GCT CCT CGC CCT
c-2643 | Cpn0146 pKMS5 rev | TGC TCA CCA TAT CAT CTG ACA TCT GAT
CGA

2.11.20ligonukleotide zur Verifikation von DNS-Insertionen

Tabelle 2.11.2: Zur Identifizierung positiver Klone verwendete Oligonukleotide

Nummer und Bezeichnunge der jeweiligen Oligonukleotide beziehen sich auf die laborinterne

Oligonukleotid-Sammlung.

Nummer | Bezeichnung Sequenz (5°23°)

c-673 seq pKM33 vorne TACTTG AAA TCC AGC AAG TAT
c-789 Cpn0809 GiD fwd ATC TGC CTT ATC TAA CTA TGC

c-795 seq pKM32 tim her(hin) TTT CGT CTT CAC CTC GAG AAA
c-796 seq pKM32 tim her GGT CAT TAC TGG ATC TAT CAA
c-803 GST Protease GenX His seq her CAA GCT GTG ACC GTC TCC G
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c-1114 Seq pEBLI s GAC TCA CTA TAG GGC GAG CG
c-1115 Seq pEBI as CAG TAT CTA CGA TTC ATG GTG
c-1116 Seq pEB2 s CTC ACT ATA GGG CGA GCC GC
c-1117 Seq pEB?2 as GTT ATG CTA GTT ATG CGG CC
c-1295 SeqdsREDfw AAC CGT CAG ATC CGC TAG CG
c-1296 SeqdsREDrev GAG GTG TGG GAG GTT TTT TA
c-1401 seq-pKM55-s TAT CGA TTC TAG CCG AGT CC
c-1402 seq-pKM55-as ACA CGC TGA ACT TGT GGC CG
c-1490 Seq hin mCherry TTT AGT GAA CCG TCA GAT CC
c-1491 Seq her mCherry GCC ATG TTA TCC TCC TCG CC
c-2125 mGFP-forward-sequencing-primer GGC ATG GAC GAG CTG TAC AA

2.11.30ligonukleotide fiir Sequenzierungen
Tabelle 2.11.3: Verwendete Oligonukleotide zur Sequenzierung neuer Vektorkonstrukte

Nummer und Bezeichnung der jeweiligen Oligonukleotide beziehen sich auf die laborinterne
Oligonukleotid-Sammlung oder Firmen-Codierungen (Firma: GATC).

Nummer | Bezeichnung Sequenz (5°23°)

c-1464 Seq Cpn0809-TM rev GAA GCA CCA GCA ATA GTG

-—- CMV-F (GATC Standardprimer) CGC AAA TGG GCG GTA GGC GTG
- KS (GATC Standardprimer) TCGAGGTCGACGGTATC

--- M13-FP TGTA AAA CGA CGG CCA GT

--- pACT2-FP (GATC Standardprimer) GAT GAT GAA GATACCCCAC

- pcDNA3.1-RP/1 (GATC Standardprimer) | CAA ACA ACA GAT GGCTGGC
- pcDNAIL.1-RP (GATC Standardprimer) | CTCTGT AGGTAGTIT GTCC
-—- pEGFP C2-FP (GATC Standardprimer) | GAT CAC ATG GTC CTGCTG

-—- pEGFP C2-RP (GATC Standardprimer) | TTT AAA GCA AGT AAAACCTC

-—- pEGFP-FP (GATC Standardprimer) TTT AGT GAACCGTCAGATC

- pEGFP N (GATC Standardprimer) CCGTCCAGCTCGACCAG

-—- pEGFP-RP (GATC Standardprimer) AACAGCTCCTCGCCCTTG

-—- pGBT9-FP (GATC Standardprimer) AGT GCGACATCATCATCG

-—- pGBT9-RP (GATC Standardprimer) CGTTITAAAACCTAAGAGTCAC
2.12 Plasmide

Tabelle 2.12.1: Verwendete Plasmide und Vektoren

Nummern und Bezeichnung beziehen sich auf die laborinterne Plasmid-Sammlung.

Ursprungs-

Nummer | Bezeichnung vektor

Konstruktion/ ggf. Referenz

Clontech, Hefe-2-Hybrid System, trigt die
codierende Sequenz fiir die DNS-Bindedoméne
des GAL4-Proteins fiir das Hefe-2-Hybrid
System.

Clontech, Kontrolle fiir das Hefe-2-Hybrid
1302 pGBKT7-53 pGBKT?7 System, codiert das Protein p53 fusioniert an
die GAL4-DNS-Bindedoméne.

pFT8 gedffnet mit Smal, Integration von
1502 pAF75 pFT8 cpn0809N (As 1 — 253); Laborkollektion
(Kerres und Herbst)

1301 pGBKT7 -
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Nummer

Bezeichnung

Ursprungs-
vektor

Konstruktion/ ggf. Referenz

1612

pFT8

pKM36

E. coli Expressionsvektor, durch Integration
einer Schnittstelle mit stark verkiirzter MCS
und 6 x His-Markierung, = Laborkollektion
(Fechtner 2012)

1625

pAF94

pKM32

pKM32 gedffnet mit BamHI, Integration von
cpn080IN (As 1 — 253); Laborkollektion
(Kerres und Herbst)

1662

pEBI

pGADT7

pGADT7 geoffnet mit Xhol, Integration einer
Hisg-Markierung, Laborkollektion (Molleken et
al. 2013)

1663

pEB2

pGBKT7

pGBKT7 gedffnet mit EcoRlI, Integration eines
VSV-Fragments, Laborkollektion (Molleken et
al. 2013)

1675

pGADT7

Clontech, 2-Hybrid System, trigt die
codierende Sequenz fiir die
Aktivierungsdoméane des GAL4-Proteins fiir
das Hefe-2-Hybrid System.

1676

pGADT7-T

Clontech, Kontrolle fiir das Hefe-2-Hybrid
System, codiert das grofie T-Antigen des SV40-
Virus fusioniert an die GALA-
Aktivierungsdoméne.

1677

pGBKT7-Lam

Clontech, Kontrolle fiir das Hefe-2-Hybrid
System, codiert das Protein Lamin C fusioniert
an die GAL4-Aktivierungsdoméne.

1680

pAF123

pFT8

pFT8 geoffnet mit Smal, Integration von
cpn0809C (As 406-488); Laborkollektion
(Kerres und Herbst)

1695

pAEIL

pGBKT7

pGBKT7 gedffnet mit Smal, Integration von
cpn080IN (As 1 — 253), generiert mit den
Oligonukleotiden C-1281/ C-1283

1720

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry

Transfektionsvektor fiir Humanzellen.
Integration von CEN, ARS und TRP1 in
mCherry, Laborkollektion (Kerres)

1769

pAES5

pGADT7

pGADT7 gedffnet mit Smal, Integration von
cpn0811 Volllange, generiert mit den
Oligonukleotiden C-1348/ C-1349

1861

pDsRed2-ER

DsRed2

Transfektionsplasmid zur Expression von
Calreticulin in Humanzellen. (Ein Geschenk
von Anna Akhmanova, Cell Biology Faculty of
Science, Utrecht University.)

1895

pKMS55

pEGFP-EGFR

Transfektionsvektor fiir Humanzellen. pEGFP-
EGFR geoffnet mit AfI11, Integration von CEN,
ARS und TRP1. EGFR mit Sacl entfernt und
Integration eines Primer Dimer, um eine MCS
zu generieren, Laborkollektion (Molleken)

1910

pAF164

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry CEN TRP ARS gedfftnet mit Smal,
Integration von cpn0592 (Lda3-Homolog von
C. pneumoniae), Laborkollektion (Herbst)

1914

pAEL7

pKMS55

pKMS55 geoffnet mit Smal, Insertion von
cpn0809  Vollldnge, generiert mit den
Oligonukleotiden C-1874/ C-1875
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Nummer

Bezeichnung

Ursprungs-
vektor

Konstruktion/ ggf. Referenz

1941

pKM32

E. coli Expressionsvektor zur Produktion von
N-terminal-Hisg-markierten Proteinen,
Laborkollektion (Mdlleken)

1957

pAE21

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry CEN TRP ARS geodfftnet mit Smal,
Integration von cpnO80IN (As 1 — 253),

generiert mit den Oligonukleotiden C-1656/ C-
1657

1958

pAE22

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry CEN TRP ARS geoffnet mit Smal,
Integration von cpn0809ATM1,2, generiert mit
den Oligonukleotiden C-1656/ C-1658

1959

pAE23

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry CEN TRP ARS gedffnet mit Smal,
Integration von cpn0809ATM1,2,3, generiert
mit den Oligonukleotiden C-1656/ C-1658

1960

pAE24

pKM55

pKMS55  geoffnet mit Smal, Insertion
cpn0809ATM1,2,3, generiert  mit den
Oligonukleotiden C-1874/ C-1658

1983

pAE27

pEBI1

pEB1 geoffnet mit Smal, Integration von
cpn080IN (As 1 — 253), generiert mit den
Oligonukleotiden C-1887/ C-1889

2011

pAE28

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry CEN TRP ARS geoffnet mit Smal,
Integration von cpn0809 Volllinge, generiert
mit den Oligonukleotiden C-1656/ C-1658

2015

pAE32

pKM55

pKMS55 gedffnet mit Smal, Insertion cprOSOIN
(As 1 — 253), generiert mit den
Oligonukleotiden C-1874/ C-1876

2024

pRabl1A

pEGFP-C2

Wildtypisches Rab11A fusioniert an GFP, ein
Geschenk von M. Scidmore, Cornell
University, Dep. of Microbiology and
Immunology (Rzomp et al. 2003)

2025

pRab11A-CA

pEGFP-C2

Konstitutiv aktives Rabl1 fusioniert an GFP,
ein Geschenk von M. Scidmore, Cornell
University, Dep. of Microbiology and
Immunology (Rzomp et al. 2003)

2026

pRab11A-DN

pEGFP-C2

Dominant negatives Rab11 fusioniert an GFP,
ein Geschenk von M. Scidmore, Cornell
University, Dep. of Microbiology and
Immunology (Rzomp et al. 2003)

2030

pAE41

pKM32

pKM32 gedffnet mit Smal, Integration von
cpn0809  Vollldnge, generiert mit den
Oligonukleotiden C-719/ C-1730

2128

STIM-1 EGFP

pCMV6-XL5

Geschenk des LSRA, Lewis Labors,
Department of Molecular and Cellular
Physiology, Stanford University School of
Medicine (Wu et al. 2006)

2232

pAES0

pFT8

Austausch des Ampicillin-Resistenzgens gegen
ein Kanamycin-Resistenzgen, generiert mit den
Oligonukleotiden C-2322/ C-2323

2233

pAES1

pAES50

pAES0 gedffnet mit Smal, Integration von
cpn0811 in Volllinge, generiert mit den
Oligonukleotiden C-2324/ C-2325

2234

pAE52

mCherry CEN
TRP ARS

mCherry CEN TRP ARS gedffnet mit Smal,
Integration von cpn0147 Volllinge, generiert
mit den Oligonukleotiden C-1299/ C-2403
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Nummer

Bezeichnung

Ursprungs-
vektor

Konstruktion/ ggf. Referenz

2241

pAES9

pKMS55

pKMS55 gedffnet mit Smal, Insertion cpn0i47N
(As 1 — 41), generiert mit den Oligonukleotiden
C-2309/ C-2478

2242

pAE60

pKM55

pKM55  gedffnet mit Smal, Insertion
cpn0147AN (As 42 — 149), generiert mit den
Oligonukleotiden C-2476/ C-2310

2295

pAE61

pKM55

pKMS5S5  gedffnet mit Smal, Insertion
cpn0147ALipo (As 20 — 149), generiert mit den
Oligonukleotiden C-2475/ C-2310

2296

pAE62

pKMS55

pKMS55  geoffnet mit Smal, Insertion
cpn0147AC (As1 — 91), generiert mit den
Oligonukleotiden C-2309/ C-2477

2297

pAE63

pKMS55

pKMS55 gedffnet mit Smal, Insertion cpn0147C
(As 92 — 149), generiert mit den Oligo-
nukleotiden C-2479/ C-2310

2300

pAE66

pAE67

Transfektionsvektor fiir Humanzellen, GFP aus
pAE67 wurde durch mCherry ersetzt, generiert
mit den Oligonukleotiden C-2632/ C-2633

2301

pAE67

pEGFP-FYVE

Transfektionsvektor fiir Humanzellen. pEGFP-
FYVE ge6ffnet mit Dralll, Integration von
CEN, ARS und TRP1, generiert mit den
Oligonukleotiden C-1144/C-1145, FYVE mit
Xhol und Sall entfernt

2302

pAE68

pAE67

pAE67 gedffnet mit Smal, Insertion cpn0i47
Vollldnge, generiert mit den Oligonukleotiden
C-2628/ C-2629

2303

pAE69

pKMS55

pKMS55 gedffnet mit Smal, Insertion cpn0i146
Vollldnge, generiert mit den Oligonukleotiden
C-2642/ C-2643

2333

GFP-Rab5SA

pGreenLantern

Transfektionsplasmid zur Expression von
Rab5-GFP in Humanzellen. (Rzomp et al
2003)

2334

GFP-Rab7A

pGreenLantern

Transfektionsplasmid zur Expression von
Rab7-GFP in Humanzellen. (Rzomp et al
2003)

2373

pKMO95

pKM55

Transfektionsplasmid fiir Humanzellen. GFP
aus pKMS5 wurde durch mCherry ersetzt.
(Molleken)

2388

pGPImCherry

Transfektionsplasmid zur Expression von
mCherry mit GPI-Anker in Humanzellen
(Geschenk von Roland Thuenauer, AG Jun.
Prof. Winfried Romer, Albert-Ludwigs-
Universitidt Freiburg, BIOSS - Center for
Biological Signalling Studies).

2395

pGEX-lact-C2

pGEX

Transfektionsplasmid zur Expression der C2-
Domiéne von Lactadherin in Humanzellen.
(Fairn et al. 2011)
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2.13 Zellen und Zelllinien

2.13.1 Prokaryotische Zelllinien

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

Escherichia coli:

XL;-blue: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi relAl lac- [F* proAB lacl! ZAM15 Tnl0(Tc")]
(Strategene)

BL21: F ompT hsdSB (rgmg") gal dem (DE3) (Invitrogen)

2.13.2 Eukaryotische Zelllinien

Saccharomyces cerevisiae:

CEN.PK2: MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2
MATo leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8" SUC2
(Entian et al. 1999)

AH109: MATa trpl-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200 gal4A gal804 LYS2::GALIyus —
GALI4r4 — HIS3 GAL2yys — GAL27474 — ADE2 URA3::MELI s — MELI 7474 —
LacZ MEL]I (Clontech)

Adhérente, immortalisierte Humanzelllinien:

HEp-2 Zelllinie:  anfénglich als epitheliale Larynxkarzinom-Zelllinie menschlichen Ursprungs
angenommen, ist aus HeLa-Kontamination hervorgegangen
ATCC® Nr.: CCL-23™

HeLa Zelllinie: epitheliale Zervixkarzinom-Zelllinie menschlichen Ursprungs
ATCC® Nr.: CCL-2™

2.14 Medien und Medienzusatze

2.14.1 Medien fiir Escherichia coli
LB (Lysogeny Broth)-Medium:

10 g Trypton Pepton
5 g Hefeextrakt
5¢g NaCl
ggf. 1 % Glucose
Fiir Platten mit festem Nahrmedium:
13,5g Agar
Die Zutaten wurden in einem Liter ddH,O gelost und autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika erfolgt
in das handwarme Medium:
Ampicillin Zielkonzentration 50 mg/ |
Kanamycin  Zielkonzentration 15 mg/ 1
Tetracyclin Zielkonzentration 20 mg/ 1
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2.14.2 Medien fiir Saccharomyces cerevisiae
YPD'-Medium:

20 g Glucose

10 g Hefeextrakt

20 g Casein Hydrolysat (Pepton)
13,5 g  Agar (nur bei Platten)

4  mg Adenin
20 mg Tryptophan
Die Zutaten wurden in einem Liter ddH,O geldst und autoklaviert.

SD (Synthetic Defined)-Minimalmedium (fest):

20 g Glucose

20 g Agar
1,7 g  Yeast Nitrogen Base
5 g Ammoniumsulfat

2 g Aminosduremischung
Die Zutaten wurden in einem Liter ddH,O geldst, mit 1 M Natriumhydroxid auf pH 6 eingestellt und
autoklaviert. Zur Selektion wird die entsprechende Nukleobase oder Aminosdure nicht mit in die
Aminosauremischung gegeben.

SD-Minimalmedium (fliissig):
1,7 g Hefe Stickstoffbasen
5 g Ammoniumsulfat
2 g Aminosduremischung
In einem Liter ddH,0 16sen und autoklavieren. Zur Selektion wird die entsprechende Nukleobase oder

Aminoséure nicht mit in die Aminoséuremischung gegeben. Die Kohlenstoffquelle Glucose wird als
20 %ige Stammldsung separat autoklaviert und nach dem Autoklavieren dem Medium hinzugefiigt.

Aminosduremischung:
Die in Tabelle 2.14.1 angegebenen Aminosduren, Nukleobasen und Chemikalien werden gemischt und

mit sterilen Mahlkugeln mindestens fiir 15 min gemahlen.

Tabelle 2.14.1: Quantitative Zusammensetzung der Aminosiduremischung

Aminosiuren/ Nukleobasen/ Menge Aminosiuren/ Nukleobasen/ Menge
Chemikalien Chemikalien

Adenin 05¢g Leucin 10,0 g
Alanin 20g Lysin 2,0g
Arginin 20¢g Methionin 20¢g
Asparagin 20¢g para-Aminobenzoesédure 20¢g
Asparaginsdure 2,0g Phenylalanin 20g
Cystein 20¢g Prolin 20¢g
Glutamin 2,0g Serin 2,0g
Glutaminsdure 20¢g Threonin 20¢g
Glycin 2,0g Tryptophan 20g
Histidin 20¢g Tyrosin 20¢g
Inositol 2,0¢g Uracil 2,0¢g
Isoleucin 20¢g Valin 20¢g
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2.14.3 Humanzellkultur Medium
Zu 500 ml DMEM-GlutaMAX™ + Glucose + Pyruvat Medium wird folgendes zugegeben:

50 ml FKS (hitzeinaktiviert fiir 60 min/56 °C) Zielkonzentration 10 %

5 ml Vitamine (100-fach) Zielkonzentration 1-fach

5 ml nicht-essenzielle Aminoséduren (100-fach) Zielkonzentration 1-fach

5 ml Amphotericin B (250 pg/ml) Zielkonzentration 2,5 pg/ml
0,5 ml Gentamycin (50 mg/ ml) Zielkonzentration 50 pg/ml

Dem Medium wurde fiir die Chlamydieninfektion 15 pl einer 0,1 mg/ml Cycloheximid-Stammldsung
(Zielkonzentration 1,5 pg/ml) zugegeben. Fiir Untersuchungen des Einflusses von Chlamydien auf
den Lipidmetabolismus der Zellen wurden 100 pM Olsiure zugegeben. Im Zuge der Untersuchungen
der Mikrotubuli sowie exozytotischer Prozesse wurden 1 bis 10 uM Nocodazol bzw. 1 pg/ml
Brefeldin A in das Medium gegeben.
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3 Methoden

3.1 Arbeitstechniken fiir Escherichia coli

3.1.1 Kultivierung von E. coli

E. coli-Zellen einer Kolonie wurde mit einer sterilen Pipettenspitze in LB-Medium
tibertragen. Die Kultivierung in fliissigem Medium erfolgte in aeroben Schiittelkulturen bei
140 UpM und 37 °C (Multitron Schiittelinkubator). Das Wachstum der Fliissigkulturen wurde
durch photometrische Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) beobachtet. Zur
Anzucht von E. coli auf festem Medium wurden die Zellen gleichméBig auf dem Medium
verteilt und bei 37 °C /N (Brutschrank Heraeus) inkubiert. Positive E. coli-Transformanten

wurden mittels entsprechender Antibiotikazugabe selektiert.

3.1.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

E. coli XLi-blue Zellen wurden aufgetaut und gleichmiBig auf festem LB-Medium mit
Tetrazyklin (Zielkonzentration 20 mg/1) verteilt und @i/N bei 37°C inkubiert. Anschliefend
wurden 5 ml fliissiges LB-Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert und Kapitel 3.1.1
folgend inkubiert. Die Kulturen wurden zu 1 1 LB-Medium mit 20 pg/ml Tetracyclin gegeben
und bis zum Erreichen einer ODgyy von 0,7-0,8 inkubiert. Die Kultur wurde 30 min lang auf
Eis gekiihlt und anschlieend fiir 15 min bei 4000 UpM (Avanti J-25, Rotor JLA10.500) und
4 °C pelletiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit 11 eiskaltem, sterilem ddH,O gewaschen.
AnschlieBend wurde das Pellet in 20 ml eiskaltem, sterilem, 10 %igem Glycerin geldst und
erneut 15 min lang bei 4000 UpM und 4 °C zentrifugiert (Multifuge 3SR+). Die Zellen
wurden dann in je 2-3 ml 10 %igem Glycerin gelost, aliquotiert und 1 min lang in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die elektrokompetenten Zellen wurden bei -80 °C gelagert.
Wurden elektrokompetente Zellen vom E. coli-Stamm BL21 hergestellt, wurde dem Medium

kein Tetracyclin zugesetzt.

3.1.3 Induktion der Genexpression in E. coli

Zur Induktion der Genexpression unter Kontrolle des lac-Promotors, wurden exponentiell
wachsende E. coli XL;-blue- oder BL21-Kulturen mit IPTG versetzt.

Hierzu wurde eine 50-ml-Vorkultur /N im entsprechenden LB-Selektionsmedium
Kapitel 3.1.1 folgend inkubiert. Eine priparative 1-l-Induktionskultur wurde aus der
Vorkultur auf eine ODggo von 0,1 inokuliert und bis zu einer ODgyy von 0,4 bis 0,6 inkubiert.

AnschlieBend wurde eine 1M IPTG-Stammlésung frisch hergestellt und mit einer
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Zielkonzentration von 1 mM in die Kultur gegeben, wodurch die Genexpression induziert
wurde. Nach Induktionsstart wurde die Kultur bis zu 4 h inkubiert. Zur Kontrolle der
Expression wurde vor Versuchsbeginn und nach Ablauf der Inkubationszeit 1 ODgyo der
Zellsuspension abgenommen und Kapitel 3.7.5.1 folgend fiir die Analyse mittels SDS-Gel
aufgearbeitet.

Nach Ende der Inkubation wurde die préparative Induktionskultur fiir 20 min bei 5000 UpM
und 4 °C (Avanti J-25, Rotor JLA10.500) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 40 ml PBS geldst. Die Suspension wurde 15 min lang bei 4600 UpM und 4 °C
(Heraeus Megafuge 1.0 R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
I ml PBS aufgenommen. Die Isolierung von Proteinen aus E. coli-Pellets wird in

Kapitel 3.7.1 beschrieben.

3.2 Arbeitstechniken fur Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Zur Kultivierung in fliissigem Medium wurden Zellen einer S. cerevisiae Kolonie inokuliert
und anschlieBend unter Rotieren bei 140 UpM und 30 °C inkubiert. Das Wachstum der
Flissigkulturen wurde durch photometrische Messung der optischen Dichte bei 600 nm
(ODgoo) beobachtet. Zur Kultivierung von S. cerevisiae auf festem Medium wurden Zellen mit
einer sterilen Pipettenspitze auf das Medium ausgestrichen. Die Selektion transformierter
Zellen erfolgte durch die Wahl entsprechender Selektionsmedien, mittels derer auf die

Prototrophie der Zellen getestet wurde.

3.2.2 Proteinexpression in S. cerevisiae
Zur Expression von Proteinen in S. cerevisiae wurde in der vorliegenden Arbeit der
konstitutiv aktive ADH1-Promotor genutzt. Die von der Plasmid-DNS codierten Proteine

werden unter Kontrolle dieses Promotors ohne zusétzliche Induktion liberexprimiert.

3.2.2.1 Aufarbeitung von S. cerevisiae fiir die Schnellanalyse
Fiir die Kontrolle der Expression von Proteinen wurden 2 ODgo der Hefezellkultur geerntet

und wie in Kapitel 3.7.5.1 beschrieben aufgearbeitet. Die Probe wurde 30 min lang bei 100 °C
erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Die Analyse erfolgte wie in Kapitel 3.7.5 bis 3.7.7 beschrieben.

3.2.2.2 Herstellung von Proteinrohextrakten aus S. cerevisiae
In einer i/ N Vorkultur wurden Hefezellen in 5 ml Medium wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben

kultiviert. AnschlieBend wurde aus der Vorkultur eine 50-ml-Hauptkultur auf eine ODgy9 von
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0,1 inokuliert und bis zu einer ODggy von 0,6 bis 0,8 inkubiert. Die Zellen wurden bei
3500 UpM (Heraeus Megafuge 1.0R) fiir 5 min pelletiert und das Pellet einmal mit 40 ml
TBS-Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt. Fiir die Zelllyse wurden die Zellen in 700 pl eiskalten Hefe-
Zelllyse-Puffer aufgenommen. AnschlieBend wurden 2/3 des Volumens an Glasperlen (0,4-
0,6 mm) zugegeben und die Zellen fiir zweimal 20s bei 5500 UpM aufgeschlossen
(Homogenisator Precellys® 24). Der Uberstand wurde auf Eis in ein 1,5-ml-Reaktionsgefif
iiberfiihrt und zur Sedimentation der Zelltrimmer bei 15000 UpM (Heraeus Biofuge primo R)
und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Der nun klare Uberstand wurde erneut in ein 1,5-ml-

Reaktionsgefal tiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

3.2.3 Serielle Verdiinnungstropftests von S. cerevisiae

Eine Kolonie transformierter S. cerevisiae Zellen wurden in einer 2-ml-Vorkultur inokuliert
und /N wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben inkubiert. AnschlieBend wurde eine 2-ml-
Hauptkultur von der Vorkultur inokuliert, sodass eine ODgyy von 0,2 erreicht wurde. Die
Kulturen wurden bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,8 inkubiert und die prizise Zellzahl
pro Milliliter mikroskopisch unter Verwendung einer Thoma-Zihlkammer ermittelt.
AnschlieBend wurden jeweils 10000, 1000, 100 und 10 Zellen auf festes SD-Medium
getropft, Kapitel 3.2.1 folgend fiir 2 bis 3 Tage inkubiert und auf ihr Wachstum hin

untersucht.

3.2.4 Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse

Die Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse dient der Identifizierung einer direkten Interaktion zwischen
zwel Proteinen in vivo. Grundlage des Systems ist der Transkriptionsfaktor Gal4p der Hefe
S. cerevisiae. Dieser besteht aus zwei funktionellen Domédnen: der DNS-Bindedoméne (BD),
die an die GAL UAS (GAL Upstream-activation-sequence) bindet, und einer Aktivatordoméne
(AD), die mit der basalen Transkriptionsmaschinerie interagiert und so die Transkription
aktiviert. Bei einer bestehenden Interaktion zwischen zwei Proteinen kommen die DNS-
Bindedoméne und die Aktivatordoméne in rdumliche Ndhe und bestimmte Reportergene
werden nun transkripiert. Als Reportergene wurden ADE2, HIS3 und MEL1 genutzt
(Hefestamm: AH109). S. cerevisiae Zellen, in denen die Reportergene exprimiert werden,
konnen entsprechend auf Medium ohne die Aminosduren Adenin sowie Histidin wachsen.
Die Expression der von MELI codierten alpha-Galactosidase fiihrt zu einer Blaufdarbung der

Hefezellen, wenn dem Selektionsmedium das Substrat X-alpha-Gal zugegeben wurde.
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Die codierende Sequenz des zu testenden Proteins wurde in ein Plasmid inseriert, welches die
GAL4-DNS-Bindedomine codiert. Das Gen eines auf Interaktion zu testenden Proteins wurde
in ein anderes Plasmid, welches die GAL4-Aktivatordoméne enthéilt, inseriert. Die beiden
Expressionsvektoren wurden anschlieBend Kapitel 3.5.3 folgend in . cerevisiae
transformiert. Positive Transformanden wurden, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, in seriellen
Verdiinnungstropftests auf entsprechenden Selektionsmedien auf Interaktion der Proteine
gepriift. Als Positivkontrolle wurde das humane p53-Protein fusioniert an die GAL4-BD und
das grofBe T-Antigen des SV40 Virus fusioniert an die GAL4-AD, die eine sehr starke
Interaktion zeigen, genutzt. Die Negativkontrolle bildet Lamin C fusioniert an die GAL4-BD
zusammen mit dem groBen T-Antigen des SV40 Virus fusioniert an GAL4-AD, die keine

Interaktion zeigen.
3.3 Kultivierung von adhirenten Humanzellen

3.3.1 Passagieren von adhiarenten Zellen durch Trypsinbehandlung

Humane Zellen wurden in einer 80-cm”-Zellkulturflasche zur Konfluenz wachsen gelassen.
Nach Entfernen des Kulturmediums wurde die Zellen mit 5 ml HBSS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 5ml 0,5-fach Trypsin/ EDTA-Losung bei
Raumtemperatur (RT) bis zum Abldsen inkubiert. Durch leichtes Schwenken der Flasche
wurden alle Zellen in Suspension gebracht und mit 5 ml Zellkulturmedium gemischt. Die
Suspension wurde anschlieBend in ein 12-ml-Zentrifugationsrohrchen tiberfiithrt und 10 min
lang bei 500 UpM (Rotanta 460R) bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen in 5 ml DMEM Zellkulturmedium vorsichtig aufgenommen.

Zur Passage in 80-cm’-Zellkulturflaschen wurden 0,5 bis 1 ml Zellsuspension in 15 ml
Zellkulturmedium mit 5 pg/ml Plasmocin zur Privention von Mykoplasmen-Verunreinigung
gegeben.

Zur Passage in 24-Well-Platten wurde ein steriles Deckgldschen (¢ 12 mm) in jedes Well
gelegt. Die Zellsuspension wurde im Verhéltnis 1:20 bis 1:50 verdiinnt. Von dieser
Suspension wurden je 1 ml in jede Vertiefung gegeben. Die Zellen wurden nun 1 bis 4 Tage

bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert.

3.3.2 Einfrieren von Humanzellen
Die Humanzellen wurden wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben geerntet. Nach dem
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet jedoch vorsichtig in 1 ml Einfriermedium

(Biofreeze) aufgenommen und anschlieBend bei -80 °C gelagert.
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3.3.3 Auftauen von Humanzellen

Die Humanzellen wurden ziigig bei RT aufgetaut. Die Zellen wurden kurz gemischt und in
10 ml Zellkulturmedium gegeben, um das Biofreeze auszuwaschen. Die Zellsuspension
wurde anschlieBend in ein 12-ml-Zentrifugationsrohrchen tiberfiihrt und 10 min lang bei
500 UpM (Rotanta 460R) bei RT zentrifugiert. Die Zellen wurden anschlieBend wie in

Kapitel 3.3.1 beschrieben in einer 80-cm?-Flasche passagiert.

3.4 Chlamydienkultur

Chlamydien sind obligat intrazellulire Bakterien und bendtigen flir die Replikation eine
Wirtszelle. Die Kultivierung von Chlamydia pneumoniae wurde daher mittels Infektion von

Humanzellen in der Zellkultur durchgefiihrt.

3.4.1 Infektion von Humanzellen mit C. pneumoniae

HEp-2-Zellen wurden wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben in 24-Well-Platten ausgesit und 24 h
inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde vorsichtig abgenommen und anschlieBend wurde je
1 ml mit gereinigten Chlamydien (siche Kapitel 3.4.2 oder 3.4.3) versetztes Zellkulturmedium
in jede Vertiefung gegeben. Die 24-Well-Platte wurde nun fiir 60 min bei 3000 UpM
(Rotanta 460R) und 30 °C zentrifugiert, um die Infektion durch Begiinstigung der Adhésion
zu unterstiitzen. Nun wurden die Zellen fiir die Internalisierung der Chlamydien in die
Humanzellen fiir 60 min bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert. Das Medium wurde anschlieBend
abgenommen und die infizierten Zellen vorsichtig mit 1 ml Zellkulturmedium mit 1,5 pg/ml
Cycloheximid iiberschichtet. Die Zellen wurden erneut bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert.

Die infizierten Zellen wurden zu gewiinschten Zeitpunkten fiir 10 min mit -20 °C kaltem

Methanol oder 37 °C warmem, 3 %igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

3.4.2 Passage von Chlamydien in 25-cm’-Zellkulturflaschen

HEp-2-Zellen wurden in 25-cm?-Zellkulturflaschen ausgesit und 24 h zur Konfluenz wachsen
gelassen. Das Zellkulturmedium wurde anschliefend vorsichtig von den Humanzellen
abgenommen. Zur Infektion wurde 1 ml Chlamydiensuspension aufgetaut und mit 30 ml
Zellkulturmedium verdiinnt. Die Suspension wurde gut gemischt und je 5ml in die
Zellkulturflaschen gegeben. Die Zellkulturflaschenwurden dann fiir 60 min bei 3000 UpM
(Rotanta 460R) und 30 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 60 min bei 37 °C
und 6 % CO,; inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und die infizierten
Zellen vorsichtig mit 1 ml Zellkulturmedium mit 1,5 pg/ml Cycloheximid iiberschichtet. Die
Zellen wurden nun bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert. Nach 72 bis 96 h wurde die Infektion
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mikroskopisch (Binokular Axiovert 25C) gepriift, wobei viele Inklusionen und das Abldsen
von Zellen auf eine starke Infektion hindeuten. Mit Hilfe eines sterilen Zellschabers wurden
nun die Zellen abgeldst und die Suspension von bis zu 6 Flaschen in einem 50-ml-
Zentrifugationsrohrchen vereint. Die Suspension wurde 60 s sonifiziert (Sonopuls HD2200,
Bandelin), um die Humanzellen aufzubrechen und danach 10 min lang bei 3000 UpM
(Rotanta 460R) zentrifugiert (Differentialzentrifugation). Der Uberstand wurde in ein 50-ml-
Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Der geklarte
Uberstand wurde dann zur Infektion von anderen Humanzellen genutzt, wie in Kapitel 3.4.3

beschrieben weiter verarbeitet oder wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben gelagert.

3.4.2.1 Herstellung von Proteinproben infizierter Humanzellen

HEp-2-Zellen wurden in 25-cm?-Zellkulturflaschen wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben mit einer
MOI (engl. Multiplicity of infection) von 10 infiziert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden
infizierte Zellen von zwei Flaschen mit einem Zellkulturschaber in 10 ml Hanks Salzldsung
(HBSS) gelost. Die Zellsuspension wurde 20min lang in einem 12-ml-
Zentrifugationsrohrchen bei 2700 UpM (Rotanta 460R) und RT zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 300 pl Phospho-Lysis-Puffer, 2 % SDS und 2 % Sarkosyl gemischt und fiir 10 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension 1:4 mit Proteinblaumarker und 1:10
mit 1 M DTT versetzt und fiir 30 min bei 100 °C erwédrmt. Die Analyse erfolgte wie in
Kapitel 3.7.5 und 3.7.7 beschrieben.

3.4.3 Reinigung von Chlamydien mittels Gastrografin-Gradient

Die in Kapitel 3.4.2 erhaltene Suspension von differentialzentrifugierte Chlamydien aus bis
zu 32 kleinen (25 cm?) Zellkulturflaschen wurde in sterile Ultrazentrifugationsréhrchen
(Beckman) iiberfiihrt und 30 min lang bei 30000 x g (Beckman J2-21, Rotoren JA-20) und
4 °C zentrifugiert. Die Chlamydienpellets wurden mit 1 ml HBSS in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefdl liberfiihrt. Die Suspension wurde dann bei 15000 Upm (Heraeus Biofuge
Primo R) und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml HBSS
suspendiert und abermals zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 1 ml HBSS kliimpchenfrei
mit Hilfe des Ultraschallbades und Vortex-Genie 2 geldst. In ein steriles Ultrazentrifuga-
tionsrohrchen wurden 9 ml 30 %iges Gastrografin gegeben. Das Gastrografin wurde
vorsichtig mit der Chlamydiensuspension iiberschichtet. Nun wurde 1h bei 30000 x g
(Beckman J2-21, Rotoren JA-20) und 4 °C zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand mit

getrilbbter Humanzelltriimmer-Schicht verworfen. Das Pellet wurde nun zweimal mit HBSS in
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einem 1,5-ml-Reaktionsgefdll gewaschen und 20 min lang bei 15000 Upm (Heraeus Biofuge
Primo R) und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 500 ul HBSS aufgenommen.

3.4.4 Einfrieren von Chlamydien

Die Chlamydiensuspension aus Kapitel 3.4.2 wurde 1:1 mit SPG-Puffer versetzt und
anschlieBend in 1 ml Portionen in Kryo-Réhrchen bei -80 °C aufbewahrt.

Pelletierte Chlamydien aus Gradientenreinigungen (Kapitel 3.4.3) wurden in 500 pl SPG-
Puffer mit Hilfe des Ultraschallbades und Vortex-Genies 2 geldst. Die Suspension wurde
aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

Die eingefrorenen Chlamydien wurden bei Bedarf bei RT aufgetaut.

3.4.5 Bestimmung der Infektiositit von Chlamydiensuspensionen

Die Infektiositit wird durch Titration die inklusionsbildenden Einheiten (IFU) pro ml
Chlamydiensuspension bestimmit.

In einer 96-Well-Platte wurden Humanzellen ausgesdt und 24 h zur Konfluenz wachsen
gelassen. Eine zu testende Chlamydiensuspension wurde bis zur Verdinnung 10°
schrittweise mit Zellkulturmedium verdiinnt. Nun wurden die Humanzellen mit je 100 ul der
verdiinnten Chlamydiensuspension iiberschichtet. Die Platte wurde anschlieBend fiir 1 h bei
3000 UpM (Rotanta 460R) zentrifugiert und danach fiir 1 h bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert.
Das Medium wurde dann abgenommen und die infizierten Zellen vorsichtig mit 1 ml
Zellkulturmedium und 1,5 pg/ml Cycloheximid iiberschichtet. Die Zellen wurden nun weiter
bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert.

Nach 48 h wurden die Zellen 10 min lang bei RT mit Methanol fixiert und mit einem
Antikorper gegen das chlamydiale LPS (Pathfinder) 30 min lang bei RT gefirbt. Die
Inklusionen pro Vertiefung wurden mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bei 20-facher
VergroBerung (Axioskop 50) gezédhlt und die Zahl der Inklusionsbildenden Partikel pro ml

Chlamydiensuspension berechnet.

3.4.6 Infektion von Humanzellen ohne Zentrifugation

In bestimmten Experimenten, wie zum Beispiel Antikérper- oder Protein-
Neutralisationsversuchen, wurde der Effekt auf die Adhésion in der frithen Phase der
Infektion betrachtet. Hierzu wurden auf die Zentrifugation verzichtet, um Verdnderungen in
der Adhésionsfihigkeit der Chlamydien betrachten zu kdnnen.

Humanzellen wurden wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben in 24-Well-Platten ausgesit und 24 h

lang bei 37°C und 6 % CO, zur Konfluenz inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde
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anschliefend abgenommen und die Zellen einmal mit HBSS gewaschen. Wie in Kapitel 3.4.3
beschrieben gereinigte Chlamydien wurden mit 24 ml Zellkulturmedium auf die gewlinschte
IFU verdiinnt und je 1 ml pro Well auf die Humanzellen gegeben. Die Platte wurden 2 h lang
bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen zweimal mit HBSS
gewaschen und mit Zellkulturmedium mit Cycloheximid (Zielkonzentration 1,5 pg/ml)
tiberschichtet. Die infizierten Zellen wurden 48 h lang bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert und
danach mit -20 °C kaltem Methanol fixiert.

3.4.7 Kurze Infektion zur Betrachtung der friihen Infektionszeitpunkte

Zur Betrachtung frither Ereignisse in der Infektion, welche bei der Internalisierung oder direkt
danach im frilhen Einschluss stattfinden, ist es notwendig, die Infektion bestméglich zu
synchronisieren. Hierzu wurden Zellen wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben in 24-Well-Platten
ausgesdt und 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium von den Zellen
abgenommen und durch 4 °C kaltes Zellkulturmedium ersetzt. Die Platte wurde nun fiir
10 min bei 4 °C inkubiert. Nach Kapitel 3.4.3 gereinigte Chlamydien wurden in 12 ml 4 °C
kaltem Zellkulturmedium auf die gewiinschte IFU verdiinnt. Je 500 ul der Suspension pro
Vertiefung wurden auf die Zellen gegeben. Die Platte wurde anschlieend fiir 10 min bei
3000 UpM (Rotanta 460R) und 4 °C zentrifugiert. Das Arbeiten bei 4 °C erlaubt die
Adhision der Chlamydien an die Humanzellen, verhindert aber die Internalisierung (Carabeo
et al. 2002). Danach wurde die Chlamydiensuspension abgenommen und durch 1 ml auf
37 °C vorgewédrmtes Zellkulturmedium je Well ersetzt. Der Zeitpunkt des Medienwechsels
wird als t=0 min (bzw. 0 hpl) der Infektion bezeichnet. Sollten die Zellen noch lédngere Zeit
inkubiert werden, geschah das bei 37 °C und 6 % CO,. AnschlieBend wurden die Zellen mit
37 °C warmem, 3 %igem PFA fiir 10 min fixiert und wie in Kapitel 3.8 beschrieben zur

Mikroskopie vorbereitet.
3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 DNS-Priparation aus C. pneumoniae

Um chlamydiale Gene direkt von chlamydialer DNS zu amplifizieren, ist eine Isolierung der
Nukleinsduren aus den Bakterien notwendig. Hierzu wurden 50 bis 100 pl der Suspension von
nach Kapitel 3.4.3 gereinigte Chlamydien bei 15000 UpM und 4 °C fiir 20 min (Heraeus
Biofuge Primo R) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet zweimal mit 500 pl
HBSS gewaschen und zentrifugiert. Das Chlamydienpellet wurde anschlieBend in 20 pl
HBSS aufgenommen und mit 20 ul Proteinase K (20 mg/ml) versetzt. Es folgte eine
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Inkubation des Ansatzes fiir 1 h bei 55 °C im Heizblock (AccuBlock™). AnschlieBend wurde
die Proteinase K fiir 10 min bei 100 °C im Heizblock hitzeinaktiviert. Es wurden nun 210 pl
HBSS und 250 pl Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) in die Suspension gegeben
und diese gut gemischt (Vortex-Genie 2). Die Probe wurde dann 10 min lang bei 4 °C und
15000 UpM (Heraeus Biofuge Primo R) zentrifugiert, bis zwei Phasen deutlich voneinander
unterscheidbar waren. Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen, ohne die triibe
Grenzschicht mit zu pipettieren. Die resultierenden 200 pul wurden in ein frisches 1,5-ml-
Reaktionsgefa3 tiberfiihrt und mit 20 ul 3 M Natriumacetat (pH 5) und 200 pl Isopropanol
versetzt und 30 min lang bei -80 °C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die prézipitierte
DNS bei 4 °C und 15000 UpM fiir 30 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend im Vakuum-
Konzentrator getrocknet und in 10 ul ddH,O suspendiert. Fiir eine PCR wurden 1 bis 2 ul der
gereinigten DNS genutzt.

3.5.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion werden gezielt spezifische DNS-Fragmente amplifiziert.
In dieser Arbeit wurden hierzu synthetisierte Oligonukleotide (Primer) verwendet, die einen
20 Nukleotide langen Bereich, der komplementir zu den Randbereichen der zu
amplifizierenden Sequenz war, besitzen. Oligonukleotide, die fiir die homologe
Rekombination nach Kapitel 3.5.3 genutzt wurden, wiesen zusétzlich eine 40 Nukleotide
lange Homologie zum Zielvektor auf. Die eingesetzte thermostabile DNS-Polymerase
dupliziert den Bereich zwischen den Primern komplementir zum Matrizenstrang. Die
exponentielle Vermehrung des DNS-Fragmentes wird schlieBlich durch die Wiederholung
eines drei Phasen umfassenden Zyklus erreicht. Dieser setzt sich zusammen aus der
Denaturierung des DNS-Doppelstranges, der Anlagerung der Primer an die Zielsequenz

(Annealing) und der DNS-Synthese (Elongation).

3.5.2.1 PCR zur Amplifikation von DNS-Fragmenten fiir die homologe

Rekombination
Als Matrize fiir die PCR dienten Plasmide, die das gewiinschte DNS-Fragment trugen, oder
nach Kapitel 3.5.1 hergestellte genomische DNS aus Chlamydien. Die Temperatur zur
Anlagerung (Annealing) wurde fiir jedes Oligonukleotidpaar nach der folgenden Formel
berechnet: (3 x A + 2 x B)-2 = Anlagerungstemperatur in °C. Wobei A fiir die Gesamtzahl
der Cytosin- und Guanin-Nukleobasen und B fiir die der Adenin- und Thymin-Nukleobasen

in der komplementéren Sequenz des Primers zum zu amplifizierenden DNS-Abschnitt steht.
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Die optimale Temperatur fiir die Elongationsphase wird vom Temperaturoptimum der
verwendeten thermostabilen Polymerase bestimmt. Um fiir Klonierungen moglichst
fehlerfreie Sequenzen zu amplifizieren, wurde die Pfx-Polymerase mit Korrekturlesefunktion
(,,proof-reading*) verwendet, wenn DNS-Fragmente ldnger als 1000 Nukleotide (Nt) waren.
Das Temperaturoptimum der Pfx-Polymerase liegt bei 68 °C. Fiir alle PCR-Reaktionen, die
keine  Korrekturlesefunktion bendtigen, wurde die Tag-Polymerase bei einer
Elongationstemperatur von 72 °C verwendet. Die Dauer des Elongationsschritts ist abhidngig

von der GroBe des zu amplifizierenden Fragments und wird mit 1 min pro 1000 Nt angesetzt.

Tabelle 3.5.1: Zusammensetzung verschiedener PCR-Ansiitze

Pfx-Polymerase PCR

Taq-Polymerase PCR

x ul Matrizen DNS (=100 ng)
0,75 ul Primer 1 (50 pmol/ ul)
0,75 pl Primer 2 (50 pmol/ ul)
3,75 ul ANTPs (4 mM)

1 pl MgSO, (50 mM)

5 ul Pfx-Pufter (10-fach)

0,5 ul Pfx-Polymerase(1 U/ pl)

x ul Matrizen DNS(=100 ng)
1 ul Primer 1 (50 pmol/ ul)

1 pl Primer 2 (50 pmol/ pl)
2,5 ul ANTPs (4 mM)

3 ul MgCl, (25 mM)

5 wl Tag-Puffer (10-fach)

1 pl Tag-Polymerase (1 U/ul)

ad 50 pl ddH,0

ad 50 pl ddH,0

Tabelle 3.5.2: Bedingungen fiir die PCR mit der Pfx- oder Taq-Polymerase

Schritt P;;mpe;zflur Dauer Zyklen
initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 46-60 °C 1 min x 35
Elongation 68°C 72°C 1-3min
finale Elongation 68°C 72°C  7min
Abkiihlen 16 °C )

3.5.2.2 PCR auf Hefezellen zur Identifizierung positiver Transformanden

Es wurde ein Tag-PCR-Protokoll genutzt, bei dem die PCR direkt auf Hefezellen
durchgefiihrt wird. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurden hierzu Zellen einer frischen
Einzelkolonie im PCR-Ansatz suspendiert und anschlieend die Polymerase-Kettenreaktion

durchgefiihrt.

Tabelle 3.5.3: Ansatz und Bedingungen einer PCR auf Hefezellen

PCR Ansatz Schritt Temperatur Dauer
0,3 ul Primer 1 (50 pmol) Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
0,3 ul Primer 2 (50 pmol) Denaturierung 95°C 1 min
0,24 ul  dNTPs (25 mM) Annealing 46-56 °C 1 min x 35
3ul Puffer (10-fach) Elongation 72 °C 1-3 min
0,3 ul Taqg-Polymerase (1 U/ ul) Finale Elongation 72 °C 7 min
1,8 ul MgCl, (25 mM) Abkiihlen 16 °C o0
24,06 pl  ddH,O
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3.5.3 Transformation und homologe Rekombination in S. cerevisiae

Die Transformation von Plasmid-DNS in Hefe wurden nach einem Protokoll von Gietz und
Woods durchgefiihrt (Gietz et al. 1995).

Eine 5-ml-S. cerevisiae-Vorkultur wurde i/ N unter Rotieren bei 140 UpM und 30 °C in YPD-
Medium inkubiert. Von dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur in 50 ml YPD Medium auf
eine ODgop von 0,2 inokuliert und wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben bis zu einer ODgyy von 0,8
inkubiert. Die Zellen wurden nun bei 3500 UpM (Heraeus Megafuge 1.0 R) fiir 5 min
pelletiert, dann mit 25 ml ddH,O gewaschen und anschlieBend in 1 ml 0,1 M Lithiumacetat
(LiAc) aufgenommen. Die Suspension wurde in ein 1,5-ml-Reaktionsgefa3 {iberfiihrt, erneut
pelletiert und das Pellet mit 0,1 M LiAc auf eine Zellkonzentration von ca. 1 x 10° Zellen/ml
verdiinnt.

Je Transformationsansatz wurden 50 pl der Zellsuspension in ein neues 1,5-ml-
ReaktionsgefiB iiberfiihrt und pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in
240 pl Polyethylenglycol 3350 (PEG) (50 % w/v), 36 ul 1 M LiAc und 50 pl bei 100 °C
denaturierte und auf Eis abgekiihlte Lachssperma-DNS gemischt. Zu dieser Suspension
wurden 34 pl in ddH,O verdiinnte Plasmid-DNS (0,1-0,4 pg) zugefiigt. Die Suspension wurde
mittels Vortex-Genie 2 gut durchmischt, anschlieBend fiir 30 min bei 30 °C und dann fiir
weitere 30 min bei 42 °C im Heizblock inkubiert. Nun wurden die Zellen bei 13000 UpM fiir
5's (Heraeus Biofuge pico) pelettiert. Das Pellet wurde in 200 ul ddH,O gelost und auf
Selektionsplatten ausgestrichen und 2 bis 3 Tage bei 30 °C inkubiert.

Fir eine homologe in-vivo-Rekombination wurde Plasmid-DNS mittels entsprechender
Restriktionsenzyme gedffnet und DNS-Fragmente aus einer PCR im Verhéltnis 1:3

(Plasmid : DNS-Fragment) zugegeben.

3.5.4 Priparation von Plasmid-DNS aus S. cerevisiae

Die DNS-Préparation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll der alkalischen Lyse
(Bimboim & Doly 1979).

Transformierte S. cerevisiae wurden in 2 ml Selektionsmedium wie in Kapitel 3.2.1
beschrieben 1i/N inkubiert und anschlieend bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico) fiir 5 s
pelletiert. Das Pellet wurde einmal in 2 ml ddH,O gewaschen und pelletiert. AnschlieBend
wurden die Zellen in 0,5 ml Puffer P1 aufgenommen. Nach der Zugabe von 0,5 ml Puffer P2
und 2/3 des Volumens an Glasperlen (0,4-0,6 mm) erfolgte der Zellaufschluss mittels
Homogenisator (Precellys® 24) fiir zweimal 20 s bei 5500 UpM. Der Uberstand (ca. 1 ml)
wurde in ein 2-ml-Reaktionsgefdl tiberfiihrt und 0,3 ml Puffer P3 zugegeben. Der Ansatz
wurde gut durchmischt und 15 min lang bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico) bei RT
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zentrifugiert. Nun wurde 1ml des geklirten Uberstandes in ein 2-ml-Reaktionsgefil3
tiberfithrt, mit 750 ul Isopropanol versetzt und durch Invertieren gut durchmischt.
Anschlieend wurde durch Zentrifugation fiir 30 min bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico)
die DNS gefillt. Das Pellet wurde einmal mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen, erneut 10 min
lang zentrifugiert und anschlieBend im Vakuum Konzentrator getrocknet. Das Pellet wurde in
20 ul ddH,0 gelost.

Fiir eine Elektroporation in E. coli wurden 2 bis 4 ul der isolierten Plasmid-DNS verwendet

(Kapitel 3.5.5.2).

3.5.5 Transformation von Plasmiden in E. coli

3.5.5.1 Ein-Minuten-Transformation

Um Plasmid-DNS mit Ampicillin-Resistenzmarker in E. coli zu transformieren, wurde eine
schnelle Ein-Minuten-Transformationen durchgefiihrt. Diese Methode ist wegen der geringen
Effizienz nur flir die Transformation von Plasmid-DNS mit einer Konzentration von
100 ng/ pul oder hoher geeignet.

Es wurden 3 pul DMSO-kompetente Zellen (XL;-blue oder BL21, hergestellt von der
Arbeitsgruppe der Funktionellen Genomforschung wie von Sambrook und Maniatis
beschrieben, auf Eis aufgetaut (Sambrook et al. 1989). Die Zellen wurden auf Eis mit 1 pl
DNS gemischt und dann fiir 1 min auf 42 °C erhitzt. Die Probe wurde sofort in 100 pl LB-
Medium aufgenommen und gleichméBig auf festes Selektionsmedium ausplattiert. Die Platten

wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.5.5.2 Plasmidtransformation durch Elektroporation

Um Suspensionen von Plasmid-DNS geringer Konzentration oder Plasmide mit Kanamycin-
Resistenzmarker in E. coli zu transfomieren, wurde eine Transformation durch
Elektroporation nach einem abgewandelten, hoch effizienten Protokoll durchgefiihrt
(Sambrook et al. 1989).

Fiir die Elektroporation wurden 10 pl elektrokompetente Zellen (Kapitel 3.1.2) mit moglichst
salzarmer DNS (0,01 ng-1 pg) in 40 ul ddH,O suspendiert und in eine sterile, vorgekiihlte
Elektroporationskiivette gegeben. Die Elektroporation wurde mit folgenden Geriteparametern
durchgefiihrt: 2,1 kV, 200 Q, 25 pF (Bio-Rad Gene Pulser und Bio-Rad Pulse Controller).
Nach der Elektroporation wurde sofort 1 ml LB-Medium zugeben, der gesamte Ansatz in ein
1,5-ml-Reaktionsgefdll iiberfiihrt und 30 min bis 1h lang bei 37 °C unter Rotieren bei
140 UpM inkubiert.
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Die Zellen wurden dann 5s bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico) pelletiert und der
Uberstand grob abgenommen. In der verbleibenden Fliissigkeit wurde das Pellet suspendiert
und auf festes Selektionsmedium ausgestrichen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C

inkubiert.
3.5.6 Plasmid-DNS-Praparation aus E. coli

3.5.6.1 Midi-Ma@}stab

Es wurde eine 50-ml-Kultur von E. coli wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben ii/N inkubiert und
anschliefend bei 4600 UpM pelettiert. Das Pellet wurde zur DNS-Isolation weiter behandelt.
Zur Isolation von Plasmid-DNS in grofler Menge wurde das Qiagen Plasmid Midi-Kit nach

Herstellerangaben verwendet.

3.5.6.2 Mini-Malfistab

Das Verfahren beruht auf einer modifizierten Methode der alkalischen Lyse (Sambrook et al.
1989).

Eine 2-ml-E. coli-Kultur wurde wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben ii/N inkubiert. Die Kultur
wurde in ein 2-ml-Reaktionsgefal} tiberfiihrt, fiir 5 s bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico)
pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 300 pl Puffer P1 aufgenommen.
AnschlieBend wurden 300 pl Puffer P2 zugegeben und der Ansatz durch mehrmaliges
Invertieren gemischt. Das Lysat wurde fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 300 pl
Puffer P3 hinzugegeben und durch kurzes, kréftiges Schiitteln gemischt. Das Lysat wurde
5 min lang bei RT und 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert. Die Plasmid-DNS
befindet sich in Losung und die genomische DNS, Zellreste sowie denaturierte Proteine im
Pellet. Der Uberstand wurde in ein 1,5-ml-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und das Zellbruchpellet
verworfen. Die Plasmid-DNS wurde durch Zugabe des 0,5-fachen Uberstandsvolumens
Isopropanol und Zentrifugation fiir 30 min bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico) pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das DNS-Pellet mit 200 ul 70 % Ethanol gewaschen und
10 min lang zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend im Vakuum-Konzentrator
getrocknet.

Die Plasmid-DNS wurde in 50-100 pl ddH,O aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

3.5.7 Hydrolytische Spaltung von DNS durch Restriktionsendonukleasen
Um Plasmid-DNS zu spalten oder um den korrekten Einbau von DNS-Fragmenten nach einer
homologen Rekombination zu {iberpriifen, wurden Restriktionsendonukleasen verwendet.

Jede Restriktionsendonuklease wird mit einem spezifischen Puffer verwendet, der vom
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Hersteller mitgeliefert wird. Der Reaktionsansatz fiir die hydrolytische Spaltung setzt sich wie
folgt zusammen:

1 ul Restriktionsenzym (10 U/ ul)
2 ul Puffer (10-fach)

x ul DNS (0,1 bis 1 pg/ul)
(17—x) pl DNS in ddH,0

220 ul

Die DNS-Hydrolyse wurde unter den von der jeweiligen Restriktionsendonuklease benotigten

Bedingungen fiir mindestens 2 h durchgefiihrt.
Die entstandenen Fragmente wurden wie in Kapitel 3.5.8 beschrieben {iber eine Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. Gegebenenfalls konnten die DNS-Fragmente

aus dem Gel extrahiert werden (siche Kapitel 3.5.9).

3.5.8 Auftrennung von DNS mittels Agarose-Gelelektrophorese

Zur préaparativen oder analytischen Auftrennung von DNS-Molekiilen wurden 0,2 bis
0,7 %ige Agarosegele verwendet. Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose in 100 ml
TBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Die Agaroselosung wurde mit 5 pl
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) gemischt und in eine Gelkammer mit Kamm fiir die
Ladetaschen gegeben. Nach Erstarren wurde das Agarosegel in Elektrophoresekammern
gelegt, mit TBS-Puffer tiberschichtet und mit DNS-Proben beladen. Die DNS-Proben wurden
hierzu mit 4-fach DNS-Blaumarker gemischt.

Die Porengréfe der Gele und damit deren Trenneigenschaften hidngen dabei direkt von der
Agarosekonzentration ab. Das Anlegen eines elektrischen Feldes mit einer Spannung von 60-
140 V in der Elektrophoresekammer bedingt die Wanderung der negativ geladenen DNS-
Fragmente Richtung Anode. Aufgrund der PorengroBe des Agarosegels werden DNS-
Fragmente grofenabhingig aufgetrennt. Kleinere Fragmente wandern dabei schneller durch
das Gel als groBBere Fragmente. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid (1 pg/ml), einem in
die DNS interkalierender Farbstoff, wurde die DNS unter UV-Licht (366 nm) sichtbar
gemacht. Zur Grofenbestimmung der einzelnen DNS-Fragmente wurden 5 pl eines DNS-

Langenmarkers (GeneRuler™ DNA-Ladder Mix) aufgetragen.

3.5.9 Reinigung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers. Die gereinigten DNS-
Fragmente konnten anschlieBend fiir die homologe Rekombinationen (siche Kapitel 3.5.3)

eingesetzt werden.
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3.5.10 Reinigung von PCR-Proben

Um Amplifikate nach der PCR von Riickstinden des PCR-Reaktionsansatzes zu reinigen,

wurde das QIAquick PCR Purification Kit der Firma Qiagen genutzt.

3.5.11Deletion von DNS-Fragmenten aus Plasmiden

Zur Deletion eines spezifischen DNS-Fragmentes aus einem Plasmid wurde geeignete
Restriktionsendonukleasen verwendet, die den entsprechenden Bereich ausschneiden. Diese
Reaktion wurde gemdB3 Kapitel 3.5.7 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden iiberhdngende
Enden abgespalten oder aufgefiillt. Dazu wurde die T4 DNS-Polymerase genutzt, die eine
DNS-Synthese in 5‘>3‘-Richtung katalysiert und eine Exonukleaseaktivitit in 3‘—>5°-
Richtung aufweist. Die Polymerase wurde den Herstellerangaben folgend eingesetzt. Das
linearisierte Plasmid wurde mittels QIAquick PCR Purification Kit der Firma Qiagen
gereinigt. AnschlieBend wurde das Plasmid unter Verwendung der T4 DNS-Ligase, den
Herstellerangaben folgend, geschlossen. Dabei verkniipft die Ligase den DNS-
Doppelstrangbruch des gedffneten Plasmids durch Katalyse der Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5°‘-Phosphat und der 3°‘-Hydroxylgruppe der
Desoxyribose. Das Plasmid wurde nun mittels QIAquick PCR Purification Kit gereinigt und
Kapitel 3.5.5.2 folgend in elektrokompetente E. coli-Zellen eingebracht, um es durch

Vermehrung der Zellen zu amplifizieren.

3.5.12Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von DNS-Proben wurde mit einem NanoDrop (PeqLab)
durchgefiihrt. Zur Messung wurde 1 pul der DNS-Probe eingesetzt. Der Abgleich wurde mit
1 ul des ddH,0, welches zur Suspension der DNS eingesetzt wurde, durchgefiihrt.

Aus der Absorption bei 260 nm berechnet das Gerit die Konzentration der DNS-Lsung. Die
Reinheit der DNS-Losung kann durch Ermittlung des Quotienten zwischen der Absorption
bei 260 nm und 280 nm ermittelt werden. Dieser Quotient sollte bei reiner DNS zwischen 1,8

und 2,0 liegen.

3.5.13DNS-Sequenzierung

Die generierten Plasmide wurden zur Sequenzierung an die Firma GATC-Biotech gesendet.
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3.6 Zellbiologische Methoden

3.6.1 Transfektion von Humanzellen mittels TurboFect™

Zur Transfektion von Humanzellen wurden Expressionsvektoren in die Zellen eingebracht.
Unter der Kontrolle des Zytomegalievirus-Promotors (pCMV) wurden dann Proteine von
Interesse ektopisch in Humanzellen exprimiert. Um Plasmid-DNS in Humanzellen
einzubringen wurde die DNS in 100 pl Zellkulturmedium ohne fotales Kélberserum (FKS)
mit 2 pul Transfektionsreagenz fiir 15 min inkubiert. Dabei komplexiert die DNS mit einem
kationischen Polymer aus dem Transfektionsreagenz. Der entstehende positve Komplex wird
in die Zelle aufgenommen. Fiir eine Transfektion wurden Humanzellen in 24-Well-Platten bis
zur halben Konfluenz wachsen gelassen. Unmittelbar vor der Transfektion wurden die Zellen
mit 500 ul frischem Zellkulturmedium {iberschichtet. Die Plasmid-DNS wurde, dem
Herstellerprotokoll folgend, mit dem Transfektionsreagenz gemischt und anschlieend zu den
Zellen gegeben. Nun wurden die so behandelten Zellen fiir 12 bis 31 h bei 37 °C und 6 % CO,
inkubiert.

3.7 Biochemische Methoden

3.7.1 Affinititschromatographische Reinigung von Proteinen

Mittels Affinitdtschromatographie wurden rekombinante Fusionsproteine aus einem
Proteingemisch, wie Zelllysaten, isoliert. Die Fusionsproteine verfiigen hierzu beispielsweise
iiber eine 6-fach Histidin- (Hise-) oder Glutathion-S-Transferase (GST)-Markierung und
werden aufgrund ihrer Affinitdit zu Nickel-NTA (Ni-NTA) bzw. zu Glutathion an
entsprechend gekoppelte Agarosen gebunden. Nicht markierte Proteine werden durch
waschen von Proteinen ohne Markierung entfernt. AnschlieBend werden die gebundenen
Proteine vom Tragermaterial durch die Zugabe eines spezifischen Kompetitors (hier Imidazol

bzw. reduziertes Glutathion) eluiert.

3.7.1.1 Manuelle Proteinreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Proteine, welche mit einer Hisg-Markierung fusioniert sind, wurden in dieser Arbeit unter
denaturierenden Bedingungen gereinigt. Das Zellpellet einer 1-I-Induktionskultur (siehe
Kapitel 3.1.3) wurde in 30 ml Puffer B aufgenommen. Die Zellen wurden unter Rotieren bei
150 UpM und RT {ber Nacht lysiert. Das Lysat wurde dann auf Eis dreimal 20 s lang mit
einem Ultraschallstab (Sonopuls HD2200) sonifiziert. AnschlieBend wurde das Lysat 30 min
lang bei 15000 UpM und 20 °C (Avanti J-25, Rotor JLA25.50) zentrifugiert. Die Proteine
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befanden sich im geklirten Uberstand. Das Zellbruchpellet wurde verworfen und der
Uberstand in ein frisches 50-ml-ReaktionsgefiB {iberfiihrt.

Das geklarte Zelllysat wurde nun fiir die affinitdtschromatographische Reinigung verwendet.
Dazu wurde es mit 2 ml Ni-NTA-Agarose gemischt und mit Puffer B auf 40 ml aufgefiillt.
Anschliefend wurde die Suspension mindestens 1 h unter Rotieren bei 140 UpM und RT
inkubiert. In eine Protein-Sdule wurde ein Polyethylenfilter eingelegt, der die Ni-NTA-
Agarose daran hindert durch die Sdule zu laufen. Die Protein-Sdule wurde nun mit dem
Proteingemisch beladen. Die Ni-NTA-Agarose mit dem gebundenen Protein wurde einmal
mit 10 ml Puffer B und zweimal mit Puffer C + 20 bis 80 mM Imidazol, gewaschen. Nun
wurden fiinf Elutionsschritte mit 1 ml Puffer C + 500 mM Imidazol durchgefiihrt, wobei die
Ni-NTA-Agarose zwischen den Elutionen je 5 min lang mit dem Puffer inkubiert wurde.
Hierbei wird das gereinigte Protein durch Kompetition mit Imidazol von der Ni-NTA-
Agarose geldst. Die verschiedenen Fraktionen wurden einzeln aufgefangen.

Die Fraktionen des gereinigten Proteins wurden sowohl auf einem Coomassie gefarbten SDS-

Gel als auch per Bradford-Reagenz analysiert (siche Kapitel 3.7.4 und 3.7.5.)

3.7.1.2 Manuelle Proteinreinigung unter nativen Bedingungen

Proteine, welche mit einer GST-Markierung fusioniert sind, wurden in dieser Arbeit unter
nativen Bedingungen gereinigt. Dazu wurde das Zellpellet einer 1-1-Induktionskultur (siehe
Kapitel 3.1.3) in 35 ml Lysepuffer fiir die native Proteinreinigung aufgenommen. Die Lyse
erfolgte anschlieend bei 4 °C iiber Nacht und unter Rotieren bei 140 UpM. Das Lysat wurde
dann auf Eis dreimal 20 s lang mit einem Ultraschallstab (Sonopuls HD2200) sonifiziert.
AnschlieBend wurde das Lysat flir 30 min bei 15000 UpM und 4 °C (Avanti J-25, Rotor
JA-25.50) =zentrifugiert. Die Proteine befanden sich im geklirten Uberstand. Das
Zellbruchpellet wurde verworfen und der Uberstand in ein neues 50-ml-Reaktionsgefif3
tiberfiihrt.

Die Glutathion-Agarose wurde in der Vorbereitung mit 200 ml/g ddH,O fiir 1 h bei RT
aufgequollen und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Zum Uberstand der Zelllyse
wurden 1,5 ml aufgequollene Glutathion-Agarose gegeben und anschlieBend wurde das
Gemisch fiir 3 h unter Rotieren bei 140 UpM und 4 °C inkubiert. In eine Protein-Séule wurde
ein Polyethylenfilter eingelegt, der die Glutathion-Agarose daran hindert durch die Saule zu
laufen. Die Sdule wurde nun mit dem Proteingemisch beladen und anschlieend dreimal mit
eiskaltem PBS gewaschen. Die Elution vom Triagermaterial erfolgte dann fiinfmal mit 1 ml
PBS + 10 mM reduziertem Glutathion, wobei die Agarose vor dem ersten Elutionsschritt

10 min lang mit dem Puffer inkubiert wurde. Die Fraktionen des gereinigten Proteins wurden
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sowohl auf einem Coomassie gefiarbten SDS-Gel als auch per Bradford-Reagenz analysiert

(siehe Kapitel 3.7.4 und 3.7.5.).

3.7.2 Dialyse von Proteinen

Die Dialyse erlaubt das Entfernen von Ionen und Molekiilen bestimmter Grofe aus
Proteinlosungen durch Verwendung einer semipermeablen Membran.

8 cm lange Dialyseschlauch-Stiicke (3,5 kDa oder 12-15 kDa Ausschluss) wurden 10 min
lang in ddH,O auf 100 °C erhitzt. Nach Abkiihlen des Dialyseschlauchs wurde die
Proteinsuspension mittels einer sterilen Pipette in den durch eine sterile Klemme an einem
Ende verschlossenen Schlauch iiberfiihrt. AnschlieBend wurde der Dialyseschlauch am
anderen Ende mit einer weiteren Klemme luftblasenfrei verschlossen.

Proteinproben aus Proteinreinigungen unter nativen Bedingungen wurden ii/N gegen 2 | PBS
und unter leichtem Riihren bei 4 °C dialysiert. Proteinproben aus Reinigungen unter
denaturierenden Bedingungen hingegen wurden dreimal 12 h gegen 2 1 PBS dialysiert. Dann
wurde die Suspension mit einer sterilen Pipette aus dem Dialyseschlauch abgenommen und in

ein 1,5-ml-Reaktionsgefal} tiberfiihrt.

3.7.3 Aufkonzentrierung von Proteinen iiber Groflenausschlussrohrchen

Um Proteinsuspensionen aufzukonzentrieren wurden Amicon GroBenausschlussrohrchen der
Firma Millipore verwendet. Die Zentrifugationsdauer bei 3 000 UpM (Heraeus Megafuge 1.0)
und 4 °C war sowohl abhingig vom Fiillstand als auch davon, wieviel Rest-Fliissigkeit auf
der Membran stehen sollte. Das Protein wurde nach dem Zentrifugieren mit einer

Pipettenspitze von der Membran abgenommen und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefaf tiberfiihrt.

3.7.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Reagenz

Die Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Reagenz ist eine kolorimetrische
Messung und basiert auf der spezifischen Farbreaktion mit Coomassie-Brillant-Blau G-250.
Dieser Farbstoff bindet an basische und aromatische Aminosdurereste von Proteinen. Der
komplexierte Farbstoff zeigt ein Absorptionsmaximum bei 595 nm und der ungebundene bei
465 nm.

Die Proteinkonzentration einer Proteinprobe wurde durch Vergleich mit einer zuvor erstellten

Kalibrationskurve (Rinderserumalbumin (BSA)0-10 pg, 2 pg-Schritte) ermittelt.

Es wurden 800 — x ul ddH,O mit x pl Proteinextrakt (je nach Konzentration des Extraktes
x =5 bis 10 pl) und 200 pl Bradford-Reagenz vermischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Die
Messung des Hintergrundes erfolgte mit 800 ul Wasser versetzt mit 200 ul Bradford-
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Reagenz. Die Absorption des Gemisches bei 595 nm wurde photometrisch bestimmt

(BioPhotometer plus). Fiir die eingesetzte Konzentration an Protein gilt:

Proteinkonzentration [pg/ ml] = Absorption (595 nm)/0,06*
(* ermittelt aus der Steigung der mit BSA generierten Kalibrationskurve)
Fiir die Proteinkonzentration im Extrakt gilt:
Extrakt [pg/ml] =
Proteinkonzentration [pg/ml] x 1000 [ul]/ eingesetzte Menge Proteinprobe [pl]

3.7.5 Proteinauftrennung durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine nach der GroBe aufgetrennt.
Dabei erhalten die Proteine durch gebundenes SDS eine negative Ladung, die proportional zu
threm Molekulargewicht ist, sodass die SDS-Protein-Komplexe in der Gelmatrix nach ihrer
molaren Masse aufgetrennt werden.

Fiir die Analyse von Proteinen wurden in dieser Arbeit 7 cm x 9 cm grof3e Polyacrylamidgele
verwendet. Die Glasplatten, Aluminiumplatten und Abstandhalter wurden jeweils sorgfiltig

mit destilliertem Wasser und 70 %igem Ethanol gereinigt und getrocknet.

3.7.5.1 Proteinproben-Aufarbeitung fiir die SDS-Gelelektrophorese

Zu untersuchende Proteinproben miissen denaturiert werden, um sie groBenabhédngig iiber ein
Polyacrylamidgel zu separieren. Die Aufarbeitung von Hefezellen erfolgte wie in
Kapitel 3.2.2.1 beschrieben. Die Aufarbeitung von chlamydialen Proteinproben erfolgte wie
in Kapitel 3.4.2.1 beschrieben. Bei E. coli-Kulturen wurde 1 ODgoo der Zellsuspension 5 s
lang bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge Pico) zentrifugiert und das Zellpellet in 32,5 pl
ddH,O gemischt. Von gereinigten Proteinextrakten wurden 32,5 ul abgenommen.
Anschlieend wurde zu der Suspension bzw. dem Extrakt 12,5 ul Proteinblaumarker und 5 pl
DTT gegeben.

Die Proben wurden 10 min lang auf 100 °C erhitzt und dann auf Eis abgekiihlt oder bis zum

Gebrauch bei -20 °C gelagert.

3.7.5.2 Herstellung des Trenngels

Im ersten Schritt wurden Acrylamid (30:0.8 = Acrylamid : Bisacrylamid), destilliertes Wasser
und Trenngelpuffer gut gemischt. AnschlieBend wurden TEMED und Ammoniumpersulfat
(APS: 10 %ige Stammldsung) hinzugegeben und gut gemischt. Die Gelmasse wurde nun
ziigig und ohne Blasenbildung zwischen die Glas- und die Aluminiumplatte bis 2 cm unter

den oberen Rand gegossen. Das Trenngel wurde mit Isopropanol iiberschichtet. Nach dem
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Auspolymerisieren wurde das Isopropanol abgegossen und das Gel vorsichtig mehrfach mit

destilliertem Wasser gespiilt.

Tabelle 3.7.1: Zusammensetzung von Trenngelen verschiedener Prozentigkeit

Prozentigkeit Acrylamidlosung Wasser 4-fachTrenngelpuffer APS TEMED
10 % 13,3 ml 16,5 ml 10,0 ml 200 pl 50 ul
12 % 16,0 ml 14,0 ml 10,0 ml 200 pl 50 ul
15% 20,0 ml 10,0 ml 10,0 ml 200 pl 50 ul

Der aufgefiihrte Ansatz reicht fiir acht Trenngele im angegebenen Format.

3.7.5.3 Herstellung des Sammelgels

Das Sammelgel dient dazu, die Proteine vor dem Ubergang in das Trenngel zu konzentrieren
und eine Bandenbildung der Proteine zu erreichen.

Im ersten Schritt wurden Acrylamid (30:0.8), Wasser und Trenngelpuffer gut gemischt.
AnschlieBend wurden TEMED und Ammoniumpersulfat (APS: 10 %ige Stammldsung)
hinzugegeben und gut gemischt. Das Sammelgel wurde anschlieBend luftblasenfrei auf das
Trenngel gegossen. Es wurde zuletzt ein Kamm in das Sammelgel gesteckt, sodass
Ladetaschen fiir die Proteinproben im Sammelgel ausgespart wurden. Mit dem hier
verwendeten Gelsystem wurden Polyacrylamid-Gele mit je 10 Probentaschen hergestellt.

Nach dem Auspolymerisieren wurde das Gel fiir die Elektrophorese verwendet.

Tabelle 3.7.2: Zusammensetzung eines Sammelgels

Acrylamidlésung Wasser 4-fach Sammelgelpuffer APS TEMED
1,5 ml 6 ml 2,5ml 200 pl 20 pl
Der aufgefiihrte Ansatz reicht fiir acht Sammelgele im angegebenen Format.

3.7.5.4 SDS-Gelelektrophorese

Das Acrylamidgel wurde in eine vertikale Mini-Gelelektrophoresekammer (Hoefer SE 260)
eingespannt und beide Kammern wurden mit Laufpuffer soweit gefiillt, dass das Gel Kontakt
zum Laufpuffer hatte. Die Proteinproben (max. 25 ul/Ladetasche) wurden aufgetragen und
Strom einer Spannung von max. 200 V bei einer Stromstirke von etwa 20 mA fiir 1-2 h
angelegt. Als GroBenstandard wurden 5 bis 7,5 pul PageRuler™ aufgetragen. Das Proteingel
wurde nach der Laufzeit vorsichtig von den Platten abgelost und wie in Kapitel 3.7.6

beschrieben weiter behandelt.
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3.7.6 Farbung von Proteingelen mittels Coomassie-Brillant-Blau

Das Proteingel wurde in ddH,O gelegt und zur Fixierung der Proteine im Gel dreimal 30 s bei
600 Watt in einer handelsiiblichen Mikrowelle erwirmt, wobei das Gel nach jedem Erwirmen
10 min lang unter leichtem Schwenken gewaschen wurde. Anschlieend wurde das Gel mit
Coomassie-Brillant-Blau tiberschichtet und fiir 10 s bei 360 Watt erwirmt.

Die Fiarbung erfolgte nun fiir 15 min bis 2 h unter leichtem Schwenken. Die Coomassie-

Losung wurde anschlieend abgenommen und das Gel mit ddH,O gewaschen.

3.7.7 Westernblot-Analyse von Proteinproben

Das Verfahren beruht auf dem Transfer von Proteinen aus einem Acrylamidgel auf eine
PVDF-Membran mittels ,,semi-dry blotting”. Auf dieser Membran werden die Proteine
immobilisiert und dann spezifisch mittels Antikorperreaktion nachgewiesen.

Hierbei detektiert ein primdrer Antikdrper das Protein direkt oder einen an das Protein
fusionierte Markierung. Ein sekundérer, mit alkalischer Phosphatase konjugierter Antikorper
bindet den Primérantikorper und verstirkt so das Signal. Durch eine Farbreaktion wird das

detektierte Protein schlieBlich sichtbar gemacht.

3.7.7.1 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran

Es wurden zwei Filterpapiere (Whatman) und eine PVDF-Membran auf die Malle
7 cm X 9 cm zurechtgeschnitten. Die Membran wurde zur Aktivierung 5 s lang in Methanol
inkubiert. Filterpapiere und Membran wurden dann fiir 5 min in Transferpuffer inkubiert.

Im néchsten Schritt wurde der Blot wie folgt luftblasenfrei auf die Anode der Blotapparatur
geschichtet: Filterpapier, PVDF-Membran, Polyacrylamid-Gel, Filterpapier. Zum Schluss
wurde die Kathode auf den Stapel gelegt und das Netzgerdt (Power Supply GE Healthcare)
angeschlossen. Bei einer Stromstdrke von 200 mA und einer Spannung von 40 V wurde der
Transfer der Proteine auf die Membran je nach Molekulargewicht fiir 20 bis 30 min
durchgefiihrt. Anschliefend wurde die PVDF-Membran vorsichtig fiir 30 min bei RT unter
leichtem Schiitteln in Blockierungsldsung fiir Westernblots inkubiert.

Der hier beschriebene Proteintransfer konnte auch mit bereits gefarbten SDS-Gelen
durchgefiihrt werden. Vor einer Antikorperdetektion der Proteine nach Kapitel 3.7.7.3 musste
die Membran zuvor entfiarbt werden (siehe Kapitel 3.7.7.2).

3.7.7.2 Entfarben von PVYDF-Membranen

Die mit Coomassie gefdarbte PVDF-Membran wurde fiir 10 min bei RT in 8 %iger Essigsdure

(verdiinnt in Wasser) geschwenkt, um die Proteine an der Membran zu fixieren. AnschlieBend
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erfolgte die vollstindige Entfairbung der Membran mit 96 %igem Methanol unter Schwenken
bei RT. Auch die Farbung des GroBenstandards geht dabei verloren, weshalb die Banden
zuvor mittels Kugelschreiber markiert wurden. Die Membran wurde anschlieend griindlich
mit PBS gewaschen, um das Methanol riickstandslos zu entfernen. Anschliefend wurde die
PVDF-Membran vorsichtig fiir 30 min bei RT und unter leichtem Schiitteln in

Blockierungslosung fiir Westernblots inkubiert.

3.7.7.3 Antikorperreaktion auf einer PYDF-Membran

Die Membran wurde mit in Blockierlosung fiir Westernblots verdiinntem primérem
Antikorper 30 min lang bei RT oder ii/N bei 4 °C unter Rotieren bei 140 UpM inkubiert.
Anschliefend wurde die Antikorperlosung abgenommen und die Membran dreimal 10 min
lang in PBS unter leichtem Schiitteln gewaschen.

Es folgte die Inkubation der Membran mit dem Sekundirantikoérper in Blockierlosung fiir
30 min bei RT unter Rotieren bei 140 UpM. AnschlieBend wurde die Membran erneut

dreimal fiir 10 min mit PBS gewaschen.

3.7.7.4 Farbentwicklung mittels alkalischer Phosphatase

Die PVDF-Membran (Kapitel 3.7.7.3) wurde mit 20 ml Farbsubstrat-Losung [Detektions-
puffer + 33 ul BCIP-Losung (0,5 g BCIP in 10 ml ddH,0) + 66 ul NBT-Ldsung (0,5 g NBT
in 10 ml 70 %igem DMF)] inkubiert. Bei dieser Reaktion werden BCIP und NBT von der
alkalischen Phosphatase zu einem indigofarbenen Farbstoff umgesetzt, wodurch Proteine von
Interesse sichtbar gemacht werden konnen. Die Membran wurde so lange inkubiert, bis die
Férbung deutlich erkennbar war. Die Farbreaktion wurde durch Waschen mit Wasser

abgestoppt.

3.7.7.5 Ablosen eines Antikorpers von der PVDF-Membran

Es ist moglich, eine PVDF-Membran nach der Entwicklung einer ersten Antikorperfarbung
abermals mit Antikdrpern zu behandeln und ein weiteres Protein zu detektieren. Dies ist von
besonderer Bedeutung, wenn verschiedene Proteine einer Proteinprobe direkt miteinander
verglichen werden sollen.

Hierzu wurde die Membran fiir 2 bis 3 min bei RT in Strippingpuffer fiir Westernblots
geschwenkt. Anschliefend folgte ein Waschschritt mit PBS, der ebenfalls fiir 2 bis 3 min bei
RT und unter Schwenken durchgefiihrt wurde. Zur Neutralisation des pH-Wertes der

Membran wurde diese 2 bis 3 min lang in 1 M NaOH geschwenkt und danach zweimal mit



Methoden

PBS gewaschen, bevor nun der Blockierschritt mit Blockierlosung flir Westernblots

durchgefiihrt wurde. Anschlieend wurde wie in Kapitel 3.7.7.3 beschrieben fortgefahren.

3.7.8 Protein-Protein-Interaktionsstudie mittels Far-Westernblot

Zur Untersuchung von unmittelbaren Protein-Protein-Interaktionen in vitro wurden
Far-Westernblot-Analysen durchgefiihrt. Diese wurden nach einem Protokoll von Wu und
Kollegen durchgefiihrt (Wu et al. 2007). Hierfiir wurden Proteine wie in Kapitel 3.7.5 und
Kapitel 3.7.7.1 beschrieben aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
AnschlieBend wurden die immobilisierten Proteine mit 6 M Guanidin-HCl komplett
denaturiert und dann mit schrittweise abnehmender Konzentration an Guanidin-HCI (siche
Tabelle 3.7.3) renaturiert, um so die Sekundédr- und Tertidrstruktur des Proteins
wiederherzustellen.

Das auf Interaktion zu testende Protein wurde ebenfalls rekombinant hergestellt und nach der
Reinigung (sieche Kapitel 3.7.1) wie in Kapitel 3.7.13 beschrieben mit Biotin markiert. Die
Membran wurde nun /N mit 5 pg/ ml des biotinylierten Proteins in Blockierlosung fiir
Westernblots bei 4 °C und unter Rotieren bei 140 UpM inkubiert. Anschlieend wurde mit
alkalischer Phosphatase konjugiertes Streptavidin zur Markierung des Biotins eingesetzt und
gemil Kapitel 3.7.7.4 gefarbt. Interagiert das biotinylierte Protein mit dem auf der PVDF-

Membran immobilisierten Protein, kann eine Farbreaktion beobachtet werden.

Tabelle 3.7.3: Far-Westernblot Puffer mit verschiedenen Guanidin-HCI Konzen-
trationen

Guanidin-HCI [M] 6 3 1 0,1 0
Milchpulver [g] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Glycerin [ml] 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

5 M Natriumchlorid [ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
1 M Tris, pH 7,5 [ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
0,5 M EDTA [ml] 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
10 % TWEEN® 20 [ml] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

8 M Guanidin-HCI [ml] 18,75 9,3 3,13 0,31 0
ddH,0 [ml] 2,45 12,82 18,07 20,89 21,2

1 M DTT [ul] 25 25 25 25 25

Y Volumen [ml] 25 25 25 25 25

Inkubationszeit/Temperatur 30 min/ RT 30 min/ RT 30 min/ RT 30 min/4°C {i/N/4°C

3.7.9 Antigenreinigung polyklonaler Antikorper
Polyklonale Antikorperseren werden durch Immunisierung von Tieren mit einem

rekombinanten Protein als Antigen hergestellt. Antigene fiir die in dieser Arbeit verwendeten

polyklonalen Antikérper gegen CPn0147, CPn0809 und Pmp21N wurden durch Mitarbeiter
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der Arbeitsgruppe fiir Funktionelle Genomforschung (siche Tabelle 2.7.1) hergestellt. Die
Immunisierung von Kaninchen wurde von der Firma Eurogentec in Belgien durchgefiihrt.

Der im Antiserum des immunisierten Tieres enthaltene polyklonale Antikérper wurde
anschliefend zur Erhohung der Spezifitit und Reinheit mittels rekombinant-hergestelltem
Antigen gereinigt. Die Reinigung erfolgte nach einem Protokoll aus dem Buch ,,Antibodies:

A Laboratory Manual® (Greenfield 2013).

3.7.9.1 Antikorperreinigung mittels NHS-Sepharose

Bei der Antigenreinigung eines polyklonalen Antikorpers mittels NHS-Sepharose, bildet NHS
(N-Hydroxysuccinimid) eine chemisch stabile Amidbindung mit primédren Aminogruppen von
Proteinliganden. Die NHS-Sepharose wurde fiir die Reinigung mit rekombinantem Protein
gekoppelt, um anschlieBend aus dem Serum spezifisch an das Protein bindende Antikdrper zu
reinigen. Der spezifisch an das rekombinante Protein gebundene Antikérper wurde
anschlieBend durch Elution geldst. Fiir die Reinigung von 2 ml Serum wurden 1,5 ml NHS-
Sepharose und 1,5 bis 2 mg rekombinantes Protein eingesetzt. Die Reinigung wurde wie folgt
durchgefiihrt.

In eine Protein-Sdule wurde ein Polyethylenfilter gelegt und 1,5 ml NHS-Sepharose
hinzugegeben. Durch Zugabe von 20 ml eiskalter | mM HCI wurde das Isopropanol, in dem
die NHS-Sepharose gelagert wurde, ausgewaschen. Die NHS-Sepharose wurde anschlie3end
mit 10 ml Kopplungspuffer gewaschen. Zu 1,5 bis 2 mg Proteinlosung in PBS wurde dasselbe
Volumen an Kopplungspuffer gegeben und gemischt (Vortex-Genie 2). Das Gemisch wurde
auf die Sdule gegeben, die Sédule sorgfiltig verschlossen und ii/N bei 4 °C unter Rotieren bei
140 UpM inkubiert. Um nicht-reagierte Gruppen der NHS-Sepharose zu blockieren, wurden
anschliefend 4 ml Blockierlosung zugefiigt und gemischt. Das Gemisch wurde 4 h bei 4 °C
unter Rotieren inkubiert. Es wurde nun dreimal mit 1,5 ml Puffer A1 (0,1 M Tris, pH 8,0) und
dreimal mit 1,5 ml Puffer A2 (0,1 M Natriumacetat; 0,5 M NaCl, pH 4,0) gewaschen. Dieses
alternierende Waschen wurde noch zweimal wiederholt. Nun wurden 2 ml polyklonales
Antikorperserum mit 8 ml Puffer Al in die Protein-Sédule gegeben und unter Rotieren fiir 2 h
bei 4 °C inkubiert. Die Sdule wurde anschliefend einmal mit 10 ml 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
und einmal mit 10 ml 500 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) gewaschen. Die erste Elution
wurde nun mit 5 ml 10 mM Glycin (pH 2,5) fiir 5 min durchgefiihrt (saure Elution). Die
zweite Elution fand mit 5 ml 0,1 M Triethanolamin (pH 11,5) fiir 5 min statt (basische
Elution). Beide Eluate wurden jeweils in 0,5 ml 1 M Tris/HCI (pH 8,0) aufgefangen, um die

Losung zu neutralisieren.
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Durch Messung der Absorption bei 280 nm wurde die Proteinkonzentration der
Elutionsfraktionen ermittelt. Die gereinigten Antikdrper wurden aliquotiert und bei -20 °C

gelagert.

3.7.9.2 Antikorperreinigung mittels Westernblot

Zunichst wurde das rekombinante Antigen auf einem Polyacrylamidgel ohne Probentaschen
aufgetrennt und anschlieend auf einer PVDF-Membran immobilisiert. Das Protein wurde
danach wie fiir einen Far-Westernblot (sieche Kapitel 3.7.8) auf der Membran vollstindig
denaturiert und wieder renaturiert. Mittels Antikdrperreaktion wurde auf einem kleinen, zuvor
abgetrennten Streifen der Membran die Laufhohe des rekombinanten Proteins ermittelt. Der
Lauthohe entsprechende Bereich der unbehandelten Membran wurde ausgeschnitten und in
ein 2-ml-Reaktionsgefal} liberfithrt. Danach wurden 500 pl des polyklonalen Antiserums mit
3% BSA und 0,5% TWEEN® 20 versetzt und zu dem Blotabschnitt gegeben. Das
Reaktionsgefdl wurde ii/N unter Rotieren bei 140 UpM und 4 °C inkunbiert. Das Serum
wurde anschliefend abgenommen und der Blotabschnitt dreimal 1 h lang mit 1 ml PBS bei
4 °C gewaschen. Nun wurde der Antikorper mit 450 ul 10 mM Glycin (pH 2,5) fiir 5 min
eluiert. Das Eluat wurde mit 50 ul 1 M Tris/HCl (pH 8,0) neutralisiert. Der gereinigte
Antikorper wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

3.7.9.3 Abreicherung von Antikorpergemischen gegen fixierte

Humanzellen

Antikorper, die nach der Antigenreinigung unspezifischen Hintergrund zeigten, wurden durch
zusitzliche Abreicherungsschritte gegen Humanzellen gereinigt.

Humanzellen wurden zur Konfluenz in 25-cm?-Zellkulturflaschen wachsen gelassen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml Methanol oder 3 %igem PFA fiir 5 min bei RT
fixiert. Das Fixativ wurde vollstindig abgenommen und die Zellen dreimal mit 3 ml HBSS
gewaschen. Antigen gereinigter Antikorper wurde mit 3 % BSA und 0,5 % TWEEN® 20
versetzt, in eine Zellkulturflasche mit fixierten Zellen gegeben und durch schwenken
gleichméBig verteilt. Der Antikorper wurde dann fiir 1 h bei 4 °C auf den Zellen inkubiert.
Anschliefend wurde die Antikorperlosung abgenommen und in eine neue Zellkulturflasche
mit fixierten Zellen gegeben. Der Erfolg der Abreicherung wurde durch Immunfluoreszenz-

Mikroskopie (sieche Kapitel 3.8.1.4) iiberpriift.
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3.7.9.4 Abreicherung von Antikorpergemischen gegen Humanzelllysat
Humanzellen einer konfluent gewachsenen 80 cm? Zellkulturflasche wurde dreimal mit 5 ml
HBSS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml Phospho-Lysis-Puffer
tiberschichtet und 10 min lang bei RT inkubiert. Das Zelllysat wurde Kapitel 3.7.5.1 folgend
aufbereitet, mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran
immobilisiert (siehe Kapitel 3.7.5 und 3.7.7.1). Die PVDF-Membran wurde dann fiir 30 min
bei RT mit Blockierlsung fiir die Immunfloureszenz inkubiert. Nun wurde die Membran mit
1 ml gereinigten Antikorper fiir 1 h bei 4 °C und 140 UpM unter Rotieren inkubiert. Der
Erfolg der Abreicherung wurde mikroskopisch tiberpriift (siche Kapitel 3.8.1.4).

3.7.10 Beschichtung von Latexkiigelchen mit rekombinantem Protein
Proteinbeschichtete Latexkiigelchen wurden in dieser Arbeit genutzt, um die Spezifitit von
Antikdrpern nachzuweisen. Dabei wurde das Antigen, gegen das der Antikorper gerichtet ist
rekombinant hergestellt (siche Kapitel 3.1.3und 3.7.1) und anschlieend auf der Oberfléche
der Latexkiigelchen immobilisiert.

Eine Suspension mit 1 x 10° Latexkiigelchen (o 1,1 pm) wurden in ein 1,5-ml-Reaktionsgefif
mit 1 ml PBS gegeben und 5 min lang bei 13000 UpM (Heraeus Biofuge pico) pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Waschen mit PBS wiederholt. Nun wurden die
Latexkiigelchen mit 1 ml Kopplungspuffer gemischt, 5 min lang bei 13000 UpM zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Latexkiigelchen wurden anschlieBend in 100 pl
Kopplungspuffer und 100 pl nativem Protein (400 ul/ml) gemischt und fiir 1 h bei 4 °C und
unter Rotieren bei 140 UpM inkubiert. Nun wurden 500 ul Kopplungspuffer hinzugegeben
und die Suspension im Ultraschallbad sonifiziert. Der Suspension wurden dann 500 ul BSA-
Losung (40 mg/ml in Kopplungspuffer) zugefiigt und abermals 1h lang bei 4 °C und
140 UpM unter Rotieren zum Blockieren der Latexkiigelchen inkubiert. Die Suspension
wurde 5 min lang bei 13000 UpM zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die pelletierten
Latexkiigelchen in 1ml PBS mit 1mg/ml BSA gewaschen. Die so behandelten
Latexkiigelchen wurden fiir die Prdadsorption eingesetzt (Kapitel 3.7.10.1). Zur Kontrolle

wurden Latexkiigelchen hergestellt, die nur mit BSA blockiert wurden.

3.7.10.1 Praadsorptionsversuch zum Nachweis der Antikorperspezifitit

Polyklonale Antikérper wurden mit Latexkiigelchen inkubiert, die mit dem Antigen
beschichtet waren, gegen das der Antikorper gerichtet ist. Der Antikorper bindet so ebenfalls
an die Latexkiigelchen und wurde aus der Antikorperlosung entfernt. Das spezifische

Antikorpersignal ist bei Farbungen mit dieser Antikorperldsung verschwunden.
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Proteinbeschichtete Latexkiigelchen aus Kapitel 3.7.10 wurden bei 13000 UpM pelletiert, der
Uberstand verworfen und 100 pl antigengereinigter Antikorper hinzugegeben. Die Suspension
wurde i/ N bei 4 °C und unter Rotieren bei 140 UpM inkubiert. Danach wurde die Suspension
5 min lang bei 13000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein 1,5-
ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt.

Der Uberstand und die Latexkiigelchen wurden mikroskopisch untersucht. Zur Validierung
des Versuchs wurde eine Probe der Antikérperlésung mit Kiigelchen inkubiert, die nur mit

BSA behandelt worden waren.

3.7.10.2 Nachweis der Proteinbeschichtung mittels Immunfluoreszenz

Der Erfolg des Priadsorptionsversuches (Kapitel 3.7.10.1) wurde durch Firbung des
gebundenen Antikorpers mit fluoreszenzmarkierten, sekundidren Antikdrpern nachgewiesen.
Gebundener Antikérper wurde anschlieBend mikroskopisch detektiert. Die griin
fluoreszierenden Latexkiigelchen aus Kapitel 3.7.10.1 wurden hierzu mit 100 pl eines
entsprechenden sekundéren, Alexa Fluor 594-konjugierten Antikorpers fiir 1 h auf Eis
inkubiert. Die so behandelten Latexkiigelchen wurden anschlieend zweimal mit 1 ml PBS
gewaschen und je 5 min lang bei 13000 UpM pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS gelost
und auf einen Objekttriger getropft.

3.7.11 Fraktionierung von infizierten Humanzellen

Zur Detektion von Proteinen, die unterhalb der Nachweisgrenze der Immunfluoreszenz-
Mikroskopie liegen, wurden Fraktionierungen von infizierten Humanzellen durchgefiihrt. Die
Fraktionen wurden anschlieBend mittels Westernblot auf das Vorhandensein chlamydialer
Proteine analysiert. In dieser Arbeit wurde eine diskontinuierliche
Dichtegradientenfraktionierung mit  Optiprep®  durchgefiihrt. Bei  solch  einer
Gesamtzellfraktionierung werden Zellbestandteile in Schichten des Gradienten angereichert,
die ihrer eigenen Dichte entsprechen. Die verschiedenen Schichten konnen anschlieBend
abgenommen und untersucht werden. So sind Riickschliisse auf die Lokalisation von
Proteinen innerhalb einer Zelle moglich. Die Fraktionierung wurde nach einem
abgewandelten Protokoll von Valdivia und Kollegen durchgefiihrt (Jorgensen & Valdivia
2008).

Fiir diesen Versuch wurden HeLa-Zellen in 32 25-cm?-Zellkulturflaschen ausgesét und 24 h
bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Die Zellen wurden dann mit C. pneumoniae mit einer
MOI=2 infiziert und bei 48 bzw. 65 hpl geerntet und fraktioniert. Dazu wurde das

Zellkulturmedium abgenommen und 1 ml PBS mit 1 % cOmplete Protease Inhibitor Cocktail
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auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden nun mit einem Zellkulturschaber abgeldst und in
ein 50-ml-Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt. Die Suspension wurde 5 min lang bei 4 °C und
1000 UpM (Rotanta 460R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 7 ml
PBS cOmplete Protease Inhibitor Cocktail suspendiert und zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 7 ml hypoosmotischem 0,2-fach PBS (PBS verdiinnt
mit ddH,0) aufgenommen. Die Zellen wurden nun 5 bis 10 min lang auf Eis inkubiert und
das Aufschwdammen der Zellen mikroskopisch iiberpriift (Binokular Axiovert 25C). Die
Zelllyse wurde mittels Dounce-Homogenisator auf Eis durchgefiihrt, wobei 30 x mit einem
groben Pistill und 30 x mit einem feinen Pistill gearbeitet wurde. Die Lyse der Zellen wurde
mikroskopisch gepriift. Die Humanzellen waren aufgebrochen, groB3e Zellorganellen, wie der
Zellkern, dagegen groftenteils intakt geblieben.

Das Lysat wurde nun bei 500 x g 5 min lang bei 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Multifuge
3SR+). Das resultierende Pellet stellt die Kernfraktion und der Uberstand die postnukleare
Fraktion dar. Der Uberstand wurde 1h lang bei 4°C und 100000 x g (Ultrazentrifuge
TLA100, Rotor SW40Ti) zentrifugiert. Der geklidrte Uberstand beinhaltet vor allem das
Zytosol der Zellen, und das Pellet — das sogenannte High-Speed-Pellet (HSP) — beinhaltet alle
festen Bestandteile der Zellen und Bakterien, wie zum Beispiel Membranen. Im folgenden
Optiprep®-Gradienten wurde das HSP weiter aufgetrennt. Es wurde in 1,5 ml PBS + Protease
Inhibitor und 1,5 ml 60 %igem Optiprep® resuspendiert. Das so auf 30 % Optiprep®
eingestellte Gemisch wurde in ein Ultrazentrifugationsrohrchen gegeben. Nun wurde das
Gemisch mit verschiedenen Optiprep®-Konzentrationen {iiberschichtet. Dazu wurde das
Optiprep® mit PBS + Protease Inhibitor verdiinnt. Das HSP-Gemisch wurde wie folgt
tiberschichtet: 2ml 25%, 1,5ml 20% und 1ml 5% Optiprep®. Die
Gradientenzentrifugation wurde 2 h lang bei 4 °C und 100000 x g (Ultrazentrifuge TLA100,
Rotor SW40Ti) durchgefiihrt. Die einzelnen Fraktionen wurden anschlieBend in 300 pl
Portionen abgenommen. Die Proteinkonzentration jeder Fraktionen wurde mittels Bradford-
Reagenz (sieche Kapitel 3.7.4) bestimmt. Fiir die Westernblot-Analyse wurden gleiche

Proteinkonzentrationen je Fraktion eingesetzt.

3.7.12 Behandlung von C. pneumoniae EBs mit Detergenzien

Bei der Detergenzienbehandlung von Elementarkorperchen (EBs) soll betrachtet werden, ob
bestimmte Proteinen auf der Oberfldche présentiert sind und unter welchen Bedingungen sich
diese Proteine von der Oberfldche 19sen lassen.

Hierzu wurden 75 pl (10° IFU/ ml) einer EB-Suspension (siche Kapitel 3.4.3) fiir 30 min bei
15000 UpM und 4 °C (Biofuge Primo R) in einem 1,5-ml-Reaktionsgefdl pelletiert. Das
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Pellet wurde danach in 100 ul PBS mit Hilfe des Ultraschallbades resuspendiert.
AnschlieBend wurde die EB-Suspension mit PBS oder mit einem der folgenden Detergenzien
zu einem Volumen von 150 pl aufgefiillt: Triton X-100 (Zielkonzentration: 1 %) oder
Sarkosyl (2 %). Die Proben wurden nun 1 h lang bei 37 °C inkubiert und danach 1 h bei 4 °C
und 100000 x g zentrifugiert (Optima Max 100E, Rotor MLS50). Der Uberstand wurde
abgenommen und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefd} iiberfiihrt. Das Pellet wurde in 150 ul PBS
gelost. Beiden Fraktionen wurden mittels Westernblot analysiert (Kapitel 3.7.7).

3.7.13 Markierung von Proteinen mit Biotin
Die Biotinylierung von Proteinen wurde mit EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin in 20-fachem
Uberschuss durchgefiihrt. NHS-Biotin bildet Amidbindungen mit Molekiilen, die primire
Amide enthalten und wird so an Proteinliganden gebunden.
Es wurden eine 10 mM Biotinlésung in ddH,O hergestellt. Die Menge Biotin, die zur
Biotinylierung von rekombinanten Proteinen eingesetzt wurde, war abhingig von der
Konzentration und dem Molekulargewicht des Proteins und wurde nach folgender Formel
berechnet:
Eingesetzte pl Biotin-Losung =

(Menge Protein in pg/ Protein-Molekulargewicht in Da) x 2 x 10°
Die Losung wurde gut gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion
durch Zugabe von 1 M Tris/HCI (pH 7,5) (Zielkonzentration: 50 mM) und Inkubation auf Eis
fiir 1 h abgestoppt. So markierte Proteine wurden beispielsweise fiir Protein-Protein-

Interaktionsstudien mittels Far-Westernblot verwendet (sieche Kapitel 3.7.8).

3.7.14 Bindung von Proteinen an Phospholipide

In dieser Arbeit wurde die Bindung von Proteinen an spezifische Lipide mit
Membranlipidstreifen (Membrane Lipid Strips'™) untersucht.

Die Membranlipidsreifen wurden 1h lang bei RT unter Rotieren bei 140 UpM in
Blockierlosung fiir Membranlipidstreifen blockiert. AnschlieBend wurde 1 pg/ml
rekombinantes Protein mit Blockierlosung fiir Membranlipidstreifen verdiinnt und 1 h bei RT
bei unter Rotieren 140 UpM mit dem Membranlipidstreifen inkubiert. Danach wurde der
Streifen dreimal mit PBS + 0,1 % TWEEN® 20 gewaschen. Das Protein wurde anschlieBend
mit einem spezifischen Antikorper, der gegen die Markierung des Proteins gerichtet war, und
einem sekunddren mit alkalischer Phosphatase-konjugierten Antikorper detektiert. Die
Inkubation der Antikérper mit dem Membranlipidstreifen erfolgte fiir 30 min bei RT und
140 UpM in Blockierlosung fiir Membranlipidstreifen. Danach wurde der Streifen dreimal mit
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PBS + 0,1 % TWEEN® 20 gewaschen und die anschlieBende Farbreaktion wie in
Kapitel 3.7.7.4 beschrieben durchgefiihrt.

3.8 Immunfluoreszenz-Mikroskopie von Humanzellen

Bei der Immunfluoreszenz-Mikroskopie werden Proteine mittels Antikdrperfarbung und eines
an den Antikdrper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes sichtbar gemacht.

Hierzu wurden Humanzellen in 24-Well-Platten auf Deckgléschen (o 12 mm) ausgesét (siche
Kapitel 3.3) und zur halben Konfluenz wachsen gelassen. Die Zellen miissen vor einer

immunologischen Analyse fixiert werden.

3.8.1.1 Fixierung von Humanzellen

Das Zellkulturmedium wurde von den Zellen abgenommen. Je nach zu betrachtetendem
Organell variiert die Fixierung der Zellen. In dieser Arbeit wurden Humanzellen mit
Methanol oder 3 %igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

Im Falle von Methanol wurden die Zellen mit auf -20 °C kaltem Methanol oder Methanol mit
RT fixiert. Dazu wurden die Zellen mit 250 ul Methanol iiberschichtet und 5 bis 10 min lang
bei RT inkubiert. Das Methanol wurde anschlieBend abgenommen und die Zellen dreimal mit
1 ml HBSS gewaschen.

PFA wurde als 30 %ige Stammldsung bei -20 °C autbewahrt und fiir die Fixierung von Zellen
auf 3 % PFA verdiinnt. Die Zellen konnten mit 4 °C kaltem PFA oder mit auf 37 °C
erwiarmten PFA fixiert werden. Hierzu wurden die Zellen mit 250 ul PFA iiberschichtet und 5
bis 20 min lang bei RT fixiert. AnschlieBend wurde das PFA abgenommen und die Zellen
dreimal mit 1 ml HBSS gewaschen.

Die Zellen wurden sofort zur Immunfirbung verwendet oder bei 4 °C in HBSS im

Kiihlschrank gelagert.

3.8.1.2 Permeabilisierung von PFA-fixierten Humanzellen

Zellen, die mit Paraformaldehyd fixiert worden waren, mussten vor einer Immunfarbung
permeabilisiert werden, um Strukturen innerhalb der Zelle fiir Antikorper zugénglich zu
machen. Eine Permeabilisierung erfolgte mit 0,1 % Triton X-100 oder 0,5 % Saponin. Zur
Permeabilisierung mit Troton X-100 wurden die Zellen mit 250 ul 0,1 % Triton X-100 in
PBS {iberschichtet und 5 min lang inkubiert. Zur Permeabilisierung mit Saponin wurden die
Zellen initial 20 min lang mit 250 pl 2 %iger Saponin-Losung bei RT inkubiert und
anschlieend unter Anwesenheit von 0,5 % Saponin gefarbt (siehe Kapitel 3.8.1.3 und
3.8.1.4).
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3.8.1.3 Direkte Immunfluoreszenz

Bei der direkten Immunfluoreszenz werden Proteine durch spezifische Antikorper detektiert,
welche mit einem Fluorochrom konjugiert sind.

Fixierte Zellen auf Deckgldschen wurden mit 20-30 pul verdiinnter Antikorperlosung
iiberschichtet. Nach einer Inkubationsdauer von 30 min bei RT wurden die Zellen dreimal mit
1 ml PBS gewaschen. Um die DNS sichtbar zu machen wurde 10 min lang mit 1 ug/ml DAPI
gefdarbt, woran sich ebenfalls drei Waschschritte mit 1ml PBS anschlossen. Das
Deckgldschen wurde nun getrocknet, mit den Zellen voran in 1-1,5 pl Vectashield®

luftblasenfrei auf den Objekttriger gelegt und anschlieend versiegelt.

3.8.1.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Der Antikdrper, welcher bei der indirekten Immunfluoreszenz zur Detektion von Proteinen
genutzt wird, ist nicht markiert. Er wird mit Hilfe eines sekundiren Fluorochrom-konjugierten
Antikorpers gebunden und so sichtbar gemacht. Dadurch wird das Signal des markierten
Proteins verstérkt.

Fir die indirekte Immunfluoreszenz wurden die fixierten Zellen zundchst mit 20-30 pl
verdiinnter Primérantikorperlosung liberschichtet. Die Inkubation erfolgte bei RT fiir 30 bis
60 min. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit 1 ml PBS gewaschen und danach mit
20-30 pl verdiinnter Sekundérantikorperlosung fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Farbung von
DNS und das Fixieren des Deckgldschens auf dem Objekttriger erfolgten wie in
Kapitel 3.8.1.3 beschrieben.

3.8.1.5 Lebendzell-Mikroskopie

Die Fixierung von Zellen ist eine etablierte Methode, um mikroskopische Untersuchungen
durch Immunfluoreszenz-Analysen zu ermdglichen. Fragen zur Dynamik von Prozessen und
biologischen Interaktionen konnen durch sie nicht gekldrt werden, da es sich bei der
Betrachtung von fixierten Zellen immer nur um eine Momentaufnahme der tatsidchlichen
Vorginge handelt. Zudem konnen Strukturen durch die jeweilige Fixierungsmethode
ungewollt verandert werden. Um dynamische Prozesse in vivo sichtbar zu machen, wurden in
dieser Arbeit mikroskopische Untersuchungen an lebenden Zellen durchgefiihrt. Bei der
Lebendzell-Mikroskopie konnen die Proteine nicht mit Antikdrpern markiert werden,
wodurch alle Prozesse mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen, die in die lebende Zelle
eindringen konnen, oder durch ektopisch produzierte, fluoreszierende Proteine sichtbar

gemacht werden miissen.
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Fiir die Lebendzell-Mikroskopie wurden Zellen in Lebendzellkammern ausgesédt und 24 h
lang zur halben Konfluenz wachsen gelassen. Die Zellen wurden anschlielend entweder wie
in Kapitel 3.4.1 beschrieben infiziert, transfiziert (siche Kapitel 3.6.1) oder ca. 15 h nach der
Transfektion infiziert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit 2 ml auf 37 °C
vorgewdrmtem Lebendzell-Mikroskopie-Puffer gewaschen und dann mit 5 pg/ml Bodipy®
493/ 503 und/oder 1 pg/ml Hoechst 33342 in 2 ml Lebendzell-Mikroskopie-Puffer gefarbt.
Die Zellen wurden erneut 2 x mit je 2 ml Lebendzell-Mikroskopie-Puffer gewaschen und fiir
die Mikroskopie mit 1 ml Lebendzell-Mikroskopie-Puffer iiberschichtet. Die Mikroskopie
wurde bei 37°C und mit einem konfokalen Nikon C2 Mikroskop mit Lebendzell-

Inkubationskammer durchgefiihrt.

3.9 Propidiumiodid-Farbung von E. coli

Die Féarbung von E. coli mit Propidiumiodid wurde zur Identifizierung von toten Zellen
durchgefiihrt. Der in die DNS interkalierende Farbstoff kann nur in Zellen eindringen, deren
Zellmembran perforiert ist und markiert auf diese Weise tote Zellen.

Es wurde 1 ml einer E. coli-Expressionskultur (siche Kapitel 3.1.3) in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefa3 iiberfithrt und fiir 3 min bei 7500 x g (Heracus Biofuge pico) pelettiert.
Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit 1 ml 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) gewaschen und
pelletiert. Die Zellen wurden nun in Iml 10mM Tris/HCl (pH 7,5) mit 5 pg/ml
Propidiumiodid aufgenommen und 3 min lang gefdrbt. Die Zellen wurden pelletiert, in 1 ml
10mM Tris/HCI (pH 7,5) aufgenommen und anschlieBend ziigig mikroskopiert

(Fluoreszenzmikroskop Axioskop 50).

3.10 Quantifizierung von CPn0147-Faden

Fiir die Quantifizierung der Fadenrichtung, Fadenzahl und der Assoziation mit chlamydialen
Antigenen von CPn0147- und IncA-positiven Fiden wurden Humanzellen mit C. pneumoniae
bei niedriger MOI (zwischen 0,1 und 1) Kapitel 3.4.1 folgend infiziert. Fiir die
Quantifizierungen wurden nur Einzel-Inklusionen beriicksichtigt. Dazu wurde die infizierte
Zelle mikroskopisch durchmustert und bei multipler Infektion nicht beriicksichtigt. Fiir die
Messung der Abstdnde zwischen Faden und Wirtszellkern wurde die NIS-Elements Software
von Nikon verwendet. Die Zahl von mit Inklusionen assoziierten Faden und die Antigen-

Assoziation wurden manuell bestimmt.



Methoden

3.11 Programme und Bildbearbeitung

Fir die bioinformatische Analyse von Proteinen zur Identifikation von funktionellen
Domédnen wurden frei zugingliche internetbasierte Programme verwendet: Fiir die
Vorhersage von hydrophoben und Transmembrandomédnen wurden TMHMM 2.0 oder 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) und Phobius (http://phobius.sbc.su.se/) und fiir
die suche nach Dominen-Familien Pfam (http://pfam.xfam.org/) verwendet. Fiir
Sequenzvergleiche von Proteinen wurde der BLASTp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
/Blast.cgi) verwendet. Alle Analysen wurden mit den voreingestellten Parametern
durchgefiihrt.

Fiir die Erfassung von Mikroskopie-Bildern wurden abhingig vom verwendeten Mikroskop
verschiedene Programme verwendet. Fiir das Zeiss Fluoreszenzmikroskop Axioskop 50 mit
12 Bit CCD Kamera wurde das Programm Image Pro Plus der Firma Media Cybernetics
genutzt.

Fiir die Bilderfassung mit dem Zeiss Spinning-Disk Mikroskop Cell Observer wurde das
Programm AxioVision von Zeiss verwendet.

Fiir die Bilderfassung mit dem Nikon Konfokalmikroskop C2 wurde das Nikon Programm
NIS-Elements Advanced Research genutzt.

Fiir eine anschlieBende Bildbearbeitung und fiir die Erstellung von Figuren wurde das

Vektorzeichenprogramm Canvas 14 verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von CPn0809

Haufig wird CPn0809 aufgrund der genomischen Lokalisierung seines Gens und des
typischen Hydrophobizititsprofils als mogliches Translokationsporen-Protein beschrieben
(Kapitel 1.6). Da detaillierte bioinformatische Doménenanalysen des CPn0809 und der im
selben Operon exprimierten Proteine fehlten, wurden diese im ersten Schritt der Arbeit

durchgefiihrt.

4.1.1 CPn0811 weist Ahnlichkeiten zu T3SS-assoziierten Klasse II-

Chaperonen auf

Bisher wurden keine detaillierten Homologie-Analysen der putativen T3SS-assoziierten
Klasse I[I-Chaperone von C. pneumoniae CPn0811 (LcrH 1) und CPnl021 (LcrH 2)
publiziert (Kapitel 1.4.5.1). In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der durchgefiihrten Analyse
mittels BLASTp zusammengefasst. Die postulierten chlamydialen Translokon-Chaperone
zeigen starke Homologien zu anderen Translokon-Chaperonen. Wie erwartet, bestehen die
groBten Ahnlichkeiten der beiden C. pneumoniae Translokon-Chaperone dabei zu ihren
Homologen aus C. trachomatis. Bemerkenswert ist die Homologie von CPn0811 und
CPnl1021 zu SycD aus Yersinia enterocolitica, einem humanpathogenen Bakterium, das
phylogenetisch weit von C. pneumoniae entfernt ist. Dabei zeigte CPn0O811 bei einer
Abdeckung von 56 % mit SycD 28 % Identitit und 49 % Homologie. Das zweite Chaperon
CPn1021 zeigte sogar 30 % Identitdt und 48% Homologie bei einer Abdeckung von 81 % mit
SycD.

Allerdings ist die Identitdt der Sequenzen der Chaperone verschiedener Organismen meist
relativ gering. Selbst bei den phylogenetisch eng verwandten Chlamydien-Spezies
C. pneumoniae und C. trachomatis zeigen die Chaperone eine maximale Identitit von 70 %
bei CPn0811 und CT 576, bzw. sogar unter 30 % bei CPn1021 und CT 576 oder CPn811
und CT_862.

Durch einen BLASTp-Vergleich von CPn0811 und CPnl021 gegen die Non-redundant
protein sequences- (nr-) Datenbank des NCBI unter Ausschluss aller Chlamydiae
(taxid:51291), wurden Proteine identifiziert, die entweder als mit dem T3SS in Verbindung
stehende Chaperone annotiert sind oder als hypothetisch gefiihrt werden. Die Ahnlichkeit der

beiden Proteine zu T3SS-assoziierten Chaperonen ist somit spezifisch.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi�
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Tabelle 4.1: Ergebnisse der Proteinsequenzvergleiche verschiedener Translokon-
Chaperone

T3SS-assoziierte Klasse II-Chaperone aus C. pneumoniae (CPn0811/1021), C. trachomatis
(CT _576/862), Yersinia (SycD), Pseudomonas (PcrH), Salmonella SPI-1 (SicA), Salmonella SPI-2
(SscA), Shigella (SpgC) im Vergleich.

Identitat in % / Abdeckung in %

Cpn0811 Cpnl021 CT_576 CT_862 SycD PcrH SicA SscA SpgC
-
g Cpn0811 23/52 70/96 27/65 | 28/56 | 29/50 | 22/64 | 25/51 | 26/45
e 21/
o Cpn1021 ce08 26/72 67/99 30/81 | 22/72 | 21/67 | 24/55 | 23/52
= 83/ a5/
put CT_576 5 31/64 30/61 | 28/50 | 25/54 | 23/63 | 24/53
= e-116 3e-12
3 39/ 80/ 46/
5 CT_862 le12 2o86 I 28/66 | 29/58 | 23/51 | 27/38 | 23/61
~

49/ 48/ 52/ 48/
) SycD leds led7 e 9017 59/97 | 26/83 | 27/83 | 27/94
c 51/ 45/ 50/ 51/ 77/
v ol 2e-14 de-11 1le-14 le-14 | 6e-69 29/81 | 29/83 | 26/84
‘an . 49/ 42/ 49/ 43/ 47/ 48/
o o 2e-10 3e-09 Se-10 2608 | 2e15 | 6e17 24/69 [ 60/89
O
= SscA 40/ 47/ 40/ 49/ as/ 48/ 42/ 24/61
o s¢ Se-11 4e-10 8e-10 2e-08 2e17 | 1e-16 | Se-07
I Soec 54/ 2/ 54/ 46/ 45/ 47/ 80/ 40/

PE 2e-14 9e-07 3e-15 8e-11 7e18 | 2617 | 1e-69 | 7e-06

Zudem wurde bei CPn0811 und CPnl1021 durch Pfam drei TPR_3- (Tetratricopeptide-like
repeat-) Doménen identifiziert. Diese TPR 3-Doménen sind unperfekte, 34-Aminoséuren
lange Wiederholungen, die typisch fiir T3SS-assoziierte Klasse [I-Chaperone sind und
Protein-Protein Interaktionen vermitteln (Pallen ez al. 2003; Edqvist et al. 2006).

Die gezeigten Daten bestitigten die Ahnlichkeit von CPn0811 und CPn1021 zu Translokon-
assoziierten Chaperonen anderer Bakterien. Beide Chaperone werden zusammen mit je drei
weiteren Proteinen in Operons codiert (Kapitel 1.6 und 4.1.2). Das in dieser Arbeit
untersuchte CPn0809 ist im Operon von CPn0811 codiert und wurde im folgenden Kapitel
zusammen mit den anderen Operon-Proteinen bioinformatisch auf Dominen untersucht,

welche fiir Translokator-Proteine typisch sind.

4.1.2 Bioinformatische Charakterisierung der Proteine des CPn0811- und

CPn01021-Operons

Das Gen ¢pn0809 wird im Genom von C. pneumoniae zusammen mit cpn0811 und zwei

anderen Genen als polycystronische mRNS transkribiert (Ouellette et al. 2005) (Kapitel 1.6
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und 4.1.2). In Abbildung 4.1 ist die genetische Organisation der C. pneumoniae und
C. trachomatis T3SS Translokon-Operons im Vergleich mit Translokon-Operons anderer

humanpathogener Bakterien gezeigt.

Die T3SS-assoziierten Klasse [I-Chaperone anderer humanpathogener Bakterien wie
Yersinia, Pseudomonas, Salmonella oder E. coli werden in der Regel in der Néhe der drei
Translokon-Proteine  codiert (Abbildung 4.1). Davon bildet ein Protein die
Assemblierungsplattform fiir die Translokationspore an der Nadelspitze des T3SS, wihrend
zwei Proteine die Pore in der Membran der Wirtszelle formen (Kapitel 1.4.4.2). Es gibt
jedoch Beispiele fiir Abweichungen von dieser Operon-Struktur. Wie in Abbildung 4.1 zu
erkennen ist, codieren einige der Translokon-Operons zusdtzliche Chaperone oder
regulatorische Proteine. Im Falle von E. coli wird das Klasse II-Chaperon nicht zusammen

mit den Translokon-Proteinen in einem Operon codiert (Wainwright & Kaper 1998).

Auch die beiden putativen Translokon-Operons von C. pneumoniae beinhalten ein Klasse II-
Chaperon (Kapitel 4.1.1), zwei Proteine, die Translokationsporen-Proteine darstellen konnten
und ein Protein, welches als Nadelspitzenprotein fungieren kdnnte. Die Proteine der Operons
wurden aufgrund von Doméinenanalysen und Hydrophobizititsvorhersagen zugeordnet,

welche im Folgenden detaillierter beschrieben werden.

Das CPn0811-Operon von C. pneumoniae codiert neben CPn0809 auch CPn080S.
Interessanterweise zeigen beide Proteine in einer Doméinenvorhersage eine SseC- (Secretion
system effector C-) Domaéne. Es handelt sich bei dieser Doméne um einen Homologiebereich,
der im namensgebenden Translokon-Protein SseC und in anderen Translokon-Proteinen wie
YopB, PopB und EspD, die auch als grofle hydrophobe Translokatoren bezeichnet werden,
identifiziert wurde (Abbildung 4.2) (vgl. Kapitel 1.4.4.2). Dieses Ergebnis war unerwartet, da
bei den anderen betrachteten Translokon-Operons nur der grofle hydrophobe Translokator
eine SseC-Doméne aufweist, wihrend die kleinen hydrophobe Translokatoren, wie z. B.
YopD, PopD und EspB, jeweils anderen Translokon-assoziierten Familien angehoren (sieche

digitaler Anhang).
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Abbildung 4.1: Schematischer Vergleich der genomischen Organisation verschiedener
Translokon-Operons

Die in den Operons codierten Proteine wurden als Pfeile dargestellt. Die Richtung der Pfeile gibt die
Orientierung im Genom an. Auf der linken Seite der Zeichnung wiirde sich der definitionsgeméafie
Beginn des bakteriellen Chromosoms befinden. Translokationsporen-Proteine sind in Schwarz, T3SS-
assoziierte Klasse II-Chaperone in Grau, Nadelspitzenproteine in Weill und andere regulatorische
Proteine gestreift dargestellt. Die Einordnung der chlamydialen Proteine fand nach BLASTp
Homologie-Analysen, Vorhersagen von Hydrophobizitétsprofilen mittels TMHMM 2.0 und Phobius,
Doménenvorhersagen durch Pfam und aufgrund ihrer genomischen Lage im Verhéltnis zum
Klasse II-Chaperon des Operons statt.
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Da Translokationsporen-Proteine meist mehrere Transmembrandominen aufweisen, wurden
CPn0808, CPn0809 und CPn0810 auf hydrophobe Dominen analysiert (Abbildung 4.2). Fiir
CPn0809 wurden drei hydrophobe Doménen in der C-terminalen Hilfte des Proteins
identifiziert, von denen durch Phobius zwei und durch TMHMM 2.0 alle drei als
Transmembrandoménen vorhergesagt wurden. CPn0808 weist zwei hydrophobe Doménen
auf, welche nicht als Transmembrandoménen annotiert wurden. Fiir CPn0810 wurden keine

Domaénen gefunden.

Nadelspitzenproteine der T3SS anderer pathogener Bakterien unterscheiden sich von den
Translokationsporen-Proteinen haufig durch das Fehlen von hydrophoben Doménen, weshalb
die Nadelspitzenproteine in der Literatur als hydrophile Translokon-Proteine bezeichnet
werden (Kapitel 1.4.4.2) (Cornelis 2006). Daher wurde CPn0810 als mogliches
Nadelspitzenprotein eingeordnet (Abbildung 4.1).

Das CPnl1021- (LcrH_2-) Operon von C. pneumoniae codiert ebenfalls zwei Proteine, die
aufgrund ihrer Hydrophobizitdtsprofile wahrscheinlich den Translokationsporen-Proteinen
zuzuordnen sind. CPnl019 besitzt eine hydrophobe Domine, die jedoch nicht als
Transmembrandoméne vorhergesagt wird. Im C-terminalen Teil des CPn1020 befinden sich
drei hydrophobe Dominen, von denen durch TMHMM 2.0 eine und von Phobius alle drei als
Transmembrandoménen identifiziert wurden (Abbildung 4.2). Im CPn1021-Operon wurde
nur fiir das Protein CPn1020 eine SseC-Domine gefunden, die im Vergleich zu den anderen
betrachteten Proteinen nur einen sehr kleinen Teil des Proteins abdeckt und mit einem relativ
schlechten Erwartungswert von 2,2x107 annotiert wurde (Abbildung 4.2). Fir CPn1019
wurden keine weiteren funktionellen Dominen identifiziert und die Einordnung als
Translokon-Protein in Abbildung 4.1 wurde aufgrund der vorhergesagten hydrophoben

Domine vorgenommen.

Wie bei CPn0810 wurden auch in CPnl1022 keine hydrophoben oder andere funktionelle
Dominen vorhergesagt. Daher wurde CPnl022 in Abbildung4.1 als mdogliches

Nadelspitzenprotein des zweiten C. pneumoniae Translokon-Operons eingeordnet.



Ergebnisse

SseC Domane:
Erwartungswert
der Vorhersage

CPn0808 6,8*1028

1 488

CPn0809 ||

1 510

CPn1020 ||

3,7*1030

2,2*10°03

6,2*1071°

1,5%1040

1,5*107

1,3*10°69

3,710

1,3*10-60

1,5%1030

1,6*10766

D Hydrophobe Doméne . Coiled-Coil Doméne SseC Doméne

Abbildung 4.2: Grafische Darstellung der Doménenanalyse der Translokationsporen-Proteine

Translokon-Proteine mit einer vorhergesagten SseC-Domédne wurden miteinander verglichen.
Hydrophobe Doménen sind als hellgraue, Coiled-Coil Doménen als schwarze und SseC-Domaénen als
dunkelgraue Boxen dargestellt. Die Erwartungswerte, mit denen die SseC-Dominen in den
jeweiligen Proteinen vorhergesagt wurden, sind rechts angegeben. Die eingezeichneten Doménen
wurden durch folgende Programme vorhergesagt: Pfam, TMHMM 2.0 bzw. Phobius und Marcoil.
Die GroBle der Proteine unterscheidet sich und ist durch die Angabe der Linge der Aminosdurekette
mit Zahlen iiber den jeweiligen Skizzen angegeben. Alle vorhergesagten Strukturen wurden im
GroBenverhiltnis proportional zueinander eingezeichnet.
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Die SseC-Dominen in den betrachteten Translokon-Proteinen umfassen mindestens eine,
meist jedoch zwei vorhergesagte Coiled-Coil Doménen (Abbildung 4.2). Des Weiteren
beinhaltet eine SseC-Doméne meist zwei bis drei hydrophobe Doménen. Die SseC-Doméne
deckt bei den meisten betrachteten Translokon-Proteinen den iiberwiegenden Teil der C-
terminalen Hailfte des Proteins ab. Auch wenn die vorhergesagten Strukturelemente der
Proteine in einigen Féllen auflerhalb der SseC-Doménen liegen, ist eine Gemeinsamkeit der
Translokationsporen-Proteine, dass hydrophobe Dominen von Coiled-Coil Doménen

eingerahmt werden.

CPn0809 zeigte in der Dominen-Analyse die groBte Ahnlichkeit zu SipB von Salmonella und
IpaB von Shigella. Die drei Proteine besitzen hydrophobe Doménen, die innerhalb der SseC-
Doméne von zwei Coiled-Coil Doménen eingeschlossen werden. Des Weiteren waren diese
Proteine die einzigen, die mindestens eine zusitzliche Coiled-Coil Doméne in der N-
terminalen Hélfte des Proteins aufwiesen, welche zudem auferhalb der SseC-Doméne lag.
Ein gezielter BLASTp-Vergleich zeigte, dass CPn0809 zu SipB eine Identitit von 29 %
(Homologie 52 %; Abdeckung von 38 %) besitzt und zu IpaB 30 % identisch (Homologie
49 %; Abdeckung von 38 %) ist, diese sind die groBten Ahnlichkeiten von CPn0809 zu

anderen betrachteten Translokon-Proteinen.

Alle in diesem Kapitel und in Kapitel 4.1.1 beschriebenen bioinformatischen Analysen
konnen im digitalen Anhang eingesehen werden. Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass
CPn0809 starke strukturelle Ahnlichkeiten zu Translokon-Proteinen anderer pathogener
Bakterien aufweist. Die Annahme, dass CPn0809 ein Translokationsporen-Protein darstellt,
wurde bioinformatisch unterstiitzt. Im Folgenden wurde CPn0809 in der chlamydialen

Infektion charakterisiert, um weitere Hinweise auf seine Funktion zu sammeln.

4.1.3 CPn0809 spielt eine Rolle in der friithen Infektion

Zur Charakterisierung von CPn0809 wurde gegen die N-terminale Hélfte des Proteins (As 1-
253) ein polyklonales Kaninchen-Antiserum generiert (Herbst 2011). Das Antiserum wurde
fiir die folgenden Experimente antigengereinigt (Kapitel 3.7.9), um die spezifisch an CPn0809
bindenden Antikorper anzureichern. Trotz Antigenreinigung wurde in Westernblot-Analysen
humaner Zellen auch eine Bande detektiert, die nahezu auf gleicher Hohe wie die CPn0809-
Bande lief. In der Immunfluoreszenzmikroskopie waren bei der Farbung nicht-infizierter
Zellen ebenfalls deutliche Signale erkennbar, welche bereits in einer fritheren Arbeit als
unspezifisch identifiziert wurden (Herbst 2011). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden

zusitzliche Abreicherungsschritte gegen nicht-infizierte Zellen durchgefiihrt (Kapitel 3.7.9.3
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und 3.7.9.4), um diese unspezifischen Signale zu reduzieren (Abbildung4.3 und

Abbildung 4.4 n. 1.).

Die starken Hintergrundsignale welche punktiert im Zellkern und diffus im Zytoplasma der
Humanzelle auftreten stéren bei der Betrachtung der eigentlichen CPn0809-Signale
(Abbildung 4.3 oben). Dagegen zeigt der antigengereinigte, abgereicherte anti-CPn0809-
Antikorper bei der Farbung einer nicht-infizierten Zelle kaum noch unspezifischen Signale
(Abbildung 4.3 mitte). Die Fiarbung von infizierten Zellen detektierte nur noch punktierte
Signale innerhalb der Inklusionen (Abbildung4.3 wunten). Der antigengereinigte und
zusétzlich abgereicherte Antikorper wurde im Folgenden fiir alle fluoreszenzmikroskopischen

und Westernblot-Experimente verwendet.

DAPI a-CPn0809 Uberlagerung Abbildung 4.3: Abreicherung des antigen-

. gereinigten CPn0809

In der oberen Zeile ist die Féarbung von
infizierten HEp-2-Zellen (60 hpl) mit dem
antigengereinigten CPn0809 Antiserum und
einem sekundéren Alexa-488 konjugierten anti-
Kaninchen Antikdérper (griin) gezeigt. Das
Signal im Zytosol und Kern der Zelle wurde
durch Abreicherung des Antikdrpers reduziert
(Kapitel 3.7.9.3 und 3.7.9.4). In der mittleren
Zeile wurden nicht-infizierte HEp-2-Zellen mit
dem antigengereinigten CPn0809 Antikdrper
nach Abreicherung gefdarbt. Die unterste Zeile
zeigt eine Farbung von infizierten HEp-2-
Zellen (60 hpl) mit dem antigengereinigten,
abgereicherten CPn0809 Antikorper. Die DNS
wurde mit DAPI (blau) geférbt.

Malfistabsleiste: 5 um.

Erste Analysen wiesen darauf hin, dass CPn0809 mit Elementarkorperchen (EBs) assoziiert

ist (Herbst 2011) (Kapitel 1.6). Daher wurde zunédchst die Expression und Lokalisierung des

Proteins wihrend der Infektion mit C. pneumoniae detailliert analysiert.

4.1.3.1 CPn0809 ist ein spit exprimiertes Protein

Zur Analyse der Expression von CPn0809 wurde das Ganzzelllysat infizierter Zellen mittels
Westernblot untersucht. Die Probenentnahmen erfolgten im Abstand von 6h von
Infektionsbeginn (0 hpl) bis 84 hpl (Kapitel 3.4.7). CPn0809 wurde bereits in den ersten
Stunden der Infektion deutlich detektiert (Abbildung 4.4). Interessanterweise sank der

Proteinlevel von 0 hpl bis 6 hpl deutlich und erreichte zum Zeitpunkt 24 hpl ein Minimum.



Ergebnisse

Um die chlamydiale Partikelmenge abzuschétzen, wurden die Expression des Chaperons
DnaK, der ribosomalen Untereinheit SI und des Membranproteins MOMP (major outer
membrane protein) der Chlamydien ebenfalls untersucht. Die Mengen der Kontrollproteine
blieben zu Beginn der Infektion (0 hpl bis 12 hpl) konstant und nahmen erst zwischen 18 und
30 Stunden nach Infektionsbeginn zu, was mit dem Beginn und Verlauf der
Replikationsphase der Bakterien korreliert (vgl. Kapitel 1.3.3). Die Expressionsmuster der
Kontrollproteine deuteten darauf hin, dass die Intensitit des CPn0809-Signals nicht von der
Zahl der Bakterien abhéngig war. Zwischen 12 und 24 hpl war nur eine schwache Bande fiir
CPn0809 erkennbar und ab 30 hpl nahm die Proteinmenge langsam zu. Ein deutlicher Anstieg
der Expression von CPn0809 war zwischen 36 und 42 hpl zu detektieren. Anschlieend
erhohte sich die Proteinmenge bis zum Beobachtungsende langsam weiter. Mit zunehmender
CPn0809-Proteinmenge wurden niedermolekulare Banden im Blot detektiert, welche

moglicherweise Banden von Degradationsprodukten sind.
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Abbildung 4.4: Expression von CPn0809 im Verlauf der C. pneumoniae Infektion

Je Messpunkt wurden zur Konfluenz gewachsene HEp-2 Zellen von zwei Zellkulturflaschen (25 cm?)
geerntet (Kapitel 3.4.2). Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.4.2.1 beschrieben behandelt und fiir die
Westernblot-Analyse aufgearbeitet. Aufgetragen wurden gleiche Volumina der Proben fiir nicht-
infizierte Zellen (n.i.) und infizierte Zellen, die nach der angegebenen Zeit geerntet wurden. Auf der
linken Seite der Abbildung sind die Molekiilmassen des Proteinstandards (M) in Kilodalton (kDa)
angegeben. Auf der rechten Seite sind die Proteine aufgefiihrt, die mittels spezifischer Antikdrper im
Westernblot markiert sind. Die Detektion erfolgte durch sekundére, mit alkalischer Phosphatase (AP)
konjugierte Antikdrper. Als Ladekontrolle fiir Humanzellen diente B-Aktin mit einer theoretischen
Masse von 42 kDa. An chlamydialen Proteinen wurden DnaK (72 kDa), S1 (62 kDa) sowie MOMP
(42 kDa) und CPn0809 (50 kDa) detektiert. Alle Antikérper wurden fir den Westernblot wie in
Tabelle 2.7.1 beschrieben verdiinnt. Der Zeitpunkt nach Zugabe der Chlamydien und Zentrifugation
wurde als Beginn der Infektion (Zeitpunkt 0 hpl) definiert, alle Infektionszeitpunkte sind in Stunden
nach Infektionsbeginn (hpl) angegeben.

Dieses Ergebnis bestétigt friihere Befunde (Kapitel 1.6) und zeigt, dass CPn0809 zu den spit

exprimierten Proteinen gehort und mit der Redifferenzierung zu infektiosen EBs assoziiert ist.
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Die Tatsache, dass CPn0809 direkt nach der Infektion und auch noch 6 Stunden nach
Infektionsbeginn deutlich detektiert wurde, ist ein Hinweis auf eine Funktion in der frithen

Phase der Infektion.

4.1.3.2 Die Immunfluoreszenzmikroskopie zeigt CPn0809 assoziiert mit der

Inklusion
Im Folgenden wurde die Lokalisierung von CPn0809 wihrend der Infektion mikroskopisch
Untersucht. Infizierte HEp-2-Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
chlamydialen Infektionszyklus analysiert. Aufgrund der in Kapitel 4.1.3.1 gezeigten
Ergebnisse wurden im Folgenden auch sehr frithe Zeitpunkte (0 minpl bis 1 hpl) analysiert.

Wie erwartet, zeigten durch DAPI markierte chlamydiale Partikel an den Humanzellen in den
ersten Stunden der Infektion CPn0809-Signale (Abbildung 4.5). Beispielhaft sind hier
mikroskopische Aufnahmen von Zellen 30 min nach Infektionsbeginn und 1 hpl gezeigt. In
der VergroBerung ist das CPn0809-Signal mehr oder weniger diffus an einer Seite des DNS-
Signals akkumuliert. Partikel, die ein vergleichbares CPn0809-Signal aufwiesen, wurden bis
zwei Stunden nach Infektionsbeginn beobachtet (nicht gezeigt). Es ist deutlich erkennbar,
dass in der frithen Infektion (30 minpl und 1 hpl) nicht alle DNS-Signale auch ein CPn0809-
Signal zeigen. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Chlamydien-Infektion trotz
verschiedener  Hilfstechniken, wie beispielsweise Zentrifugation  wihrend der
Adhisionsphase, nicht synchron ablduft. So wurde hiufig beobachtet, dass einige Inklusionen
auch in der spiten Infektion wesentlich kleiner waren als andere und keine CPn0809-Signale
aufwiesen (nicht gezeigt). Es ist mdglich, dass bei der Reinigung der Chlamydien aus der
spiten Infektion ein Teil von Bakterien geerntet wurde, die noch kein CPn0809-Signal

aufwiesen (Kapitel 3.4.3).
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Abbildung 4.5: Lokalisation von
CPn0809 in der Infektion

Zur  mikroskopischen  Untersuchung
wurden HEp-2-Zellen halbkonfluent auf
Deckgldschen ausgesit. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einer Suspension
gereinigter EBs einer MOI von 4 fiir
frithe und von 1 fiir spétere Zeitpunkte
infiziet und 2zu den indizierten
Zeitpunkten mit Methanol fixiert
(Kapitel 3.8.1.1). Die Infektion erfolgte
wie in Kapitel 3.4.7 beschrieben.
AnschlieBend wurden die Zellen mit dem
Antikorper gegen CPn0809 und einem
sekunddren Alexa-488 konjugierten anti-
Kaninchen Antikorper (griin) gefarbt.
Die DNS wurde durch Farbung mit
DAPI (blau) sichtbar gemacht.

In der Zeile ,,VergroBerung® wurde der
markierte Ausschnitt aus der Zeile
»30 minpl“ groBer dargestellt.

Die weillen Dreiecke weisen aut
CPn0809-negative Inklusionen.
CPn0809-positive Inklusionen weisen
gepunktete CPn0809-Signale auf.

Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss
Axioskop Fluoreszenzmikroskop
generiert.

Die Malistabsleiste entspricht, sofern
nicht anders angegeben, 5 um.
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Zwischen 12 und 36 hpl wurde mikroskopisch kein CPn0809-Signal in infizierten
Humanzellen detektiert, obwohl zu diesen Zeitpunkten schon Inklusionen in der Peripherie
des Zellkerns der infizierten Humanzelle beobachtbar sind (Dreiecke). Die Zellen, die fiir 48 h
infiziert wurden, zeigen vereinzelte, punktierte CPn0809-Signale innerhalb der Inklusion
(Abbildung 4.5 ,,48 hpl*). Zu diesem Zeitpunkt wurden aber auch Inklusionen beobachtet, die
keine entsprechenden Signale aufwiesen (Abbildung4.5 markiert mit Dreieck). Mit
fortschreitender Infektion nahm die Menge der punktierten Signale innerhalb einer Inklusion
langsam zu, was zeitlich mit der Reifung von RBs und der Re-Differenzierung zu EBs
zusammenfillt. Aufgrund der dicht gepackten DNS-Signale konnte fiir die Infektion ab 48 hpl
keine Aussage liber eine Assoziation des CPn0809-Signals mit den Bakterien gemacht
werden. Da in der frithen Infektion (0-2 hpl) DAPI-markierte chlamydiale Partikel mit
CPn0809-Signalen kolokalisiert sind, ist es wahrscheinlich, dass die beobachteten Signale in
der spiten Infektion (48-72 hpl) ebenfalls mit den Bakterien assoziiert sind. Es lésst sich
feststellen, dass die punktierten CPn0809-Signale immer mit Inklusionen assoziiert waren. Zu

keinem Zeitpunkt wurden Signale im Zytosol der Zelle detektiert.

Die Beobachtung, dass CPn0809-Signale stets mit chlamydialen Partikeln innerhalb der
Inklusionen assoziiert waren, steht im Widerspruch zu bereits publizierten Daten, laut welcher
CPn0809 ein sekretiertes Protein ist (Lugert et al. 2004) (vgl. Kapitel 1.6). Um die eigenen
Daten zu bestitigen, wurde ein Experiment zum Test der Spezifitit des Antikorpers
durchgefiihrt (Abbildung 4.6). Dazu wurden griin fluoreszierende Latexkiigelchen mit
rekombinantem CPnO809N-Protein (As 1-253) beschichtet und anschlieBend mit dem
antigengereinigten und abgereicherten Antikérper inkubiert (Kapitel 3.7.10.1). Der
Antikorper wird, wenn er das Antigen spezifisch erkennt, an die Kiigelchen adsorbiert, was zu
einer Verarmung der Antikorperlosung flihrt. Wird diese verarmte Antikdrperlosung zur

Féarbung infizierter Zellen verwendet, sollte kein CPn0809-Signal auftreten.

Der CPn0809-Antikorper ist auf den mit rekombinantem CPn0O809N-Protein beschichteten
Latexkiigelchen detektierbar und wurde somit an diese adsorbiert (Abbildung 4.6 A
,»CPnO8O9N*). Dagegen war der CPn0809-Antikorper auf BSA beschichteten Kiigelchen
nicht detektierbar. Diese Kontrolle zeigt, dass der Antikdrper spezifisch an das rekombinante

CPn0O809N-Protein bindet, mit welchem die Kiigelchen beschichtet sind.
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Abbildung 4.6: Priadsorption des
CPn0809-Antikirpers

A. Grin fluoreszierende Latex-
kiigelchen wurden mut rekombi-
nantem  CPn0809N bzw. BSA
beschichtet und miut dem anti-
CPn0809-Antikdrper inkubiert.
Anschliefend wurde die Adsorption
des Antikérpers an die Kiigelchen
durch Markierung mut  emnem
sekundiren  Alexa-594-konjugierten
anti-Kamnchen-Antikérper (rot)
fluoreszenzmikroskopisch  iiberpriift.
Nur die CPn0809N beschichteten
Kiigelchen zeigen emn nngformuges
CPn0809-Antikérper Signal.

B. HEp-2-Zellen wurden fiir 55h
infiziert und anschliefend mit anti-
CPn0809-Antikdrperlosung  gefirbt
(griin), die nicht behandelt
(unbehandelt), mit BSA-beschichteten
Kiigelchen (Priadsorption mit BSA)
oder mt CPn0809N-beschichteten
Kiigelchen inkubiert worden war
(Priadsorption mit CPn0809N). Die
DNS wurde mut DAPT (blau) gefarbt.
Weile  Dreiecke  deuten  aunf
Inklusionen, die nun kein CPn0809-

Signal zeigen.

A a-Kaninchen
Kigelchen  Alexa_594 Uberlagerung

CPn0809N

BSA

B DAPI a-CPn0808 Uberlagerung

unbehandelt

Préaadsorption
mit BSA

Prdadsorption
mit CPnO809N

Infizierte Zellen, die nmut dem unbehandelten Antikérper gefarbt wurden, zeigten das
punktierte CPn0809-Signal innerhalb der Inklusionen (Abbildung 4.6 B . unbehandelt™).
Infizierte Zellen, die zur Kontrolle mut CPn0809-Antikorperlosung gefirbt wurden, welche
zuvor mit BSA-beschichteten Latexkiigelchen inkubiert worden war, zeigten die fiir den
CPn0809-Antikérper  typischen punktierten Signale innerhalb der Inklusionen
(Abbildung 4.6 B , Praadsorption mit BSA*). Dagegen konnten bei Farbungen keine Signale
detektiert werden, wenn die CPn0809-Antikorperlosung zuvor mit CPn0809N-beschichteten
Latexkiigelchen inkubiert worden war (Abbildung 4.6 B | Priadsorption mut CPn0809N*
Dretecke). Der CPn0809-Antikorper wurde erfolgreich durch die CPn0809N-beschichteten
Latexkiigelchen aus der Antikérperlosung entfernt. Ber den beobachten punktierten Signalen
mnerhalb der Inklusion handelt es sich somit um das spezifisch detektierte CPn0809.
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Im Folgenden sollte detailliert betrachtet werden, wo CPn0809 innerhalb der Inklusion
lokalisiert, um zusitzliche Hinweise auf die Funktion von CPn0809 zu erhalten. Fiir diese
Untersuchung wurden Kofarbungen mit IncA, einem chlamydialen Protein, das in der
Inklusionsmembran verankert ist, durchgefiihrt (Bannantine et al. 2000; Flores et al. 2007).
Da eine Zunahme an CPn0809-Signalen erst ab 48 hpl zu beobachten war, wurden die beiden
spaten Zeitpunkte 48 hpl und 80 hpl, konfokalmikroskopisch betrachtet.

48 hpl
DAPI (blau) o-CPn0809 (ariin) a-IncA (rot)

80 hpl
DAPI (blau) «-CPn0809 ( ) a-IncA (rot)

Abbildung 4.7: Kofarbung von CPn0809 und IncA

HEp-2-Zellen wurden mit einer Suspension von gereinigten EBs (MOI=1) infiziert. Nach 48 bzw.
80 hpl wurden die Zellen fiir 10 min mit Methanol bei RT fixiert. Die infizierten Zellen wurden mit
dem anti-CPn0809-Antikérper in Verbindung mit einem sekunddren Alexa-488-konjugierten
Antikorper (griin) sowie einem anti-IncA-Antikérper in Verbindung mit einem sekundédren Alexa-
594-konjugierten Antikorper (rot) gefdrbt. Die DNS wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Die
Aufnahmen wurden konfokal mit einem Zeiss Spinning-Disk Mikroskop generiert.
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Die Analysen bestdtigten, dass sich die punktierten CPn0809-Signale innerhalb der Inklusion
befinden, die durch das IncA-Signal begrenzt wird (Abbildung 4.7). Zu den betrachteten
Zeitpunkten wurden keine CPn0809-Signale im Zytosol der Wirtszelle oder auBlerhalb der
Inklusion detektiert. Die drei Beispielbilder der Féarbungen der fiir 48 h infizierten
Humanzellen zeigen eine gleichmifBige Verteilung der CPn0809-Signale in der gesamten
Inklusion. In einigen Féllen sind punktierte CPn0809-Signale sehr nahe an der
Inklusionsmembran zu erkennen und liegen gelegentlich in Bereichen, in denen das
iiberwiegend kontinuierliche IncA-Signal unterbrochen ist. Auch Analysen der spéten
Infektion (80 hpl) zeigen ein vergleichbares Bild der innerhalb der gesamten Inklusion
verteilten CPn0809-Signale, welche gelegentlich in der Inklusionsmembran mit dem IncA-

Signal kolokalisieren.

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass der in dieser Arbeit verwendete antigengereinigte und
abgereicherte anti-CPn0809-Antikorper spezifisch CPn0809 in der chlamydialen Infektion
detektiert. Da die in diesem Kapitel gezeigten fluoreszenzmikroskopischen Analysen darauf
hinwiesen, das CPn0809 eine Rolle in der frithen Infektion spielt, wurden im Folgenden

detaillierte Untersuchungen der frithen Infektion durchgefiihrt.

4.1.3.3 CPn0809 ist wihrend der Internalisierung mit EBs assoziiert
Wenige Minuten nach Infektionsbeginn wurde CPn0809 mit DAPI-markierten Partikeln in
der Nidhe von Humanzellen detektiert (vgl. Abbildung 4.5 ,,30 minpl* und ,,1 hpI*). In den

folgenden Experimenten wurde die Lokalisierung der CPn0809-Signale néher untersucht.

Die chlamydialen Partikel wurden mit einem spezifischen Antikdrper gegen das
C. pneumoniae Lipopolysaccharid (LPS), welche auf der Oberfliche der Chlamydien
lokalisieren, oder einem Antikorper gegen das intra-chlamydiale Chaperon DnaK und dem
CPn0809-Antikdrper gefarbt. Farbungen von kurz infizierten Humanzellen (2 bis 20 min)
zeigten, dass bakterielle DNS-Partikel hdufig kein Signal fiir eines der gefarbten chlamydialen
Proteine aufwiesen, wie es bereits bei CPn0809-Féarbungen beobachtet wurde (Abbildung 4.8)
(vgl. Kapitel 4.1.3.2). In einigen Féllen zeigten DNS-Partikel nur eines der erwarteten
Signale, oder es fanden sich kolokalisierende Signale fiir die mit Antikdrpern geférbten
Proteine, jedoch keine DNS-Signale. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass durch die
Standard-Reinigungsmethode, mittels derer die infektiosen EBs gewonnen werden und in
deren Verlauf die Bakterien haufiger Sonifikation ausgesetzt sind (Kapitel 3.4.2 und 3.4.3),

viele zerstorte Bakterien mit aufkonzentriert werden.
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Daneben wurden in den ersten Minuten der Infektion (2 bis 20 minpl) viele Beispiele fiir
kolokalisierende CPn0809- und chlamydiale LPS-Signale detektiert (Abbildung 4.8 A). Das
CPn0809-Signal erschien in der Kofiarbung in distinkten Bereichen der Partikel
deckungsgleich mit dem ringférmig um die DNS liegenden LPS-Signal (Abbildung 4.8 A
»Vergroflerung®). Es sind Vergroferungen verschiedener LPS-positiver Partikel gezeigt, an
denen das CPn0809-Signal auf einer Seite mit dem LPS-Signal {iberlagert (Abbildung 4.8 A

»Beispiele Vergroflerungen®).

Signale des Chaperons DnaK kolokalisieren ebenfalls partiell mit CPn0809-Signalen
(Abbildung 4.8 B). In einigen Fillen war das DnaK-Signal eines bakteriellen Partikels durch
das CPn0809-Signal eingeschlossen, es sind aber auch Beispiele zu beobachten, in denen

beide Signale kolokalisieren (vgl. Abbildung 4.8 B Vergroferungen 1 und 2).

Auch in der konfokalen Mikroskopie erschien das CPn0809-Signal hiufig akkumuliert an
einer Seite des chlamydialen DNS-Signals (vgl. Kapitel 4.1.3.2). Interessanterweise trifft
diese Beobachtung auch in einigen Beispielen fiir die Antikorpersignale der beiden anderen
betrachteten Proteine LPS und DnaK zu (Abbildung 4.8 A ,,20 minpl* Vergroerung 1 und B
VergroBerung 2).

Um zu analysieren, ob die beobachteten CPn0809-positiven Partikel sich an der Zellmembran
befinden, wurden Humanzellen infiziert, die mCherry mit einem Glycosylphosphatidyl-
inositol-Anker (mCherryGPI) exprimierten, welches vor allem die Plasmamembran und den
Golgi-Apparat markiert (Abbildung 4.8 C). Der gezeigte Ausschnitt weist zwei chlamydiale
Partikel an der mCherryGPI-markierten Plasmamembran der Humanzelle auf. Beide Partikel
zeigen ein CPn0809-Signal und liegen an einer Stelle der Plasmamembran, an der das rote

mCherry Signal intensiver ist (Abbildung 4.8 C VergroBerung).
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DAPI (blau)
ct-LPS (rot)
ct-CPn0809 ( )

. . Vergralerung
! . . .Beispiele

Vergrdferungen
B

Abbildung 4.8: Kolokalisation von CPn0809 mit
C. pneumoniae Proteinen und der Humanzell-
membran

HEp-2-Zellen wurden mit einer Suspension von
gradientengereimgten EBs (MOI=2)  infiziert
(Kapitel 3.4.3). Die Zellen wurden nach 2 bzw.
20 min mut -20 °C kaltem Methanol 5 min fixiert
und anschlieBend mit dem anti-CPn0809-Antikérper
(griin) und DAPI (blau) gefirbt Die Aufnahmen
wurden mit einem Nikon C2 Konfokalmikroskop
generiert.

A. Die mfizierten Zellen wurden zusitzlich mut
emem C. pneumoniae spezifischen anti-LPS-
Antikbrper gefirbt.

Die markierten Bereiche der Ubersichtshilder sind
vergrofert dargestellt und fiir 2munpl sind
zusitzlich weitere Beispiele gezeigt, die auf anderen
Infizierten Zellen gefunden wurden.

B. Infizierte Zellen wurden 20 minpl mit emmem
anti-DnaK-Antikérper gefirbt. Gezeigt sind zwer
VergroBerungen aus der Ubersichtsabbildung.

C. HEp-2-Zellen wurden 18 h vor der Infektion mut
emnem Konstrukt transfiziert (Kapitel 3.6.1), dass
mCherry fusiomert an einen GPI-Anker codiert.
Malstabsleiste der Ubersichtsbilder: 3 pm.
Mabstabsleiste der VergréBerungen: 0.5 pm.

—

DAPI (blau)
o-LPS (rot)
ct-CPn080% (

Vergrélerungen

DAPI (blau)
re-Dnak (rot)
o-CPn0809 (

Vergrdflerungen

DAPI (blau)
mCherryGPI (rof)
w-CPn0B0Y ( )

Vergréfierung
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Die Lokalisierung des CPn0809-Signals an der Plasmamembran der Humanzelle wurde
zusitzlich durch Fiarbung mit WGA (Wheat germ agglutinin) analysiert. WGA bindet
spezifisch an N-Acetylglucosamin und Sialinsduren und markiert so vor allem Glykoproteine
derPlasmamembran und vesikuldre Strukturen innerhalb der Zelle (Abbildung 4.9 A). Die so
markierte Plasmamembran erscheint in der mikroskopischen Aufnahme schérfer als das
diffusere mCherry-Signal und ldsst eine prazisere Aussage tiber die Position der CPn0809-
positiven Partikel zu (vgl. Abbildung 4.8 C). So wurden Partikel, die ein CPn0809-Signal
aufwiesen, 10 minpl an der Plasmamembran der Humanzelle detektiert (Abbildung 4.9 A).
Die Orthogonalansichten zeigten, dass sich diese Partikel noch auBlerhalb der Zelle befanden.
Auch hier waren bakterielle DNS-Partikel zu erkennen, die kein CPn0809-Signal zeigten.

Im nichsten Schritt sollte untersucht werden, ob Chlamydien, die ein CPn0809-Signal
zeigten, internalisiert werden. Hierzu wurden Zellen transient mit einem Konstrukt
transfiziert, das die Expression einer GFP-Fusion der Pleckstein-Homologie (PH)-Doméne
der Burton-Tyrosinkinase (BTK) ermdglichte. Es ist bekannt, dass die PH-Doméne der BTK
spezifisch an Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (Pi3,4,5P;) in der Plasmamembran
bindet. Fiir C. trachomatis Serovar L2 wurde bereits gezeigt, dass Pi3,4,5P; an der
Internalisierungsstelle synthetisiert wird und bei der Internalisierung eine Rolle spielt
(Kapitel 1.3.3) (Lane et al. 2008). Erste Untersuchungen lassen die Vermutung zu, dass
Pi3,4,5P; bei der Internalisierung von C. pneumoniae ebenfalls gebildet wird (personliche

Kommunikation mit Dr. Katja Mdlleken, Universitit Diisseldorf).

BTK-PH-GFP exprimierende Zellen zeigten ein diffuses Signal in der transfizierten Zelle, das
in einigen Bereichen der Plasmamembran intensiver erschien (Abbildung 4.9 B). In der
frithen Infektion (10-30 minpl) von transfizierten Zellen wiesen einige bakterielle Partikel ein
ringformiges BTK-PH-GFP-Signal auf. Die Hiufigkeit dieser ringférmigen Akkumulation

war in derselben Infektion von Zelle zu Zelle sehr variabel.
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DAPI (rot)
a-CPnOR0Y | )
WGEA-Alexad94 (blau)

DAPI (blau)
a-CPn0803 (r .Jt:n
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a-CPn0B0a BTK-PH-GFP Uberlagerin
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Abbildung 4.9: Kolokalisation von CPn0809 mit der Plasmamembran von Humanzellen

A. HEp-2-Zellen wurden mut einer Losung gradientengeremmigter EBs (MOI=0,1) infiziert und 2 nmn pl mat
Methanol fiir 10 min bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem anti-CPn0809-Antikérper
(eriin), Alexa-594-gekoppeltem WGA (blau) und DAPI (rot) gefiirbt. Die konfokale Mikroskopie wurde ot
emem Zeiss Spinning-Disc Mikroskop durchgefiihrt. MaBstabsleiste: 5 pm

B. HEp-2-Zellen wurden 18 h vor der Infektion mit einem BTK-PH-GFP-Konstrukt transfiziert (griin). Die
Zellen wurden it einer Losung gradientengeremmgter EBs (MOI=2) infiziert und zu den mndizierten
Zettpunkten mut -20 °C kaltem Methanol fiir 5 mun fixaert. Die Zellen wurden mit dem anti-CPn0809-
Antikérper (rot) und DAPI (blau) gefiitbt. Die konfokalen Bilder wurde mit emnem Nikon C2 Mikroskop
geneniert. Malstabsleiste: 5 pm

C. Oben: Es sind zwe1 Vergrolerungen von CPn0809-positiven Partikeln abgebildet, die mit einem BTE-
PH-GFP-51gnal kolokalisieren. Unten: Der unter B markierte Ausschmtt be1 10 nun pl ist detailliert als
VergriBerung und Aufghederung der Z-Ebenen gezeigt. Mabstabsleiste: 1 pm.

DAPI

10 min pl
Vergriterungen
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Chlamydien mit einem ringformigen BTK-PH-GFP-Signal lagen direkt an der
Plasmamembran der humanen Wirtszelle und zum Zeitpunkt der Fixierung wurden sie
vermutlich internalisiert. In Untersuchungen mit C. trachomatis wurde gezeigt, dass die
Rekrutierung von BTK-PH-GFP zum Bildungsort von Pi3,4,5P; transient ist, wodurch die
hohe Variabilitdt der auftretenden Signale zu erkldren wére. Es war jedoch erkennbar, dass
viele DNS-Partikel, die mit einem BTK-PH-GFP-Signal kolokalisierten, kein CPn0809-
Signal zeigten. Nur selten wies ein CPn0809-markiertes DNS-Signal auch einen BTK-PH-
GFP-Signal auf (Abbildung 4.9 C). Es war deutlich, dass die CPn0809-Signale jeweils auf
einer bestimmten Seite um die gezeigten DNS-Signale herum lokalisierten (Vergroferungen).
Interessanterweise wurden Beispiele gefunden, in denen das polare CPn0809-Signal mit

einem Bereich des ringférmigen BTK-PH-GFP-Signals kolokalisierte (Z-Ebenen).

In den Abbildungen kurz infizierter Humanzellen waren, neben der seltenen Kolokalisation
von BTK-PH-GFP-, CPn0809- und DNS-Signalen, zwei weitere Arten von Ereignissen zu
erkennen: (i) DNS-Signale mit BTK-PH-GFP-Ring zeigten kein CPn0809-Signal und (ii)
DNS-Signale, die ein CPn0809-Signal zeigten, jedoch keine Akkumulation des BTK-PH-
GFP-Signals (Abbildung 4.9 B). Diese Beobachtungen konnten einerseits auf Bakterien
zuriickzufiihren sein, die durch die Reinigungsmethode zerstort wurden. Andererseits ist es
aber auch moglich, dass das CPn0809-Signal von Partikeln, die im Begriff stehen
internalisiert zu werden, ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht mehr detektiert wurde, da die
vom Antikdrper detektierten Epitope des CPn0809 im sich schlieBenden Endozytosevesikel

raumlich nicht mehr zugénglich sind.

Da es nicht moglich ist, Lebendzellfairbungen mittels Immunfluoreszenzfarbung
durchzufiihren oder C. pneumoniae genetisch zu manipulieren, um ein Protein gezielt mit
einem Fluorochrom zu fusionieren, konnte die Lokalisierung von CPn0809 wihrend der
Adhision und Internalisierung nicht betrachtet werden. So konnte nicht abschlieBend geklart
werden, ob in den hier beschriebenen Versuchen die Zugédnglichkeit des CPn0809 sich im
Verlauf der Internalisierung dnderte oder ob Bakterien, die kein CPn0809 aufwiesen ebenfalls
internalisiert wurden. Die vorgestellten Daten zeigten, dass CPn0809 ein spit in der Infektion
stark exprimiertes Protein ist, das mit bakteriellen Partikeln kolokalisiert und auch zum

Zeitpunkt der beginnenden Internalisierung detektiert wurde.

4.1.4 Die Expression von CPn0809 ist toxisch fiir E. coli

Im néchsten Schritt der Untersuchung von CPn0809 sollten biochemische Interaktionsstudien

durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck wurden Konstrukte zur Expression von
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rekombinantem CPn0809 generiert. Hierbei erwies sich die Generierung eines CPn0809
Expressionskonstruktes des Volllingenproteins als sehr schwierig. Meist wurden nur geringe
Mengen DNS aus entsprechenden Plasmidisolationen gewonnen. Sequenzierungen der
erhaltenen DNS ergaben hiufig Nukleotidaustausche oder -deletionen innerhalb der CPn0809
codierenden Sequenz. Die Vermutung lag nahe, dass geringe Mengen des Proteins, welche
durch die basale Aktivitdt des Lac-Promotors exprimiert wurden, einen toxischen Effekt auf
die E. coli-Zellen haben. Um die vorzeitige Expression des Proteins zu verhindern, also die
vollstindige Repression des Lac-Promotors zu erreichen, wurde das LB-Medium fiir
Inkubationsschritte wahrend der Klonierung mit 1 % Glukose versetzt. Auf diese Weise
wurde eine fehlerlose Klonierung der codierenden Sequenz des Volllingenproteins als Hisg-

markiertes Fusionsprotein erreicht.

Dagegen war die rekombinante Expression des N-terminalen Bereiches des CPn0809
(CPnO809N As 1-253) fiir die Antigenreinigung des Antikorpers in vorhergehenden
Versuchen unter Standardbedingungen erfolgreich (vgl. Kapitel 4.1.3). Das Gleiche traf auf
ein Konstrukt zu, das die Expression einer GST-markierten Version des C-terminalen Teils
des Proteins (CPn0809C As 406-488) erlaubte. Um diese verschiedenen Phénotypen
eingehender zu betrachten, wurde das Wachstum von E. coli-Expressionskulturen wahrend

der Expression der drei Proteinvarianten untersucht (Abbildung 4.10 A).

Das Wachstum der Bakterien wurde mit oder ohne Induktion der Proteinexpression
untersucht (Abbildung 4.10). Die nicht-induzierten Kulturen wuchsen {iber den gesamten
Versuchszeitraum stetig weiter und erreichten bis Versuchsende eine ODgy von ca. 1,4.
Dagegen wuchsen Kulturen, die CPn0809N und CPn0809C exprimierten, nach Induktion der
Proteinexpression etwas langsamer und erreichten bis Versuchsende eine ODgyy von 0,8 bis
1,0 (vgl. Abbildung 4.10 A CPnO809N und CPn0809C). Interessanterweise wuchsen die
Kulturen, die das Volllangenprotein exprimierten, nach Induktion der Proteinexpression gar
nicht mehr weiter und es wurde sogar eine leichte Verringerung der ODgg bis Versuchsende
beobachtet, was darauf hinweist, dass die Zellen dieser Kulturen lysieren (vgl.

Abbildung 4.10 A CPn0809).
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Abbildung 4.10: CPn0809-Expression in
E. coli fiithrt zur Lyse der Zellen

A. Die gezeigten Wachstumskurven wurden
durch Messung der ODgyw verschiedener
Expressionskulturen erstellt. Je Zeitpunkt
wurde die ODgy von drei unabhingigen
Kulturen je exprimiertem Protein gemessen.
Die EKulturen fir den Vergleich von
induzierter und nicht-induzierter Expression
wurden jeweils aus denselben Vorkulturen
angeimpft. Der Zeitpunkt der Induktion der
Proteinexpression ist mut einer roten Linie
markiert.

B. Verdinnungstropftests von Stichproben
zweler Zeitpunkte aus Versuchsteldl A: Die
Stichproben wurden 1:10, 1:100, 1:1000
und 1:10000 wverdiinnt Je 10pl der
verdiinnten Zellsuspensionen wurden auf
Selekttvmedmm mit 1 % Glukose ausplattiert.
Zu sehen sind reprisentative Aufhahmen von
Verdiinnungstropftests fiir nicht-induzierende
bzw. induzierende Bedingungen fiir 1 h und
3 h nach Induktion der Proteinexpression.

C: Lebend-/Tot-Farbung der Zellen wvon
E. coli-Kulturen (Kapitel 3.9).

Die Bakterien wurden mit Expressionskonstrukten fiir CPn0811 oder CPn0809 oder zur Kontrolle
mit dem Leervektor transformiert und 4 h unter induzierenden Bedingungen inkubiert. Die Firbung
erfolgte mit Propidiummodid (rot). Gezeigt sind Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen der

Zellen.
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Ergebnisse

Proben, die zu verschiedenen Zeitpunkten von diesen Expressionskulturen abgenommen und
in seriellen Verdiinnungstropftests auf Selektivmedium mit 1 % Glukose getropft wurden,
unterstreichen  die  Ergebnisse der Wachstumskurven (Abbildung 4.10 B).  Die
Verdiinnungstropftests der nicht-induzierten Kulturen zeigten alle ein vergleichbares
Wachstum. Bis auf die hochste Verdiinnung (10™) zeigen alle Felder einen Bakterienrasen. In
der hochsten Verdiinnung erkennbare Kolonien wuchsen unabhédngig vom Expressions-
konstrukt zu vergleichbarer GroBe. Dagegen unterscheiden sich die Ergebnisse der
Verdiinnungstropftests der induzierten Kulturen deutlich voneinander. Proben, die eine
Stunde nach Induktion der Proteinexpression von CPn0O809N- und CPn0809C-Kulturen
entnommen wurden, wuchsen im Vergleich zur nicht-induzierten Kontrolle etwa gleich gut.
Dagegen zeigten Kulturen, die das Volllingenprotein CPn0809 exprimierten, einen starken
Wachstumsdefekt. Hier sind nur fiir die 1:10 Verdiinnung wenige sehr kleine Kolonien
erkennbar (Abbildung 4.10 B ,,CPn0809 10'1“). Glukose im Medium, auf dem die
Verdiinnungen ausgebracht wurden, verhinderte die basale Expression des Proteins und
dadurch einen nachtraglich Effekt der Expression auf die E. coli-Zellen. Das Ergebnis zeigte,
dass eine Stunde nach Induktion der Genexpression nahezu alle E. coli-Zellen der CPn0809

exprimierenden Kultur abgestorben waren.

Drei Stunden nach Induktion der Proteinexpression wurde auch bei den CPn0809C
exprimierenden Kulturen eine leichte Verringerung der koloniebildenden Einheiten im
Vergleich zu nicht-induzierten Kulturen beobachtet (Abbildung 4.10 B ,,CPn0809C 3 h*). Im
Vergleich zu den Kulturen, die CPn0809 in Volllinge exprimierten, war der verursachte
Wachstumsdefekt jedoch deutlich schwicher. CPnO809N zeigte auch nach drei Stunden
Inkubation unter induzierenden Bedingungen keinen deutlichen Unterschied zur nicht-

induzierten Kontrolle.

Zusitzlich zum Verdiinnungstropftest wurde eine Lebend-/Tot-Fiarbung durchgefiihrt, um zu
untersuchen, ob die Expression von CPn0809 in Volllinge zum Tod der E. coli-Zellen fiihrt.
Dafiir wurden E. coli-Zellen mit Expressionsvektoren transformiert, die entweder CPn0809
oder das Chaperon CPn0811 (LcrH 1) exprimierten. Als Kontrolle wurden E. coli-Kulturen
mit dem Leervektor verwendet. Zur Farbung wurde Propidiumiodid genutzt, das in die DNS
interkaliert. Propidiumiodid (PI) wird nur von toten Zellen aufgenommen, die das
Membranpotential nicht mehr aufrechterhalten konnen (Jones & Senft 1985). Fiir die
Leervektorkontrolle und die Zellen, die CPn0811 exprimierten, waren grofle Mengen kleiner

E. coli-Zellen zu erkennen, wobei nur wenige Zellen eine rote PI-Farbung aufwiesen
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(Abbildung 4.10 C ,,Leervektor und ,,CPn0811°). Im Vergleich dazu waren bei CPn0809-
exprimierenden Kulturen nur wenige Bakterienzellen erkennbar, wobei die meisten eine

elongierte  Zellmorphologie und der Grofiteil eine rote PI-Firbung zeigte

(Abbildung 4.10 C ,,CPn0809%).

Der Teilaspekt der Toxizitdt von CPn0809 fiir E. coli-Zellen wurde auch in einer im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Bachelorarbeit betrachtet. Hier wurde gezeigt, dass sowohl die
Expression des CPn0809-Volllangenproteins als auch einer CPn0809-Variante, in der die
beiden mittleren Transmembrandomdnen deletiert waren (CPn0809ATMI1,2), im E. coli-

Stamm Rosetta zur Lyse der Zellen flihrten (Hiisgen 2012).

Der toxische Effekt bei der heterologen Expression in E. coli wurde bereits fiir
Translokationsporen-Proteine anderer pathogener Bakterien beschrieben und auf die
vorhergesagten hydrophoben Doménen zuriickgefiihrt (Neyt & Cornelis 1999). Héufig
verwendete Methoden zur Expression der Translokationsporen-Proteine in E. coli sind die
bicistronische Expression zusammen mit ithrem Klasse [I-Chaperon oder alternativ die
Expression des gesamten Translokon-Operons (Schoehn et al. 2003). Die zytotoxische
Wirkung von CPn0809 auf E. coli-Zellen verhinderte jedoch eine erfolgreiche Klonierung
eines bicistronischen Expressionskonstruktes von CPn0809 und CPn0811 (LcrH_1).

4.1.5 Der C-terminale Teil von CPn0809 vermittelt Bindung an Phospho-
lipide

Die Ergebnisse der bioinformatischen Analysen und der Untersuchungen der Lokalisation des

CPn0809 in der Infektion sowie der massive Wachstumsdefekt in E. coli bei der Expression

von CPn0809, sind starke Indizien fiir eine Funktion des Proteins als Translokon-Protein des

T3SS. Um zu untersuchen, ob CPn0809 als Teil der Translokationspore fungiert, wurden im

Folgenden verschiedene Interaktionsstudien durchgefiihrt.

Zunichst wurde untersucht, ob CPn0809 an Phospholipide bindet, wie sie in Membranen der
Humanzellen auftreten, was eine wichtige Eigenschaft der Translokon-Proteine ist. So sind
die groBlen hydrophoben Translokatoren anderer pathogener Bakterien in der Lage, an
Membranen der Wirtszellen zu binden und in diese zu inserieren (Veenendaal et al. 2007;
Romano et al. 2011). Fir die Bindung an die Membran sind Lipide wie z. B.
Phosphatidylserin (PS), Cholesterol oder Phosphatidylcholin (PC) von Bedeutung (Hayward
et al. 2005; Romano et al. 2011) (Kapitel 1.4.4.2).
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Um zu iberpriifen, ob CPn0809 mit Lipiden interagiert, wurden intensive Versuche zur
Herstellung des Vollldngenproteins unternommen. Die erfolgreiche Herstellung kleiner
Mengen des rekombinanten CPn0809-Volllingenproteins gelang, indem Expressionskulturen
auf eine hohe Zellzahl wachsen gelassen und die Zellen spitestens eine Stunde nach
Inkubation der Proteinexpression geerntet wurden. AnschlieBend wurde das
Vollldngenprotein CPn0809 unter denaturierenden Bedingungen mittels Hisg-Markierung
gereinigt (Kapitel 3.7.1.1), wodurch kleine Mengen des Proteins isoliert wurden
(Abbildung 4.11 A ,,V*). Proben des gereinigten Volllingenproteins wiesen zusétzliche
Banden im SDS-Gel auf, die in der Westernblot-Analyse nicht mit dem anti-CPn0809-
Antikorper, jedoch mit einem anti-His-Antikorper detektiert wurden (Abbildung 4.11 B). Es
handelte sich wahrscheinlich um unspezifisch an die verwendete Ni-NTA-Agarose gebundene
Proteine. Eine Anderung des Reinigungsprotokolls reduzierte die Konzentration des
gereinigten CPn0809-Volllingenproteins stark und andere Expressionskonstrukte standen
nicht zur Verfiigung (vgl. Kapitel 4.1.4), weshalb die unspezifischen Kontaminationen
gebilligt wurden. Die Herstellung der rekombinanten Teilstiicke von CPn0809 (Hise-
CPnO809N-GST und Hisg-CPn0O809C-GST) war unproblematisch (vgl. Kapitel 4.1.4). Sie
wurden wie die Kontrolle GST-Hiss unter nativen Bedingungen mittels GST-Markierung

gereinigt (Kapitel 3.7.1.2) (Abbildung 4.11 A).

Nun wurde die Bindeféhigkeit der CPn0809-Versionen an verschiedene Membranlipide mit
Hilfe von Membranlipidstreifen untersucht. Dabei wurde die Bindung der rekombinanten
Proteine an immobilisierte Lipide mit Antikérpern nachgewiesen (Abbildung4.11 C)
(Kapitel 3.7.14). Das GST-His¢-Kontrollprotein bindet wie erwartet nicht an die
immobilisierten Lipide (Abbildung 4.11 C ,,GST Kontrolle*). Fiir den CPn0809 N-Terminus
wurde ebenfalls keine Bindung an eines der Membranlipide festgestellt (Abbildung 4.11 C
»CPnO8OIN®). Im Gegensatz dazu wurden mehrere Lipide identifiziert, die der C-terminalen
Teil des CPn0809 starke und spezifisch bindet (Abbildung4.11 C ,,CPn0809C*).
Interessanterweise  zeigt  CPn0809C  eine  Interaktion mit allen  getesteten
Phosphatidylinositolphosphaten (PiPs) auf, die durch eine deutliche Firbung der
entsprechenden Bereiche zu erkennen ist. Zusitzlich ist eine schwache Bindung des
C-Terminus an Phosphatidsdure (PA), Cardiolipin und Sulfatid zu erkennen. Auch der
Lipidstreifen, welcher mit dem rekombinanten Vollldngenprotein inkubiert wurde, zeigte ein
sehr schwaches Signal an der Position von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (Pi4,5P,).
Die schwache Intensitit des Signals ist mit der geringen Konzentration des

Volllangenproteins zu erkldren (vgl. Abbildung 4.11 B).
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Abbildung 4.11: CPn0509-Reinigung und biochemische Analyse des Lipidbindungsverhaltens

A. Coomassie-Brillant-Blau gefirbtes SDS-Gel einer Auftrennung der gereimigten Proteme GST-Hisg
(GST) 28 kDa, GST-CPn0809C-Hiss As 406-488 (C) 37 kDa, CPn0809-Hiss (V) 51.8 kDa und GST-
CPn0809N-His; As 1-253 (N) 545kDa. Links sind die Molekilmassen der Banden des
Proteinstandards (M) 1n kDa angegeben. Die beobachtete Laufthéhe des Proteins 1st jeweils mit einem
Stern (*) markiert. Die GST-markierten Proteine zeigen zwischen 25 und 35 kDa eine Bande, die
wahrscheinlich freies GST darstellt.

B. Das gereinigte CPn0809-Vollliangenprotein wurde in emnem Westernblot mit dem anti-CPn0809-
Antikérper (a-CPn0809) oder einem anti-Penta-His-Antikérper, der gegen die Hisg-Markierung (a-
His) des Proteins gerichtet war, und emem sekundiren, mit alkalischer Phosphatase (AP)-
konjugierten Antikrper detektiert.

C. Links ist eine Ubersicht der immobilisierten Lipide auf den verwendeten Membranlipidstreifen
gezeigt. Die Streifen wurden wie indiziert mut Losungen emner Konzentration von 1 pg/ml der
verschiedenen rekombinanten Proteine inkubiert. An Lipide gebundenes Protein wurde mit einem
ant1i-GST-Antikérper (a-GST) oder emnem Anti-Penta-His-Antikdrper (o-His) und emmem sekundiren
AP-konjugierten-Antikérper detektiert. Der Kontrast der Aufnahme des Membranlipidstreifens, der
mit dem Volllingen-CPn0809 (CPn0809) inkubiert wurde, 1st im Vergleich zu den Aufnahmen der
anderen Streifen erhéht worden, um die schwache Firbung sichtbar zu machen.

Sette | 115
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Andere orientierende Experimente mit verschiedenen rekombinant hergestellten CPn0809-
Versionen bestétigten die hier gezeigten Ergebnisse und deuteten darauf hin, dass CPn0809C

in der Lage ist an die Plasmamembran von HEp-2-Zellen zu binden (nicht gezeigt) (Hiisgen

2012).

Der Befund, dass CPn0809C an Lipide bindet, stellt ein weiteres Indiz dafiir dar, dass
CPn0809 die Funktion eines chlamydialen Translokationsporen-Proteins ausfiihren kann. Im
Folgenden wurden daher Interaktionsstudien im Hefe-Zwei-Hybrid-System durchgefiihrt, mit
denen fiir Translokationsporen-Proteine typische Protein-Protein-Interaktionen untersucht

wurden.

4.1.6 Im N-terminalen Teil von CPn0809 befinden sich Protein-Protein-

Interaktionsdoménen

In Translokationsporen-Proteinen anderer Bakterien mit T3SS, wurden Protein-Protein-
Interaktionsdoménen identifiziert, die die Interaktion mit dem korrespondierenden Klasse II-
Chaperon, sowie eine Oligomerisierung der Translokon-Proteine vermitteln (Kapitel 1.4.3
und 1.4.4.2). Meist liegen diese Protein-Protein-Interaktionsdominen im N-Terminus der
betrachteten Proteine. Fiir den N-terminalen Teil von CPn0809 wurden zwei Coiled-Coil-
Dominen vorhergesagt, welche Protein-Protein-Interaktionen vermitteln konnten (siehe
Abbildung 4.2). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob CPn0O809N in der Lage ist mit sich
selbst und mit CPn0811 (LcrH_1) zu interagieren.

Fiir eine Analyse der Selbstinteraktion von CPnO809N (As 1-253) mittels Hefe-Zwei-Hybrid-
(H2H-) System wurde dessen codierende Sequenz in den H2H-Kd&dervektor und in den H2H-
Beutevektor kloniert. Dies erlaubte die Expression von CPn0809N fusioniert an die GAL4-
DNS-Bindedoméne (BD) und CPnO809N fusioniert an die GAL4-Aktivierungsdoméne (AD)
(Kapitel 3.2.4).

Mit der Positivkontrolle transformierte Hefen wuchsen auf allen verwendeten
Selektionsmedien. Dagegen wuchs die Negativkontrolle, deren Proteine keine Interaktion
zeigen, wie erwartet nur auf dem Kontrollmedium (Abbildung 4.12 A). Hefezellen, die mit
den beiden CPnO809N exprimierenden Vektoren transformiert worden waren, zeigten
Wachstum auf dem Kontrollmedium und Selektionsmedium mit niedriger Stringenz. Damit
wird durch die Interaktion von CPnO809N-BD und CPn0O809N-AD das Reportergen HIS3
aktiviert (vgl. Kapitel 3.2.4). Da nur ein Reportergen aktiviert wurde, handelt es sich bei der

Selbstinteraktion von CPn0809N wahrscheinlich um eine transiente Interaktion.
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Abbildung 4.12: Protein-Protein-Interaktionsstudien mit CPn0809N

A. Die Sequenz von cprn0809N wurde in den H2H-Kéder- und in den H2H-Beutevektor kloniert. Mit
den H2H-Vektoren kotransformierte Zellen aus VN Kulturen wurden in Verdiinnungstropftests auf
Selektivmedium getropft, das auf das Vorhandensein der Plasmude (SD-trp-leu = Kontrolle), auf die
Aktivierung eines Reporterproteins (SD-trp-leu-his = niedrige Stningenz) oder auf die Aktivierung
beider Reportergene (SD-trp-leu-his-ade = hohe Stringenz) selektiert (Kapitel 3.2.3 und 3.2.4). Die
Platten wurden 48 h be1 30 °C inkubiert.

B. Rekombinant hergestelltes GST-CPn08S09N-Hiss (CPn0809) 54.5kDa und GST-Hiss (GST)
28 kDa wurden auf eine FVDF-Membran transfeniert. AnschlieBend wurde die Membran mit 5 pg/ml
biotinyliertem CPn0809N inkubiert (Kapitel 3.7.8 und 3.7.13). Das biotinylierte Protein wurde mut
einem AP-konmjugierten Streptavidin (AP-Strep) detektiert. Rechts 1st emm Westemblot als
Ladekontrolle zu erkennen, die Proteine wurden mit emnem anti-Penta-His-Antikorper detektiert (o-
His). Die Laufhéhe der Proteine wurde mit emem Stern (*) markert.

C. In einer H2H-Analyse wurde die Interaktion von CPn0809N fusiomiert an die G4L4-BD und
CPn0811 (LerH 1) fusioniert an die GAL4-AD untersucht. Verdiinnungstropfiests wurden von i/N-
Kulturen der kotransformierten Hefezellen angefertigt und auf den unter A beschnebenen
Selektionsmedien fiir 48 h be1 30 °C inkubiert.

Die Interaktion von CPn0809N nut sich selbst wurde biochemusch mut emer Far-Westemnblot-
Analyse bestatigt. Dabe1 wurde die Interaktionsfiligkeit von l6slichem CPn0809N nut auf
einer Membran immobilisierten CPn0809N untersucht (Abbildung 4.12 B) (Kapitel 3.7.8).
Auf Hohe des immobilisierten CPn0809N wurde ein schwaches, aber gut sichtbares Signal
detektiert, wihrend das als Negativkontrolle genutzte GST-Hisg micht durch 16sliches
CPn0809N markiert wurde (vgl. Abbildung 412 B [ AP-Strep”). Die Far-Westemblot-
Analyse bestatigt das Ergebmis der CPn0809N-Selbstinteraktion aus dem Hefe-Zwei1-Hybrid-

Experiment.
Bei1 der Untersuchung der moglichen Interaktion von CPn0809 mut dem Klasse II-Chaperon

CPn0811 (LerH 1), wurden zundchst Kontrollen durchgefiihrt, welche eine mégliche
Autoaktiviering des Systems durch CPn0809N-BD bzw. CPn0811-AD untersuchten. Dabe1



Ergebnisse

wuchsen die Kontrollen wie die Negativkontrolle nur auf dem Kontrollmedium, wéhrend die
Positivkontrolle auf allen Medien etwa gleich gut wuchs, womit eine Autoaktivierung
ausgeschlossen wurde (Abbildung 4.12 C ,,Leervektor + CPn0809 bzw. CPn0811%). Hefe-
transformanden, die CPnO809N-BD und CPnO811-AD zusammen exprimierten, zeigten
Wachstum auf dem Selektionsmedium mit niedriger Stringenz aber nicht auf dem Medium
mit hoher Stringenz. Die Aktivierung des HIS3-Reportergens deutet auf eine transiente
Interaktion der beiden Proteine hin, wie sie auch fiir die Selbstinteraktion von CPn0O809N

beobachtet wurde.

Die vorangegangenen Versuche zeigten, dass CPn0809 das Klasse II-Chaperon CPn0811
bindet und durch Selbstinteraktion in der Lage ist Oligomere zu bilden. Damit erfiillt
CPn0809 wichtige Voraussetzungen fiir eine Funktion als Translokationsporen-Protein. Da
die mikroskopischen Betrachtungen bereits Hinweise auf eine Funktion in der frithen
Infektion lieferten und Protein-Protein-Interaktionsstudien ebenfalls Indizien fiir eine
Funktion als Translokon-Protein lieferten, sollte im nichsten Versuch untersucht werden, ob

CPn0809 isolierter EBs zugénglich ist.

4.1.7 CPn0809 wird durch Waschen von EBs gelost

In diesem Kapitel wurde untersucht, ob CPn0809 mittels Detergenzienbehandlung von
chlamydialen EBs geldst wird, um Hinweise auf die subzelluldre Lokalisation zu erhalten. Fiir
diesen Versuch wurden C. pneumoniae EBs mit PBS, Triton-X-100 oder Sarkosyl behandelt
und anschlieBend die 16slichen von den unléslichen Bestandteilen durch Zentrifugation
getrennt. Als Kontrollen wurden das teilweise oberflichenassoziierte Chaperon GroELI, der
intra-chlamydiale Elongationsfaktor EF-Tu und das gegen Detergenzien resistente

AuBenmembrankomplex-Protein MOMP genutzt.

Durch die Behandlung von EBs mit PBS wurde ein Teil des GroEL1 und CPn0809 in den
16slichen Uberstand gebracht, wihrend EF-Tu und MOMP ausschlieBlich bakterien-assoziiert
im Pellet detektierbar waren (Abbildung 4.13 ,,PBS®). Fiir GroEL1 ist bekannt, dass es durch
PBS-Behandlung von der Oberfliche der Chlamydien gelost wird (Wuppermann et al. 2008).

Proben, die mit dem nicht-ionischen, nicht-denaturierenden Detergenz TritonX-100 behandelt
wurden, zeigten einen Teil des GroEL1 im Uberstand, wihrend etwa die gleiche Menge
CPn0809 im Uberstand und Pellet detektierbar war (Abbildung 4.13 ,,TritonX-100). Das
Membran-Protein MOMP und das intrazellulire EF-Tu wurden auch hier nur im Pellet

detektiert.
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Abbildung 4.13: Detergenzienbehandlung von isolierten C. pneumoniae EBs

Mittels Gastrografingradient gereinigte C. pneumoniae EBs wurden mit Detergenzien behandelt.
Hierzu wurden die EBs in PBS, 1 % TritonX-100 oder 2 % Sarkosyl aufgenommen und 1 h bei 37 °C
inkubiert (Kapitel 3.7.12). AnschlieBend wurden die Proben fir 1h bei 4 °C und 100.000x g
zentrifugiert. Der Uberstand (U) wurde abgenommen und zusammen mit dem Pellet (P) mittels
Westernblot analysiert. Zur Analyse wurden wie rechts angegeben anti-MOMP-, anti-GroEL1-, anti-
EF-Tu- und anti-CPn0809-Antikérper genutzt und mit einem sekunddren AP-konjugierten
Antikorper sichtbar gemacht. Auf der linken Seite sind die Molekiillmassen der Banden des
Proteinstandards (M) in kDa angegeben. Die berechneten MolekiilgroBen der Proteine sind: MOMP
42 kDa, GroEL1 58 kDa, EF-Tu 43 kDa und CPn0809 50 kDa.

Mit dem anionischen Detergenz Sarkosyl wurde der GroBteil des GroEL1, EF-Tu und
CPn0809 in Losung {iiberfiihrt (Abbildung 4.13 ,,Sarkosyl®). Ein kleiner Teil dieser drei
Proteine blieb jedoch mit dem Pellet der nicht 16slichen Membranfraktion assoziiert. MOMP
hingegen wurde auch mit diesem Detergenz nicht in Losung gebracht. MOMP ist ein Teil des
cOMC, welcher stark iiber Disulfidbriicken vernetzt ist. Fiir MOMP ist bekannt, dass es nur
mit dem stark anionischen Detergenz SDS oder durch Reduktion der Disulfidbriicken mittels

DTT aus dem cOMC gelost werden kann (Caldwell ef al. 1981) (vgl. Kapitel 1.3.1).

Das Ergebnis, dass eine gewisse Menge CPn0809 leicht zugédnglich und moglicherweise auf
der Oberfliche von EBs lokalisiert war, ist ein Indiz, dass CPn0809 in der frithen Infektion
fiir eine Interaktion mit der humanen Wirtszelle zugénglich ist. Interessanterweise wurde fiir
das Translokationsporen-Protein IpaB gezeigt, dass es vor Infektionsbeginn auf der
Oberfliche der Bakterien lokalisiert ist (Veenendaal er al. 2007). Die vorgestellten
Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass CPn0809 eine Funktion als Teil der
Translokationspore hat. Da jedoch eine duale Funktion als sekretiertes Effektorprotein nicht
vollkommen ausgeschlossen werden kann, wurde die subzelluldre Lokalisation von CPn0809

wihrend der Infektion im Folgenden biochemisch analysiert.
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4.1.8 CPn0809 oft assoziiert mit Lipidtropfchen gefunden

Von verschiedenen Translokationsporen-Proteinen ist bekannt, dass sie neben ihrer Funktion
als Translokon des T3SS zusétzlich Effektorfunktionen aufweisen (Kapitel 1.4.4.2). Es wére
moglich, dass der Teil des in die Wirtszelle sekretierten CPn0809 bei mikroskopischen
Untersuchungen unterhalb der Nachweisgrenze lag und nicht detektiert wurde. Um die
subzelluldre Loklalisierung von CPn0809 in der infizierten Humanzelle zu untersuchen
wurden daher Zellfraktionierungen fiir zwei Zeitpunkte der Infektion durchgefiihrt
(Kapitel 3.7.11).

In Proben nicht-infizierter Zellen (n.i.) war die bereits beschriebene unspezifische Bande, die
der CPn0809-Antikorper hervorruft, deutlich erkennbar (vgl. Kapitel 4.1.3). Diese war jedoch
etwas kleiner als die CPn0809 Bande, wodurch sie im SDS-Gel etwas weiter lief, als die
CPn0809-Bande (vgl. Abbildung 4.14 A ,,n.i.” mit Fraktionen). Zellen, die fiir 48 h infiziert
worden waren, zeigten in allen Fraktionen ein Signal fiir CPn0809, in denen auch Signale fiir
die chlamydialen Proteine MOMP und DnaK erkennbar waren (Abbildung 4.14 A ,,48 hpI®).
Interessante Ausnahmen bildeten der Uberstand nach der ersten Ultrazentrifugation (HSS)
und die Lipidtropfchen-Fraktion (LD). Hier wurde CPn0809 detektiert, obwohl nur eine sehr
schwache Bande fiir DnaK und kein Signal fiir MOMP erkennbar war (rote Sterne). Die HSS-
Fraktion beinhaltet alle 16slichen Bestandteile der infizierten Humanzellen und die LD-
Fraktion enthdlt im Wesentlichen die Lipidtropfchen der Humanzellen. Es wurden zudem
keine membranassoziierten Proteine detektiert, wie das Fehlen der humanen Proteine EGFR
(Plasmamembran) und Calnexin (ER) in diesen Fraktionen zeigte. Zytosolische Proteine wie
Aktin und Mekl sowie das Zellkernmatrix-Protein p84 und auch das Lipidtropfchen-

assoziierte Protein ADFP wurden hingegen gefunden.
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Abbildung 4.14: CPn08(9 kann in der Infektion und in der Transfektion mit Lipidtrépfchen
assoziiert werden

A. Fraktiomerungen von infizierten Hela-Zellen, die 48 hpl oder 65 hpl geemtet wurden. Die
Fraktiomierung wurde mit emmem diskontinmerlichen Optiprep®-Dichtegradienten nach einem
abgewandelten Protokoll von Jorgensen und Kollegen durchgefithrt (Jorgensen & Valdivia 2008)
(Kapitel 3.7.11). Die Proteinkonzentration aller Fraktionen wurde gemessen und anschlieBend
gleiche Proteinmengen fiir eine Analyse muttels Westernblot geladen. M = Proteinmarker, n. i. =
nicht-infizierte Zellen, NP = Kemnpellet, PNS = Uberstand nach Pelletieren der Zellkerne, HSS =
Uberstand nach der ersten Ultrazentrifugation, HSP = Pellet nach der ersten Ultrazentrifugation, LD
= Lipidtropfchen-Fraktion, 2 bis 10 = Fraktionen des HSP nach der zweiten Ultrazentnfugation von
oben (geringe Dichte), nach unten (hohe Dichte). Die Angabe der Molekiilmassen der Banden des
Proteinmarkers erfolgt in kDa. Zur Analyse wurden humane Proteine mut Antikérpern gegen EGFR
(130 kDa), p-Aktin (42 kDa), Calnexin (80 kDa), p84 (84 kDa), ADFP (49 kDa) und Mek1 (44 kDa)
detektiert.




Ergebnisse

Chlamydiale Proteine sind durch eine rote Linie von den Humanproteinen getrennt. Sie wurden mit
Antikérpern gegen DnaK (72 kDa), MOMP (42 kDa) und CPn0809 (50 kDa) detektiert. Die
Primérantikorper wurden mit einem sekunddren AP-konjugierten Antikdrper sichtbar gemacht.
Beachtenswerte Fraktionen mit CPn0809-Signal sind mit einem roten Stern (*) markiert.

B. Transfektion von humanen HeLa-Zellen mit verschiedenen mCherry-Konstrukten von CPn0809
(rot). Die transfizierten Zellen wurden nach 16 h mit Methanol fiir 10 min bei RT fixiert. Die DNS
der Zellen wurde mit DAPI (blau) sichtbar gemacht. Bei den transformierten Konstrukten handelt es
sich um CPnO809N (As 1-253), CPn0809ATM1,2 (A As 253-302, Deletion der ersten beiden
Transmembrandoménen), CPn0809ATM1,2,3 (A As 253-302, A As 383-405, Deletion der drei
vorhergesagten Transmembrandominen) und CPn0809 (As 1-488). Die Aufnahmen wurden mit
einem Zeiss Axioskop Fluoreszenzmikroskop generiert.

C. HeLa-Zellen wurden mit Konstrukten zur Expression von CPn0809 fusioniert an GFP (griin) und
einem bekannten chlamydialen Lipidtropfchen-bindenden Protein Lda3 (CPn0592) fusioniert an
mCherry (rot) kotransfiziert. Die DNS der Zellen wurde mit DAPI (blau) sichtbar gemacht. Die
Fixierung und Mikroskopie der Zellen erfolgte wie in B beschrieben.

Bei der Fraktionierung von Zellen, die fiir 65 h infiziert worden waren, wurde ebenfalls
beobachtet, dass CPn0809 nicht ausschlieBlich bakterienassoziiert vorlag (Abbildung 4.14 A
»05 hpl®). Auch hier waren CPn0809-Signale unabhédngig von anderen chlamydialen
Proteinen in der HSS- und LD-Fraktion erkennbar. In diesen Fraktionen waren zytosolische,
Kernmatrix- und Lipidtrpfchen-assoziierte Proteine zu detektieren. Wie 48 hpl befand sich
der grofite Teil des detektierbaren CPn0809 jedoch in den Fraktionen, die auch Signale fiir die
anderen bakteriellen Proteine zeigten. Demnach war CPn0809 also hauptsidchlich
bakterienassoziiert und ein kleiner Teil war in ,bakterienfreien* Fraktionen detektierbar. In
den scheinbar chlamydienfreien Fraktionen konnte CPn0809 eine Kontaminationen
darstellen, die durch Abldsen des CPn0809 von den Bakterien hervorgerufen wurden(vgl.

Kapitel 4.1.7).

Dennoch war die Detektion von CPn0809 in den Fraktionen der infizierten Humanzellen, die
mit Lipidtropfchen in Verbindung gebracht wurden, interessant. CPn0809 wurde schon bei
der Erstcharakterisierung in Hefe mit Lipidtropfchen kolokalisiert (vgl. Kapitel 1.6). In
Transfektionsversuchen wurde CPn0809 auch mit Lipidtropfchen der Humanzelle assoziiert.
So zeigten Transfektionsversuche des CPn0809-N-Terminus ein zytosolisches Signal und
keine distinkte Lokalisierung in der Zelle (Abbildung4.14 B). Dagegen =zeigten das
Vollldngenprotein und CPn0809-Varianten, in denen zwei Transmembrandominen bzw. alle
drei vorhergesagten Transmembrandoménen deletiert waren, punktierte Signale. Die Signale
waren meist iiber die ganze Zelle verteilt, konzentrierten sich aber hdufig entweder in der
Zellperipherie oder in Zellkern-Ndhe. Da CPn0809 in Hefezellen eine Assoziation mit

Lipidtropfchen zeigt, wurden Kotransfektionen mit einem bekannten chlamydialen
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Lipidtropfchen-bindenden Protein (Lda3) durchgefiihrt (Abbildung 4.14 C). Lipidtropfchen
sind Organellen der Zelle, welche neutrale Lipide speichern (Martin & Parton 2006). Es
wurde bereits gezeigt, dass Chlamydien wihrend der Infektion Lipidtrépfchen zur Inklusion
rekrutieren und dass bestimmte chlamydiale Proteine, wenn sie transient exprimiert werden,
wihrend der Infektion mit Lipidtropfchen kolokalisieren (Cocchiaro ef al. 2008). Eines dieser
Proteine ist das Lda3 (Lipid Droplet-associated protein 3). CPnO809GFP und Lda3
kolokalisierten, was bedeutet, dass CPn0809 auch bei ektopischer Expression in Humanzellen

mit Lipidtrépfchen-Markern assoziiert wurde.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass CPn0809 in verschiedenen Versuchen mit den
Lipidtropfchen der eukaryotischen Zelle in Verbindung gebracht wurde. Die Verbindung mit

diesen Organellen in der Infektion wurde bisher nicht mikroskopisch bestitigt.

4.2 Charakterisierung des Inc-Proteins CPn0147

Das putative Effektorprotein CPn0147 wurde in fritheren Arbeiten als Inc-Protein
identifiziert, das in der Inklusionsmembran und auf fadenartigen Strukturen, die von der
Inklusionsmembran ausgehen, sowie auf Lipidtropfchen im Zytosol der humanen Wirtszelle

lokalisiert (Herbst 2011) (vgl. Kapitel 1.7).

Die CPn0147-positiven Strukturen wurden im Folgenden mikroskopisch untersucht. Daher
wurde im ersten Schritt die Spezifitit des anti-CPn0147-Antikorpers, der bereits im Rahmen
einer fritheren Arbeit generiert wurde, tiberpriift (Herbst 2011).

4.2.1 Uberpriifung der Spezifitiit des anti-CPn0147-Antikorpers

Zur Untersuchung der Spezifitit des anti-CPn0147-Antikorpers wurde ein Antikorper-
Adsorptionsexperiment mit CPn0147-beschichteten Latexkiigelchen durchgefiihrt, wie es fiir
den anti-CPn0809-Antikorper bereits vorgestellt wurde (Kapitel 4.1.3.2).

Der antigengereinigte Antikdrper wurde mit Latexkiigelchen inkubiert, die entweder mit BSA
(Negativkontrolle) oder mit rekombinantem CPn0147ATM (AAs 41-91) beschichtet waren
(Kapitel 3.7.10). Diese CPn0147-Variante war zur Immunisierung des Kaninchens zur
Herstellung des polyklonalen Antikdrpers genutzt worden. Wie erwartet wurde eine Bindung
des anti-CPn0147-Antikérpers an CPn0147ATM-beschichtete Kiigelchen nachgewiesen,
wiéhrend der Antikorper nicht an BSA-beschichtete Kiigelchen band (Abbildung 4.15 A).
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Abbildung 4.15: Mikroskopische Analyse der Priadsorption des CPn0147-Antikiérpers

A. Die grin fluoreszierenden Latexkiigelchen wurden entweder mit rekombinantem CPn0147ATM-
Protein (AAs 41-91) oder BSA beschichtet und mit dem anti-CPn0147-Antikbrper mkubiert (vgl
Kapitel 3.7.10.1). AnschlieBend wurde die Adsorption des Antikdrpers an die Kiigelchen durch
Markierung mit emem sekundiren Alexa-594-komjugierten anti-Kaninchen-Antikérper (rot)
fluoreszenzmikroskopisch iiberpriift. Nur die CPn0147ATM-beschichteten Kiigelchen zeigen ein anti-
CPn0147-Antikérper-Signal.

B. HEp-2-Zellen wurden fiir 42 h infiziert und anschhiefend mat anti-CPn0147-Antikérperlésung
gefirbt (griin), die mcht behandelt, mit BSA-beschichteten Kiigelchen (Priadsorption mit BSA) oder
mit CPn0147ATM-beschichteten Kiigelchen inkubiert worden war (Priadsorption mit CPn0147ATM).
DNS wurde mut DAPT (blau) gefitbt. WeiBe Dreiecke deuten auf CPn0147-Fiden Die Inklusionen
sind mit einem weiben Stem (*) markiert.

Uberlagerung

Die zuvor mut den Kiigelchen inkubierten Antikorperlosungen wurden anschliefend zur
Farbung von infizierten Humanzellen verwendet. Inklusionen infizierter Humanzellen, die mut
der micht-behandelten bzw. der zuvor nut BSA-beschichteten Kiigelchen inkubierten
Antikorperlosung gefiarbt wurden, wiesen emne durchgingige Farbung der Inklusionsmembran
und von fadenartigen Strukturen im Zytosol auf (Abbildung 4.15 B | micht behandelt” bzw.
,Praadsorption mut BSA*). Im Gegensatz dazu war be1 der Farbung nut Antikorperlosung, die
mit den CPn0147ATM-beschichteten Kiigelchen wvonnkubiert wurde, keinerler Signal
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detektierbar (Abbildung 4.15 B ,,Prdadsorption mit CPn0147ATM®). Die CPn0147-
Lokalisierung in der Infektion wird also spezifisch durch den anti-CPn0147-Antikorper

markiert.

4.2.2 Fadenartige IncA- und CPn0147-Strukturen sind identisch

In C. pneumoniae-infizierten Epithelzellen sind fadenartige IncA-positive Strukturen bereits
seit langerem bekannt und wurden eingehend untersucht (vgl. Kapitel 1.5.1.1). Im Folgenden
wurde untersucht, ob die CPn0147-Fiden mit den IncA-Fiden identisch sind und ob die
Assoziation der Faden mit verschiedenen anderen chlamydialen Antigenen sich im Verlauf

der Infektion verindert.

In einem orientierenden Experiment wurde zu jedem Zeitpunkt auf 100 % der CPn0147-
positiven Féaden ein IncA-Signal detektiert (Abbildung 4.16 A ,,a-IncA* und B). Umgekehrt
wurden nur solche IncA-positiven, fadigen Strukturen gefunden, die auch ein durchgéingiges
CPn0147-Signal zeigten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass bei C. pneumoniae IncA-
und CPn0147-Signale dieselbe Struktur markieren.

Signale fiir das Lipopolysaccharid (LPS) von C. pneumoniae, welches normalerweise in der
duBeren Membran der Bakterien verankert ist, waren auf den Faden stets punktformig. In
vielen Fillen wurden mehrere LPS-Signale auf einem CPn0147-Faden detektiert
(Abbildung 4.16 A ,,a-LPS*). Die LPS-Signale auf den Fadden wiesen keine DNS-Signale auf,
es handelte sich bei den punktférmigen LPS-Signalen auf den Féden also wahrscheinlich
nicht um Bakterien. Bis 48 hpl wiesen rund 40 % der CPn0147-positiven Féden ein oder
mehrere LPS-Signale auf, dieser Wert verringerte sich bis 72 hpl auf ca. 20 %
(Abbildung 4.16 B).

Nur ein geringer Anteil der CPn0147-positiven Faden zeigte punktformige Signale fiir das
chlamydiale Chaperon DnaK. Im Gegensatz zu LPS wurde nie mehr als ein DnaK-Signal je
Faden detektiert (Abbildung 4.16 A ,,a-DnaK*). Signale fiir das Chaperon waren stets auch
mit einem DNS-Signal kolokalisiert und reprisentieren wahrscheinlich Bakterien. Zu den
Zeitpunkten 24 h und 48 h nach Infektionsbeginn zeigten 3 % der CPn0147-Fiaden ein DnaK-
Signal (Abbildung 4.16 B). 72 h nach Infektionsbeginn war auf den Fiden kein DnaK-Signal
detektierbar.
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Abbildung 4.16: Auf CPn0147-Fiiden
befinden sich weitere chlamydiale Antigene

A: Konfokalmikroskopische Untersuchung der
Kolokalisierung verschiedener chlamydialer
Antigene auf CPn0147-positiven Fiden: HEp-2-
Zellen wurden mit einer Suspension gradienten-
geremnigier EBs (MOI=1) infiziert. Nach 24 h,
48 h und 72 h wurden die Zellen mit 3 %6igem,
37°C warmem PFA bzw. mit -20°C kaltem
Methanol fixiert. PFA-fixierte Zellen wurden mat
2% Saponin permeabilisiert und anschheBend
mit emem Antikdrper gegen CPn0147 (grin)
und emem zweirten Antikérper gegen IncA. LPS
oder DmaK (rot) gefirbt. Methanol-fixierte
Zellen wurden mit emmem anti-ITncA (rot) und
emem anti-Pmp21N-Antikérper (griin) gefarbt.
Es wurden selundire Alexa-488- und Alexa-
594-konjugierte Antikérper zur Fiarbung benutzt.
DNS wurde mat DAPI (blau) gefirbt. Die
Aufnahmen wurden emnem Nikon C2 Mikroskop
hergestellt. Mabstabsleiste: 5 pm

B: Balkendiagramm zur Darstellung des Anteils von CPn0147-posttiven, fidigen Strukturen, die
mit anderen chlamydialen Antigenen kolokalisierten. Je Zeitpunkt und Antigen wurden einmal 50
Zellen gezihlt, die Einzelinklusionen mit einem oder mehreren Fiden aufwiesen. Lokalisierten ein
oder mehrere Signale auf einem Faden, wurde dieser Faden als antigensignal-positiv gewertet.
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Das Signal des an der Oberfldche der Chlamydien lokalisierten Pmp21 war auf den Faden wie
LPS stets punktiert. Wie bei LPS wurden zum Teil mehrere, nicht mit einem DNS-Signal
kolokalisierte Pmp21-Signale auf einem CPn0147-Faden detektiert (Abbildung 4.15 A ,,a-
Pmp21). 24 h nach Infektionsbeginn wurden punktierte Pmp21-Signale auf 8 % der
betrachteten Féden detektiert. Dies reduzierte sich bis 48 hpl auf 2 % der Fédden und 72 hpl
war kein Pmp21-Signal mehr auf den Faden detektierbar (Abbildung 4.15 B).

In diesem Versuch war etwas mehr als die Hélfte der beobachteten CPn147-Fédden nicht mit
LPS, DnaK oder Pmp21 kolokalisiert. Die Haufigkeit des Auftretens verschiedener Antigene
war abhédngig vom betrachteten Infektionszeitpunkt und verringerte sich mit fortschreitender

Infektion (vgl. Abbildung 4.16 B).

4.2.3 CPn0147-Fiden weisen bevorzugt in Richtung Zellkern

Bei fritheren Untersuchungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass CPn0147-positive Fdden
bevorzugt in Richtung des Zellkerns weisen (Herbst 2011). Um diese zu stiitzen, wurde eine
Quantifizierung der Orientierung der Fidden durchgefiihrt, eventuell sind dadurch

Riickschliisse auf die Funktion der Fiden mdglich.

Fiir die Untersuchung wurden ausschlieBlich Fdden betrachtet, die von Einzelinklusionen
stammten, Zellen mit mehreren Inklusionen wurden nicht beriicksichtigt (Kapitel 3.10). Die
beobachteten Fiden wurden in Kategorien eingeordnet, die durch Richtung und Abstand des
Fadens vom Zellkern definiert waren (vgl. Abbildung 4.17 A und B). In Zellen, die 24 h nach
Infektionsbeginn fixiert wurden, hatten Faden der Klasse 1 einen Anteil von 30 % und 48 h
bzw. 72 h machten sie rund 35 % der Fidden aus (Abbildung 4.17 C). Fiden der Klasse 2
wurden am seltensten beobachtet und machten 24 hpl 20 % und 48 h bzw. 72 h nach
Infektionsbeginn rund 25 % aller beobachteten Fédden aus. Insgesamt traten Faden der
Klasse 3 am hédufigsten auf. 24 h nach Infektionsbeginn fiel rund die Hélfte der beobachteten
CPn0147-positiven Féaden in die Klasse 3, wihrend nach 48 h und 72 h rund 40 % der Fiden

der Klasse 3 zuzuordnen waren.
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Abbildung 4.17: Analyse der bevorzugten Orientierung von CPnl0147-positiven Fiden

HEp-2-Zellen wurden mit emner Suspension gradientengereimgter EBs (MOI=1) infiziert. Nach jeweils
24, 48 und 72 h Infektion wurden die Zellen mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA 10 mun lang fixiert. Die
Zellen wurden mit Saponin permeabilisiert und anschlieBend mit dem anti-CPn0147-Antikérper und
einem sekundiren Alexa-488-konjugierten Antikérper (griin) gefiirbt. Die DNS wurde mit DAPI (blau)
gefirbt. Zellen miat nur einer Inklusion wurden auf das Vorhandensein von CPn0147-positiven Faden
untersucht.

A: Schematische Darstellung einer mut C. pneumoniae infizierten Zelle. Die Faden der Inklusion sind
nach Richtung und Abstand zum DNS-Signal des Zellkems kategonsiert. Faden der Klasse 1 zeigen
vom Zellkern weg, auch wenn ihr Ursprung in der Hilfte der Inklusion hegt, die zum Zellkern gewandt
ist. Fiden der Klasse 2 weisen zum Zellkemn hin, hegen jedoch auf ganzer Linge 1 pm bzw. wetter vom
DNS-S1ignal des Kems entfernt. Fiden der Klasse 3 deuten zum Zellkern hin und sind niher als 1 pm
am Signal des Kems lokalisiert.

B: C pneumoniae-Inklusionen mat CPn0147-positiven Fiden von Zellen, die 24 h lang infiziert
wurden. Anhand der abgebildeten CPn0147-Fiden werden Beispiele fiir die Klassifizierung gezeigt.
Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Nikon C2 Mikroskop hergestellt. Die Malistabsleiste 1st
2 ym lang.

C: Verteilung der CPn0147-positiven Fiden auf die verschiedenen Klassen in Abhingigkeit vom
Zeitpunkt 10 der Infektion. Je betrachteten Zeitpunkt wurden einmal hundert Inklusionen mit Fiden

gezihlt.



Ergebnisse

Somit wiesen zu jedem betrachteten Zeitpunkt der Infektion mehr als 60 % der CPn0147-
positiven Faden in Richtung Zellkern (Klasse 2 und 3). Dies konnte bedeuten, dass die Féden
vor allem mit dem zentralen Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Humanzelle in
Verbindung stehen, das um den Zellkern lokalisiert. Im Folgenden wurden verschiedene
Féarbungen von Zellkompartimenten der Wirtszelle durchgefiihrt, um zu analysieren aus
welchem Material die fadenartigen Strukturen aufgebaut sind und ob die Féden mit

Organellen der Wirtszelle, wie dem ER, in Kontakt stehen.

4.2.4 Die CPn0147-Fiden besitzen die Identitit membranoser Strukturen

Die Entstehung, Struktur und Funktion der Fiden ist unbekannt. Fiir weitere Analysen wurden
daher drei Arbeitshypothesen entwickelt: (i) Da IncA und CPn0147 Inc-Proteine sind, die in
der Inklusionsmembran inseriert werden, handelt es sich bei den CPn0147-IncA-positiven
Faden moglicherweise ebenfalls um membrandse Strukturen, die von der Inklusionsmembran
stammen. (i) Wéhrend der chlamydialen Infektion konnte ein chlamydiales Effektorprotein
sekretiert werden, welches dhnlich wie Tubulin polymerisiert und so fiadige Strukturen bildet.
(i11) Ein bestimmtes Wirtszellorganell konnte durch chlamydiale Effektorproteine manipuliert
und tubuliert werden, um fadige Strukturen zu bilden, die mit der Inklusionsmembran in

Kontakt stehen.

Im Folgenden wurde die mogliche Assoziation von CPn0147- bzw. IncA-Fiden mit
verschiedenen Zellorganellen sowie Zytoskelett- und Membrankomponenten der mit
C. pneumoniae infizierten Wirtszelle untersucht. Es wurden vor allem Wirtszellkomponenten
eingehender betrachtet, von denen bekannt ist, dass sie eine enge Assoziation mit der
Inklusionsmembran zeigen und/oder fiir den Verlauf der Infektion von Bedeutung sind

(Kapitel 1.5) (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Verwendete Marker verschiedener Wirtszellorganellen

Transfektionskonstrukt (T) /

Markierte Wirtszellk t
Antikorper (A) / Farbstoff (F) arkierte Wirtszellkomponente

Rab5-GFP (T) Ein Protein, das frithe Endosomen markiert.
Rab7-GFP (T) Ein Protein, das spite Endosomen markiert.
Rab11A-GFP (T) Ein Protein, das Recycling-Endosomen markiert.

Férbt neutrale Lipide, die vor allem in humanen
Speicherorganellen, den Lipidtropfchen, akkumulieren.
Die C2-Domiéne des Lactadherin, bindet
Phosphatidylserin (PS) und lokalisiert an PS-positiven
Strukturen - vor allem an der zytoplasmatischen Seite der
humanen Plasmamembran.

Bodipy® 493/ 503 (F)

LactC2-GFP (T)
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Transfektionskonstrukt (T) /

Markierte Wirtszellk t
Antikorper (A) / Farbstoff (F) arkierte Wirtszellkomponente

a-Golgi (A) Ein Protein des Golgi-Apparates.

a-Aktin (F) Eine Komponente des Aktin-Zytoskeletts der Zelle.

a-Tubulin (A) Eine Komponente des Mikrotubuli-Zytoskeletts der Zelle.

o-Vimentin (A) Eine Komponente des Intermediérfilament-Zytoskeletts
der Zelle.

a-Calnexin (A) Ein Chaperon des ER, es lokalisiert im Lumen des ER.

Das fluoreszierende Protein mCherry wurde mit einem
GPI-Anker fusioniert, dieses Konstrukt markiert vor
allem die AuB3enseite der humanen Plasmamembran und
den Golgi-Apparat.

mCherry-GPI (T)

Kontrollaufnahmen von transfizierten oder gefarbten, nicht-infizierten Zellen kénnen im

Anhang eingesehen werden (Kapitel 6).

Uber lingere Abschnitte waren kontinuierliche Kolokalisierungen zwischen CPn0147-Fiden
und dem Rab-Protein Rabl1A sowie der Lactadherin C2-Doméne (LactC2) erkennbar
(Abbildung 4.18 ,,Rab11-GFP* und ,,LactC2-GFP*). Das mCherry-GPI-Anker-Protein zeigte
punktierte, selten auch kurze kontinuierliche Kolokalisierungen mit CPn0147-Faden
(Abbildung 4.18 ,,mCherry-GPI*). Férbungen verschiedener Zytoskelett-Komponenten
wiesen viele Beispiele auf, in denen eine punktformige Assoziation mit CPn0147-Strukturen
zu erkennen ist (Abbildung 4.18 ,,a-Aktin®, ,,a-Tubulin“ und ,,a-Vimentin®). Strukturen, die

eine Assoziation zeigten, werden in den nachfolgenden Kapiteln eingehender betrachtet.

Die CPn0147- bzw. IncA-Fidden wiesen keine Assoziation mit frilhen und spéten
endozytotischen Vesikeln, dem Golgi-Apparat und dem durch Calnexin markierten
Endoplasmatische Retikulum (ER) auf (vgl. Abbildung 4.18 ,,Rab5-GFP*, ,,Rab7-GFP*, ,a-

Golgi““ und ,,a-Calnexin®).

Signale fiir mit Bodipy geféarbte Lipidtropfchen lokalisierten teilweise in rdumlicher Ndhe der
CPn0147-positiven fadigen Strukturen. Da in einer vorangegangenen Arbeit CPn0147-
Signale auf der Oberfliche von Lipidtropfchen nachgewiesen worden waren (Herbst 2011)
(vgl. Kapitel 4.2.11), wurde die Assoziation von CPn0147- bzw. IncA-positiven Strukturen
mit Lipidtropfchen in dieser Arbeit eingehender untersucht (siehe Kapitel 4.2.11 und 4.2.12).
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Abbildung 4.18: Kolokalisierung der CPn0147-Fiden mit Zellkompartimenten der Humanzelle

HEp-2-Zellen wurden 24 h vor der Infektion mit Transfektionskonstrukten fiir Rab5-GFP, Rab7-
GFP, Rab11A-GFP, LactC2-GFP oder mCherry mit GPI-Anker transfiziert. Transfizierte und nicht-



Ergebnisse

transfizierte Zellen wurden mit einer Suspension gradientengereinigter EBs (MOI=1) fiir 48 h
infiziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA fiir 10 min fixiert. Die
DNS der Zellen wurden mit DAPI gefarbt (blau). Fiir die Antikdrper-Farbungen wurden die Zellen
mittels Saponin permeabilisiert (Kapitel 3.8.1.2). Die Wirtszellkomponenten wurden mit Antikorpern
gegen ein Golgiprotein (C100rf118), a-Tubulin, Vimentin oder Calnexin und die wéhrend der
chlamydialen Infektion induzierten Fédden mit dem anti-CPn0147-Antikdrper oder dem IncA-
Antikorper gefarbt. Farbungen des Aktin-Zytoskeletts mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-
Phalloidin wurden 30 min lang bei RT durchgefiihrt. Die Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Bodipy® 493/503 wurde zusammen mit der DAPI-Farbung fiir 10 min bei RT durchgefiihrt. Alle
Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert. Malistabsleiste: 5 um

4.2.4.1 Die membranhaltigen CPn0147-Strukturen kolokalisieren mit

Recycling-Endosomen
Die Kolokalisierung des Markers fiir Recycling-Endosomen Rabl1A-GFP mit CPn0147-
Faden ist sehr interessant, da beschrieben wurde, dass die beiden Rabl1-Isoformen Rabl11A

und Rab11B mit der C. pneumoniae-Inklusionsmembran kolokalisieren (Rzomp et al. 2003)

(Kapitel 1.5.1.3).

In nicht-infizierten Zellen zeigte das Rabl1A-GFP-Fusionsprotein punktierte bis vesikuldre
Signale, die gleichmadfig in der ganzen Zelle verteilt waren (vgl. Anhang 6). In mit
C. pneumoniae infizierten Zellen wurden zwei Arten mit CPn0147-positiven Féden
kolokalisierenden Rabl1A-GFP-Signalen beobachtet: (i) vesikuldre und (i1) kontinuierliche
Strukturen  (Abbildung 4.19 A).  Beispiele fiir vesikuldire, mit CPn0147-Faden
kolokalisierende Rab11A-GFP-Signale waren sehr haufig (Abbildung 4.19 B).

Die Vesikel waren entweder teilweise mit den Fdden assoziiert oder iiberlagerten die
CPn0147-Signale vollstindig. Dariiber hinaus schienen die Rab11-Vesikel den Faden eilweise
auch zu unterbrechen. Interessanterweise unterbrachen kontinuierliche Rabl1A-GFP-
Strukturen den CPn0O147-Faden héufig und fiihrten ihn fort, bis anschlieBend wieder ein
CPn0147-Signal detektierbar wurde (Abbildung4.19 B ,,Ausschnitt 1 links und
»Ausschnitt 2 links). Es ist moglich, dass Rab11A-positive Vesikel mit den CPn0147-Féden
interagieren, darauf transportiert werden oder mit ihnen fusionieren, worauf die beobachteten

vesikuldren bis kontinuierlich-filamentosen Strukturen auf den Faden hindeuteten.
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A Ubersichisbild Einzelaufnahmen der Kansle
Rab11-GFP

o-CPn0147

B Awusschnitt 1:
DAPI (blau) Rab11-GFP { ) a-CPn0147 (rot)

YZQXY

Ausachnitt 2;

DAPI (blau) Rab11-GFP | ) a-CPn0147 (rot)

Abbildung 4.19: Phiinotypen der Kolokalisierung von CPn0147-Fiiden und Rabl11A-GFP

HEp-2-Zellen wurden 16h vor der Infektion mit einem RAB11A-GFP Konstrukt transfiziert
(Kapitel 3.6.1) und mit dem CPn0147-Antikdrper und emnem sekundiren Alexa-594-komjugierten
Antikérper gefiirbt. Die Infektion, Fixierung und Mikroskopie der Zellen erfolgte wie beschneben
(Abbildung 4.18). Mabstabsleiste: 2.5 um

A: Ubersichtsaufnahme einer infizierten Zelle mit drei Inklusionen. Die markierten Bereiche sind unter
B vergrdBert dargestellt.

B: Orthogonalansichten der in A markierten Ausschnitte. Die 1m Fokus liegenden Strukturen wurden
durch weiBle Dreiecke markiert.
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4.2.4.2 CPn0147-Faden kolokalisieren mit verschiedenen Membran-

markern der humanen Wirtszelle
Als Néchstes wurde die Lokalisierung von verschiedenen Plasmamembranmarkern relativ zu
den CPn0O147-Fdden untersucht. Im ersten Schritt wurde die Lokalisation von
Phosphatidylserin (PS) mit Hilfe der daran bindenden C2-Doméne des Lactadherin (LactC2)
betrachtet (vgl. Tabelle 4.2). Nicht-infizierte Zellen wiesen LactC2-GFP-Signale auf, die die
Plasmamembran markierten und in vesikuldren Strukturen im Zytosol der Zelle auftraten (vgl.
Anhang 6). Da sich PS vor allem auf der zytosolischen Seite der Plasmamembran befindet,

bindet LactC2-GFP die Innenseite der humanen Plasmamembran.

Wihrend des gesamten Infektionsverlaufes war die C. pneumoniae-Inklusionsmembran von
LactC2-Signalen umgeben. In der frithen Infektion (24 hpl) war die Inklusionsmembran mit
LactC2 fast kontinuierlich markiert. Die frilhe Inklusionsmembran war demnach auf der
zytosolischen Seite durchgéngig mit PS besetzt. Zu spiteren Zeitpunkten (48 und 72 hpl)
markierte LactC2-GFP die Inklusionsmembran in diskontinuierlicher Weise, was auf eine
Verringerung des PS in der Inklusionsmembran iiber die Zeit hindeutet (Abbildung 4.20 A).
Das Auftreten von LactC2-GFP-positiven Vesikeln deutet darauf hin, dass diese zur Inklusion
rekrutiert wurden und dort mit der Inklusionsmembran fusionierten. Die Ergebnisse sind
interessant, da flir C. trachomatis gezeigt wurde, dass die Inklusionsmembran in der friihen
Infektion bei 8 hpl zwar von einem LactC2-GFP-Signal umgeben war, das Signal 18 hpl
jedoch verschwand (Yeung et al. 2009).

Auf den CPn0147-Faden wurden vereinzelt vesikuldre LactC2-GFP-Signale detektiert. Das
Beispiel in Abbildung 4.20 B zeigt einen Phénotyp, bei dem {iber die gesamte Linge des
dargestellten CPn0147-Fadens schwache LactC2-GFP-Signale detektierbar waren und ihn
abschnittsweise auch kontinuierlich markierten. Kontinuierliche durch LactC2-GFP markierte
PS-Strukturen waren auf CPn0147-Faden selten zu beobachten und auch die Assoziation mit
PS-positiven Vesikeln wurde nur gelegentlich detektiert. Moglicherweise waren die LactC2-
GFP-Signale auf den Faden zu schwach, um sie effizient zu detektieren. Dennoch weisen die
Ergebnisse darauf hin, dass durch LactC2-GFP gebundenes PS in die CPn0147-positiven

Féden eingebaut wurde.
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A DAPI (blau) «-CPn0147 (rot) LactC2-GFP (
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72 hpl
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Abbildung 4.20: CPn0147-positive Strukturen sind mit LactC2-GFP und mCherry-GPI
assoziiert

HEp-2-Zellen wurden 16 h vor der Infektion mit einem LactC2-GFP oder Cherry-GPI-Anker-
Konstrukt transfiziert (Kapitel 3.6.1). Die Infektion, Fixierung, Farbung und Mikroskopie der Zellen
erfolgte wie bereits beschrieben (Abbildung 4.18).

A: Die Zellen wurden mit dem anti-CPn0147-Antikérper und einem sekundidren Alexa-594-
konjugierten Antikdrper gefarbt. MaBistabsleiste: 5 um, falls nicht anders angegeben.

B: Orthogonalansichten einer 48 hpl fixierten Zelle aus der in A dargestellten Farbung.
Malfstabsleiste: 2,5 pm

C: Die gezeigten Zellen wurden 48 hpl fixiert. Die Farbung wurde mit dem anti-CPn0147-Antikdrper
und einem sekunddren Alexa-488-konjugierten Antikdrper durchgefiihrt. Dargestellt sind
Orthogonalansichten derselben Zelle. Malistabsleiste: 2,5 pm

Als nichstes wurde die Assoziation der CPn0147-Faden mit einem mCherry-GPI-Anker-
Fusionsprotein untersucht, welches dhnlich wie das LactC2-GFP die Plasmamembran und
vesikuldren Strukturen im Zytosol der nicht-infizierten Humanzelle markiert (Tabelle 4.2)
(vgl. Anhang 6). GPI-Anker-Proteine werden auf der extrazelluliren Seite der

Plasmamembran verankert, wohin sie durch exozytotische Vesikel gelangen.

In infizierten Zellen wurden einige Beispiele beobachtet, in denen ein CPn0147-Faden mit
dem mCherry-GPI-Signal in der Zytoplasmamembran assoziiert war (Abbildung 4.20 C
links). Daneben wurden hédufig punktierte mCherry-GPI-Signale auf den CPn0147-positiven
Faden und der Inklusionsmembran detektiert (Abbildung 4.20 mitte und links). Dabei
umgaben die punktformigen bis vesikuldren mCherry-GPI-Signale den CPn0147-Faden
teilweise (Abbildung 4.20 mitte und rechts). Es wurden keine Kolokalisationen eines
kontinuierlichen mCherry-GPI-Signals mit CPn0147-Fiden beobachtet, jedoch wurden
teilweise durchgiangige Signale in der Inklusionsmembran detektiert, die an die Markierung
der Inklusionsmembran durch LactC2-GFP erinnerte (vgl. digitaler Anhang). Da sehr viele
mCherry-GPI-Vesikel im Zytosol der Zelle detektiert wurden, ist nicht auszuschlieBen, dass
die Signale zufillig kolokalisierten.

Die kolokalisation der Marker fiir die humane Zytoplasmamembran mit CPn0147-Signalen
und auch die Ergebnisse aus Kapitel 4.2.4.1 zeigten, dass die CPn0147-positiven Fidden

wahrscheinlich membrandser Natur sind.
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4.2.4.3 Die fadigen CPn0147-Strukturen kolokalisieren vereinzelt mit

Zytoskelett-Komponenten der Humanzelle
Neben membrandsen Strukturen wurden auch die Zytoskelett-Komponenten Vimentin, Aktin

und Mikrotubuli auf eine mogliche Kolokalisation mit CPn0147-Fiden untersucht

(Abbildung 4.21).

Vimentin ist eine Komponente der Intermediédrfilamente, welche in nicht-infizierten Zellen
locker und netzartig-verzweigt im Zytosol und vor allem um den Zellkern der Humanzelle
vorlag (vgl. Anhang 6). Bei Vimentin-Farbungen von C. pneumoniae infizierten Zellen fiel
auf, dass Vimentin-Filamente die C. pneumoniae-Inklusion héufig umschlossen (nicht im
gezeigten Beispiel). Die CPn0147-positiven Fiden wiesen haufig punktférmige Assoziationen
mit Vimentin-Filamenten auf (Abbildung 4.21 links und mitte Dreiecke). Eine Kolokalisation
iber eine Strecke von einigen pm des CPn0147-Fadens wurde nicht beobachtet und es gab
immer auch lange Bereiche der CPn0147-Fédden, an denen kein Vimentin-Signal erkennbar

war (Abbildung 4.21 rechts Dreieck).

Aktin war in nicht-infizierten HEp-2-Zellen nur im Zellkortex anféarbbar, das Innere der
Zellen war weitestgehend frei von Aktin-Signalen (vgl. Anhang 6). Bei Farbungen infizierter
Zellen wurden in einigen Fillen auch im Zytoplasma schwache, unregelmiBige Aktin-
Signalen um die Inklusionsmembran herum detektiert, sodass eine Assoziation von Aktin mit
der Inklusionsmembran vermutet wurde. Eine Lokalisierung von Aktin- und Intermediar-
filamenten an Inklusionen wurde bereits fiir C. trachomatis beschrieben (Kumar & Valdivia
2008). CPn0147-Faden waren mit Aktin-Signalen ebenfalls nur punktférmig assoziiert
(Abbildung 4.21 B links und rechts Dreiecke). Auch hier zeigten Teils lange Abschnitte des
CPn0147-Fadens kein Aktin-Signal (Abbildung 4.21 B mitte Dreieck). In der Peripherie der
Zelle kolokalisierten CPn0147-Fiden hdufiger mit Aktin-Signalen, was auf vermehrte Aktin-
Signale im Cortex der Zellen zuriickgefiihrt wurde (Abbildung4.21 B links und rechts
Dreieck).
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A DAPI (blau) a-Vimentin (rol) «-CPn0147 (grin)
Y -

B DAPI (blau) Aktin (rot) «-CPn0147 ( )|
XY YZRXY

Abbildung 4.21: Kofirbung von Zytoskelett-Komponenten der Wirtszelle und CPn0147

Die Infektion, Fixierung, Firbung und Mikroskopie der Zellen erfolgte wie beschrieben
(Abbildung 4.18). MaBstabsleisten: 5 um

A: Infizierte Zellen wurden mit einem Cy3-konjugierten anti-Vimentin-Antikérper und dem anti-
CPn0147-Antikrper und einem sekundiren Alexa-488-konjugierten Antikérper geffirbt.
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B: F-Aktin infizierter Zellen wurden mit Rhodamin-Phalloidin markiert. Die Zellen wurden
zusitzlich mit dem anti-CPn0147-Antikérper und einem sekundédren Alexa-488-konjugierten
Antikorper gefarbt.

C: Infizierte Zellen wurden mit einem anti-a-Tubulin-Antikorper und einem sekundidren Alexa-594-
konjugierten Antikorper gefarbt. Zusétzlich wurde mit dem anti-CPn0147-Antikérper und einem
sekundéren Alexa-488-konjugierten Antikdrper gefarbt.

Mikrotubuli waren in nicht-infizierten HEp-2-Zellen in der ganzen Zelle als lange fadige bis
netzartige Strukturen erkennbar (vgl. Anhang 6). Die Untersuchung einer moglichen
Kolokalisation von CPn0147-Fiden und Mikrotubuli war aufgrund der groBen Menge an
detektierten Mikrotubuli schwierig (Abbildung 4.21 C). Ebenso wie Vimentin und Aktin
zeigten  Mikrotubuli  nur  punktférmige  Assoziationen mit  CPn0147-Féden
(Abbildung 4.21 C). Mikrotubuli waren immer in der Ndhe der CPn0147-Fiaden zu erkennen,
es wurde aber niemals ein Faden detektiert, der iiber eine ldngere Strecke mit einem

Mikrotubulus kolokalisierte.

Zusammenfassend wurden viele Beispiele dargelegt, in denen CPn0147-Fiden mit den
betrachteten Komponenten des Wirtszellzytoskeletts Vimentin, Aktin und Mikrotubuli
kolokalisierten. Aufgrund der Vielzahl der fiir die jeweilige Zytoskelett-Komponente
detektierten Filamente ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass es sich um zufillige Ereignisse

handelt.

4.2.5 Ektopisch in Humanzellen exprimiertes CPn0147 bildet fadenartige

Strukturen
In den vorangestellten Kapiteln wurden Hinweise gefunden, dass die CPn0147-Féden
membrandse Strukturen darstellen. Die mit den Fidden kolokalisierenden Membranmarker
lassen vermuten, dass die Fdden aus derselben Membran bestchen wie die
Inklusionsmembran, da die untersuchten Membranmarker mit beiden Strukturen assoziiert
waren. Wie die fadigen Strukturen gebildet werden und welche Rolle CPn0147 in der
Inklusionsmembran und den Féden spielt, ist nicht klar. Um die Funktion des CPn0147
eingehender zu untersuchen, wurden CPn0147-Transfektionskonstrukte hergestellt, die eine
ektopische Expression von CPn0147 in Humanzellen und die Analyse ihrer Lokalisation

erlaubten.

Die verwendeten GFP-Fusionsvarianten von CPn0147 und die vorhergesagten Dominen von
CPn0147 sind schematisch in Abbildung 4.22 A dargestellt. Interessanterweise ergab die
Analyse der Lokalisation der N-terminalen GFP-CPn0147-Variante (GFPCPn0147) eine ER-
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typische Markierung in der transfizierten Humanzelle (Abbildung4.22 B ,N-term
GFPCPn0147%). Hochinteressant war, dass die C-terminal markierte CPn0147-GFP-Variante
(CPn0147GFP) eine filamentose bis netzartige Lokalisierung und eine schwache Markierung
der Zytoplasmamembran aufwies (Abbildung4.22 B ,,CPn0147GFP C-term*). Das die
Lokalisation des Fusionsproteins von der Position der Fluoreszenzmarkierung abhéingig ist,
steht in Einklang mit einer fritheren Arbeit, die bereits zeigte, dass die Lokalisierung von Inc-
Proteinen davon abhingig sein kann, ob sich eine Markierung am N- oder C-terminalen Ende

des Proteins befindet (Shkarupeta et al. 2008).

Zur Kontrolle wurden CPn0146 und IncA als C-terminale GFP-Fusion analysiert. IncA gehort
zu den bestuntersuchten Inc-Proteinen; wihrend CPn0146 ausgewdhlt wurde, da es im Genom
in direkter Nachbarschaft zu CPn0147 codiert ist, mit 161 Aminosduren eine vergleichbare
GroBe und eine  dhnliche  Anordnung der  vorhergesagten  Inc-typischen
Transmembrandoménen aufweist. Fiir IncA und CPn0146 war bereits gezeigt worden, dass
N-terminal fluoreszenzmarkierte Versionen eine ER-spezifische Lokalisierung aufweisen
(Luo et al. 2007b). Die Analysen der vorliegenden Arbeit zeigten auch fiir die C-terminalen
GFP-Fusionen eine ER-typische Lokalisierung (Abbildung 4.22 B ,,IncAGFP C-term* und
,»CPn0146GFP C-term®) (vgl. Anhang 6 ,,dsRed-Calreticulin + IncAGFP*). Diese Ergebnisse

wiesen darauf hin, dass CPn0147 in der Lage ist spezifisch filamentose Strukturen zu bilden.

Die filamentdsen Strukturen der CPn0147GFP-Expression lielen sich mit einer C-terminalen
CPn0147-Fusion mit dem mCherry-Fluoreszenzmarker reproduzieren (Abbildung 4.22 C und
D links). Diese beiden CPn0Ol147-Varianten wurden in allen folgenden Transfektions-
Experimenten verwendet. Neben dem filamentésen Phédnotyp konnten bei der ektopischen
CPn0147-Expression zwei weitere Phianotypen unterschieden werden (Abbildung 4.22 C und
D). Wesentlich seltener als der Hauptphénotyp traten vesikuldre Strukturen zusammen mit
Signalen in der Humanzellmembran auf (Abbildung 4.22 C und D mitte). AuBerst selten tritt
ein dritter Phénotyp auf, der an eine ER-typische Lokalisation erinnert (Abbildung 4.22 C und
D rechts). Eine Quantifizierung der relativen Haufigkeit der Phinotypen wurde nicht
durchgefiihrt, da die Transfektionseffizienz und die Auspragung der ersten beiden Phénotypen

sehr variabel waren.

Da die Ergebnisse der ektopischen Expression verschiedener CPn0147-Fusionsvarianten
darauf hindeuteten, dass der N-Terminus des Proteins eine Bedeutung fiir die Lokalisierung

hat, wurden im Folgenden verschiedene Deletionsvarianten von CPn0147 analysiert.
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A DUF1218

IncA-Doméane
1 19 42 64 69 a1 149

| GFP-N-terminal | Lipo — GFP-C-terminal |

B MN-term GFPCPR0147 CPn0147GFP C-term IncAGFP C-term CPn0146GFP C-term

C CPn014TGFP ( ) DAPI (blau)

D CPn014TmCherry (rot) DAPI (blau)

Abbildung 4.22: Die ektopische Expression von CPn0147 fiihrt zur Bildung fadenartiger
Strukturen

HEp-2-Zellen wurden mit verschiedenen Konstrukten transfiziert. Nach 16 h wurden die Zellen mit
37 °C warmem, 3 %igem PFA fir 10 mun fixiert. Die gezeigten Aufnahmen wurden mit einem
konfokalen Nikon C2 Mikroskop generniert.

A: Schematische Darstellung von CPn0147 mit vorhergesagten Domiinen und der méglichen N- oder
C-terninalen Fusion des griin-fluoreszierenden Proteins (GFP).

B: Zellen, die eme aminoternunal mit GFP markierte Version von CPn0147 (N-term GFPCPn0147),
eine carboxytermunal mit GFP markierte Version von CPn0147 (CPn0147GFP C-term), eine
carboxyterminal mit GFP markierte Version von IncA (IncAGFP C-term) oder eine carboxyterminal
mit GFP markierte Version von CPn0146 (CPn0146GFP C-term) exprimierten (griin). Die in den
Bildern nicht gefiirbten Zellkerne wurden mit einem weifen  N™ markert.

C: Verschiedene Phinotypen der Expression von CPn0147GFP. Die DNS der Humanzellen wurde
mit DAPT (blau) sichtbar gemacht.

D: Verschiedene Phinotypen der Expression von CPn0147mCherry. Die DNS der Humanzellen
wurde mit DAPI (blau) sichtbar gemacht.
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4.2.6 Die fadenartige Lokalisation von CPn0147GFP ist von den Trans-

membrandoménen und dem C-Terminus abhingig
Es wurden C-terminal GFP-markierte Deletionsvarianten von CPn0147 hergestellt

(Abbildung 4.23 A), deren Lokalisierung in Humanzellen durch Transfektionsexperimente

analysiert wurde (Abbildung 4.23 B).

Das Volllingenprotein CPn0147GFP bildete Fidden, die sich iiber die gesamte Zelle
erstreckten, wobei in einigen Fillen ein akkumuliertes GFP-Signal in der perinukleéren

Region der Zelle detektierbar war (Abbildung 4.23 ,,CPn0147).

CPn0147ALipo ist eine N-terminal um 19 Aminosduren verkiirzte CPn0147-Variante.
Innerhalb dieser Region befindet sich die vorhergesagte sogenannte ,,Prokaryotic membrane
lipoprotein lipid attachment site* (Lipo) (Kapitel 1.7). Diese CPn0147-Variante war in der
Lage fadenartige Strukturen zu bilden, die etwas diffuser wirkten als die des
Volllangenproteins (Abbildung 4.23 ,,CPn0147ALipo*). Insgesamt &hnelte das GFP-Signal

dieser Deletionsvariante dem des Vollldngenproteins.

Fir CPn0147AN wurde der N-Terminus von CPn0147 bis zum Beginn der ersten
Transmembrandoménen (AAs 1-41) deletiert. Das GFP-Signal dieser Variante unterschied
sich deutlich von dem des Vollldngenproteins (Abbildung 4.23 ,,CPn0147AN*). Es waren
punktformige bis vesikulére, in ihrer GroBe stark variable Strukturen detektierbar, die durch

ein diffuses im Zytosol der Zelle lokalisiertes Signal ergénzt wurden.

Die Deletion des gesamten C-terminalen Teils hinter den Transmembrandoméinen (AAs 92-
149) fiihrte zu einem unregelmiBigen, diffusen Signal im Zytosol und Kern der transfizierten

Humanzellen (Abbildung 4.23 B ,,CPn0147AC*).

Zellen, die den N- (As 1-41) oder den C-Terminus (As 92-149) ohne Transmembrandoménen
exprimierten, zeigten ein diffuses zytosolisches Signal und eine Anreicherung des GFP-

Signals im Zellkern (Abbildung 4.23 ,,CPn0147N* bzw. ,,CPn0147C*).

Die verschiedenen CPn0O147-Deletionsvarianten wurden zwischen 15 und 31 h lang in
Humanzellen exprimiert, um die Auswirkung der Expressionszeit auf die beobachteten
Phénotypen zu untersuchen. Einige Phdnotypen bildeten sich nach langerer Expression
deutlicher heraus, verdnderten sich jedoch in ihrer Lokalisation nicht (digitaler Anhang ,,TC

CPn0147GFP Deletionsvarianten*).
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Abbildung 4.23: Lokalisierung verschiedener CPn0147GFP-Deletionsvarianten

A: Schematische Darstellung der verwendeten Deletionsvarianten von CPn0147. Eingezeichnet sind
die vorhergesagten Doménen (DUF1218, IncA-Homologie, eine ,,Prokaryotic membrane lipoprotein
lipid attachment site* = Lipo und zwei Transmembrandomidnen = TMD). Wichtige
Aminosdurepositionen (Zahlen oberhalb der CPn0147-Darstellung) sind angegeben. Die
verschiedenen Deletionsvarianten CPn0147ALipo (AAs 1-19), CPn0147AN (AAs 1-41), CPn0147AC
(AAs 92-149), CPn0147N (As 1-41) und CPn0147C (As 92-149) wurden C-terminal mit GFP
markiert.

B: Beobachtete Lokalisationsphénotypen der CPn0Ol147-Deletionsvarianten (gezeigt in A) bei
Expression in HEp-2-Zellen. 18 h nach Transfektionsbeginn wurden die Zellen mit 37 °C warmem,
3 %igem PFA fixiert. Die DNS wurde mit DAPI (blau) geférbt. Die GFP-Signale der verschiedenen
Konstrukte sind griin dargestellt.

Die in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse lieBen eine =zentrale Rolle der
Transmembrandoménen bei der Lokalisation des CPn0147 vermuten, da N- und C-Terminus
allein keine distinkte Lokalisierung aufwiesen. Das Fehlen des C-Terminus (AAs 92-149)
wirkt sich im Gegensatz zur Deletion der Lipo-Doméne stark auf die Lokalisierung des GFP-
Signals aus. Dieses Ergebnis war unerwartet, da vermutet wurde, dass die Lipo-Domine bei
der Lokalisierung eine Zentrale Rolle spielt. Doch auch die Deletionsvariante CPn0147AN
bildete eine distinkte vesikuldre Struktur, was einen Hinweis darauf darstellt, dass

moglicherweise der C-Terminus an der Lokalisierung des Proteins beteiligt ist.

4.2.7 Die CPn0147GFP-Fiden besitzen eine membrandose Identitit

Im néchsten Schritt wurde analysiert, ob CPn0147-Fdden der Transfektion (CPn0147GFP
bzw CPn0147mCherry) mit einem Kompartiment der Humanzelle kolokalisieren. Dazu
wurden bereits in Kapitel 4.2.4 genutzte Markerproteine verwendet (siche Tabelle 4.2). Dies
sollte Aufschluss iiber die Funktion der Fiden geben und kldren, ob es sich bei den hier
beobachteten Fiden um die gleichen Fiden handelte, wie die in der Infektion beobachteten.
Um eine mogliche Assoziation mit Komponenten der Plasmamembran eingehender zu
untersuchen, wurden CPn0147GFP exprimierende Zellen zusitzlich mit dem sogenannten
»Wheat germ agglutinin®“ (WGA) gefdrbt, welches Zuckerstrukturen an der Oberfliche der

Humanzellen markiert.

Wurden die Marker fiir friihe und spite Endosomen Rab5 oder Rab7 ohne zusitzliche
CPn0147-Transfektion betrachtet, zeigten transfizierte Zellen vesikuldre, meist in einem
Bereich der Zelle akkumulierte Signale (vgl. Anhang6). Bei Koexpression des
CPn0147mCherry mit den Endosomenmarkern wurde der fadenartige CPn0147-Phanotyp nur
noch selten beobachtet. Wéihrend die vesikuldre Lokalisierung des Rab5 und Rab7

unverdndert blieb, waren hédufig punktierte CPn0147mCherry-Signale detektierbar, die mit
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Rab5 oder Rab7 kolokalisierten (Abbildung 4.24 ,,Rab5-GFP* und ,,Rab7-GFP*). Einige der
CPn0147mCherry-Signale waren ringartig von Rab5-GFP- bzw. Rab7-GFP-Signalen
umgeben. Innerhalb dieser Rab-GFP-Vesikel erschien das CPn0147mCherry-Signal meist
kompakt-punktformig, seltener auch vesikuldr. In manchen Fillen wurden zusétzlich fadige
CPn0147-Strukturen beobachtet, die dann jedoch Rab5- oder Rab7-negativ waren
(Abbildung 4.24 ,,Rab7-GFP*).

Zudem zeigten die CPn0147-Fiden meist kontinuierliche Uberlagerungen mit den Signalen
der Membranmarker LactC2-GFP und mCherry-GPI, sowie dem Marker fiir Recycling-
Endosomen Rabl11-GFP (Abbildung 4.24 ,Rabl11-GFP*, ,LactC2-GFP*“ und ,,mCherry-
GPI*). Dagegen wurde das die Zytoplasmamembran markierende WGA nur in distinkten
Vesikeln an den Faden detektiert (Abbildung 4.24 ,[,WGA*). Die Kolokalisationen der
CPn0147-Faden mit Rab11-GFP, LactC2-GFP und WGA werden in den folgenden Kapiteln
ausfiihrlicher dargestellt (Kapitel 4.2.7.1und 0).

Da eine Assoziation des Zytoskeletts mit CPn0147-positiven Faden in der C. pneumoniae-
Infektion nicht ausgeschlossen wurde, wurde auch die Assoziation von Aktin, Mikrotubuli
und Intermedidrfilamenten mit ektopisch exprimiertem CPn0147 untersucht. Wie zuvor in
den mikroskopischen Untersuchungen der Infektion war aufgrund der vielen Mikrotubuli in
den Humanzellen eine Analyse der Kolokalisierung mit CPn0147-Faden schwierig
(Abbildung 4.24 ,,a-Tubulin®). In der Transfektion wurden viele Beispiele gefunden, die
Uberschneidungen der Signale fiir Tubulin und CPn0147mCherry aufwiesen, jedoch kénnte
es sich hier auch um zufillige Ereignisse handeln (siehe Kapitel 4.2.4.3). Interessanterweise
wurde die Lokalisation der analysierten Intermediérfilament-Komponente Vimentin durch die
Expression des CPn0147-GFP stark verdndert (Abbildung 4.24 ,,a-Vimentin®). Dieser Befund
wird im Folgenden detailliert dargestellt (Kapitel 4.2.7.2). Eine Kolokalisation von CPn0147-

Féaden mit Aktinfilamenten wurde nicht beobachtet (nicht gezeigt).
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Abbildung 4.24: Kolokalisation von Humanzellkompartimenten mit ektopisch exprimiertem
CPn0147

HEp-2-Zellen wurden mit Konstrukten fiir Rab5-GFP, Rab7-GFP, Rab11A-GFP, LactC2-GFP oder
mCherry mit GPI-Anker und CPn0147GFP oder CPn0147mCherry transfiziert. Die transfizierten
Zellen wurden nach 18 h mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA fiir 10 min fixiert. Die DNS wurde mit
DAPI (blau) gefarbt. Fiir Antikérper-Farbungen wurden die Zellen mit Saponin permeabilisiert und
anschliefend mit einem anti-o-Tubulin-Antikérper und einem sekundidren Alexa-488-konjugierten
Antikorper oder einem Cy3-konjugierten Vimentin-Antikorper gefarbt. Die Férbung mit Alexa-594-
konjugiertem WGA wurde fiir 10 min bei RT durchgefiihrt. Alle Aufnahmen wurden mit einem
konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert. Maf3stabsleiste: 5 um
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4.2.7.1 CPn0147GFP-Faden kolokalisieren mit Rab11-positiven Recycling-

Endosomen
Da in der Infektion eine Kolokalisation von Rab11 mit CPn0147-positiven Faden beobachtet
worden war, wurde eine mdgliche Assoziation dieser beiden Proteine auch in

Transfektionsexperimenten analysiert.

Zellen, die ausschlieBlich Rab11-GFP exprimierten, wiesen sehr viele punktierte GFP-Signale
auf, die mehr oder weniger gleichméfig im Zytosol verteilt waren (vgl. Anhang 6). Mit
CPn0147mCherry und Rab11-GFP kotransfizierte Zellen wiesen CPn0147mCherry-Féden
auf, die mit punktférmigen oder kontinuierlichen Rabl1-GFP-Signalen kolokalisierten
(Abbildung 4.25 A). Abbildung 4.25 B zeigt zwei Beispiele fiir ein punktformiges (oben,
Dreieck) bzw. fadenformiges Rabl11-GFP Signal (unten, Dreieck) welche auf einem
CPn0147mCherry-Faden lokalisierten. Ahnlich wie bei CPn0147-positive Fiden in der
Infektion wurden die CPn0147mCherry-Fiden durch die Rabl1-GFP-Signale unterbrochen
und streckenweise fortgefiihrt (vgl. Kapitel 4.2.4.1).

Die Ahnlichkeit der Kolokalisations-Muster der CPn0147mCherry-Fiden mit Rab11-GFP zu
CPn0147-positiven Faden mit Rab11-GFP in der C. pneumoniae-Infektion war ein Hinweis
darauf, dass sich die jeweiligen CPn0147-Strukturen dhneln. Moglicherweise handelt es sich
bei den CPn0147mCherry-Fdden um Membranstrukturen, die mit Rabl1-Vesikeln

interagieren oder sogar mit ihnen fusionieren kénnen.
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A DAPI (blau) Rab11-GFP ) CPn0147mCherry (rot)

Abbildung 4.25: Kolokalisation
von Rabll-GFP-Vesikeln mit
CPn0147mCherry-Fiden
HEp-2-Zellen wurden mattels mat
emem Rabll-GFP (grin) und
emem CPn0147mCherry (rot)
Konstrukt  transfiziert. Der
Versuch wurde wie zuvor
beschrieben durchgefithrt (siehe
Abbildung 4 24).

Mabstabsleiste: 5 pm

A: Eine  maximum intensity
projection”™ (MIP) einer trans-
fizierten Zelle. Eine MIP 1st fasst
mehrere  Aufnahmen verschie-
dener Priparats-Ebenen zu einem
2D-Bild zusammen. So ist es
miglich, fadige
CPn0147mCherryStrukturen  1in
threr gesamten Ausdehnung zu
betrachten. Der unter B
vergriBerte Ausschmtt 15t
markiert.

B. Zwe1 verschiedene Ebenen des
unter A markierten Bildaus-
schmittes. Bereiche von Interesse
sind in den verschiedenen Ebenen
der Orthogonalansichten durch
weibe Dreiecke markiert.

4.2.7.2 Die Expression von CPn0147GFP veriindert das Zytoskelett der

Humanzelle

Wie in Kapitel 427 beschnieben wurde, zeigte die Farbung des Vimentin m CPn0147-
expnimierenden Humanzellen starke Unterschiede in der Lokalisation im Vergleich zu micht-
transfizierten Zellen. Die Farbung von Vimentin in micht-transfizierten Zellen wies meist ein
lockeres netzartiges, in der Nihe des Zellkerns lokalisiertes Signal auf (Abbildung 4.26 A).
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A DAPI a-Vimentin Uberlagerung

B Ubersichtsbild Einzelaufnahmen der Kanéle
oe-Vimentin

CPn0147GFP

Abbildung 4.26: Die Lokali-
sierung von Vimentin verindert
sich bei der Expression wvon
CPn0147GFP

HEp-2-Zellen wurden wie
beschrieben (Abbildung 4.24) mut
emem Konstrukt zur Expression
von CPn0l147GFP transfiziert
(griin) und mit emmem Cy3-kon-
jugierten anti-Vimentin Antikdrper
(rot) gefiirbt. MalBstabsleiste: 5 um
A: Die Farbung von Vimentin in
einer nicht-transfizierten Zelle.

B: Die Firbung von Vimentin in
emer CPn0147GFP-exprimieren-
den Zelle.

C: Orthogonalansicht der Zelle aus
B mit Auftrennung in die
verschiedenen Farbkanile Weile
Fadenkreuze markieren Punkte

von Interesse.
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Dagegen wiesen Zellen, die CPn0147GFP exprimierten, hiufig ein Vimentin-Signal auf, das
in einem Punkt akkumuliert in der Néhe des Zellkerns lokalisierte (Abbildung 4.26 B). Die
netzartige Vimentin-Struktur war nicht mehr erkennbar, aber von dem akkumulierten
Vimentin-Signal gingen meist wenige dicke und kurze Filamente aus. In mehreren Fillen
wurde beobachtet, dass wie im gezeigten Beispiel ein stirkeres CPn0147GFP-Signal mit dem
akkumulierten Vimentin-Signal assoziiert war. Zusétzlich zum stirkeren CPn0147GFP-Signal
waren die typischen CPn0147GFP-Faden vorhanden, die jedoch nicht mit dem Vimentin-
Signal kolokalisierten (Abbildung 4.26 B und C).

Eine Auftrennung der verschiedenen Farbkanile verdeutlichte, dass die Signale des CPn0147-
Signals und des Vimentin nicht kolokalisierten (Abbildung 4.26 C). Vielmehr war das
CPn0147GFP-Signal im Vimentin-Signal eingebettet und wurde von diesem nahezu

umschlossen (Abbildung 4.26 C Fadenkreuz).

Dieser Befund ldsst vermuten, dass CPn0147GFP nicht direkt mit Vimentin interagierte,
sondern auf eine andere Weise die Lokalisierung dieser Komponente des Intermediérfilament-

Zytoskeletts verdnderte.

4.2.7.3 CPn0147-Fiden sind mit endo- oder exozytotischen Vesikeln
assoziiert

LactC2-GFP markierte in nicht-transfizierten Zellen die Zytoplasmamembran und einige
Vesikel im Zytosol der Humanzelle (vgl. Anhang 6). Interessanterweise verdndert die
Koexpression von CPn0147mCherry und LactC2-GFP die Lokalisierung des LactC2-GFP
teilweise, sodass auch fadige LactC2-Strukturen im Zytosol der Humanzelle detektiert
wurden (Abbildung 4.27 A). Die Signale der beiden ektopisch exprimierten Proteine waren in
den fadigen Strukturen nahezu deckungsgleich. Zusitzlich waren viele LactC2-GFP-
Strukturen erkennbar, die einen punktierten bis vesikuldren Charakter aufwiesen. Die meisten
dieser LactC2-GFP-positiven Vesikel waren mit CPn0147mCherry-Signalen assoziiert
(Abbildung 4.27 B). Dabei umschlossen vesikuldre LactC2-GFP-Strukturen teilweise selbst
punktierte CPn0147mCherry-Strukturen (links) oder LactC2-GFP-Vesikel waren vollstindig
von CPn0147mCherry-Signalen umgeben (rechts). Interessanterweise dhnelte der beobachtete
Phanotyp der Koexpression von CPn0147GFP und dem mCherry-GPI-Anker-Protein sehr
stark der beobachteten Kolokalisation CPn0147mCherry und LactC2-GFP (Abbildung 4.24
,»mCherry-GPI®).
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Ahnlich dem LactC2-GFP-Signal markierte WGA in nicht-transfizierten Humanzellen die
Zytoplasmamembran und Vesikel im Zytosol (vgl. Anhang 6). WGA markiert dabei
Zuckerstrukturen auf der AuBBenseite der humanen Plasmamembran. Interessanterweise waren
WGA-Signale im Gegensatz zu LactC2-GFP-Signalen nicht mit den beobachteten
CPn0147GFP-Fédden in transfizierten Zellen {iberlagert (Abbildung 4.27 C). WGA-positive
Vesikel waren mit den Féaden assoziiert und wurden teilweise von CPn0147GFP-Féaden
umgeben oder befanden sich in rdumlicher N&he zu CPn0147GFP-Signalen
(Abbildung 4.27 C Fadenkreuze).

Da die getesteten Marker vor allem die Plasmamembran der Humanzelle markieren, konnten
die CPn0147GFP- bzw. CPn0147mCherry-Faden mit endozytotischen Vesikeln assoziiert
sein, die von der Membran stammen. Die Marker kdnnten jedoch auch exozytotische Ladung
markieren, da Proteine der Plasmamembran im ER und Golgi-Apparat glykosyliert werden
(WGA-Markierung) und Phosphatidylserin (LactC2-Markierung) wéhrend des Transportes in
exozytotischen Vesikeln angereichert wird (Fairn ef al. 2011; Moremen et al. 2012). Daher
konnten die gezeigten Versuche nicht zwischen den verschiedenen Transportwegen
unterscheiden. Orientierende Experimente lieBen vermuten, dass sich CPn0147GFP-Féden in

raumlicher Ndhe zum Golgi-Apparat befinden (vgl. Anhang 6 ,,a-Golgi + CPn0147GFP*).

Die in den letzten Kapiteln gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass CPn0147-Fiaden der

ektopischen Expression ebenfalls membrandser Natur sind.
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A DAPI LactC2-GFP CPn0147mCherry Uberlagerung

B DAPI (blau) LactC2-GFP | ) CPn0147mCherry (rot)

C DAPI (blau) WGA (rof) CEn0147GFP (grin)

Abbildung 4.27:In Transfektionsexperimenten sind CPn0l147GFP-Fiden mit WGA- und
LactC2-GFP-positiven Vesikeln assoziiert

HEp-2-Zellen wurden mit Konstrukten fisr CPn0147GFP oder CPn0147mCherry und LactC2-GFP
transfiziert und wie beschrieben weiter behandelt (Abbildung 4.24). MaBstabsleiste: 5 ym

A: MIP-Ubersichtsaufnahme emer mit CPn0147mCherry (rot) und LactC2-GFP (griin)
kotransfizierten Zelle. Die verschiedenen Farbkanile sind separat und iiberlagert dargestellt.

B: Zwe1 verschiedene Orthogonalansichten der unter A abgebildeten Zelle. Interessante Punkte sind
mit Fadenkreuzen markiert.

C: Zellen, die CPn0147GFP exprimierten (grin), wurden mut Alexa-594-konjugiertem WGA (rot)
gefiarbt. Gezeigt sind zwe1 verschiedene Orthogonalansichten einer Zelle. Interessante Punkte sind mat
Fadenkreuzen markiert.
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4.2.8 Die CPn0147-Fiden sind mit dem ER der Humanzelle assoziiert
Wihrend der Infektion wird CPn0147 in die Membran der Inklusion sekretiert und dort
wahrscheinlich mit den zwei vorhergesagten Transmembrandoménen verankert, um eine
Funktion wéhrend der C. pneumoniae-Infektion auszuiiben. In der Transfektionssituation wird
CPn0147 am rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER) der transfizierten Zelle translatiert.
Da die Moglichkeit besteht, dass CPn0147 bei ektopischer Expression wegen seiner
Transmembrandoménen vor allem in die Membran des ER inseriert wird, wurde als nichstes
die mogliche Assoziation mit dem ER untersucht. Dazu wurden Transfektionskonstrukte fiir
die Expression fluoreszenzmarkierter Versionen des Chaperons Calreticulin und des
Stromal interaction molecule 1 (STIM-1) transfiziert. Es wurden Transfektionsexperimente
genutzt, da Signale des anti-Calnexin-Antikorpers nicht mit CPn0147-Fiaden in der Infektion
(vgl. Abbildung 4.18 a-Calnexin) bzw. mit CPn0147-Signalen der Transfektion (nicht
gezeigt) kolokalisierten.

Das ER-Chaperon Calreticulin markiert das ER-Lumen. STIM-1 markiert die ER-
Mikrotubuli-Kontaktstellen, an denen das periphere ER wichst (Grigoriev et al. 2008).
STIM-1 wurde gewihlt, da eine mittelbare oder unmittelbare Interaktion von CPn0147 mit

dem Zytoskelett der Humanzelle bisher nicht ausgeschlossen werden konnte.

Zellen, die das Transfektionskonstrukt dsRed-Calreticulin exprimierten, zeigen im
Zytoplasma der Zelle verteilte Signale mit Bereichen stirkerer und schwécherer Intensitit
(Abbildung 4.28 A ,,dsRed-Calreticulin®). STIM-1GFP exprimierende Zellen zeigten
ebenfalls Signale im Zytoplasma der Zelle die aber eher eine netzartige Struktur und teilweise

stiarkere, punktformige Signale aufwiesen (Abbildung 4.28 A ,,STIM-1GFP*).

Durch die Koexpression dnderte sich die Lokalisation der verwendeten ER-Marker und die
fadigen Strukturen von CPn0147GFP bzw. CPn0147mCherry nicht (Abbildung 4.28 B und
C). Im Falle der Koexpression von Calreticulin mit CPn0147 wurde keine bemerkenswerte
Kolokalisierung des Calreticulin-Signals mit den CPn0147GFP-Faden detektiert
(Abbildung 4.28 B). Da Calreticulin im gesamten Lumen der Zelle detektiert wurde, kam es
gelegentlich zu Uberschneidungen der Signale mit CPn0147-Fiden.
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A DAPI (blau) dsRed-Calreticulin (rot)  DAPI (blau) STIM-1GFP |

B DAPI dsRed-Calreticulin CPn0147GFP Uberlagerung

C DAPI STIM-1GFP CPn147mCherry Ubearlagerung

Abbildung 4.28: Ektopisch exprimiertes CPn0147 kolokalisiert mit einem ER-Markerprotein

HEp-2-Zellen wurden fitir 24 h mmt verschiedenen Konstrukten transfiziert. Die Zellen wurden zur
Firbung und Mikroskopie wie beschrieben behandelt (Abbildung 4 24). Mabstabsleiste: 2.5 ym

A: Transfektionskontrolle von Zellen die nur dsRed-Calreticulin (rot) oder STIM-1GFP (griin)
eXprimieren.

B: Zwe1 Beispiele der Kotransfektion von dsRed-Calreticulin (rot) und CPn0147GFP (griin).

C: Zwei Beispiele der Kotransfektion von STIM-1GFP (griin) und CPn0147mCherry (rot).
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Im Gegensatz dazu kolokalisierten gepunktete STIM-1GFP-Signale auf ganzer Lénge der
CPn0147mCherry-Faden (siehe Abbildung 4.28 C). Interessanterweise wurde auch eine
Assoziation des in Kapitel 4.2.5 beschriebenen vesikuldren CPn0147-Phanotyps mit STIM-
1GFP-Strukturen beobachtet (Abbildung 4.29 A). Nahezu alle vesikuldren CPn0147mCherry-
Signale waren hier mit den netzartigen STIM-1GFP-Signalen assoziiert und zum Teil
vollstindig von STIM-1GFP-Signalen umgeben (Abbildung4.29 A Dreieck in der
Vergroferung).

Zudem wurden hdufig intensivere STIM-1GFP-Signale in der Peripherie der Zelle detektiert,
die mit CPn0147mCherry-Fdden kolokalisierten und vor allem deren Enden markieren
(Abbildung 4.29 B Dreiecke). In einigen Féllen wurden in distinkten Bereichen der CPn0147-
Féden kontinuierliche STIM-1GFP-Signale detektiert, die tiber kurze Strecken mit dem
CPn0147mCherry-Faden kolokalisierten (Abbildung 4.29 C Vergroerungen 1 und 2;
Dreiecke). Am haufigsten wurden jedoch gepunktete STIM-1GFP-Signale wie auf einer
Perlenkette auf den CPn0147-Féaden detektiert (Abbildung 4.29 C VergréBerung 3; Dreiecke).

Die Orthogonalansichten zeigten, dass punktférmige STIM-1GFP-Signale die CPn0147-
Féden teilweise umgeben (links) und in einigen Féllen auch zu tubuldren Strukturen gehorten,
die sich verzweigen und in anderen Ebenen fortgefiihrt werden (rechts) (Abbildung 4.29 D

Fadenkreuze).

Die Koexpressions-Experimente bestitigten, dass die fadigen CPn0147mCherry-Strukturen
iiber lingere Bereiche mit STIM-1GFP-Signalen kolokalisierten. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass CPn0147-Fiden mit dem ER der Humanzelle in Verbindung stehen, obwohl Analysen
mit den ER-Chaperonen Calnexin und Calreticulin hier bisher keine eindeutigen Ergebnisse

lieferten.

Als néchstes stellte sich die Frage, ob die Féden in der C.pneumoniae-Infektion mit

STIM-1GFP assoziiert sind.
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A Ubersichtsbild B
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Abbildung 4.29: Analyse der Kolokalisierung von CPn0l147mCherry-Fiden mit STIM-1GFP-
positiven Strukiuren

HEp-2-Zellen wurden 24 h mit CPn0147mCherry (rot) und STIM-1GFP (griin) Konstrukten
kotransfiziert. Die Zellen wurden zur Farbung und Mikroskopie wie bereits beschrieben behandelt
(Abbildung 4.24). Mabstabsleiste: 2.5 pm.

A: Eimne kotransfizierte Zelle, die den seltener vorkommenden, punktierten CPn0l147mCherry-
Phinotyp zeigt. Der mit emem Quadrat markierte Bereich der Zelle wurde vergroBert dargestellt.
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B: Eine kotransfizierte Zelle, die den fadenartigen CPn0147mCherry-Phéanotyp zeigt. Die Dreiecke
markieren ein starkes STIM-1GFP-Signal in der Peripherie der Zelle, das mit CPn0147mCherry-
Féden kolokalisiert.

C: Die kotransfizierte Zelle aus Abbildung 4.28 C oben ist gezeigt. Beispiele fiir kolokalisierende
CPn0147mCherry- und STIM-1GFP-Signale der mit Quadraten markierten Bereiche sind vergrofiert
dargestellt. Interessante Bereiche wurden mit Dreiecken markiert.

D: Zwei verschiedene Orthogonalansichten der in C abgebildeten Zelle. Es wurden weille
Fadenkreuze zur Orientierung eingefiigt, um Punkte von Interesse zu markieren.

4.2.9 STIM-1GFP lokalisiert in der Infektion teilweise auf IncA-positiven
Fiaden

Die Inklusionsmembran steht mit dem ER der Humanzelle in engem rdaumlichen Kontakt
(Dumoux et al. 2012). Es konnte bereits gezeigt werden, dass an diesen Kontaktstellen ein
Transport von Lipiden der ER-Membran zur Inklusionsmembran durch das Inc-Protein IncD
vermittelt wird (Derré et al. 2011). Da bisher keine Assoziation der in der C. pneumoniae-
Infektion beobachteten CPn0147- bzw. IncA-positiven Fidden mit dem ER der Humanzelle
detektierbar war (Abbildung 4.18 ,,a-Calnexin®), wurde nun eine mogliche Assoziation mit

STIM-1GFP untersucht.

Wurden mit C. pneumoniae infizierten Zellen mit einem STIM-1GFP-Konstrukt transfiziert,
wurden IncA-positive Fidden mit punktierten STIM-1GFP-Signalen kolokalisierten
(Abbildung 4.30 A). Wie in den doppelt-transfizierten Zellen erfolgte in der Infektion keine
Akkumulation oder Rekrutierung des STIM-1GFP-Signals an die fadigen IncA-Strukturen
(vgl. Kapitel 4.2.8). Punktierte STIM-1GFP-Signale waren auch in der Infektion teilweise wie
auf einer Perlenkette mit den IncA-positiven Fédden assoziiert (Abbildung 4.30 B
Fadenkreuze). In der YZ-Ebene des gezeigten Beispiels ist gut zu erkennen, dass die
punktierten STIM-1GFP-Signale iiber die ganze Lénge des CPn0147-Fadens detektiert
wurden (Abbildung 4.30 B unten).
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Abbildung 4.30: Mikroskopische Untersuchung der Kolokalisation von STIM-1GFP und IncA-
positiven Fiiden

HEp-2-Zellen wurden mut emner Suspension gradientengeremmigter EBs (MOI=2) infiziert. 24 h nach
Infektionsbeginn wurden die Zellen mit einem STIM-1GFP-Konstrukt (griin) transfiziert. Nach
wetteren 24 h wurden die Zellen mut 37 °C warmem, 3 %igem PFA fixiert. Die Zellen wurden mit
Saponin permeabilisiert und mit einem anti-IncA-Antikérper und einem sekundiren Alexa-594-
konjugierten Antikérper (rot) gefirbt. Die DNS wurde mut DAPI (blau) markiert. Alle Aufnahmen
wurden mit emnem konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert.

MabBstabsleiste: 5 pm.
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A: MIP-Darstellungen zweier Beispielzellen, die infiziert und transfiziert wurden. Die Kanile fiir das
GFP-Signal (griin) und fiir den Alexa-594-konjugierten Antikorper (rot) sind separat abgebildet.

B: Orthogonalansichten der unter A dargestellten Zellen. Die einzelnen Farbkanéle sind separat
abgebildet. Zur besseren Orientierung wurden weifle Fadenkreuze eingezeichnet.

Die in diesem Kapitel gezeigten Kolokalisierungsexperimente lassen vermuten, dass die
durch die Infektion induzierten, fadigen Strukturen mit dem ER der humanen Wirtszelle in
Kontakt stehen. Die Assoziation von STIM-1GFP-Signalen mit IncA-positiven Fiden war der
Kolokalisation von STIM-1 und CPn0147mCherry-Fiaden sehr &dhnlich, weshalb im nichsten
Schritt analysiert werden sollte, ob CPn0147-Fdden der ektopischen Expression mit der

Inklusion und/oder Faden in der Infektion assoziiert sind.

4.2.10Ektopisch exprimiertes CPn0147 lokalisiert partiell an der Inklusion

Eine Assoziation von ektopisch exprimiertem CPn0147 mit der Inklusionsmembran und/oder
den in der Infektion beobachteten Faden, wire einen Hinweis auf eine Interaktion des
CPn0147 mit anderen Faktoren der Inklusionsmembran. Um eine solche Assoziation zu
analysieren wurden Zellen mit einem CPn0147mCherry-Konstrukt transfiziert und mit
C. pneumoniae infiziert. Bei diesem Experiment waren nur wenige Zellen zu finden, die

sowohl transfiziert als auch infiziert waren und zusétzlich einen Faden aufwiesen.

In dem gezeigten Beispiel einer Infektion, die nach 24 h gestoppt worden war, waren keine
IncA-positiven Faden erkennbar. Allerdings trat ein schwaches Signal fiir CPn0147mCherry
an der Inklusionsmembran auf, das nicht zu den ebenfalls beobachteten CPn0147mCherry-
Fdden zu gehoren schien (Abbildung4.31 ,,24hpl*). Die in dieser Zelle detektierten
CPn0147mCherry-Faden hatten keinen Kontakt zur Inklusionsmembran. Es wurden fiir
diesen Zeitpunkt mehrere Beispiele fiir solch eine Assoziation des CPn0147mCherry-Signals
mit der Inklusionsmembran gefunden (Anhang 6). Mdglicherweise handelte es sich hierbei

um ER-Inklusionsmembran-Kontaktstellen, die durch CPn0147mCherry markiert wurden.

Das Beispiel einer Zelle, die fiir 48 h infiziert wurden, zeigt eine Inklusion, die scheinbar
aberrante Chlamydien enthielt und drei IncA-positive Faden aufwies (siche Kapitel 1.3.3)
(Abbildung 4.31 ,,48 hpl*). Die Inklusionsmembran zeigte, im Gegensatz zur frithen Infektion
(24 hpl), keine CPn0147mCherry-Markierung. Interessanterweise waren die detektierten
CPn0147mCherry-Fidden teilweise mit den IncA-positiven Féden kolokalisiert (Dreieck).
Diese Assoziation konnte nicht eingehender untersucht werden, da transfizierte und infizierte
Zellen mit IncA-positiven Faden in diesem orientierenden Versuch nur einmal auftraten. Es

wurden jedoch verschiedene Beispiele einer Assoziation von CPn0147GFP-Fiaden der
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Transfektion mit der Inklusion gefunden, wobei nicht klar ist, ob es sich hierbei um

funktionelle Assoziationen handelte (Beispiele siche Kapitel 6).

Die bisherigen Ergebnisse wiesen auf eine Assoziation der fadigen CPn0147-Strukturen aus
Infektion und Transfektion mit dem ER der Humanzelle hin. Es konnte nicht abschlieBend

geklért werden, ob es sich bei diesen Faden um funktionell gleichwertige Strukturen handelt.

DAPI a-IncA CPn0147mCherry Uberlagerung

24 hpl

48 hpl

Abbildung 4.31: CPn0147mCherry kolokalisiert partiell mit IncA-positiven Strukturen
HEp-2-Zellen wurden mit einem Konstrukt, das CPn0147mCherry codierte, transfiziert
(Kapitel 3.6.1). Nach 8 h wurden die transfizierten Zellen mit einer Suspension gradientengereinigter
EBs (MOI=1) infiziert. Da der anti-CPn0147-Antikorper auch ektopisch exprimiertes CPn0147
markiert (Anhang 6), wurde zur Detektion der Inklusionsmembran und moglicher durch die Infektion
induzierter Faden ein anti-IncA-Antikorper genutzt. Das Fixieren und Féarben der Zellen mit einem
anti-IncA-Antikorper und einem sekunddren Alexa-488-konjugierten Antikérper sowie die
Mikroskopie wurden wie beschrieben durchgefiihrt (Abbildung 4.30). In der ersten Zeile ist die
Aufnahme einer Zelle gezeigt, die 24 h lang infiziert wurde. In der zweiten Zeile ist die Aufnahme
einer Zelle gezeigt, die 48 h lang infiziert wurde. Die dritte Zeile zeigt eine ,,maximum intensity
projection” (MIP) der unter 48 hpl dargestellten Zelle. Mal3stabsleiste: 5 um
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4.2.11Lipidtropfchen sind in der Infektion mit CPn0147-positiven Fiden

assoziiert
In frilheren Analysen wurde bereits gezeigt, dass CPn0147 wihrend der Infektion auf
Lipidtropfchen im Zytosol der humanen Wirtszelle lokalisiert (Herbst 2011). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch keine Kolokalisation von Lipidtrépfchen mit CPn0147-
Signalen detektiert (vgl. Kapitel 4.2.4), weshalb im nichsten Schritt die Assoziation von

Lipidtropfchen mit CPn0147-positiven Féden infizierter Zellen néher untersucht wurde.

Die infizierten Zellen wiesen zu jedem betrachteten Zeitpunkt der Infektion viele
Lipidtropfchen verschiedener GroBlen auf, obwohl in diesen Experimenten die
Lipidtrépfchen-Produktion der Zellen nicht zusitzlich durch Olsiurezugabe stimuliert wurde
(Abbildung 4.32) (Herbst 2011). In vielen Fillen wurden Lipidtropfchen in der Ndhe der
Inklusion und mit der Inklusionsmembran oder mit den Fidden assoziiert beobachtet
(Abbildung 4.32). Interessanterweise waren besonders groBe Lipidtropfchen an solche
Bereichen der Fiden assoziiert, an denen das CPn0147-Signal schwach war oder sogar einer
Liicke aufwies (Abbildung 4.32 Dreiecke). In einigen Féllen wurde im Bereich der
Lipidtropfchen an solchen unterbrochenen Fédden ein diffuses, sehr schwaches CPn0147-
Signal beobachtet, was jedoch auch bei Fiarbungen des IncA beobachtet werden konnte
(Abbildung 4.33 A oben und C links) (vgl. Anhang 6 ,,a-Tip47 + a-IncA*). Die orthogonale
Ansicht solcher groflen, die Faden scheinbar unterbrechenden Lipidtropfchen zeigt, dass die
Féden auch nicht in einer anderen Ebene fortgefiihrt werden (Abbildung 4.33A und C).
Dagegen sind kleinere Lipidtropfchen, die mit den Féden in Verbindung stehen, meist nicht
mit starken morphologischen Anderungen des Fadens assoziiert (Abbildung 4.33 A unten und

B mitte).
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DAPI Bodipy «-CPn0147 Uberlagerung

24 hpl

48 hpl

72 hpl

Abbildung 4.32: Die Assoziation von Lipidtropfchen mit CPn0147-positiven Fiden

HEp-2-Zellen wurden mit einer Suspension gradientengereinigter EBs (MOI=1) infiziert. Die Zellen
wurden zu den indizierten Zeitpunkten mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA fiir 10 min fixiert. Fiir eine
Férbung mit dem anti-CPn0147-Antikérper und einem sekundidren Alexa-594-konjugierten
Antikorper (rot) wurden die Zellen mit Saponin permeabilisiert. Die Farbung von Lipidtropfchen
erfolgte mit Bodipy® 493/503 (griin). Die DNS wurde mit DAPI (blau) gefarbt.

Die MIPs wurden mit einem konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert. MafBstabsleiste: 5 um.

Durch Lipidtropfchen erzeugte Aussparungen wurden auch an der Inklusionsmembran

beobachtet (Abbildung 4.33 B links).

In keiner der durchgefiihrten Untersuchungen wurde ein CPn0147-Signal auf der Oberflache
von Lipidtropfchen detektiert, die direkt an der Inklusionsmembran (vgl. Abbildung 4.33 B
links), mit Faden assoziiert (Abbildung 4.33 A, B mitte und C) oder in der Ndhe von Fidden
(Abbildung 4.33 B mitte) vorlagen.
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A DAFI Bodipy 1-CPn0147 Uberlagerun

’. =

B DAF‘I (blau) E'Olﬂl[ll‘_.’l: }:L—CF‘nDM? (rot)

Abbildung 4.33: Lipidtripfchen sind mit CPn0147-Fiiden assoziiert und unterbrechen diese

Infizierte HEp-2-Zellen aus dem in Abbildung 432 vorgestellten Experiment. Auf Bereiche von
Interesse weisen zur besseren Onentierung weibe Dreiecke. Malstabsleiste: 5 pm.

A: Orthogonalansichten einer 24 hpl fixierten Zelle. Die Farbkanile sind einzeln dargestellt.

B: Verschiedene Orthogonalansichten eimner 48 hpl fixierten Zelle.

C: Verschiedene Orthogonalansichten emer 72 hpl fixierien Zelle.
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Wiéhrend mikroskopische Untersuchungen kleinerer Lipidtropfchen offen lieen, ob diese
sich nur in rdumlicher Ndhe der Fédden befanden oder direkt mit diesen interagierten, wiesen
die von groflen Lipidtropfchen hervorgerufenen Unterbrechungen der CPn0147-Fiden auf
eine direkte Interaktion hin. Es ist auch denkbar, dass die Unterbrechungen der Faden sich an
Bildungsorten der Lipidtropfchen im ER der Humanzelle befanden, an denen die CPn0147-

Féden mit dem ER interagierten.

4.2.12Lipidtropfchen sind in der Transfektion teilweise mit CPn0147GFP-

Faden assoziiert
Bisher ist unklar, ob CPn0147 ohne weitere chlamydiale Faktoren in der Lage ist mit
Lipidtropfchen der Humanzelle zu interagieren. Daher wurden Transfektionsexperimente
durchgefiihrt, bei denen eine mdgliche Assoziation von CPn0147GFP mit Lipidtropfchen

analysiert wurde.

Die transfizierten Zellen zeigten CPn0147GFP-Féaden, welche die gesamte Zelle durchzogen,
und eine groBe Menge an Lipidtropfchen (Abbildung 4.34 A und B ,,Ubersichtsbilder*). Die
VergrofBerung zeigt zwei CPn0147GFP-Fédden, an denen drei Lipidtropfchen liegen
(Abbildung 4.34 A ,,Orthogonalansicht Ausschnitt 1°). Interessanterweise wurden die
Lipidtropfchen teilweise von Fadden eingewickelt (Dreiecke). Zudem wurden héufig
Lipidtropfchen = beobachtet, die mit CPn0147GFP-Signalen  assoziiert  waren
(Abbildung 4.34 A ,,Orthogonalansicht Ausschnitt 2 oben und B ,,Orthogonalansichten®).
Allerdings wurden auch viele Lipidtropfchen beobachtet, die sich sehr nahe an einem
CPn0147GFP-Faden befanden, jedoch keine Assoziation mit diesen zeigten bzw. die sich
nicht in der Nidhe eines CPn0147GFP-Fadens befanden (Abbildung 4.34 A
,Orthogonalansicht Ausschnitt 2 unten).

Die vorgestellten Ergebnisse zeigten, dass Lipidtropfchen in einer gegebenen Zelle etwa mit
gleicher Haufigkeit mit CPn0147GFP-Signalen assoziiert oder frei auftraten. Es gab kein
Beispiel, in dem Lipidtropfchen vollkommen von CPn0147GFP-Signalen umgeben waren,
was bei einer direkten Interaktion erwartet worden wére. Lipidtropfchen werden an den
Membranen des peripheren ERs gebildet und wihrend der Reifung zum zentralen ER
transportiert (Kassan et al. 2013), so befinden sie sich am Ende ihrer Reifung in unmittelbarer
Nahe zum Bildungsort von CPn0147GFP, das von der Zelle im rauen ER translatiert wird.
Wiirde CPn0147GFP direkt mit Lipidtropfchen interagieren, wéren dies ideale

Voraussetzungen, CPn0147 in rdumlicher Nédhe zu Lipidtropfchen zu beobachten.



Ergebnisse

A Ubersichisbild Orthogonalansichten Ausschnitt 2
DAPI (blau) c-Tip47 (rot) CPn0147GFP ( ] DAFPI (blau) c-Tipd7 (rot) CPnO147GFP | ]

XY 7

Orthogonalansichten Ausschnitt 1

B DAPI (blau) o-Tipd7 (rot) CPn0147GFP | )
Ubersichtsbild Orthogonalarsichten

Abbildung 4.34: Im der Transfektion gebildete CPn0147GFP-Fiden assoziieren mit
Lipidtripfchen

HEp-2-Zellen wurden mut CPn0147GFP (griin) codierenden Konstrukten transfiziert (Kapatel 3.6.1).
Nach 24 h wurden die Zellen wie beschrieben fixiert und permeabilisiert (Abbildung 4.30). Die
Zellen wurden mit dem anti-Tipd7-Antikérper und einem sekundiren Alexa-594-komjugierten
Antikérper (rot) gefirbt Die DNS wurde mat DAPI (blau) gefiirtht Weile Dreiecke weisen auf
Punkte von Interesse. MaBstabsleiste: 2 5pm.

A: Ubersichtsbild (MIP) und Orthogonalansichten einer CPn0147GFP-expnmierenden Zelle. Die
markierten Bereiche des Ubersichtsbildes wurden als vergrélerte Orthogonalansichten dargestellt.

C: Ubersichtsbild (MIP) und verschiedene Orthogonalansichten einer CPn0147GFP-exprimierenden
Zelle.
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4.2.13Die Bildung von CPn0147-Féden ist abhiingig vom Mikrotubuli-
Zytoskelett und ER-Stress

Abschliefend wurden Bedingungen untersucht, die die Bildung von CPn0147-positiven
Faden wéhrend der Infektion mit C. pneumoniae ermoglichen. Frithere Arbeiten konnten
bereits verschiedene Faktoren identifizieren, die zu einer vermehrten Bildung von Fiden in
der Infektion fithren (Herbst 2011). Die Zahl der Faden je Inklusion nimmt beispielsweise mit
andauernder Infektionszeit, Erhohung der MOI, Weglassen von Cycloheximid oder Zugabe
von Olsdure in das Kulturmedium der infizierten Humanzellen zu. Bisher ist jedoch nicht
klar, welcher Mechanismus zur Bildung der Fiaden fiihrt und ob die Bildung der Fiden vom
Zytoskelett der Humanzelle abhéngig ist. Die bisher im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten
Experimente lassen vermuten, dass Membrankomponenten der Wirtszelle aus der Endo- oder
Exozytose dafiir genutzt werden, die Membran der CPn0147-positiven Fiden aufzubauen. Ein
Einfluss von Mikrotubuli auf die Bildung der Fédden konnte mikroskopisch weder bestitigt

noch ausgeschlossen werden.

In dem im Folgenden vorgestellten Experiment wurde quantifiziert, wie sich eine dauerhafte
Depolymerisierung des Mikrotubuli-Zytoskeletts durch Nocodazol oder die Blockierung der
Exozytose der Wirtszelle durch Brefeldin A auf die Bildung von CPn0147-positiven Fidden
auswirkten. Fiir diese Quantifizierung wurde die Anzahl der Faden je Inklusion in Bezug auf
drei wechselnde Parameter untersucht: (i) Olsdurezugabe, (ii) Stirke der Infektion (engl.
multiplicity of infection = MOI), (iii) Zugabe von Inhibitoren (Nocodazol oder Brefeldin A).
Um in der Ausgangssituation eine moglichst groe Zahl an Féden beobachten zu konnen,
wurden die infizierten Humanzellen in Zellkulturmedium ohne Cycloheximid inkubiert. Um
zu verhindern, dass Faden untersucht werden, die moglicherweise eine Funktion bei der
Bildung von Sekundirinklusionen haben, wurden nur Féden von einzelnen Inklusionen

berticksichtigt (vgl. Kapitel 3.10).

Bei beiden analysierten MOIs wiesen iiber 50 % der beobachteten Inklusionen der DMSO-
Kontrolle Fiden auf, davon zeigte rund die Hailfte einen Faden (Abbildung 4.35 A ,,ohne
Olsdure*). Wurde den Zellen 10 uM Nocodazol, 1 uM Nocodazol bzw. fiir 18 h Brefeldin A
zugegeben, zeigten weniger als 10 % der betrachteten Inklusionen Faden. Wurden die Zellen
fiir 24 h mit Brefeldin A behandelt, zeigten Inklusionen in rund 15 % der Félle Fiden.
Inklusionen von Zellen, die mit 10 uM Nocodazol behandelt worden waren, zeigten bei einer
MOI von 1 in 5 % und bei einer MOI von 2 in 2 % der Félle einen Faden und niemals mehr

Féden. Inklusionen von Zellen, die mit 1 uM Nocodazol behandelt worden waren, zeigten bei
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einer MOI von 1 in 2 % der Félle einen Faden und in 1 % zwei Fiaden, dagegen bei einer MOI
von 2 in knapp 8 % der Fille einen Faden und nie mehr. Die Zugabe von Nocodazol oder

Brefeldin A hemmt also die Fadenbildung deutlich.

Wurde das Kulturmedium der Zellen mit Olsédure versetzt, so wurden deutlich mehr Fiden
gebildet (Abbildung 4.35 A). Nur noch 31 % der Inklusionen von Zellen, die mit dem DMSO-
Kontrollmedium inkubiert wurden, zeigten bei einer MOI von 1 keinen Faden. Bei dieser
MOI zeigten 23 % der beobachteten Inklusionen einen Faden, 20 % zwei und 27 % mehr als
zwei Faden. Im Vergleich dazu waren bei einer MOI von 2 die Werte fiir die Fadenanzahl von
Inklusionen der DMSO-Kontrolle nur leicht unterschiedlich. Hier zeigten 36 % der
Inklusionen keinen, 25 % einen Faden, 19 % zwei und knapp 20 % mehr als zwei Fiden.
Somit hatte auch bei Olsiurezugabe eine hdhere MOI keine deutliche Auswirkung auf die
Anzahl der Fiaden je Inklusion. In den Zellen, die mit 10 uM Nocodazol behandelt worden
waren, zeigten nur 5 % der Inklusionen unabhingig von der MOI Fédden, was somit
vergleichbar mit dem Ergebnis des Experiments ohne Olsiurezugabe war. Auch die
Fadenzahlen von Inklusionen der mit 1 uM Nocodazol inkubierten Zellen wichen nach
Olsiurebehandlung nur leicht von denen ohne Olséurezugabe ab. Rund 10 % der Inklusionen
in Zellen, die mit 1 uM Nocodazol inkubiert worden waren, zeigten bei einer MOI=2 einen
Faden. Fadenzahlen der Inklusionen von Zellen, die mit einer MOI von 1 infiziert wurden,
wichen geringfiigig ab. Hier wiesen 68 % der Inklusionen keinen, rund 15 % einen Faden,
12 % zwei und noch 4 % mehr als zwei Fiden auf. Die Zugabe von Nocodazol in das
Wachstumsmedium infizierter Zellen inhibiert auch bei Olsidurezugabe effizient die

Fadenbildung.

Die Zugabe von Brefeldin A in das Zellkulturmedium mit Olsiure reduzierte die
Fadenbildung nicht so drastisch, wie es im Versuchsteil ohne Olsiurezugabe zu beobachten
war. Bei Zellen, die mit einer MOI von 1 infiziert und 24 h in Kulturmedium mit Brefeldin A
inkubiert worden waren, zeigten nur rund 42 % der Inklusionen keinen, dafiir aber 26 % einen
Faden, 18 % zwei und 14 % mehr als zwei Faden. Bei einer MOI von 2 fiel der Unterschied
zu den nicht mit Olsiure inkubierten Zellen weniger stark aus. Hier zeigten 57 % der
Inklusionen keinen und 20 % einen Faden, rund 16 % zeigten zwei und rund 6 % mehr als
zwel Fiaden. Inklusionen von Zellen, die nur 18 h mit Brefeldin A inkubiert worden waren,
zeigten bei den verschiedenen MOIs keine deutlichen Unterschiede in der Zahl der gebildeten

Féaden. Hier besalen rund 70 % der Inklusionen keinen und 14 % einen Faden, 18 % zeigten
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zwei oder weniger Faden. Der mmhibierende Effekt von Brefeldin A auf die Fadenbildung wird
durch Olsaurezugabe stark reduziert.

A ohne Olsdure, MOI=1 ohne Olséure, MO|=2
100 % 100 %
80 % i 80 %
60 % | 60 Yor— :
40 Yol 1 - 40 Yo F —
20 % : l 20 % l :
i ® DM30O-Kontrolle
JINELRT 1 i EF N
0 1 2 =2 0 1 2 > = 10 pM Nocodazol
Anzahl Faden je Inklusion Anzahl Faden je Inklusicn
1 pM MNocodazol
100 uM Olssure, MOI=1 100 pM Olsdure, MOI=2 ]
100 % 100 2% L Brafﬂld!n A24h
80 %, ) 809 = BrefeldinA 18h
60 Yof . &0
40 %5 40 %
IL[I b || lll i
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+ 100 pi Olsdure

Abbildung 4.35: Quantitative Analyse der Bildung CPn0147-positiver Fiiden in der Infektion
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HEp-2-Zellen wurden mit gradientengereinigten EBs (MOI wie angegeben) infiziert. Nach 24 h
wurde das Kulturmedium abgenommen und wihrend der Infektion durch Medium ersetzt, dass mit
10 uM Nocodazol, 1 uM Nocodazol oder 1 pg/ml Brefeldin A versetzt war. Brefeldin A wurde
entweder 24 h mit den Zellen inkubiert (Brefeldin A 24 h) oder 6 h vor Fixierung der Zellen durch
zweimaliges Waschen der Zellen mit 37 °C warmem Medium entfernt (Brefeldin A 18 h). Die
Kontrollzellen wurden mit 5 pl DMSO im Kulturmedium inkubiert. Die Zellen wurden fiir weitere
24 h inkubiert und anschlieBend wie beschrieben fixiert und permeabilisiert (Abbildung 4.30).

A: Die Diagramme zeigen die Ergebnisse der Quantifizierungen der Fadenanzahl pro Inklusion unter
den verschiedenen Bedingungen. Es wurden nur Inklusionen bei der Quantifizierung beriicksichtigt,
die die einzige in einer Zelle darstellten. Zur Quantifizierung der Faden wurden die Zellen mit dem
anti-CPn0147-Antiserum (Verdiinnung 1:50) und einem sekundiren Alexa-488-konjugierten
Antikorper gefarbt. In einer Einzelbestimmung wurden je Ansatz zwischen 90 und 120
Einzelinklusionen betrachtet.

B: Zur Uberpriifung des Mikrotubuli-Zytoskeletts wurden Testfirbungen mit einem anti-o-Tubulin-
Antikérper und einem sekundiren Alexa-594-konjugierten Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die
Inklusionsmembran und die Fiden wurden mit dem anti-CPn0147-Antiserum (Verdiinnung 1:50) und
einem sekunddren Alexa-488-konjugiertem Antikorper (griin) geféarbt.

Zusatzlich wurden Kontrollfarbungen des Mikrotubulizytoskeletts der untersuchten Zellen
durchgefiihrt (Abbildung 4.35 B). Zellen der DMSO-Kontrolle und Brefeldin A behandelte
Zellen zeigten ein normales Mikrotubuli-Zytoskelett mit filamentdsen Tubulin-Signalen
(,,DMSO* und ,,Brefeldin A 1 pg/ml*). Dagegen zeigten Zellen, die mit 10 uM Nocodazol
inkubiert wurden, keine phénotypisch normalen Mikrotubuli. Hier war ein diffuses
Antikorper-Signal detektierbar und in einigen Féllen kurze, filamentdse Signale, die
interessanterweise hdufig in der Nihe von Inklusionen lokalisiert waren. Zellen, die mit 1 pM
Nocodazol im Kulturmedium inkubiert worden waren, zeigten héufig filamentdse Tubulin-
Signale, die jedoch nicht mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett der DMSO-Kontrollzellen
vergleichbar waren (vgl. Abbildung 4.35 B ,,DMSO* und ,,Nocodazol 1 uM*). Die mit 1 uM
Nocodazol behandelten Zellen wiesen vor allem netzartige, mehrfach gebogene oder kurze
und verdstelte Mikrotubuli-Signale auf. In mehreren Fillen wurden diese Strukturen

kolokalisiert mit den CPn0147-positiven Faden gefunden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass ein intaktes Mikrotubuli-Zytoskelett bendtigt
wird, damit die CPn0147-positiven Faden gebildet werden konnen. Eine leicht erhohte MOI
hatte auf die Bildung von Féden der analysierten Einzelinklusionen keinen deutlichen
Einfluss. Die Zugabe von Olsiure zeigte dagegen einen sehr starken Effekt auf die Bildung
von Fiden, der sich in Form einer Erhohung der Fadenzahl zeigte. Die Zugabe von
Brefeldin A reduzierte die Fadenbildung wihrend der Infektion stark im Vergleich zu

Inklusionen der DMSO-Kontrollzellen.
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5 Diskussion

5.1 CPn0809, das grofle Translokationsporen-Protein

Zu Beginn dieser Arbeit war die Funktion von CPn0809 unbekannt. Es gab Hinweise, dass es
sich bei CPn0809 um ein 16sliches Effektorprotein handelt. Diese Vermutung stiitzte sich auf
eine mikroskopische Analyse, die CPn0809 in der spiten C. pneumoniae-Infektion (55 hpl)
als sekretiert im Zytosol der Wirtszelle identifizierte (Lugert et al. 2004). Zudem wurde
CPn0809 durch das Auslosen eines Wachstumsdefekts im Modellorganismus
Saccharomyces cerevisiae von Herbst und Kerres als putatives Effektorprotein identifiziert
und es wurden mogliche humane Interaktionspartner in Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen
gefunden (Engel 2010; Herbst 2011; Markkula ez al. 2013). Anhand eines T3SS-assoziierten
Klasse II-Chaperons, welches gemeinsam mit CPn0809 und zwei weiteren Proteinen als
Operon codiert wird, wurde die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei CPn0809 um ein
Translokon-Protein des T3SS handelt (Subtil et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit sollte
eine Funktion als Effektor und/ oder als Translokon-Protein bestétigt werden (Kapitel 1.8).
Die im Folgenden diskutierten Ergebnisse weisen darauf hin, dass CPn0809 eines der

C. pneumoniae Translokon-Proteine ist.

5.1.1 Die Translokon-Operons von Chlamydien zeigen Unterschiede zu

Translokon-Operons anderer Bakterien
C. pneumoniae und C. trachomatis besitzen zwei T3SS-assoziierten Klasse II-Chaperone,
welche in je zwei potentiellen Translokon-Operons codiertert sind (Subtil et al. 2000). Fiir
C. pneumoniae werden die Klasse II-Chaperone CPn0811 und CPn1021 als LcrH 1 bzw.
LcrH 2 bezeichnet. Die C. trachomatis Klasse 1I-Chaperone CT 576 und CT 862 werden als
Scc2 und Scc3 bezeichnet (Betts-Hampikian & Fields 2010). Die putativen Translokon-
Operons der beiden Spezies unterscheiden sich in ihrem Aufbau nicht voneinander (vgl.

Kapitel 1.6 und 4.1.2).

Bioinformatische Analysen der Operons stiitzen die These, dass sie Translokon-Proteine
codieren. In anderen pathogenen Bakterien werden in Translokon-Operons neben den
Klasse II-Chaperonen die Translokatoren, zwei hydrophobe und ein hydrophiler Translokator,
codiert (vgl. Kapitel 1.4.4.2). Von diesem Bauplan gibt es gelegentlich Abweichungen. Zum
Beispiel wird im Translokon-Operon von E. coli das Klasse II-Chaperon nicht im selben

Operon wie die Translokon-Proteine codiert. Auch zusitzliche Gene konnen in den
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Translokon-Operons codiert sein, beispielsweise werden bei Yersinia und Pseudomonas
zusdtzliche regulatorische Proteine codiert (Abbildung4.1). In den beiden putativen
Translokon-Operons von C. pneumoniae sind jeweils zwei Proteine codiert (CPn0809 und
CPn0808 sowie CPnl1020 und CPnl1019), welche hydrophobe Profile mit ein bis drei
vorhergesagten Transmembrandominen aufweisen (Abbildung4.1 und Abbildung 4.2).
Zudem wurde jeweils ein hydrophiles Protein identifiziert (CPn0810 und CPnl1022). In
Translokons anderer  Bakterien bilden die hydrophilen  Translokatoren den
Nadelspitzenkomplex, weshalb sie auch als Nadelspitzen-Protein bezeichnet werden (vgl.
Kapitel 1.4.4.2). Fiir C. trachomatis und C. pneumoniae wurden mit CT 584 und CPn0803
mogliche Nadelspitzen-Proteine beschrieben, die nicht in den Operons der Klasse II-
Chaperone codiert sind (Markham ef al. 2009) (vgl. Kapitel 1.6). Allerdings werden sie
kontrovers diskutiert, da ihre Tertidrstruktur von der anderer T3SS-Nadelspitzen-Proteinen
stark abweicht (Stone et al. 2012; Barta et al. 2013). Somit sind CPn0810 und CPn1022

weiterhin Kandidaten fiir die Nadelspitzen-Proteine der C. pneumoniae T3SS-Translokons.

Die Translokon-Operons von C. pneumoniae weisen eine weitere interessante Eigenheit auf.
Die beiden hydrophoben Translokatoren von Bakterien mit T3SS werden auf Basis der Lénge
der Aminosduresequenz und der Anzahl der vorhergesagten Transmembrandoménen in einen
groflen und einen kleinen hydrophoben Translokator eingeteilt (Mattei et al. 2011) (vgl.
Kapitel 1.4.4.2). Demnach sind CPn0809 und CPn1020 groB8e hydrophoben Translokatoren
und CPn0808 und CPnl019 kleine. Die groen hydrophoben Translokatoren der anderen
betrachteten Bakterien weisen eine sogenannte SseC-Doméne auf, wihrend bei der
bioinformatischen Untersuchung der kleinen hydrophoben Translokatoren keine solche
identifiziert wurde (vgl. Kapitel 4.1.2). Uberraschenderweise konnte in beiden hydrophoben
Translokon-Proteinen des C. pneumoniae LcrH _1-Operons eine SseC-Doméne identifiziert
werden, dagegen aber nur mit einer geringen Abdeckung in CPn1020 und nicht in CPn1019
des LcrH 2-Operons (vgl. Abbildung 4.2 und Kapitel 4.1.2). Zudem wurden bei der gezielten
Suche nach Sequenzhomologien mittels BLASTp schwache Homologien zwischen CPn0808
und dem groBBen hydrophoben Translokator EspD (E. coli), aber auch zwischen CPn0809 und
den groBen hydrophoben Translokatoren SipB (Sal/monella) und IpaB (Shigella) festgestellt
(vgl. digitaler Anhang). Fiir CPn0809 iiberschnitten sich die Bereiche der stirksten
Homologie mit der ersten vorhergesagten Coiled-Coil-Doméne (CCl) und der ersten
Transmembrandoméine (TM1) (sieche Abbildung 4.2). Dass die Bereiche mit den stdrksten
Sequenzhomologien der hydrophoben Translokatoren mit den Transmembrandoménen und

Bereichen dazwischen zusammenfallen, wurde bereits beobachtet und die Wichtigkeit dieser
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Bereiche mit diesem Argument hervorgehoben (Mattei ef al. 2011). Dass beide hydrophoben
Translokatoren des LcrH 1-Operons von C. pneumoniae leichte Sequenzhomologien zu
groflen hydrophoben Translokatoren anderer Bakterien aufweisen, passt zu dem Ergebnis,
dass beide Proteine eine vorhergesagte SseC-Domine aufweisen. Welche Bedeutung das fiir
die Funktion des T3SS der Chlamydien hat, ist nicht klar. Es wird aber deutlich, dass die
experimentellen Ergebnisse zur Charakterisierung der Translokons anderer Bakterien-Spezies

nicht ohne weiteres auf die der Chlamydien iibertragen werden kénnen.

5.1.2 CPn0809 kann in der frithen Infektion als Translokator fungieren

Die Analysen der CPn0809-Expression lieBen vermuten, dass CPn0809 in der frithen
Infektion eine wichtige Rolle spielt (vgl. Kapitel 4.1.3). Die Expression von CPn0809 nahm
mit Beginn der Re-Differenzierung zu EBs ab 42 h nach Infektionsbeginn (hpl) stark zu, was
im Westernblot durch verstirkte Detektion von CPn0809 und mikroskopisch durch das
Auftreten der ersten punktierten CPn0809-Signale in der Inklusion beobachtet werden konnte
(siche Abbildung 4.4 und Abbildung 4.5). Zwischen 0 bis 6 hpl ist CPn0809 im Westernblot
ebenfalls deutlich detektierbar (Abbildung 4.4). Es spielt wahrscheinlich in den ersten
Stunden der Infektion eine Rolle, bis die EBs mit der de novo Proteinbiosynthese beginnen
und zu RBs differenzieren. Diese Beobachtungen bestdtigen bereits publizierte Transkript-
Daten bestitigt, die eine sehr spdte Transkription des LcrH _1Operons zeigen (Ouellette ef al.
2005; Maurer et al. 2007). Somit codiert das Operon wahrscheinlich Proteine, die in EBs

gespeichert werden und in der frithen Infektion eine Funktion ausiiben.

In einer dlteren Arbeit, welche die Identifikation von moglichen sekretierten Effektoren von
C. pneumoniae Isolat TWAR (TW183) zum Ziel hatte, wurde unter anderem die Expression
von CPn0808, dem zweiten hydrophoben Translokator des LcrH 1-Operons, untersucht
(Herrmann et al. 2006). Die in jener Arbeit publizierten Westernblot-Analysen zeigen, dass
CPn0808 in der friilhen Infektion deutlich detektierbar ist (Zeitpunkte: 0,5 und 6 hpl),
wiéhrend das CPn0808-Signal in der Mitte der Infektion (24 und 48 hpl) schwicher wird und
bis zum letzten untersuchten Zeitpunkt in der spaten Infektion (72 hpl) wieder zunimmt. Des
Weiteren berichtet die Arbeitsgruppe von einer Bakterien-assoziierten Lokalisation des
Proteins innerhalb der Inklusion. Die Beschreibung ldsst vermuten, dass CPn0808 im gleichen
Zeitraum wie CPn0809 exprimiert wird und eine vergleichbare Lokalisation aufweist, was ein
Zusammenwirken der beiden Proteine bei der Bildung der T3SS-Translokationspore

ermoglicht.
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Interessanterweise wird das CPn0809-Homolog in C. trachomatis CT 578 (CopB), unter
Beachtung des deutlich kiirzeren Infektionszyklus dieser Spezies (48 h vs. C. pneumoniae
72 h), etwa im gleichen Zeitfenster wie CPn0809 mittels Westernblot-Analyse detektiert. In
der frithen Infektion (0 hpl) ist CT 578 (CopB) sehr deutlich, zwischen 2 und 6 hpl nur
schwach und bis 16 hpl gar nicht mehr detektierbar, wahrend 20 hpl wieder ein sehr starkes
CT 578-Signal erkennbar ist (Chellas-Gery et al. 2011). Hier weisen die beiden groflen
hydrophoben Translokatoren aus C. pneumoniae und C. trachomatis eine Ahnlichkeit auf, im
mikroskopischen Bild unterscheiden sie sich dagegen deutlich. In der C. trachomatis-
Infektion lokalisiert CT 578 bei 20 hpl in der Inklusionsmembran, wohingegen CPn0809 ab
42 hpl punktiert innerhalb der Inklusion erscheint und keine eindeutige Assoziation mit der
Inklusionsmembran zeigt (Fields et al. 2005) (Abbildung 4.5 und Abbildung 4.7). Diese
starken Unterschiede in der Lokalisation der beiden Proteine, sind ein Hinweis auf

verschiedene Funktionen in der Infektion der beiden Chlamydien-Spezies.

Transkriptionsanalysen zeigten, dass die beiden Translokon-Operons von C. pneumoniae zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion exprimiert werden (Ouellette ef al. 2005; Méurer
et al. 2007). Damit weisen Chlamydien zwei Translokons auf, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in der Infektion eine Rolle spielen konnten. Analog dazu codiert
Salmonella enterica  Serovar Typhimurium zwei T3SS in zwei genomischen
Pathogenititsinseln, die in verschiedenen Phasen der Infektion eine Rolle spielen und
Salmonella Pathogenititsinsel 1 und 2 (SPI-1 und SPI-2) genannt werden (vgl. Kapitel 1.4.2).
Es wird vermutet, dass bei Salmonella das T3SS der SPI-1 eine Rolle bei der Adhésion und
Internalisierung in nicht-phagozytotische Darm-Epithelzellen und der Translokation der in
diesem Teil der Infektion benotigten Effektoren spielt; das T3SS und die Effektoren der SPI-2
werden wahrend der intrazelluldren Phase der Infektion benétigt (Knodler & Steele-Mortimer
2003; Waterman & Holden 2003; Figueira & Holden 2012). Dass Chlamydien dagegen nur
zwei Translokons aufweisen und nicht zwei distinkte, vollstdndige T3SS, ist moglicherweise
ihren stark optimierten Genomen geschuldet. Analog zu Salmonella wiirde das Translokon,
welches CPn0809 enthilt, in der frithen Infektion wéahrend der Adhéision und der
Internalisierung eine Rolle spielen. Dass das zweite Translokon eine Rolle in der
intrazelluldren Phase der Infektion spielen konnte, lassen Analysen des mRNS-Levels dieser
Proteine vermuten (Ouellette et al. 2005; Maurer et al. 2007). Somit sind die Translokons der
Chlamydien moglicherweise optimal an die jeweilige Membran (Wirtszell- bzw.

Inklusionsmembran) angepasst, in welcher sie zum Einsatz kommen.
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Mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass CPn0809 in der friihen Infektion mit
Chlamydien kolokalisierte, die an der Zytoplasmamembran von humanen Zellen detektierbar
waren (Abbildung 4.8 und Abbildung 4.9). Die hierfiir verwendeten infizierten Zellen wurden
mit Methanol fixiert, welches alle Membranen permeabilisiert und so die Farbung des intra-
bakteriellen CPn0809 erlaubt. Dagegen zeigten infizierte Zellen, die mit Paraformaldehyd
(PFA) fixiert worden waren, welches die Bakterien nicht permeabilisiert und somit nur extra-
bakterielle Proteine markiert, keine oder nur sehr schwache CPn0809-Signale (vgl. Anhang
Abbildung 6.8). Dass CPn0809 zu Beginn der Infektion mikroskopisch nicht auf der
Oberfliche der Chlamydien detektierbar ist, passt zu Beobachtungen, die fiir hydrophobe
Translokatoren anderer Bakterien mit T3SS gemacht wurden. Die meisten hydrophoben
Translokatoren anderer Bakterienarten lokalisieren vor Beginn der Infektion nicht an der
Spitze des T3SS, weshalb vermutet wird, dass sie erst bei Kontakt mit einer Wirtszelle T3SS-
abhéngig sekretiert werden (sieche Kapitel 1.4.4.2). Die Ausnahme bildet IpaB von Shigella,
das zusammen mit dem hydrophilen Translokator (IpaD) an der Detektion der
Wirtszellmembran beteiligt ist und vor dem Beginn der Infektion an der Spitze des T3SS
detektierbar ist (Johnson et al. 2007; Veenendaal ef al. 2007; Roehrich et al. 2013). Da
CPn0809 unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen mittels Antikorper nicht markiert
wurde, ist es moglich, dass die C. pneumoniae Translokatoren ebenfalls erst bei Kontakt mit
der Wirtszelle sekretiert werden, um die Translokationspore in der Zytoplasmamembran der
Zielzelle zu bilden. Das sekretierte CPn0809 konnte anschlieend in der Wirtszellmembran
schwierig zu detektieren sein, da hier die Zugénglichkeit des Epitops durch die Translokon-

Proteine und Membranbestandteile fiir den Antikorper blockiert sein konnte.

In infektiosen EBs war CPn0809 leicht zuginglich, was ein weiterer Hinweis auf eine
mogliche Rolle als frith sekretiertes Translokationsporen-Protein ist (Kapitel 4.1.7 und
Abbildung 4.13). Durch Waschen der EBs mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) wurde
eine distinkte Menge des CPn0809 von den Bakterien abgeldst, wahrend die intrazelluldre
Kontrolle EF-Tu weiter mit der Bakterien-Fraktion assoziiert blieb. Fiir das als Kontrolle
genutzte Chaperon GroEL1 wurde bereits in einer fritheren Arbeit eine Oberflachen-
assoziation gezeigt, indem es durch Waschen mit PBS von EBs geldst wurde (Wuppermann et
al. 2008). Wenn CPn0809 also nicht auf der Oberfliche der Chlamydien lokalisiert (siche
oben), ist es moglich, dass sekretionsbereite CPn0809-Molekiile an der Basis des T3SS durch
die Zentrifugalkréfte bei der Ultrazentrifugation aus dem T3SS der EBs gedriickt wurden
(Kapitel 3.7.12). Daneben ist auch mdoglich, dass ein geringer Teil des CPn0809 auf der
Oberfldche der EBs lokalisiert und dhnlich wie IpaB an der Detektion der Zielzellmembran
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beteiligt ist. Dies wiirde mit der Beobachtung zusammenpassen, dass nur ein gewisser Teil
CPn0809 mit PBS von EBs gelost wurde, wihrend der GroBteil bakterienassoziiert blieb.
Dieser groflere Teil CPn0809 wiirde analog zu IpaB erst sekretiert werden, wenn der Kontakt
zur Zielzelle hergestellt ist, um gemeinsam mit CPn0808 die Translokationspore aufzubauen
(Veenendaal et al. 2007; Roehrich et al. 2013) (Kapitel 1.4.4.2). Eine geringe Menge
CPn0809 auf der Oberfliche der EBs wire in Westernblot-Analysen nach Waschen mit PBS
detektierbar, wihrend sie bei mikroskopischen Untersuchungen unterhalb der

Nachweisgrenze liegen konnte.

Um Aufschluss iiber eine mdgliche Oberflachenlokalisierung des CPn0809 zu erhalten, sollte
in zukiinftigen Experimenten auf die Pelletierung der EBs durch Zentrifugation verzichtet
werden. Stattdessen konnten die Bakterien nach dem Waschen mit PBS mit einen Sterilfilter
vom l8slichen Uberstand getrennt werden. Aufgrund der geringen GroBe von EBs wiire ein
Filter mit einer Porengréfle von 0,1 um bis 0,2 um notwendig. Eine mdgliche Lokalisation
von CPn0809 an der Nadelspitze des T3SS der Chlamydien konnte mittels
Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden. Mdglich ist auch die Verwendung eines
biochemischen Ansatzes, der fiir die Untersuchung von Translokons anderer Bakterien-
Spezies angewendet wurde. Hierbei werden die Bakterien mit Erythrozyten inkubiert, welche
nicht die eigentlichen Wirtszellen darstellen und als Modellmembran genutzt werden.
Anschliefend werden die Membranen der Erythrozyten isoliert und die Inkorporation der
hydrophoben Translokatoren in der Membran mittels Westernblot-Analyse untersucht

(Blocker et al. 1999; 1de et al. 2001; Goure et al. 2004; Montagner et al. 2011).

5.1.3 CPn0809 zeigt Eigenschaften hydrophober Translokatoren

Heterologe Sekretionsstudien mit Shigella flexneri zeigen, dass die N-Termini der
hydrophoben Translokatoren des LcrH 1-Operons (CPn0809 und CPn0808) und des
LerH 2-Operons  (CPnl1020 und CPnl019) die T3SS-vermittelte Sekretion von
Reporterproteinen erlauben (Subtil et al. 2005). Die heterologe Sekretion der
Reporterfusionen der N-Termini der hydrophilen Translokatoren konnte nur fiir CPn1022 aus
dem LcrH_2-Operon gezeigt werden, denn die Expression des CPn0810-Fusionsproteins ist
toxisch fiir Shigella (Subtil et al. 2005). Die Proteine des Translokons werden in anderen
Bakterien selbst T3SS-abhédngig sekretiert (Kapitel 1.4.4.1). Ein Sekretionssignal im N-
terminalen Teil eines Proteins weist somit nicht zwingend auf ein sekretiertes Effektorprotein
hin. Es ist ebenso moglich, dass es sich beim untersuchten Protein um einen Bestandteil des

T3SS handelt.
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Die fiir hydrophobe Translokatoren essenziellen Interaktions-Fahigkeiten wurden auch fiir die
N-terminale Halfte des CPn0809 (As 1-253) nachgewiesen (vgl. Kapitel 1.4.4.2,
Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12). Fiir verschiedene grof3e hydrophobe Translokatoren ist
bekannt, dass sie die Fihigkeit zur Selbstinteraktion besitzen und Homooligomere oder durch
Interaktion mit den jeweiligen kleinen hydrophoben Translokatoren Heterooligomere bilden
(Daniell et al. 2001; Hume et al. 2003; Dasanayake et al. 2011; Romano et al. 2011).
Aufgrund der Toxizitdt des heterolog exprimierten CPn0809-Volllangenproteins fiir E. coli
konnten keine Studien zur Charakterisierung der Oligomerisierung des Proteins
vorgenommen werden. Die Selbstinteraktion ist jedoch eine essenzielle Eigenschaft der
Translokationsporen-Proteine, ebenso wie die Interaktion mit ihren korrespondierenden
Chaperonen (Kapitel 1.4.3). Die Translokator-Chaperon-Interaktion erlaubt die Speicherung
der hydrophoben Translokatoren im Zytosol der Bakterien bis zur Sekretion bei Kontakt mit
der Zielzelle, hilt das Protein in einem partiell ungefalteten, sekretionskompetenten Zustand
und schiitzt das Bakterium vor der zytotoxischen Wirkung des Proteins. Die mittels Far-
Westernblot- und Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen nachgewiesene Selbstinteraktion des CPn0809
N-Terminus (As 1-253) weist darauf hin, dass CPn0809 ebenfalls in der Lage ist
Homooligomere zu bilden. Des Weiteren wurde durch Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen
demonstriert, dass in der N-terminalen Hilfte des CPn0809 (As 1-253) die fiir hydrophobe
Translokatoren essenzielle Bindedoméne fiir sein korrespondierendes Klasse II-Chaperon

CPnO811 (LcrH 1) liegt (vgl. Kapitel 4.1.6).

Der zytotoxische Effekt der Expression von CPn0809 in E. coli wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eingehender untersucht (Kapitel 4.1.4). Mikroskopische Analysen von
mit Propidium-lodid gefarbten Zellen zeigten, dass die Expression von CPn0809 zum Tod der
E. coli-Zellen fiihrte. Die Analyse der optischen Dichte (ODggo) von E. coli-Fliissigkulturen
iiber die Zeit ergab, dass die Expression von CPn0809 nicht nur toxisch fiir die E. coli-Zellen
ist, sondern sogar zur Lyse der Zellen fiihrt. Diese Eigenschaft wird auch fiir die grofen
hydrophoben Translokatoren YopB (Yersinia) und PopB (Pseudomonas) beobachtet, und
auch von anderen porenbildenden Proteinen ist dieser Effekt bekannt (Neyt & Cornelis 1999;
Allmond et al. 2003; Aistleitner et al. 2013). Im Fall von YopB sind die
Transmembrandoménen fiir den zytotoxischen Phinotyp verantwortlich, wobei dieser Effekt
durch die Koexpression des korrespondierenden Klasse II-Chaperons SycD gemildert wird
(Neyt & Cornelis 1999). Die toxische Wirkung von CPn0809 konnte ebenfalls auf die

Transmembrandoménen zuriickgefiihrt werden, da die Expression des N-terminalen Teils (As
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1-253) keine und die des C-terminalen Teils (As 406-488) nur eine leicht toxische Wirkung
auf E. coli zeigte (Abbildung 4.10).

Trotz des toxischen Effekts von CPn0809 auf E. coli sollte rekombinantes CPn0809
hergestellt werden. Fiir weitere biochemische Analysen ist die Herstellung von
rekombinanten Proteinen von grofler Bedeutung. Beispielsweise sollte untersucht werden, ob
CPn0809 Homooligomere bildet und ob diese die Féhigkeit besitzen, in artifizielle
Membranen zu inserieren. Es wire interessant, ob CPn0809 in der Lage ist wie IpaB Poren in
artifiziellen Membranen zu bilden (Dickenson et al. 2013). Fiir die Produktion von
rekombinantem Protein werden hydrophobe Translokatoren oft bicystronisch mit ihrem
korrespondierenden Klasse [I-Chaperon exprimiert, oder E. coli-Zellen werden mit zwei
Plasmiden kotransformiert, von denen das eine das Chaperon codiert und das andere den
hydrophoben Translokator (Schoehn et al. 2003; Birket et al. 2007; Dickenson et al. 2013).
Die Strategie, CPn0809 mit seinem Chaperon als bicystronisches Konstrukt zu exprimieren,

war bisher nicht erfolgreich (nicht gezeigt).

Interessanterweise identifizierten Bulir und Kollegen in einer aktuellen Publikation CPn0808,
das zweite hydrophobe Protein des LcrH 1-Operons, als kleinen hydrophoben Translokator
von C. pneumoniae und fanden verschiedene Strukturmerkmale und Doménen, die fiir
hydrophobe Translokatoren typisch sind (Bulir et al. 2014). Insbesondere wurde ein Motiv
(PxLxxP) identifiziert, das die Bindung an LcrH 1 vermittelt. Dieses Motiv ist auch in
CPn0809 vorhanden (As 166-171) und liegt in der N-terminalen Hélfte des Proteins, mit der
in der vorliegenden Arbeit die Interaktionsstudien zur Selbstinteraktion und LcrH 1-Bindung
durchgefiihrt wurden (vgl. Kapitel 4.1.6). Die Sequenz liegt jedoch nicht innerhalb der
Coiled-Coil-Domidnen, von denen angenommen wurde, dass eine oder beide die Protein-
Protein-Interaktionsdominen von CPn0809 mit LcrH 1 darstellen. Daher sind weitere
Untersuchungen, ob dieses Motiv auch in CPn0809 in der Lage ist die Interaktion mit LerH 1
zu vermitteln, interessant. Des Weiteren wurde gezeigt, dass rekombinantes CPn0808 tetra-
und dekamere Oligomere bildet und in der Lage ist CopN, CdsF und CdsN zu binden (Bulir ef
al. 2014).

Die Inkubation von C. pneumoniae EBs mit einem polyklonalen Peptid-Antikdrper gegen
einen Bereich im N-terminalen Teil des CPn0808 (As 76-89) vor dem Beginn der Infektion
reduzierte die Infektion um 98 % (Bulir et al. 2014). Ein vergleichbares, im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrtes, Neutralisations-Experiment mit dem polyklonalen

CPn0809-Antikorper zeigte dagegen keine Reduktion der C. pneumoniae-Infektion (nicht
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gezeigt). Dies konnte bedeuten, dass der kleine hydrophobe Translokator von C. pneumoniae
CPn0808, anders als diejenigen anderer Bakterien mit T3SS, bereits vor dem Kontakt mit der
Zielzelle an der Spitze der Nadel préasent ist und von dem Peptid-Antikérper detektiert und
gebunden werden kann (sieche Abbildung 5.1 A). CPn0809 ist demnach vor dem Kontakt mit
einer Wirtszelle noch im bakteriellen Zytosol gespeichert und wiirde erst bei Kontakt mit der
Zielzelle zusammen mit CPn0808 eine Pore in der Wirtszellmembran aufbauen
(Abbildung 5.1 B-D). Es konnte jedoch auch sein, dass der Anti-CPn0809-Antikorper
CPn0809 an der Nadelspitze nicht detektieren kann, da die vom Antikorper erkannten Epitope
sich im Inneren der Translokationspore befinden und so nicht zuginglich sind. Dies wiirde
auch erkliren, weshalb das Protein bei mikroskopischen Untersuchungen ohne vorherige
Permeabilisierung nicht detektiert wwurde (vgl. Kapitel 5.1.2). Es sind verschiedene
Zusammensetzungen der Pore vorstellbar: (i) CPn0809 und CPn0808 konnten ringformig
angeordnet sein, wobei das eine Protein das andere umgibt (Abbildung 5.1 B), oder zwei
homooligomere Ringe konnten iibereinander gestapelt sein (Abbildung 5.1 C). (ii) Es ist auch
moglich, dass CPn0809 und CPn0808 gemeinsam, wie es fiir andere Translokationsporen-
Proteine vermutet wird, eine heterooligomere Pore in der Membran der Wirtszelle bilden
(Abbildung 5.1 D). Die Untersuchung der Interaktion von CPn0809 und CPn0808 ist daher in

Zukunft besonders interessant.

wzz A B C D

=

Abbildung 5.1: Schema des moglichen Aufbaus der Translokationsporen in C. pneumoniae
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Das T3SS durchspannt die Membranen des Bakteriums und der Wirtszelle, um eine Translokation von
Proteinen aus dem bakteriellen Zytosol (BZ) in das Zytosol der Wirtszelle (WZZ) in einem Schritt zu
ermdglichen (vgl. Kapitel 1.4.1). Verschiedene mdgliche Zusammensetzungen der Translokationspore
in der Wirtszellmembran sind vergroB3ert dargestellt.

A: CPn0808 ist bereits vor Kontakt mit der Wirtszelle an der Spitze des T3SS lokalisiert. CPn0809 ist
noch nicht sekretiert.

B: CPn0808 umgibt CPn0809 in der Translokationspore, sodass Epitope von CPn0809 nach au3en hin
abgeschirmt sind. In dieser Darstellung ist die Pore an der linken Seite gedffnet, um das Innere der
Pore sichtbar zu machen.

C: CPn0809 und CPn0808 bilden ringformige Homooligomere, die zusammen eine heterooligomere
Pore in der Zytoplasmamembran der Wirtszelle bilden. Die Orientierung der beiden Homooligomere
konnte auch anders herum vorliegen.

D: CPn0809 und CPn0808 bilden eine heterooligomere Pore in der Membran der Zielzelle.

5.1.3.1 Der C-Terminus von CPn0809 erkennt distinkte Lipide

Die hydrophoben Translokatoren bilden eine Pore in Membranen, um die Sekretion von
Effektoren zu ermdglichen. Daher war die Beobachtung, dass CPn0809 spezifische Lipide
bindet, besonders interessant. Andere hydrophobe Translokatoren binden artifizielle
Membranen (vgl. Kapitel 1.4.4.2). Diese Interaktion wird durch die Lipid-Zusammensetzung
der Membran beeinflusst, wobei vor allem Cholesterol, Phosphatidylserin oder
Phosphatidylcholin hier eine Rolle spielen (Schoehn ef al. 2003; van der Goot et al. 2004;
Hayward et al. 2005; Faudry et al. 2006; Harrington ef al. 2006; Romano ef al. 2011). Es gibt
jedoch auch Beispiele, bei denen die Zusammensetzung der Zielmembran keine Rolle spielt.
So interagiert der N-terminale Teil (As 1-171) von EspD mit artifiziellen Liposomen
verschiedener Zusammensetzung gleichermaflen gut, weshalb hier eine hydrophobe statt einer

elektrostatischen Interaktion angenommen wird (Dasanayake ef al. 2011).

Erste Studien zur Bindung von CPn0809 an natiirliche Membranen zeigten, dass
rekombinante CPn0809-Varianten, in denen die drei vorhergesagten Transmembrandominen
deletiert waren, an Membranen von humanen HeLa-Zellen binden (Hiisgen 2012). In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der C-terminale Teil des CPn0809 (CPn0809C As
406-488) an Lipide bindet. Dabei interagierte CPn0809C stark mit negativ geladenen Lipiden
wie Phosphatidsdure, Cardiolipin, Sulfatiden und Phosphatidylinositolphosphaten (PiPs)
(Abbildung 4.11). Phosphatidylinositolphosphate sind duflerst wichtige Signalmolekiile der
eukaryotischen Zelle, die verschiedenste Signal- und Vesikeltransportwege regulieren und die
Identitdt von Zellorganellen maBgeblich mitbestimmen (Di Paolo & De Camilli 2006; Balla
2013). Phosphatidylinositole werden vor allem am Endoplasmatischen Retikulum (ER)
synthetisiert und ihre Mono-Phosphorylierung findet vor allem an Endomembranen, wie den

Endosomen und dem Golgi/ trans-Golgi-Netzwerk, statt (Di Paolo & De Camilli 2006; Balla
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2013). Beispielsweise ist Phosphatidylinositol-4-phosphat (Pi(4)P;) vor allem auf der
zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran lokalisiert und wird hier zu Phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (Pi(4, 5)P,) phosphoryliert. Pi(4, 5)P; kolokalisiert vor allem mit Caveolae in
der Plasmamembran und spielt neben vielen anderen zelluldren Prozessen eine Rolle bei der

Endo-, Phago- und Pinozytose (Pike & Casey 1996; Di Paolo & De Camilli 2006).

Die Bindung von CPn0809C an die drei verschiedenen PiPs ist hochinteressant, da
Phosphatidylinositol nicht gebunden wurde. Die Affinitdt zu Pi(4)P,; war besonders stark und
die zu Pi(4,5)P, und Pi(3,4,5)P; etwas schwicher. Die zusdtzlichen negativen Ladungen
durch die zweite und dritte Phosphatgruppe wirkten sich offenbar negativ auf die Bindung
von CPn0809C aus. Es wire moglich, dass die Affinitdt von CPn0809 zu bestimmten Lipiden
die Lipid-Komposition am Insertionsort des Translokons in der Plasmamembran der Zielzelle
widerspiegelt. So zeigten mikroskopische Analysen der CPn0809-Lokalisation wihrend der
frilhen Infektion die Assoziation eines CPn0809-positiven chlamydialen Partikels mit dem
Signal der Pleckstrin-Homologie- (PH-) Doméne der Burton’s-Tyrosin-Kinase (BTK), welche
spezifisch an Pi(3,4, 5)P; bindet (vgl. Abbildung 4.9). Fiir C. trachomatis wurde die transiente
Synthese von Pi(3,4,5)P; aus Pi(4,5)P, durch die Rekrutierung der Phosphoinositid-3- (PI3-)
Kinase zum Eintrittsort infektioser EBs bereits gezeigt (Lane er al. 2008) (siche
Kapitel 1.3.3). Des Weiteren sind Marker fiir Pi(4)P; in der Mitte der Infektion an der
C. trachomatis (18 hpl) und C. pneumoniae (48 hpl) Inklusionsmembran detektierbar
(Moorhead et al. 2010). Es wire demnach moglich, dass die von CPn0809C erkannten PiPs
bei der Adhédsion und Internalisierung der EBs in den beteiligten Wirtszellmembranen
vorhanden sind (siehe Abbildung 5.2). Die Affinitit des CPn0809 C-Terminus zu Lipiden, die
sich zum Zeitpunkt der Internalisierung an der Stelle des Eintrittsortes befinden, kdnnte die

Insertion der Translokationspore begiinstigen oder die Pore stabilisieren.

5.1.4 Agiert CPn0809 neben der Translokator-Funktion als Effektor?

CPn0809 wurde in einer fritheren Arbeit als translozierter Effektor identifiziert, der 55 hpl im
Zytosol der infizierten Zelle zu detektieren ist (Lugert et al. 2004). Dabei wurde in
mikroskopischen Untersuchungen mit einem polyklonalen Antiserum ein deutliches Signal
fiir CPn0809 auBlerhalb der Inklusion detektiert. Diese Befunde wurden durch die in der
vorliegenden Arbeit gezeigten Experimente nicht bestétigt. Der hier verwendete polyklonale
CPn0809-Antikdrper wurde gegen den N-terminalen Bereich des Proteins hergestellt (As 1-
253), womit auch der gesamte Bereich abgedeckt ist, gegen den Lugert und Kollegen das
verwendete CPn0809-Antiserum gerichtet hatten (As 73-171). Die Spezifitit des in der
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vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorpers wurde mittels Prdadsorption nachgewiesen
(vgl. Abbildung 4.6). Allerdings wurde der verwendete anti-CPn0809-Antikdrper einer
Antigenreinigung und verschiedenen Abreicherungsschritten unterzogen und somit ist es
moglich, dass aufgrund einer dabei verursachten Verdiinnung des Antikorpers geringe
Mengen des translozierten Epitops mikroskopisch nicht detektiert wurden. Dagegen wurden
weder mit dem unbehandelten anti-CPn0809-Antiserum, noch mit dem antigengereinigten
anti-CPn0809-Antikdrper Signale im Zytosol infizierter Zellen detektiert, die nicht auch in
nicht-infizierten Zellen beobachtet wurden (nicht gezeigt und Abbildung 4.3). Die hier
gezeigten mikroskopischen Analysen zeigen somit, dass CPn0809 wihrend der Infektion
nicht in das Zytosol der Wirtszelle transloziert wird. Es ist jedoch moglich, dass CPn0809
neben seiner Funktion als Translokationsporen-Protein auch eine Effektorfunktion aufweist.
Solche dualen Funktionen wurden bereits fiir verschiedene kleine hydrophobe Translokatoren

nachgewiesen (vgl. Kapitel 1.4.4.2).

Aufgrund dieser zuvor gezeigten Translokation von CPn0809 wurden in verschiedenen Hefe-
Zwei-Hybrid-Analysen Interaktionspartner identifiziert (Engel 2010; Markkula et al. 2013).
Eine Relevanz der mdglichen Interaktionspartner MIF4AGD und NCAPH2 fiir die
C. pneumoniae-Infektion wurde allerdings nicht gefunden (Engel 2010) (vgl. Kapitel 1.6).
Eine Relevanz des Golgi-Anti-Apoptose-Proteins (GAAP), welches durch Markkula und
Kollegen als Interaktionspartner von CPn0809 identifiziert wurde, wurde fiir die
C. pneumoniae-Infektion nachgewiesen (Markkula et al. 2013). Eine direkte Interaktion des

CPn0809 mit GAAP in der Infektion wurde dagegen nicht gefunden.

Fiir die Infektion mit C. trachomatis ist bekannt, dass der Golgi-Apparat fragmentiert wird
und die resultierenden Golgi-Ministapel zur Inklusionsmembran transportiert werden (Heuer
et al. 2009) (vgl. Kapitel 1.5.1.3). Fiir C. pneumoniae wiesen mikroskopische
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass hier ein @hnlicher Vorgang
stattfindet. So zeigten Zellen, die 24 h mit C. preumoniae infiziert worden waren, noch einen
intakten Golgi-Apparat (siehe digitalen Anhang). Nach 48 hpl wurde der Golgi-Apparat nicht
mehr detektiert und es waren keine wie fiir C. trachomatis typischen Golgi-Ministapel um die
C. pneumoniae-Inklusion erkennbar. Allerdings wurden diffuse bis punktierte Signale des
Golgi-Antikorpers im Lumen der Inklusion detektiert. Markkula und Kollegen haben nach
eigener Aussage die Spaltung von Golgin-84 in der C. pneumoniae-Infektion beobachtet, was
jedoch in der Publikation nicht gezeigt wurde (Markkula ef al. 2013). Eine Neuorganisation
und Rekrutierung des fragmentierten Golgi-Apparates in die Inklusion wiirde GAAP in der
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spiten Infektion (ab 48 hpl) in raumliche Nihe zu den sich re-differenzierenden RBs bringen,
die nun mit der Expression von CPn0809 beginnen (vgl. Kapitel 4.1.3). Bei Untersuchungen
der Lokalisation des CPn0809 in der spdten Infektion (48 hpl und 80 hpl) wurden punktierte
CPn0809-Signale sehr nahe an der Inklusionsmembran innerhalb der Inklusion beobachtet
(Abbildung 4.7). Diese markierten wahrscheinlich reife RBs oder bereits re-differenzierte EBs
unterhalb der Inklusionsmembran. Durch Antikdrper-Transfektionsexperimente konnte nicht
bestétigt werden, dass CPn0809 in der Inklusionsmembran mit dem Zytosol der Humanzelle
in Kontakt steht (Herbst 2011). Hitte CPn0809 wihrend der spiten Infektion eine Funktion
und wire zu diesem Zeitpunkt in der Inklusionsmembran inseriert, konnte die in Kapitel 5.1.3
beschriebene schwierige Erreichbarkeit des Epitops fiir den Antikdrper die Detektion
verhindern. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass CPn0809 in der spdten
C. pneumoniae-Infektion in der Inklusionsmembran oder innerhalb der Inklusion mit GAAP
interagiert. Es wiirde sich hierbei um eine neue Interaktion in der spdten Infektion handeln,
die die Apoptose-Mechanismen der Wirtszelle beeinflusst. Um dies eingehender zu
untersuchen, miissen mikroskopische Untersuchungen mit einem GAAP-spezifischen
Antikorper und Koprizipitations-Experimente der Proteine aus der Infektion durchgefiihrt

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Fraktionierung infizierter Zellen und Westernblot-
Analyse der Fraktionen ein Hinweis auf die Sekretion des CPn0809 in der spéten Infektion
gefunden. CPn0809 wurde 65 hpl in Fraktionen detektiert, die nicht mit anderen chlamydialen
Proteinen assoziiert waren (Abbildung 4.14). Diese spite Detektion des Proteins kann drei
Ursachen haben: (i) CPn0809 ist zu diesem Zeitpunkt der Infektion relativ abundant und wird
dadurch besser in den entsprechenden Fraktionen detektiert; (ii)) CPn0809 wird wihrend der
Ultrazentrifugation aus den reifen EBs gedriickt (vgl. Kapitel 5.1.2) und sammelt sich
aufgrund seines hydrophoben Profils vor allem in der Lipidtropfchen-Phase; (ii1) CPn0809
wird zu diesem spdten Zeitpunkt in der Infektion transloziert, um eine Effektorfunktion in der
Zelle auszuiiben, wie beispielsweise mit GAAP zu interagieren. Die Detektion von CPn0809
in der Lipidtropfchen-Phase ist interessant, da CPn0809 bereits in fritheren Arbeiten bei
ektopischer Expression in der Hefe S. cerevisiae mit dem Lipidtrépfchen-Marker Erg6-GFP
kolokalisiert wurde (Herbst 2011). Die Assoziation mit Lipidtropfchen wurde auch bei der
Expression in Humanzellen gefunden. Hier kolokalisiert CPn0809 mit dem Lipidtrépfchen-
Marker Bodipy (nicht gezeigt) und dem C. pneumoniae-Homolog von Lda3
(Abbildung 4.14), welches in der C. trachomatis-Infektion mit Lipidtropfchen der Wirtszelle
assoziiert ist (Kumar et al. 2006; Cocchiaro et al. 2008). In der Infektion wurden CPn0809-
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Signale mikroskopisch bislang nicht mit Lipidtropfchen kolokalisiert, wobei die Menge des

sekretierten CPn0809 moglicherweise unterhalb der Nachweisgrenze liegt.

Lipidtropfchen sind Speicherorganellen der eukaryotischen Zelle fiir Neutrallipide (Fujimoto
et al. 2008). Sie sind von einer einfachen Phospholipid-Schicht umgeben und werden am ER
der Zelle gebildet. Die Phospholipid-Zusammensetzung spiegelt die der ER-Membran wider
und weist vor allem Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol
auf (Fujimoto et al. 2008; Ohsaki et al. 2014). Somit sind keine Lipide angereichert, fiir die
eine Affinitdt von CPn0809C gezeigt wurden. Eine Insertion des Proteins vermittelt durch die
vorhergesagten = Transmembrandomdnen ist ebenfalls unwahrscheinlich, da die
Lipidtropfchen-Hiille normalerweise aus einer einfachen Phospholipid-Schicht beteht,
wihrend typische Transmembrandoménen Phospholipid-Doppelschichten durchspannen. Bei
der ektopischen Expression wird CPn0809 artifiziell am ER der eukaryotischen Zelle
synthetisiert. Es ist moglich, dass CPn0809 nach Transfektion mit seinem hydrophoben
C-Terminus in die Membran des ERs inseriert wird und anschliefend in neugebildete
Lipidtropfchen inkorporiert wird, wo es akkumuliert. Ein dhnlicher mit dem ER verkniipfter
Mechanismus wurde zur Insertion von Lipidtropfchen assoziierten-Proteinen vorgeschlagen

(Ohsaki et al. 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir CPn0809 keine Funktion als Effektor von C. pneumoniae
nachgewiesen. Dennoch ist es moglich, dass das Protein multiple Funktionen aufweist. Fiir
viele der kleinen hydrophoben Translokatoren anderer Bakterien wurde eine Funktion als
Effektor gezeigt. Zumeist begiinstigen sie durch die Interaktion mit Aktin die Aufnahme des
Bakteriums in die Wirtszelle (vgl. Kapitel 1.4.4.2). Fiir den groBBen hydrophoben Translokator
aus Shigella (IpaB) wurde eine Interaktion mit Mad2L2, dem Inhibitor des Anaphase
fordernden Komplexes (APC = engl. anaphase-promoting complex/cyclosome) gezeigt, durch
die mit Shigella infizierte Epithelzellen im Zellzyklus arretiert werden (Iwai et al. 2007). Fiir
CPn0809 wurde innerhalb seines C-Terminus eine Coiled-Coil-Doméne (As 411-436)
vorhergesagt, deren Funktion noch nicht klar ist. Die vorhergesagte Coiled-Coil-Domaéne liegt
in dem Bereich des CPn0809 C-Terminus (As 406-488), welcher in der Lage ist an
Phosphatidylinositolphosphate (PiPs) zu binden (Kapitel 4.1.5 und 5.1.3.1). Es wire mdglich,
dass CPn0809 mit PiPs an der Eintrittsstelle interagiert, um dort einen Signalweg derart zu
beeinflussen, dass die Internalisierung von C. pneumoniae begiinstigt wird (Abbildung 5.2).
Es wire daher interessant, den C-terminalen Bereich des CPn0809 in der Zukunft eingehender

zu untersuchen. Da der C-Terminus des CPn0809 selbststindig an Phospholipide bindet,
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konnten Studien zur Bindefdhigkeit des Proteins an Membranen mit CPn0809C oder einer

Version von CPn0809 ohne die vorhergesagten Transmembrandoméanen durchgefiihrt werden.

Des Weiteren sollten mdgliche Wechselwirkungen des CPn0809 mit Signalwegen untersucht

werden, an denen PiPs bei der Internalisierung von extrazelluldirem Material beteiligt sind

(vgl. Kapitel 5.1.3.1).
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Abbildung 5.2: Schematische
Darstellung der CPn0809-
Insertion

CPn0809 bindet mit dem N-
Terminus an das Klasse II-
Chaperon LcrH 1. Bei Kontakt
mit einer Zielzelle wird es
sekretiert und konnte mit seinem
C-Terminus mit den negativ
geladenen Lipiden der humanen
Plasmamembran  interagieren.
Anschlielend werden die
Transmembrandoméinen von
CPn0809 in die Membran
inseriert, um das Protein zu
verankern. Der C-Terminus von
CPn0809 konnte nun auf der
zytoplasmatischen  Seite  der
Plasmamembran mit  PiPs
interagieren, um Signalkaskaden
zu aktivieren oder zZu
manipulieren, um die
Internalisierung des EBs zu
begiinstigen. Vermittelt durch
den N-Terminus konnte
CPn0809 in der Membran mit
anderen CPn0809- oder
CPn0808-Molekiilen inter-
agieren.

CPn0809 ist mit CPn0808 zusammen vermutlich eines der ersten Proteine, die bei Kontakt

der EBs zu einer moglichen Zielzelle sekretiert werden (siehe Abbildung 5.2). Wie die

erfolgreiche Inhibition der Infektion mittels Peptid-Antikorper gegen CPn0808 bereits zeigte,

sind die Translokationsporen-Proteine ein guter Angriffspunkt fiir einen Impfstoff gegen die

Infektion mit C. pneumoniae. Des Weiteren ist die Analyse der exakten Funktion der beiden

hydrophoben Translokatoren zum Verstindnis der chlamydialen Infektion von grofBer

Wichtigkeit. Sie sollten aufgrund zahlreicher Beispiele flir eine mogliche duale Funktion der
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Translokatoren anderer Spezies auf ihre mogliche Funktion als Effektorproteine der

Chlamydien untersucht werden.

5.2 CPn0147 und seine Assoziation mit fadigen Strukturen

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass CPn0147 ein Inklusionsmembran-Protein (Inc-
Protein) ist, das mit Beginn der Differenzierung der EBs zu RBs (6 hpl) mikroskopisch
detektierbar wird (Luo et al. 2007b). Fiir CPn0147 wurde zudem eine Lokalisierung auf von
der Inklusion ausgehenden fadenartigen Strukturen und eine Assoziation mit Lipidtropfchen
gezeigt (Herbst 2011). Die Natur der CPn0147-positiven fadigen Strukturen und die Funktion

von CPn0147 wurden im Rahmen dieser Arbeit eingehender untersucht.

5.2.1 Durch die C. pneumoniae-Infektion hervorgerufene Fiaden konnten

Infektionsphasen-abhingige Funktionen haben
Die durch eine Chlamydien-Infektion hervorgerufenen Fédden wurden bereits bei der ersten
Untersuchung der Lokalisierung von IncA aus Chlamydia caviae beobachtet (Rockey et al.
1995). Trotz einiger Untersuchungen zur Funktion dieser fadigen Strukturen, ist nicht klar,
aus welchem Material die Faden aufgebaut sind, welche Faktoren zu ihrer Bildung fiihren -
denn langst nicht jede Inklusion weist assoziierte fadige Strukturen auf - und welche Funktion
den Féaden wéhrend der Infektion zukommt. Eine Untersuchung der IncA-positiven Féden in
der C. trachomatis-Infektion flihrte zu der Schlussfolgerung, dass die Fidden eine an der
Bildung von Sekundérinklusionen beteiligt sind (Suchland et al. 2005). Versuche zur
Untersuchung CPn0147-positiver Faden deuten allerdings darauf hin, dass dies nicht ihre
primdre Funktion ist, da abhidngig von Infektionsstirke (MOI) und anderen Faktoren, sehr
viele Fidden beobachtet werden, die nicht mit anderen Inklusionen oder Chlamydien

verbunden sind (Herbst 2011) (vgl. Abbildung 4.16).

Durch die mikroskopische Untersuchung der Lokalisation verschiedener chlamydialer
Antigene auf CPn0147-Fdden, die nur zu einer Inklusion Kontakt haben, wurden
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den CPn0147-Fdden aufgedeckt. Zu jedem
Zeitpunkt der Infektion wiesen CPn0147-positiven Faden auch IncA-Signale auf, was eine
gemeinsame Identitdt der IncA- und CPn0147-Féaden zeigte (vgl. Abbildung 4.16). Dagegen
zeigten nur ca. 3 % der betrachteten Fiden zwischen 24 und 48 hpl eine Assoziation mit dem
chlamydialen Chaperon DnaK, das immer mit einem Signal fiir DNS kolokalisierte (vgl.
Kapitel 0). Da in der spiten Infektion keine Fiden mehr eine Assoziation mit DnaK/ DNS-

Signalen zeigten und auch die Verbindung zu anderen Inklusionen bei niedriger MOI sehr
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selten war, wurde auch hier kein Hinweis auf eine Beteiligung bei der Bildung von
Sekundirinklusionen gefunden (siehe oben). Das oberflichenprisentierte Lipopolysaccharid
(LPS) lokalisierte dagegen haufig auf CPn0147-positiven Fiaden (~40 % 24 und 48 hpl; 20 %
72 hpl). In der vorliegenden Arbeit wurde LPS zu jedem betrachteten Zeitpunkt auf den
CPn0147-Faden detektiert, es wurden aber Unterschiede der Assoziation verschiedener
chlamydialer Antigene in Abhéngigkeit von der Infektionsdauer beobachtet (Abbildung 4.16).
So sank die Anzahl der LPS-, DnaK- und Pmp21-assoziierten CPn0147-positiven Faden mit
fortschreitender Infektion. Interessanterweise wurde bereits eine Abhédngigkeit der
Priasentation des LPS und anderer chlamydialer Antigene auf IncA-positiven Fiden von
dufleren Bedingungen beschrieben (Brown et al. 2002). So sind bei Behandlung der
C. pneumoniae infizierten Zellen mit dem p-Lactam-Antibiotikum Ampicillin 27 % der IncA-
positiven Fidden mit einem LPS-Signal assoziiert, wiahrend unter Standardbedingungen kein
LPS auf IncA-positiven Fiaden detektierbar ist (Brown et al. 2002). Dies sind Hinweise
darauf, dass die Fidden abhingig von Infektionsdauer und/oder &uBeren Einfliissen

unterscheidbar sind.

Die beobachtete punktierte Lokalisierung von Pmp21 ist ein weiterer Hinweis auf die
Verschiedenartigkeit von Faden. In einer frilheren Arbeit wurden kontinuierliche Pmp21-
Signale detektiert, die 48 hpl mit bis zu 15 % der CPn0147-positiven Faden kolokalisierten
(Becker 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden nie kontinuierliche Pmp21-Signale
beobachtet (vgl. Abbildung 4.16), allerdings zeigen die Beispielaufnhahmen von Becker
multipel infizierte Zellen, wobei sich die kontinuierlichen Pmp21-Signale zwischen zwei
Inklusionen befinden. In der vorliegenden Arbeit wurden niedrige MOIs gewéhlt, um Féden
zu untersuchen, die nicht mit anderen Inklusionen verbunden sind. Es ist demnach mdglich,
dass die Anderung weitere Faktoren wie eine erhdhte MOI die Prisentation von Antigenen

auf den Faden verandert.

Uber die Bedeutung der chlamydialen Antigene in oder auf den durch die Infektion
verursachten Fidden, kann bisher nur spekuliert werden. Sie konnten die Zusammensetzung
der sich entwickelnden Bakterien widerspiegeln, welche an der Inklusionsmembran liegen
und von deren Oberfliche LPS oder Pmp21 gelegentlich von den sich bildenden Fiden
mitgetragen werden. Die Oberfldche der RBs ist dabei moglicherweise leichter zugidnglich als
die der EBs, deren Oberflichenproteine durch Disulfidbriicken stark vernetzt sind
(vgl. Kapitel 1.3.1), was die Verringerung der Oberflichen-assoziierten Antigene auf den

Féden iiber die Zeit erkldren kann (Abbildung 4.16). Die DnaK/ DNS-Signale konnten RBs
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darstellen, die auf CPn0147-Fédden transportiert werden, um so Sekundérinklusionen in einem
anderen Bereich der Zelle zu bilden. Allerdings ist bekannt, dass C. trachomatis RBs durch
thr T3SS in der Inklusionsmembran verankert sind (Peters et al. 2007; Dumoux et al. 2012).
Vermutlich sind auch C. pneumoniae RBs mit dem T3SS in der Inklusionsmembran
verankert, um durch Sekretion von Effektoren die Wirtszelle zu manipulieren. Somit wire es
wahrscheinlich, dass die RBs durch ihre Verankerung in der Inklusionsmembran gelegentlich

auf die fadigen Strukturen gelangen.

Nicht nur in der Pridsentation verschiedener Antigene unterscheiden sich die fadenférmigen
Strukturen, die durch die C. pneumoniae-Infektion induziert werden. Die Analyse der Faden-
Orientierung zeigte, dass der Grofiteil in Richtung des Zellkerns wies und nur ca. ein Drittel
der untersuchten Fiden wies vom Zellkern weg (Abbildung 4.17). Dieses Ergebnis bestétigte,
die bei der Untersuchung der fadenartigen Strukturen mehrfach geduflerte Vermutung, dass
die fadigen Strukturen vor allem am Zellkern und um den Zellkern der Wirtszelle ,,gewickelt*
erscheinen (Rockey et al. 1995; Suchland et al. 2005; Herbst 2011). Es wére moglich, dass
auch die subzelluldre Lokalisation der fddigen Strukturen mit verschiedenen Funktionen
assoziiert ist. Es konnten Fiden existieren, die einerseits in der Peripherie der Zelle mit endo-
oder exozytotischen Vesikeln interagieren und andererseits mit dem Zentralen ER der

Wirtszelle assoziiert sind.

Auch bei einer Infektion mit Salmonella enterica Serovar Typhimurium wird die Bildung von
fadenartigen Strukturen beobachtet, die je nach Infektionszeitpunkt verschiedene
Assoziationen mit Effektoren und Wirtszellfaktoren aufweisen (Schroeder er al. 2011). So
wird bei der Infektion von Epithelzellen mit dem gramnegativen, fakultativ intrazellulér
lebenden Pathogen das Auftreten von fiadigen Strukturen beobachtet, deren Bildung 30 min
bis 5 h nach Infektionsbeginn zu beobachten ist (Schlumberger & Hardt 2006; Schroeder et
al. 2011). Salmonella verbleibt in der Wirtszelle innerhalb einer von einer Membran
umgebenen Vakuole, der SCV (engl. Salmonella-containing vacuole). Es wurde vermutet,
dass die Fdden durch kontinuierliche Verschmelzung endozytotischer Vesikel mit der SCV,
durch nicht abgeschlossene Vesikel-Abspaltung von der SCV-Membran oder durch die
Interaktion der SCV-Membran mit Kinesin, einem zum Plus-Ende der Mikrotubuli
gerichteten Motorprotein, entstehen (Haraga et al. 2008). Seitdem wurden mehrere, aufgrund
threr Assoziation mit verschiedenen Salmonella-Effektoren und Wirtszellproteinen
unterscheidbare, fadenartige Strukturen identifiziert, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der

intrazelluldren Infektion auftreten (Schroeder et al. 2011). So werden beispielsweise in der
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frithen Infektion (30 min bis 3 h) Sorting nexin-assoziierte Faden detektiert (SNX-Tubuli), die
wahrscheinlich an der Rekrutierung von endosomalen Vesikeln und Lysosomen zur SCV
beteiligt sind. Spdter werden Brefeldin A unempfindliche SIFs (engl. Salmonella-induced
filaments), Brefeldin A sensitive SISTs (engl. Salmonella-induced secretory carrier
membrane protein 3 (SCAMP3) tubules) und mit LAMP1-positiven Vesikeln interagierende
LNTs (engl. lysosome-associated membrane protein 1 (LAMPI)-negative tubules)

unterschieden (Schroeder et al. 2011).

Die fir Salmonella beobachtete Diversitidt fadenartiger Strukturen macht klar, das es in
weiterfiihrenden Experimenten wichtig ist, die Assoziation der Fiden mit verschiedenen
chlamydialen Effektoren, wie beispielsweise unterschiedlichen Inc-Proteinen, zu untersuchen.
Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass die CPn0147-positiven Fdden mit
den bereits bekannten IncA-Fiden identisch sind, werden diese im Folgenden als chlamydiale
Inc-positive Fdden (CIPF) bezeichnet. Es wire interessant zu analysieren, ob sich die
Zusammensetzung der Inc-Proteine auf den Fiaden von der der Inklusionsmembran
unterscheidet und ob sie sich in unterschiedlichen Phasen der Infektion verdndert. Die
Untersuchung von Inc-Proteinen, welche in Mikrodoménen vorkommen, wére besonders
interessant (Mital ef al. 2010) (vgl. Kapitel 1.5.1.1). Mital und Kollegen zeigten, dass
bestimmte Inc-Domédnen mit aktiven Kinasen der Src-Familie, y- und B-Tubulin und Dynein
assoziiert sind. Es wiére also moglich, dass diese Inc-Mikrodoménen eine Rolle bei der

Bildung der CIPF spielen.

5.2.2 CPn0147 kolokalisiert in der Infektion und in der Transfektion mit

Membranstrukturen
Verschiedene Kolokalisierungs-Experimente deuteten darauf hin, dass CIPF und in der
Transfektion beobachteten CPn0147-Faden &hnliche, wenn nicht sogar identische Strukturen
markierten. Die beiden fadenartigen Strukturen wurden mit verschiedenen Markern der
Plasmamembran (LactC2-GFP und mCherry-GPI) und einem Marker fiir Recycling-
Endosomen (Rabl1) kolokalisiert. Die Intensitdt der Markierung von CIPF und CPn0147-
Féaden der Transfektion unterschied sich hierbei etwas. So war die Markierung mit Rabl1 in
beiden Situationen identisch, wahrend LactC2-GFP und mCherry-GPI die CIPF zum Teil nur
punktiert markierten, mit den CPn0147-Fdden in der Transfektion jedoch nahezu
kontinuierlich kolokalisierten (Abbildung 4.20 und Abbildung 4.27). LactC2-GFP markiert
Phosphatidylserin (PS), das vor allem in der zytosolischen Seite der Phospholipid-

Doppelschicht der Plasmamembran vorkommt, wohingegen mCherry-GPI —mittels
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Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) in die &dullere Seite der Plasmamembran
inseriert wird (Fairn et al. 2011; Eierhoff et al. 2014). LactC2-GFP bindet vermutlich PS,
welches in der Infektion wahrscheinlich durch endozytotische Vesikel zur Inklusion gelangt
und durch Verschmelzung der Vesikel mit der Inklusionsmembran in diese inseriert wird.
LactC2 konnte demnach direkt mit dem PS der Plasmamembran zur Inklusionsmembran
transportiert werden oder erst hier an PS binden. Das PS der Wirtszelle wird von den
Chlamydien zur Produktion anderer Phospholipide verwendet, wodurch das PS in der
Inklusionsmembran reduziert wird und die nicht-kontinuierliche Markierung der
Inklusionsmembran und CIPF erkldrt werden konnte (Wylie et al. 1997). Da in
Transfektionsexperimenten die Bakterien fehlen, wire es mdglich, dass einmal in die
CPn0147-Féaden eingebautes PS dort verbleibt und so eine vollkommene Kolokalisierung mit

LactC2-GFP beobachtet wird.

Im Gegensatz zu den Membranmarkern LactC2 und mCherry-GPI ist Rabl1 ein Marker fiir
Recycling-Endosomen. Diese lokalisieren in den meisten Zelllinien in der Néhe des
Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (MTOC) und verbinden Endozytose und Exozytose
der Zelle miteinander (van [jzendoorn 2006). Die Rekrutierung von Recycling-Endosomen
wiirde fiir Chlamydien eine Maoglichkeit darstellen, z. B. Membrankomponenten der
Wirtszelle umzuleiten, um sie fiir den Aufbau der Inklusionsmembran und der RBs zu nutzen.
Die Assoziation von Rabll mit CPn0147-Fiden in der Transfektion und CIPF ist ein
Hinweis, dass CPn0147 in der Lage ist mit Recycling-Endosomen oder Strukturen, die mit
Recycling-Endosomen assoziiert sind, ohne die Beteiligung anderer chlamydialer Faktoren zu
interagieren. Eine mdgliche Interaktion von CPn0147 und Rab11 wurde mittels Hefe-Zwei-

Hybrid-Analysen untersucht, auf diese Weise jedoch nicht bestétigt (nicht gezeigt).

Bei den vorgestellten Transfektions-Experimenten war auffdllig, dass die transfizierten
Membranmarker (Rab5-GFP, Rab7-GFP, Rab11-GFP, LactC2-GFP und mCherry-GPI) mit
dem Signal fir CPn0147GFP bzw. CPn0147mCherry zum Teil oder vollkommen
kolokalisierten, wihrend durch Féarbungen markierte Zellkomponenten nur teilweise mit
CPn0147 kolokalisieren (Tubulin) oder mit dem Signal assoziiert waren (Vimentin und
WGA) (Kapitel 4.2.4 und 4.2.7). Es ist daher moglich, dass die transfizierten Marker auf
einem anderen Weg auf die CPn0147-Faden der ektopischen Expression gelangen. Eine

Hypothese hierzu wird in Kapitel 5.2.6 erldutert.

Auch wenn nicht abschlieBend geklart wurde, wie es zu der Assoziation der verschiedenen

Marker mit den CIPF und CPn0147-Faden kommt, ist die eindeutige Kolokalisation mit
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verschiedenen Membranmarkern ein deutlicher Hinweis auf die membrandse Struktur der

CIPF und der CPn0147-Faden in der Transfektion.

5.2.3 CPn0147 bildet durch Interaktion mit Membranen fadige

Strukturen
Da die genetische Manipulation von C. pneumoniae nicht moglich ist, kénnen Proteine zur
Untersuchung ihrer Funktion nicht mutiert oder deletiert werden (vgl. Kapitel 1.3.2). Um
Analysen der Funktion von Inc-Proteinen zu unterstiitzen, werden die Proteine héufig
ektopisch in Humanzellen exprimiert. Fiir IncA, CPn0146, CPn0147, CPn0284 und CPn0285
beispielsweise wurde eine Lokalisation im ER der Zelle beschrieben, wihrend IncB, IncG,
CT 229, CT 101 und CT 850 durch ihre Membraninteraktion Vesikel mit mehrfachen
Membranen bilden, die nicht mit Markern der Wirtszelle kolokalisieren (Alzhanov et al.
2004; Luo et al. 2007b; Mital et al. 2013). Soweit bekannt, wurde ein Inc-Protein (CT 813)
mit unbekannter Funktion identifiziert, welches bei ektopischer Expression eine entfernt
dhnliche Struktur wie CPn0147 bildet. Sie wird als fibrillenartige oder verzweigte Struktur
beschrieben, die dem Zytoskelett dhnlich sieht, jedoch mit keiner Komponente des

Zytoskeletts der Wirtszelle assoziiert werden konnte (Chen et al. 2006).

Bemerkenswerterweise ist, dass die Orientierung der Fluoreszenz-Markierung fiir die
Lokalisierung des ektopisch exprimierten CPn0147 von grofer Bedeutung war
(Abbildung 4.22). In fritheren Arbeiten wurde CPn0147 in Transfektions-Experimenten als
ER-lokalisiert beschrieben (Luo et al. 2007b; Herbst 2011). Dass die Orientierung der
Fluoreszenz-Markierung eine Anderung der Lokalisierung ektopisch exprimierter Inc-
Proteine verursachen kann, wurde in fritheren Arbeiten eingehender untersucht (Kostryukova
et al. 2005; Shkarupeta et al. 2008). Hierbei wurde beispielsweise fiir eine N-terminal-
markierte Version von IncE eine diffuse Lokalisierung in der transfizierten Zelle detektiert,
wihrend eine C-terminal-markierte IncE-Version punktierte bis vesikuldre Strukturen im
perinukledren Raum bilde (Kostryukova et al. 2005). Fiir CPn0147 deutete die Relevanz der
Orientierung der Fluoreszenz-Markierung auf eine Bedeutung der Lipo-Domine bei der
Bildung von Féden hin (Abbildung 4.22). Deletions-Analysen des CPn0147 in Transfektions-
Experimenten zeigten jedoch, dass der N-terminale Teil des Proteins allein nicht ausreichte,
um die CPn0147-Fdden zu bilden und eine Deletion der Lipo-Domidne nicht zu einem
vollkommenen Verlust der Fadenbildung fiihrte (Abbildung 4.23). Dagegen schien den

Transmembrandoméinen eine wichtige Rolle bei der Positionierung des Proteins zu
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zukommen, da nur eine diffuse Lokalisation des CPn0147 N- bzw. des C-Terminus ohne sie

detektierbar war.

Interessanterweise ist von Retikulons, evolutionir konservierten Proteinen, die die Form des
kortikalen ERs regulieren, bekannt, dass sie bei Uberexpression in der Transfektionssituation
dhnliche Strukturen bilden, wie sie bei der ektopischen Expression von CPn0147 beobachtet
wurden (personliche Kommunikation mit Dr. Robin Klemm, Universitét Ziirich) (Voeltz ef al.
2006; Hu et al. 2008). CPn0147 besitzt ein entfernt dhnliches hydrophobes Profil wie
Retikulons, welche zwei ungewohnlich grof3e, hydrophobe Doménen (30-34 As) getrennt von
einer Schleife hydrophiler Aminosduren (60-70 As) aufweisen (Yang & Strittmatter 2007).
Mit diesen Motiven sind die Retikulons in die Membran des ERs inseriert und durchspannen
die Phospholipid-Doppelschicht vollkommen oder bilden eine Haarnadel in der zytosolischen
bzw. der dem ER-Lumen zugewanden Phospholipid-Schicht (Abbildung 5.3). CPn0147
besitzt im Vergleich nur zwei Transmembrandoménen von normaler GréB3e, die vermutlich
die Membran des ER durchspannen (Abbildung 5.3). Neben seiner geringen Grofle und der
fehlenden hydrophilen Schleife, weist CPn0147 einen weiteren Unterschied zu Retikulons
auf. Retikulons sind in der Lage Homo- und Heteromultimere mit anderen ER-
Membranproteinen zu bilden. Bisher wurde weder in Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen, noch in
Far-Westernblot-Untersuchungen oder Koprazipitations-Versuchen eine Selbstinteraktion von
CPn0147 oder eine Interaktion mit anderen Proteinen festgestellt (nicht gezeigt) (Herbst
2011). Die ersten beiden Test-Systeme konnten jedoch fiir die Untersuchung der CPn0147-
Selbstinteraktion nicht geeignet sein, da das Protein von relativ geringer Grofle (148 As) im
Vergleich  einen  groBen  hydrophoben  Bereich mit zwei  vorhergesagten
Transmembrandomdnen aufweist (As 42-64 und 69-91), die fiir diese Analysen deletiert
wurden. Es ist bekannt, dass verschiedene integrale Membranproteine iiber die Interaktion
von Transmembrandoménen oligomerisieren oder eine Interaktion iiber Wechselwirkungen
von Transmembrandominen stabilisiert wird (Fink er al. 2011). Gegen eine Relevanz der
vermeintlichen strukturellen Ahnlichkeit von CPn0147 und Retikulons fiir die Funktion
spricht auch, dass die Transmembrandominen des CPn0147 die IncA-&hnliche Doméne
bilden und somit in allen Inc-Proteinen zu finden ist. Eine Kontroll-Transfektion zur
Untersuchung der Lokalisation des CPn0146 zeigte, dass ein Inc-Protein mit dhnlicher Lage
der Transmembrandoménen und vergleichbarer Grofe nicht in der Lage war fadenartige
Strukturen zu bilden (Abbildung 4.22). So wiesen die Ergebnisse der Transfektions-
Experimente darauf hin, dass eine bisher nicht identifizierte Doméne oder Struktur des

CPn0147 die Fadenbildung ausldst. Diese befindet sich vermutlich im C-terminalen Teil des
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Proteins (As 91-149), da eine Deletionsvariante ohne diesen Bereich nicht in der Lage war
distinkte Strukturen zu bilden (Abbildung 4.23). Die Bildung membrandser Faden in der
Transfektion bleibt unterdessen ein starker Hinweis, dass CPn0147 auch in der Infektion die

Féhigkeit hat Membrantopologien zu modifizieren.

Zytoplasma
Retikulons CPn0147
N ©
N
N
NJ\’
ER-Lumen

Abbildung 5.3: Orientierung von Retikulons und ektopisch exprimiertem CPn0147 in der ER-
Membran

Dargestellt sind verschiedene Konformations-Moglichkeiten der Retikulons, fiir die experimentelle
Hinweise vorhanden sind. Zum Vergleich wurde eine mdgliche Insertion des CPn0147 in die ER-
Membran dargestellt, wie sie fiir andere Inc-Proteine postuliert wird (Mital et al. 2013). Es ist
mdglich, dass CPn0147 in umgekehrter Orientierung in die ER-Membran inseriert ist. Die Abbildung
wurde modifiziert nach (Yang & Strittmatter 2007).

In der artifiziellen Transfektion wird CPn0147 wahrscheinlich in eine Membran inseriert und
verbleibt dort. Da fiir CPn0147 keine eukaryotische Signalsequenz vorhergesagt ist, wird das
Protein wahrscheinlich nach der Translation in die erste verfiigbare Membran inseriert,
welches wahrscheinlich die Membran des rauen ER ist. Die Kolokalisierung mit dem ER-
Marker Calreticulin und CPn0147 lieferte keine eindeutigen Ergebnisse (Abbildung 4.18 und
Abbildung 6.4). Da jedoch vermutet wurde, dass CPn0147 dhnlich wie Retikulons die ER-
Membran tubuliert, wurde untersucht, ob die CPn0147-Fdden mit dem ER-Protein STIM-1
kolokalisieren. Das  stromal interaction molecule I ~ (STIM-1) ist ein integrales
Membranprotein, welches das gesamte ER markiert und besonders in Bereichen des
tubuldren, peripheren ERs angereichert ist, an denen das ER wéchst. STIM-1 interagiert direkt
mit dem Mikrotubuli-Plus-Ende-bindenden EB-1, wodurch das ER unabhidngig von
Motorproteinen tliber die Interaktion von STIM-1 mit EB-1 an polymerisierenden Mikrotubuli

wichst (Grigoriev et al. 2008; Goyal & Blackstone 2013). Die CPn0147 und STIM-1

Kotransfektions-Versuche ergaben eine deutliche Assoziation der beiden Proteine, bei der
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STIM-1-Signale {iiber die ganze Lédnge der CPn0Ol47-Faden detektiert wurden
(Abbildung 4.29). Dieses Ergebnis ist ein starker Hinweis, dass CPn0147 in der ektopischen
Expression fadige Strukturen im ER der Humanzelle bildet, was auf eine
membranmodulierende Funktion hindeutet. Ob CPn0147 ohne Partner in der Infektion z. B.
die Inklusionsmembran tubulieren kann oder ob andere bakterielle Proteine beteiligt sind,
muss durch eine Suche nach chlamydialen oder humanen Interaktionspartnern fiir CPn0147

geklart werden.

5.2.4 Ist die Assoziation des ERs mit den CPn0147-positiven Strukturen

fiir die Kolokalisierung mit Lipidtropfchen verantwortlich?

In der vorliegenden Arbeit wurden Signale fiir mit Bodipy gefdarbte Lipidtropfchen haufig
nahe an chlamydialen Inc-positive Fiden (CIPF) oder gelegentlich innerhalb der Inklusion
detektiert (Abbildung 4.32 und Abbildung 4.33). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte
allerdings die Féarbung ringformiger CPn0147-Signale auf Lipidtropfchen infizierter Zellen
nicht reproduziert werden (Herbst 2011). Mdglicherweise beruhte dies auf Unterschieden in
der Fixierungsmethode. In frilheren Experimenten wurden die betrachteten Zellen mit
Methanol fixiert, in der vorliegenden Arbeit jedoch mit PFA. Methanol konnte hier nicht
verwendet werden, da Methanol regelméBig zur Zerstdrung der Lipidtropfchen fiihrte. Dies
steht im Einklang mit publizierten Ergebnissen, die zeigten, dass die Behandlung von
Humanzellen mit Methanol zur Fusion und Auflésung der Lipidtropfchen und zur Ablosung
der auf deren Oberflache lokalisierten Proteine fiihrt (personliche Kommunikation mit Prof.
Dr. Stefan Honing, Universitit Koln; sieche Abbildung 5.4 A) (DiDonato & Brasaemle 2003;
Ohsaki et al. 2005).

Von einigen integralen Membranproteinen ist bekannt, dass sie in mikroskopischen
Untersuchungen ringférmige Strukturen um Lipidtropfchen bilden, die jedoch nichts mit einer
spezifischen Lokalisierung auf der Oberfldche dieser Organellen zu tun haben (Soni et al.
2009; Walther & Farese 2012). So haben die Bedingungen, unter denen Lipidtropfchen
beobachtet werden, eine kritische Auswirkungen auf die Lokalisierung assoziierter Proteine.
Beispielsweise wird fiir das Protein p58, welches normalerweise punktiert im Zytosol der
Zelle lokalisiert und das ER-Golgi Zwischenkompartiment (ERGIC = engl. ER-Golgi
intermediate compartment) markiert, eine ringformige Assoziation um Lipidtropfchen
detektiert, wenn Zellen zuvor mit Olsiure behandelt worden sind (Soni e al. 2009). CPn0147
wurde in mikroskopischen Untersuchungen und in biochemischen und mikroskopischen

Analysen von Fraktionen infizierter Zellen auf Lipidtropfchen detektiert (Herbst 2011). Diese
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Experimente wurden in Anwesenheit von bis zu 200 mM Olsdure durchgefiihrt, daher ist
nicht klar, ob die Assoziation von CPn0147 mit den so generierten Lipidtropfchen eine fiir die
Infektion physiologische Bedeutung hat. Dass sich durch Olsiure-Zugabe generierte
Lipidtropfchen in ihrer Zusammensetzung und Interaktion mit Humanproteinen von
endogenen Lipidtropfchen unterscheiden, wurde bereits bei der Untersuchung von
Epithelzellen und Adipozyten beobachtet (Heid er al. 2013; Heid et al. 2014). Daneben
wurden bei Interaktionsstudien von Oberflachenproteinen der Lipidtropfchen und CPn0147
mittels Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse bisher keine humaner Interaktionspartner fir CPn0147
identifiziert (Herbst 2011). Hier konnten die bereits diskutierten Probleme des Systems eine
Detektion von Interaktionen behindern (siche Kapitel 5.2.2). Allerdings wére es mdglich, dass
CPn0147 nicht direkt mit Lipidtrépfchen oder mit an der Rekrutierung von Lipidtropfchen

beteiligten Proteinen interagiert.

Die in Kapitel 4.2.11 vorgestellten Experimente zeigten zwar nicht die in fritheren Arbeiten
beobachteten Kolokalisationsmuster von CPn0147 und Lipidtropfchen, deuteten jedoch
trotzdem auf eine Interaktion der CPn0147-Fiden mit Lipidtrofpchen hin. Es wurden mehrere
Beispiele gefunden, in denen das CPn0147-Signal eines CIPF mit dem Bodipy-Signal eines
Lipidtropfchen assoziiert oder sogar an den Stellen unterbrochen war, an denen
Lipidtropfchen detektiert wurden (Abbildung 4.33). In einigen Fillen wurde zudem ein
schwaches CPn0147-Signal an der Position von Lipidtropfchen detektiert, was jedoch nicht
CPn0147 spezifisch ist, sondern auch bei Kontrollfarbungen mit IncA der Fall und bereits
zuvor beschrieben worden war (Abbildung 4.33 und Abbildung 6.7) (Cocchiaro et al. 2008).

In Transfektions-Experimenten wurden teilweise Signale des ER-Proteins STIM-1 mit CIPF
und der Inklusionsmembran assoziiert beobachtet (Abbildung 4.30). Es wére somit moglich,
dass die CIPF mit der Membran des ER in Kontakt stehen (Abbildung 5.4 A). Die
Assoziation des ERs mit CIPF konnte durch die Verwendung anderer ER-Marker wie den
ER-Chaperonen Calreticulin und Calnexin nicht bestitigt werden, in zukiinftigen
Experimenten muss die Assoziation mit geeigneteren ER-Markern bestéitigt werden
(Abbildung 4.18, vgl. Kapitel 5.2.6). Allerdings sind enge Assoziation des ERs mit der
Inklusionsmembran von C. trachomatis und C. muridarum bereits beschrieben worden (Derré
et al. 2011; Elwell et al. 2011; Dumoux et al. 2012). Ein Kontakt oder eine Assoziation des
ERs der humanen Wirtszelle mit der Inklusionsmembran und den CIPF brichte CPn0147 in
der Infektion in direkte Néhe des Entstehungsortes von Lipidtropfchen, was eine

Kolokalisation erkldren wiirde. Die relativ harsche Fixierung mit Methanol konnte zu einem
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Abriss der Inklusionsmembran bzw. der membrandsen CIPF an Lipidtropfchen- oder ER-
Kontaktstellen gefiihrt haben, die anschlieBend als Artefakte detektiert wurden
(Abbildung 5.4 A PFA vs. MeOH).

Falls CPn0147 entgegen der bisherigen Vermutungen in der Lage ist direkt mit
Lipidtropfchen oder mit Lipidtropfchen-assoziierten Proteinen zu interagieren, sollte diese
Interaktion besonders in Transfektionsversuchen beobachtbar sein (Abbildung 5.4 B). Bei der
ektopischen Expression von CPn0147 in Humanzellen wird das Protein am rauen ER
translatiert und wahrscheinlich in die ER-Membran inseriert, wo es sich direkt am
Entstehungsort der Lipidtropfchen befindet (Ohsaki ef al. 2009). Mit der hydrophoben IncA-
Doméne konnte CPn0147 aus der Phospholipid-Doppelschicht des ER in die Phospholipid-
Schicht des Lipidtropfchens transportiert werden. Da Lipidtropfchen nur eine Phospholipid-
Schicht aufweisen, ist jedoch unklar, ob CPn0147 auf diese Weise inseriert wird.
Moglicherweise ist die Lipo-Domidne im N-Terminus des CPn0147 an einer Interaktion
beteiligt (Abbildung 5.4 unten). Um diese hypothetische Interaktion zu iiberpriifen, wurden
Lipidtropfchen in Zellen, die CPn0147 ektopisch exprimierten, gefirbt. Eine Kolokalisation
des CPn0147 mit Lipidtropfchen wurde nicht beobachtet (Abbildung 4.34). Allerdings
wurden gelegentlich Lipidtropfchen beobachtet, die an CPn0147-Féden assoziiert oder sogar
in diese ,,eingewickelt waren. Auch mikroskopische Lebendzell-Untersuchungen von Zellen,
die CPn0147 exprimierten und mit Bodipy gefirbt worden waren, zeigten keine signifikante
Interaktion der beiden Strukturen (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass CPn0147 entweder nicht direkt mit Lipidtropfchen interagiert oder zu 100 % in einer
Orientierung in das ER der transfizierten Zelle eingebaut wird, die eine Interaktion des

Proteins mit den Lipidtropfchen unmdoglich macht.

Eine Interaktion des ER mit der Inklusionsmembran und/ oder CIPF und eine Beteiligung des
ER an der Bildung von CIPF scheint wahrscheinlich, da Bereiche der Kolokalisation von
CIPF und Lipidtropfchen Anderungen der Fadenmorphologie aufweisen. Es bleibt unklar, ob
CPn0147 selbststindig mit Lipidtropfchen interagiert, durch die Interaktion der CIPF mit dem
ER oder durch aktive Insertion auf die Oberfldche von Lipidtropfchen gelangte.
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Abbildung 5.4: Postulierte Interaktion von CIPF und CPn0147 mit Lipidtropfchen

PFA MeOH

A: Ein Modell der méglichen Kontaktstelle eines chlamydialen Inc-positive Fadens (CIPF) mit dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) ist dargestellt. Der membrandse CIPF ist Bestandteil der
Inklusionsmembran (IM). CIPF stehen in Kontakt mit Doménen des ER, an denen Lipidtrépfchen
(LD) gebildet werden. Chlamydiale Proteine, die auf den CIPF lokalisieren, sind hier in der Lage mit
den Lipidtrépfchen zu interagieren. Bei der Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA) wird die Situation
erhalten und einige der auf dem CIPF prisentierten Antigene sind durch den engen Kontakt zu ER
und Lipidtropfchen nicht zugénglich. In der Methanol-fixierten Situation (MeOH) werden Proteine
prézipitiert und durch Dehydrierung Membranen auseinander gerissen. Fragmente und Proteine der
Inklusionsmembran und die ER-Kontaktstelle werden abgerissen, sodass die Position verschiedener
Antigene verédndert erscheint.

B: Die mogliche Interaktion des ektopisch exprimierten CPn0147 in der Membran des ER und daran
entstehender Lipidtropfchen. CPn0147 ist mit der Inc-typischen hydrophoben Haarnadel direkt in die
Phospholipid-Doppelschicht des ERs inseriert. Zwischen den beiden Phospholipid-Schichten des ERs
werden Neutrallipide (NL) eingelagert und bilden so Lipidtropfchen. Interagiert CPn0147 direkt mit
Lipidtropfchen, kdime das ektopisch exprimierte CPn0147 hier in rdumliche Néhe des Lipidtropfchen-
Bildungsortes und wiirde inseriert. Hierbei interagiert entweder die Lipo-Doméne des CPn0147 mit
dem Lipidtropfchen oder die Transmembrandoméinen wechselwirken mit dem lipophilen Kern der
Lipidtropfchen. Daneben wire es moglich, dass CPn0147 bei der ektopischen Expression in der dem
Lumen des ER zugewandten Phospholipid-Schicht inseriert ist und daher nicht mit Lipidtropfchen
interagieren kann (nicht dargestellt).
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5.2.5 Das Zytoskelett und die Verfiigbarkeit von Membranmaterial haben
Bedeutung bei der Entstehung von CIPF

Bei Betrachtungen verschiedener Zytoskelett-Komponenten wurde keine Kolokalisation von
CIPF mit Mikrotubuli, Aktin und Vimentin beobachtet. Es wurden nur gelegentlich Bereiche
gefunden, in denen sich Signale fiir die Zytoskelett-Komponenten mit den CIPF {iberschnitten
(Abbildung 4.21). Das Zytoskelett der Humanzelle spielt zu verschiedenen Zeitpunkten der
Chlamydien-Infektion eine wichtige Rolle. Aktin wird fiir die erfolgreiche Internalisierung
bendtigt (Carabeo et al. 2002; Clifton et al. 2004; Jewett et al. 2006; Carabeo et al. 2007;
Jewett et al. 2010). Mikrotubuli sind flir die Positionierung der Inklusion innerhalb der
Wirtszelle essenziell (Clausen et al. 1997; Grieshaber et al. 2003). In der voranschreitenden
Infektion stabilisiert ein Kéfig aus Aktin- und Intermedidrfilamenten die wachsende Inklusion
und detyronisierte, stabile Mikrotubuli (dtMT) verankern Golgi-Ministapel an der
Inklusionsmembran (Kumar & Valdivia 2008; Al-Zeer et al. 2014).

Da auch bei der Bildung von CIPF eine Beteiligung der verschiedenen Zytoskelett-
Komponenten moglich erschien, wurden bei der mikroskopischen Untersuchung von
CPn0147-Faden bei ektopischer Expression ebenfalls die verschiedenen Zytoskelett-
Komponenten betrachtet (Abbildung 4.24 und Abbildung 4.26). Auch hier trat keine
eindeutige Kolokalisation auf, jedoch eine interessante Assoziation von CPn0147-Faden mit
Vimentin (Abbildung 4.26). Die ektopische Expression des CPn0147 bewirkte, dass die zuvor
beobachtete, netzartige Vimentin-Lokalisierung in HEp-2-Zellen einer mehr oder weniger
klumpigen Akkumulation des Vimentin-Signals wich. Interessant war, dass das Vimentin-
und CPn0147-Signal sich dabei kaum {iberschnitten. Die Lokalisierung keiner anderen
untersuchten Zellkomponente wurde so deutlich durch die Expression von CPn0147 in
Humanzellen verdndert (vgl. Kapitel 4.2.7.2). Da Vimentin und CPn0147 nicht in direktem
Kontakt miteinander stehen, wurde die Anderung der Vimentin-Lokalisation vermutlich durch
die Interaktion von CPn0147 mit einem anderen Organell oder Protein der Zelle bewirkt.
Vimentin ist eine Komponente des Intermedidrfilament-Zytoskeletts der Zelle, welches viele
Funktionen in der eukaryotischen Zelle hat. Es ist vor allem fiir die Formgebung und
mechanische Festigkeit von Zellen verantwortlich, daneben aber auch fiir die Positionierung
von Zellorganellen innerhalb der Zelle (Gruenbaum & Aebi 2014; Huber ef al. 2014). Die
Komplexitidt der Interaktion von Vimentin mit anderen Zytoskelett-Komponenten und
Organellen der Zelle ist allerdings noch nicht vollkommen verstanden. Klar ist, dass Aufbau
und Organisation des Vimentin-Netzwerkes stark von Mikrotubuli und deren assoziierten

Motorproteinen abhédngig sind (Huber ef al. 2014).
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Speziell in Adipozyten (Zellen des Fettgewebes), aber auch in Zellen epithelialen Ursprungs,
wird interessanterweise eine Assoziation von Lipidtropfchen mit Vimentin beobachtet (Heid
et al. 2013; Heid et al. 2014). Zudem sind Intermedidrfilamente mit dem Golgi-Apparat
assoziiert und es wurde das Golgi-Protein Formiminotransferase-Zyklodeaminase (FTCD =
engl. formiminotransferase cyclodeaminase) identifiziert, welches Untereinheiten der
Intermediérfilamente bindet und polymerisiert (Gao & Sztul 2001). Diese Interaktion des
Golgi-Apparates stellt ebenfalls eine interessante indirekte Verbindung von CPn0147 mit dem
Intermedidrfilament-Zytoskelett dar. Vor allem weil mikroskopische eine Assoziationen von
CIPF und von CPn0147-Fiden der Transfektion mit Vesikeln beobachtet wurden, die
exozytotischen Ursprungs sein und somit vom Golgi-Apparat der Zelle stammen kdnnten
(Kapitel 5.2.6). Bei Untersuchungen einer moglichen Kolokalisation von Vimentin und CIPF
in der C. pneumoniae-Infektion wurde lediglich in einigen Fillen die bereits beschriebene
Akkumulation des Vimentin um die Inklusion beobachtet (Kumar & Valdivia 2008). Eine
Kolokalisation der CIPF mit Vimentin, die mit dem Phénotyp der Transfektion vergleichbar

wire, wurde nicht beobachtet (vgl. Abbildung 4.21).

Eine Assoziation von Mikrotubuli mit CIPF wurde mikroskopische weder bestdtigt noch
ausgeschlossen. Deshalb wurden die Mikrotubuli von mit C. pneumoniae infizierten
Humanzellen durch Nocodazol-Zugabe an der Polymerisierung gehindert (siche
Kapitel 4.2.13). Durch Nocodazol-Behandlung iiber einen lidngeren Zeitraum wurde die
Bildung von CIPF drastisch reduziert. Auch die zusitzliche Inkubation mit Olsdure, die
bekannterweise die Anzahl der CIPF je Inklusion stark erhoht, flihrte unter Nocodazol-
Einwirkung nicht zu einer deutlichen Erh6hung der CIPF-Zahl (vgl. Kapitel 4.2.13) (Herbst
2011). Die CIPF werden demnach nur in Anwesenheit eines funktionsfahigen Mikrotubuli-
Zytoskelett aufgebaut. Dies kann mit verschiedenen anderen Interaktionen der Faden mit
Zellorganellen der Humanzelle zusammenhédngen und muss nicht zwangslaufig eine direkte
Interaktion der Mikrotubuli mit CIPF bedeuten. Beispielsweise ist bekannt, dass das periphere
ER der Zelle von der Stabilisierung durch Mikrotubuli abhdngig ist. So verschmelzen die ER-
Tubuli des peripheren ER bei Nocodazol-Einwirkung fiir ldngere Zeit (> 2 h) zu Zisternen,
der flachen, sackartigen Erscheinungsform des ERs und ziehen sich in Richtung Zellkern
zuriick (Terasaki et al. 1986). Dieser Vorgang ist reversibel: wird das Nocodazol
ausgewaschen, werden sehr schnell (nach ca. 4 min) wieder tubuldre Strukturen in der
Peripherie des ER beobachtet (Lee er al. 1989). Des Weiteren ist bekannt, dass der Golgi-
Apparat zu Golgi-Ministapeln fragmentiert, wenn das Mikrotubuli-Zytoskelett durch
Nocodazol an der Polymerisation gehindert wird (Cole ef al. 1996).
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Zukiinftig wiére es interessant zu betrachten, inwiefern die Dynamik der CIPF und der
CPn0147-Faden der Transfektion von der Destabilisierung des Mikrotubuli-Zytoskeletts
beeintrachtigt wird. Dazu sind vor allem Lebendzell-Untersuchungen sinnvoll, da hier eine
bessere zeitliche Auflosung erreicht wird und Artefakte durch die Fixierung vermieden
werden. Die Betrachtung der CPn0147-Fiden der Transfektion ist dabei nahezu
unproblematisch, da bereits vorhandene mCherry- und GFP-Konstrukte genutzt werden
konnen. Dagegen konnen die CIPF der Infektion nicht so einfach in der lebenden Zelle
untersucht werden, da bisher kein Marker identifiziert wurde, der die CIPF kontinuierlich

markiert (siche Kapitel 4.2.4).

Durch Behandlung von mit C. pneumoniae infizierten Humanzellen mit dem Antibiotikum
Brefeldin A (BFA) wurde ebenfalls eine starke Reduktion der CIPF erreicht, obwohl in
diesem Fall das Mikrotubuli-Zytoskelett intakt blieb (Abbildung 4.35). Die Zahl der
Inklusionen ohne CIPF war in BFA- und Nocodazol-behandelten Zellen vergleichbar. BFA
inhibiert den ER-Golgi- sowie den Intra-Golgi-Vesikeltransport und bewirkt den retrograden
Transport von Golgi-Markern in das ER, bis der Golgi-Apparat vollstindig mit dem ER
verschmolzen ist (Fujiwara et al. 1988; Doms et al. 1989; Lippincott-Schwartz et al. 1989).
Dabei inhibiert BFA die kleine GTPase Arfl durch Interaktion mit dessen
Guanosintriphosphat-Austauschfaktoren GBF1 und BIG1/2 (Roth 1999; Bastidas et al. 2013).
Arfl ist maligeblich an der Bildung von Golgi-Vesikeln beteiligt (Roth 1999).
Interessanterweise nutzen Chlamydien GBF1, um Sphingomyelin fiir den Aufbau der
Inklusionsmembran zu rekrutieren (Elwell et al. 2011). Somit ist die Wirkung von BFA
wahrscheinlich, dass die Versorgung der Inklusion mit Membranbausteinen unterbrochen

wird und damit das Material fiir die membrandsen CIPF und die Einschlussmembran fehlt.

Wurden dem Wachstumsmedium der infizierten Humanzellen BFA und Olsiure zugegeben,
so zeigten die Inklusionen interessanterweise deutlich mehr CIPF als Zellen, die nur mit BFA
behandelt worden waren. Das Herauswaschen des Antibiotikums fiihrte jedoch nicht dazu,
dass wieder mehr Féaden gebildet wurden. Im Gegenteil wiesen die Inklusionen von infizierten
Zellen, bei denen das BFA-haltige Wachstumsmedium nach 18 h durch normales
Wachstumsmedium ersetzt wurde, seltener CIPF auf (vgl. Abbildung 4.35). Moglicherweise
wurden hier zwei getrennte Phdnomene beobachtet, einerseits das Fehlen von Material zum
Aufbau der Inklusionsmembran und damit auch der davon ausgehenden membrandsen CIPF
und andererseits die Zunahme von CIPF durch ER-Stress und die Akquisition von

Membranmaterial aus anderen Quellen wie Lipidtropfchen. Bei der Zugabe von Olsiure zum
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Wachstumsmedium von Humanzellen entstehen artifizielle Lipidtropfchen mit einer
Phospholipid-Doppelschicht (Heid ef al. 2014). Es wire moglich, dass diese als Ressource fiir

den Aufbau membrandsen CIPF dienten.

Die Bildung von Lipidtropfchen wird héufig als Stressantwort auf eine ganze Reihe
verschiedener zelluldrer Stressausloser beobachtet. So 16sen Lipide in grolen Mengen ER-
Stress aus und die Bildung von Lipidtropfchen wirkt diesem ER-Stress entgegen (Hapala et
al. 2011; Zhang & Zhang 2012). Inwiefern die Zugabe von Olsiure (eine einfach-ungesittigte
Fettsdure) ER-Stress auslost oder inhibiert, wird kontrovers diskutiert, denn meist werden
ungesittigte Fettsduren mit der Inhibition von ER-Stress in Verbindung gebracht (Wei et al.
2006; Ota et al. 2008; Hapala et al. 2011; Zhang & Zhang 2012). Die Assoziation mit einer
moglichen Induktion oder Vermeidung von ER-Stress ist interessant, da bekannt ist, dass auch
die Behandlung von Zellen mit BFA ER-Stress auslost, da es zu einer Akkumulation von
Glykoproteinen im ER kommt, wenn der ER-Golgi-Transport unterbrochen ist (Kaufman
1999; Moon et al. 2012). Die in Kapitel 4.2.13 gemachten Beobachtungen weisen darauf hin,
dass ER-Stress sich negativ auf die Bildung von CIPF auswirkt: die Inkubation von infizierten
Zellen mit BFA verminderte die Zahl der CIPF, die Zugabe von Olséure erhhte die Zahl der
CIPF im Vergleich zur Kontrolle stark, die Inkubation von infizierten Zellen mit BFA und
Olsdure fiihrte zu einer mit der Kontrolle vergleichbaren Zahl von CIPF (vgl.
Abbildung 4.35). Gegen diese Hypothese spricht, dass eine erhohte MOI und die andauernde
Infektion, welche vermehrten Stress in der infizierten Zelle bedeuten, zu einem Anstieg der
CIPF-Zahl fiihrt (Herbst 2011). Interessanterweise wurde gezeigt, dass sich ER-Stress auf die
Morphologie des ERs auswirkt, wobei die Art des Stresses einen Einfluss hat. Die Inhibierung
der Ca’’-ATPase des ER durch Thapsigargin und Zugabe der ER-Stress auslosenden,
gesittigten Fettsdure Palmitat fiihrt zu einer verstarkten Bildung von ER-Zisternen, wéhrend

die Zugabe von Glukose keine Anderungen bewirkt (Wikstrom et al. 2013).

In zukiinftigen Experimenten wire die Analyse der Auswirkung anderer ER-Stress-Ausloser,
wie Thapsigargin- oder oxydativer Stress durch H,O,-Zugabe, auf die Bildung von CIPF
interessant. Hierdurch kann festgestellt werden, ob der induzierte ER-Stress fiir die

Inhibierung der Bildung von CIPF verantwortlich ist.

5.2.6 Die mogliche Funktion von CPn0147 in der Infektion
Die Fahigkeit des ektopisch exprimierten CPn0147 Fiaden zu bilden, die den CIPF der
Infektion dhneln (vgl. Kapitel 4.2.5 und 5.2.2), fiihrte zu der Annahme, dass es in der Lage ist

Membranmorphologien zu modifizieren und so die CIPF durch Tubulation der
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Inklusionsmembran erzeugt. CPn0147-Homologe kommen nur in bestimmten Chlamydien-
Spezies vor. So gibt es in C. trachomatis kein Homolog zu CPn0147, und trotzdem weist auch
C. trachomatis, wie bereits in Kapitel 5.2.1 beschrieben, CIPF auf. Mdoglicherweise wird die
Bildung von CIPF in C. trachomatis durch ein anderes Inc-Protein reguliert. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass CPn0147 nicht selbststandig in der Lage ist die Inklusionsmembran zu
tubulieren und CIPF zu bilden. Experimente zur Assoziation der CPn0147-Faden der
Transfektion mit der Inklusion infizierter Zellen zeigten, dass in einigen Fallen die CPn0147-
Féaden der Transfektion die Inklusion teilweise umgaben (siche Anhang Kapitel 6). Interessant
war jedoch die beobachtete Assoziation von CPn0147-Fiden der Transfektion mit IncA-
positiven CIPF (Abbildung 4.31). Das seltene Auftreten von CIPF bei CPn0147-transfizierten
Zellen kann ein Hinweis darauf sein, dass die CPn0147-Fdden der Transfektion durch
Interaktion mit geichen Strukturen die Bildung von CIPF inhibiert. Andererseits sind die
Uberexpression eines Proteins und eine simultane Infektion starke Stressfaktoren fiir die

Humanzelle, die die CIPF-Bildung inhibieren konnten.

Sollte CPn0147 fiir die Bildung von membrandsen, fadigen Strukturen in der Infektion eine
untergeordnete Rolle spielen, so sind die Assoziationen mit Membran- und Vesikel-Markern
in Kotransfektions-Experimenten wichtige Hinweise auf die Funktion des CPn0147.
Besonders interessant ist die Kolokalisation mit Rab11-positiven Strukturen, da sie auch mit
CIPF wihrend der Infektion kolokalisieren (sieche Kapitel 4.2.4.1 und 4.2.7.1). Die
Assoziation der CPn0147-Fiden bei der ektopischen Expression mit Rab11-GFP, mCherry-
GPI-Anker und LactC2-GFP lédsst sich ohne weitere Experimente nicht abschliefend
interpretieren. LactC2-GFP und mCherry-GPI befinden sich an der Zytoplasmamembran von
humanen Zellen und markieren die zytosolische Seite bzw. die dullere Seite der Membran.
Die Assoziation der CPn0147-Fiden mit diesen Markern kann einerseits dadurch erklért
werden, dass Endozytosevesikel der Zytoplasmamembran mit den fadigen Strukturen
verschmelzen. Andererseits ist es moglich, dass die Markerproteine nachdem sie am rauen ER
translatiert und am Golgi-Apparat in Vesikel verpackt worden sind, via exozytotischem
Transportweg direkt zu den CPn0147-Féden rekrutiert werden. Die massive Kolokalisation
von Rabll-positiven Vesikeln mit CPn0147-Faden ldsst zudem vermuten, dass diese
Strukturen auch mit dem endozytotischen Recycling-Transportweg assoziiert sind. Die
Kolokalisation von Markern fiir frithe und spite endozytotische Vesikel Rab5 und Rab7
konnten nicht kléren, ob die membrandsen Fidden endozytotisches oder exozytotisches
Material rekrutieren. Sie waren nicht mit CIPF assoziiert und verdnderten die Lokalisation

von CPn0147-Fiden der Transfektion stark (vgl. Abbildung 4.24). WGA-markierte Vesikel



Diskussion

waren indes nur mit den Fiden assoziiert. Eine Verschmelzung wurde nicht beobachtet, was
zeigte, dass in die CPn0147-Fiden keine Glykoproteine der Zytoplasmamembran eingebaut
wurden (vgl. Abbildung 4.27). Orientierende Versuche mit fluoreszenzmarkiertem EGF
zeigten mit der WGA-Farbung vergleichbare Assoziationen EGF-positiver Vesikel mit
CPn0147-Féaden der Transfektion (nicht gezeigt). Fluoreszenzmarkierter Epidermaler
Wachstumsfaktor (EGF = engl. epidermal growth factor) bindet an den EGF-Rezeptor, der
durch dieses Signal internalisiert wird und somit frithe endozytotische Vesikel markiert
(Sorkin 2001). Es scheint also wahrscheinlicher, dass LactC2-GFP und mCherry-GPI aus dem
exozytotischen Transportweg rekrutiert werden und nicht direkt von der Membran stammen.
In Folgeversuchen muss untersucht werden, ob die Markierung der CPn0147-Faden der
Transfektion mit Plasmamembran-Markern durch Inhibierung der Exozytose (z. B. durch

BFA) verringert oder sogar verhindert wird.

In der Infektion interagiert C. trachomatis ebenfalls mit dem exozytotischen Transport, um
beispielsweise Sphingomyelin fiir den Aufbau der Inklusionsmembran zu rekrutieren
(Hackstadt et al. 1995; Hackstadt et al. 1996; Elwell et al. 2011). Es ist moglich, dass CIPF in
der Infektion ebenfalls mit dem exozytotischen Transportweg interagiert, um Vesikel und
Membranbestandteile zu rekrutieren. Ob eine direkte Interaktion von CPn0147 mit
Endosomen des Recycling-Transportweges moglich ist, ist nicht klar. In der
C. pneumoniae-Infektion wird Rabll zur Inklusion rekrutiert und markiert die
Inklusionsmembran wihrend des gesamten Infektionszyklus (Rzomp et al. 2006). Allerdings
wurde fiir C. pneumoniae ein Inc-Protein identifiziert, das neben weiteren Rab-Proteinen mit
Rabl1 interagiert (vgl. Kapitel 1.5.1.3) (Cortes et al. 2007). Zudem wurde eine direkte
Interaktion von CPn0147 und Rabll in Hefe-zwei-Hybrid-Analysen nicht bestétigt (nicht

gezeigt).

Die Inklusionsmembran bildet mit ihren Inc-Proteinen fiir die Chlamydien eine
Interaktionsplattform fiir Zellorganellen und Transportvesikel der Wirtszelle. Die
VergroBerung dieser Oberflache durch CIPF ist eine mdgliche Strategie auch in entfernten
Bereichen der infizierten Zelle effizient mit Organellen zu wechselwirken. Ein Hinweis
darauf, dass CIPF an der effizienten Akquirierung von Nahrstoffen beteiligt sind, ist die
Erhohung der CIPF-Zahl durch Verringerung des Nahrstoffangebots durch Verzicht auf
Cycloheximid im Zellkulturmedium (Herbst 2011). Zukiinftig muss daher untersucht werden,
ob die Anzahl der CIPF durch die Verfiigbarkeit aller Néhrstoffe, oder nur bestimmter
Nébhrstoffe wie z. B. Lipide beeinflusst wird.
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CPn0147-positive Strukturen interagierten in der Infektion wie auch in der Transfektion mit
Komponenten des Endosomen-Recyclingweges und mit dem ER der humanen Zelle. So
erinnert die Assoziation von WGA-positiven Vesikeln mit CPn0147-Fédden der Transfektion
stark an die Assoziation von Endozytosevesikeln mit dem ER wéhrend der Endozytose
(Friedman et al. 2013). Auch Lipidtropfchen werden vom ER gebildet und verbleiben mit
dem ER in engem Kontakt (Kassan et al. 2013). Des Weiteren wurde in
Transfektionsversuchen die Assoziation von STIM-1 mit den Enden fadiger CPn0147-
Strukturen beobachtet (Abbildung 4.29). In der Infektion waren die CIPF zwar mit einigen
STIM-1-Signalen assoziiert, es ist jedoch nicht klar, ob die CIPF mit dem ER interagierten
oder an das ER banden (vgl. Abbildung 5.5). Um zu untersuchen, ob und wie CIPF und ER
interagieren, miissen weitere ER-Marker und Zellen verwendet werden, mit deren Hilfe sich
das ER besser abgrenzen ldsst. Hier bieten sich Cos-7-Zellen (ATCC®CRL-1651™) und gut
etablierte ER-Marker wie Sec61B- oder KDEL-Fusionsproteine an, die hiufig in
Untersuchungen zum ER genutzt werden (personliche Kommunikation mit Dr. Robin Klemm,
Universitét Ziirich) (Friedman et al. 2013). Kontaktstellen der Inklusionsmembran mit dem
rauen und glatten ER der Wirtszelle, unterhalb derer RBs detektiert werden, sind lange
bekannt (Peterson & de la Maza 1988). Diese Beobachtung erlangte vor kurzem neue
Relevanz, als Hayward und Kollegen feststellten, dass RBs unterhalb solcher Kontaktstellen
moglicherweise in der Lage sind mittels Typ-3-Sekretionssystem direkten Kontakt zur
Membran des ERs herzustellen (Dumoux ef al. 2012). An diesen Inklusionsmembran-ER-
Kontaktstellen (IEK) konnten chlamydiale Proteine mit der Membran des ER wechselwirken
oder sogar in diese inseriert werden, um einerseits den IEK-Kontakt zu verstirken und
andererseits direkt Nidhrstoffe wie Proteine und Lipide umzuleiten (vgl. Kapitel 1.5.1 und
Abbildung 5.5). Es ist moglich, dass an dieser Stelle CPn0147 eine entscheidende Rolle
spielt. Wenn ER-Tubuli vermittelt durch STIM-1 an oder in der Ndhe dieser IEKs wachsen,
konnten tubulierte Bereiche der Inklusionsmembran mit dem ER wachsen, die anschlieflend
als CIPF beobachtet werden. ER-Stress fiihrt zur Bildung von Zisternen im peripheren ER
(Schuck et al. 2009). In dieser Situation wiirden keine peripheren ER-Tubuli mehr gebildet
werden und CIPF konnten nicht an ihnen elongieren, wodurch eine verringerte Anzahl CIPF

beobachtet werden wiirde.
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Abbildung 5.5: Modell der Entstehung der CIPF unter Beteiligung von CPn0147

Wiéhrend des Infektionszyklus hat die chlamydiale Inklusion Kontakt zum Endoplasmatischen
Retikulum (ER). Hier dargestellt wurde eine der Kontaktstellen der Inklusionsmembran zu einem
Bereich des tubuldren ERs (IEK = Inklusionsmembran-ER-Kontaktstellen). An IEK befinden sich
Retikularkérperchen (RBs), deren Typ-III-Sekretionssysteme (T3SS) unterhalb der IEK verankert
sind (VergroBerung oben). In der Inklusionsmembran ist CPn0147 (und andere Inc-Proteine, nicht
gezeigt) inseriert, an IEK befindet es sich in unmittelbarer Nahe zum ER. Das tubulire ER wichst
durch die Interaktion von STIM-1 und dem Mikrotubuli-Plus-Ende-bindenden EB-1. Das an der IEK
befindliche CPn0147 wére an dieser Stelle in der Lage durch seine membranmodulierende Funktion
CIPF von der Inklusionsmembran zu tubulieren (1). Durch Interaktion von CPn0147 und/oder
anderen Inc-Proteine mit dem wachsenden ER-Tubulus kénnten die CIPF elongieren (2). Durch die
Interaktion mit endo- oder exozytotischen Vesikeln, konnte CPn0147 Membranmaterial fiir die
wachsenden CIPF und die Inklusionsmembran rekrutieren (3).

Zusammengefasst deuten die prdsentierten experimentellen Daten auf eine direkte oder
indirekte Rolle des CPn0147 bei der Entstehung von CIPF hin und assoziieren das Protein mit
der Rekrutierung von Vesikeln des exozytotischen Transportwegs und des Recycling-Weges
der Zelle. Ob CPn0147 direkt oder indirekt iiber eine Interaktion mit dem ER der Wirtszelle
in Verbindung mit diesen Organellen steht, muss durch die vorgeschlagenen Folge-

Experimenten untersucht werden.
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Abbildung 6.1: Kontrollen verschiedener Transfektionskonstrukte in HEp-2-Zellen

Nicht infizierte HEp-2-Zellen wurden zur Kontrolle mit verschiedenen Transfektionskonstrukten
transfiziert. Die Zellen wurden 18 h nach Transfektionsbegin mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA fiir
10 min fixiert. Die DNS wurde mit DAPI (blau) geférbt. Die Aufnahmen wurden mit einem
konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert.

Uberlagerung

DAPI aGOI

DAPI a-Calnexin Uberlagerung

Abbildung 6.2: Kontrollfirbungen von Zellorganellen der verwendeten HEp-2-Zellen

Nicht infizierte, nicht transfizierte HEp-2-Zellen wurden mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA fiir
10 min fixiert. Die Zellen wurden fiir die Antikérperfairbung mit 2 % Saponin permeabilisiert. Zur
Kontrolle wurden die Zellen mit einem anti-Golgi-Antikorper und einem sekundédren Alexa-488-
konjugierten Antikorper (griin) oder mit einem anti-Calnexin-Antikoérper und einem sekundiren
Alexa-594-konjugierten Antikorper (rot) gefarbt. Die DNS wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Die
Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert.
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Abbildung 6.3: Kontrollfirbungen des Zytoskeletts der verwendeten HEp-2-Zellen

Nicht infizierte, nicht transfizierte Zellen wurden mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA 10 min lang
fixiert. Zur Féarbung verschiedener Zytoskelettkomponenten wurden die Zellen mit Saponin
permeabilisiert. Die Zellen wurden mit einem anti-a-Tubulin-Antikdrper und einem sekundéren
Alexa-594-konjugierten Antikorper (rot) oder einem Cy3-konjugierten Vimentin-Antikdrper (rot)
gefdrbt. F-Aktin wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-Phalloidin (rot) gefarbt. Fiir die
Aktinfarbung wurden Zellen Aufgenommen, auf deren Zellkernmitte (intrazellulédr), sie sind mit
weillen Sternen (*) markiert, und auf deren Zellcortex (Cortex) fokussiert wurde. Im Zellcotex ist das
Aktinzytoskelett in den verwendeten HEp-2-Zellen sehr gut zu detektieren, in der Zellmitte dagegen
nicht. Die DNS wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Alle Aufnahmen wurden mit einem konfokalen
Nikon C2 Mikroskop generiert.



DAPI u-Golgi CPn0147GFP Uberlagerun
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DAPI CPn014?mCher‘

Abbildung 6.4: Kofarbung und verschiedene Kotransfektionen in HEp-2-Zellen.

Nicht infizierte HEp-2-Zellen wurden zur Kontrolle mit verschiedenen Konstrukten transfiziert.
Nach 18 h wurden die Zellen mit 37 °C warmem, 3 %igem PFA fixiert. Fiir die Farbung mit einem
anti-Golgi-Antikorper und einem sekundédren Alexa-488-konjugierten Antikorper (griin) wurden
die Zellen mit Saponin permeabilisiert. Die DNS wurde mit DAPI (blau) geféarbt. Alle Aufnahmen
wurden mit einem konfokalen Nikon C2 Mikroskop generiert.
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Abbildung 6.5: Firbung der CPn0147GFP- bzw. mCherry-Strukturen mit dem CPn0147-
Antikorper

HEp-2-Zellen wurden mit verschiedenen Transfektionskonstrukten zur Expression von CPn0147GFP
oder CPn0147mCherry transfiziert. Nach 18 h wurden die Zellen mit 37 °C warmem, 3 %-igem PFA
fixiert. Fiir die Farbung mit dem anti-CPn0147-Antikdrper und einem sekundéren Alexa-488- (griin)
bzw. Alexa-594-konjugierten Antikorper (rot) wurden die Zellen mit Saponin permeabilisiert. Die
DNS wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Alle Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Nikon C2
Mikroskop generiert.
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Abbildung 6.6: Infizierte HEp-2-Zellen mit verschiedenen transfiziert mit verschiedenen
Transfektionskonstrikten

Gezeigt sind verschiedene Beispiele fiir infizierte und ectopisch CPn0147mCherry, CPn0147GFP
oder IncAGFP exprimierende HEp-2-Zellen. Die Zellen wurden transfiziert. Nach 18 h wurden die
Zellen mit gradientengereinigten EBs (MOI=2) infiziert. Nach weiteren 24 h bzw. 48 h wurden die
zellen mit 3 % 37 °C warmen PFA fixiert. Zur Farbung mit einem anti-IncA-Antikdrper und einem
sekundérten Alexa-488-konjugierten Antikorper wurden die Zellen mit Saponin permeabilisiert.
Inklusionen, die in Beispielzellen der 48 h Infektion nicht mit einem Inklusionsmembranmarker
gefdrbt wurden, sind mit einem weillen Stern (*) markiert worden. Die DNS wurde mit DAPI (blau)
markiert. Alle Aufnahmen wurden mit einem konfokalen C2 Mikroskop hergestellt.

DAPI (blau) a-Tip47 (griin) a-IncA (rot)

DAPI a-Tipd7 a-IncA Uberlagerun

Abbildung 6.7: Kofirbung von IncA und Tip47

HEp-2-Zellen wurden mit einer Suspension gradientengereinigten EBs (MOI=1) infiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen mit 3 % 37 °C warmen PFA 10 min lang fixiert. Zur Farbung mit einem anti-IncA-
Antikorper und einem sekundidren Alexa-594-konjugierten Antikdrper (rot) und einem anti-Tip47-
Antikorper und einem sekundédren Alexa-488-konjugierten Antikorper (griin) wurden die Zellen mit
Saponin permeabilisiert. Die DNS wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Die Aufnahmen wurden mit einem
konfokalen C2-Mikroskop hergestellt. Oben: MIP-Darstellung der gezeigten Zelle. Unten:
vergroferter Ausschnitt, der eine Inklusion mit IncA-positiven Faden und assoziierten Lipidtropfchen
zeigt. Mal3stabsleiste: 5 um
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Abbildung 6.8: Firbung von CPn0809 in der friihen Infektion

HEp-2-Zellen wurden wie beschrieben mit einer MOI=1 infiziert (Kapitel 3.4.7). AnschlieBend wurden
die Zellen zu den indizierten Zeitpunkten mit Methanol (MeOH) oder Paraformaldehyd (PFA) fiir
10 min bei RT fixiert. Fiir die Farbung mit dem anti-CPn0809-Antikérper und einem sekundiren
Alexa-488-konjugierten Antikdrper (griin) wurden keine zusétzlichen Permeabilisierungs-Schritte
durchgefiihrt. Die DNA des Zellkerns und der Chlamydien wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Die
Zellkerne wurden mit einem weillen Stern (*) markiert. In den Aufnahmen Methanol-fixierter Zellen
wurden CPn0809-positive chlamydiale Partikel mit einem weilen Dreieck markiert und in PFA-
fixierten Zellen wurde einer der CPn0809-negativen Partikel mit einem weillen Dreieck markiert.
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