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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Humanpathogen Chlamydia pneumoniae (C. pn.) ist ein weit verbreitetes,
gramnegatives, obligat intrazellulares Bakterium. Der Erreger infiziert die oberen und
unteren Atemwege. Bedingt durch die obligat intrazelluldare Lebensweise missen
Chlamydien in Wirtszellen eindringen, um sich zu vermehren. Die infektidsen Bakterien
adharieren an die Wirtszelle und sekretieren bakterielle Effektorproteine Gber ein Typ-IllI-
Sekretionssystem (T3SS) in das Zytosol der Wirtszelle, wo diese Wirtszellprozesse
beeinflussen, um eine effektive Aufnahme durch die Wirtszelle zu gewahrleisten. Zwei
dieser sekretierten Effektoren sind CPn0677 und CPn0678, die zu einem friihen Zeitpunkt
der Infektion in die Wirtszelle gelangen und in die Endozytose-Maschinerie der Wirtszelle
eingreifen. In dieser Arbeit wurde die Funktion der beiden Effektorproteine im Kontext der
frihen Infektion charakterisiert.

Die Gene cpn0677 und cpn0678 kodieren fir die Proteine CPn0677 und CPn0678. Sie
stellen im genomischen Kontext und im direkten Vergleich mit den Genomen anderer
Chlamydien-Spezies einen Sonderfall dar, da an dieser Genom-Position die anderen
Spezies nur ein einziges Gen besitzen. Das Protein CPn0678 ist direkt an der
Internalisierung des Pathogens beteiligt, indem es an die zytosolische Seite der
Plasmamembran (PM) der Zielzelle bindet, diese verformt und SNX9, ein zentrales
multifunktionales Endozytoseprotein, rekrutiert. Essenziell fir die PM Bindung ist eine N-
terminale amphipathische Helix (APH) von CPn0678, welche die Bindung an negativ
geladene Phospholipide vermittelt und so Membrantubulation induziert. Uber seine
konservierte C-terminale Polyprolinsequenz interagiert CPn0678 mit der Src Homologie 3
(SH3)-Domane von SNX9, wodurch es an der bakteriellen Eintrittsstelle lokalisiert. Die
SNX9 Rekrutierung ist infektionsrelevant, da Humanzellen mit reduzierten SNX9
Proteinmengen eine signifikant verringerte Internalisierungsrate der chlamydialen
Elementarkérperchen aufweisen.

Parallel zur Sekretion von CPn0678 wird der Effektor CPn0677 in die Wirtszelle sekretiert
und bindet lber eine N-terminale APH an die PM. Durch die Rekrutierung von Syndapin 2
und N-WASP ist CPn0677 ebenfalls an der Internalisierung des Pathogens beteiligt. In vitro
Pulldown-Experimente zeigten, dass CPn0677 Uber eine C-terminale Polyprolinsequenz
mit Syndapin 2, einem membranmodulierenden und Endozytose-relevanten F-BAR-
Protein, interagiert. Zusatzlich konnte durch in vitro und in vivo Experimente eine Syndapin
2-unabhangige Interaktion von N-WASP mit CPn0677 gezeigt werden. In mikroskopischen
Studien an C. pn. infizierten Humanzellen konnte mittels spezifischer Antikérper eine
Kolokalisation der beiden Proteine an der chlamydialen Eintrittsstelle verifiziert werden.
Zeitgleich wurde eine Kolokalisation mit Aktin beobachtet. Zusammenfassend wurde die

Funktion der Effektoren CPn0677 und CPn0678 in der frihen Infektion untersucht. Es
VI
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konnte gezeigt werden, dass beide Proteine mit wichtigen Komponenten der spaten
humanen Endozytose-Maschinerie interagieren und damit Wirtszellprozesse manipulieren,
um eine effektive Aufnahme chlamydialer Zellen zu gewahrleisten. Dies untermauert die
signifikante Rolle der beiden Effektoren in der friihen C. pn. Infektion.

Vi



Summary

Summary

The human pathogen Chlamydia pneumoniae (C. pn.) is a widespread, Gram-negative,
obligate intracellular bacterium. The pathogen infects the upper and lower respiratory tract.
Due to the obligatory intracellular lifecycle, chlamydia must infect host cells to self-replicate.
The infectious bacteria adhere to the host cell and secrete bacterial effector proteins via a
type Il secretion system (T3SS) into the host cell's cytosol, to influence various host cell
mechanisms for effective internalization of the pathogen. Two of these secreted effectors
are CPn0677 and CPn0678, which enter the host cell at an early stage of infection and
intervene in the host cell's endocytic machinery. In this work the function of the two effector
proteins in the context of early infection was characterized.

In-depth comparisons with other chlamydial species revealed that CPn0677 and CPn0678
are C. pneumoniae-specific, displaying no or only low homology to other chlamydial
proteomes. The function of CPn0678 is directly involved in the internalization of the
pathogen by deforming the plasma membrane (PM) of the target cell and recruitment of
SNX9, a key multifunctional endocytic protein. An N-terminal amphipathic helix (APH) of
CPn0678 mediates binding to phospholipids in both the PM and synthetic membranes and
is sufficient to induce extensive membrane tubulations. Additionally, CPn0678 interacts via
its conserved C-terminal polyproline sequence with the Src homology 3 (SH3) domain of
SNX9, thereby localizing it at the bacterial entry point. This interaction is relevant for
infection since human cells with a reduced SNX9 protein quantity show a significantly
reduced chlamydial elementary body internalization rate.

Simultaneously to the secretion of CPn0678 the effector CPn0677 is secreted into the host
cell and binds to the PM via an N-terminal APH. By recruiting and manipulating the functions
of Syndapin 2 and N-WASP, CPn0677 also is involved in the internalization of the pathogen.
In vitro pulldown experiments showed that CPn0677 interacts with Syndapin 2, a
membrane-modulating and endocytosis-relevant F-BAR protein, via a C-terminal
polyproline sequence. In addition, a Syndapin 2-independent interaction of N-WASP with
CPn0677 could be shown by in vitro and in vivo experiments. In microscopic studies with
C. pn. infected human epithelial cells, a colocalization of those proteins at the chlamydial
entry point could be shown utilizing specific antibodies. In addition to these remarks, actin
colocalization was observed. In summary, the function of the effectors CPn0677 and
CPn0678 in the early infection was examined. It was shown that both proteins interact with
important components of the late human endocytosis machinery and thus manipulate host
cell processes to ensure effective uptake of chlamydial cells. This underpins the significant

role of the two effectors in the early C. pn. Infection.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Chlamydien

Das Phylum Chlamydiae umfasst eine Vielzahl von gramnegativen, obligat intrazellularen
Bakterienspezies, deren Mitglieder bemerkenswerte gemeinsame Eigenschaften in ihrer
Lebensweise aufweisen. Innerhalb des Phylums existiert nur eine einzige Ordnung, die
Chlamydiales, welche insgesamt vier Familien umfasst. Urspruinglich gab es innerhalb der
Ordnung nur die Familie der ,echten“ Chlamydien, die Chlamydiaceae mit der Gattung
Chlamydia. Durch Analysen der 16S rRNA wurden jedoch noch die Chlamydien-
verwandten Familien (Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simkaniaceae) zu der
Ordnung hinzugefugt (1-3).

Nach heutigem Kenntnisstand kénnen sich samtliche Chlamydien nur innerhalb von
eukaryotischen Wirtszellen oder -organismen replizieren. Die Lebensweise der Chlamydien
ahnelt daher der von Viren und reicht in ihrer Vielfalt von einer pathogenen Art in Menschen
und Tieren bis zu einer endosymbiontischen Lebensweise in Amoben (4—6). Im allgemeinen
Sprachgebrauch wird der Begriff Chlamydien zumeist als Synonym flir zwei der flr
Menschen relevantesten Vertreter genutzt. Hierbei handelt es sich um die
humanpathogenen Spezies Chlamydia trachomatis (C. tr.) und Chlamydia pneumoniae
(C. pn.). Obwonhl verschiedene Wirte infiziert werden konnen, teilen alle Chlamydien-Arten
einen einzigartigen biphasischen Lebenszyklus. Dieser besteht aus zwei unterschiedlichen
morphologischen Formen, den infektidsen, aber  metabolisch inaktiven
Elementarkérperchen  (EB) und den  intrazelluldren, metabolisch  aktiven
Retikularkérperchen (RB) (7).

C. muridarum Maus

Ordnung Familie Gattung Spezies Wirt
—— C. pneumoniae Mensch/
-P Tiere
L——— C. pecorum Nutzvieh
Waddliaceae —— C felis Katze
Parachlamydiaceae C. psittaci Vogel
Chlamydiales )
Chlamydiaceae ——Chlamydia — C. abortus Nutzvieh
Simkaniaceae C. caviae Meerschwein
A'\' C. trachomatis ~ Mensch

C. suis Schwein

Abbildung 1: Taxonomische Klassifizierung der Ordnung Chlamydiales
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Anordnung der Mitglieder der Ordnung Chlamydiales mit Schwerpunkt auf der Gattung Chlamydia. Darstellung
angelehnt an Everett et al. (2) und erganzt durch (8, 9). Die Abstande der Linien reprasentieren nicht den
phylogenetischen Abstand der Spezies. Nutzvieh: Schwein, Rind, Ziege und Schaf.

1.1.1 Die Pathogenitat der Gattung Chlamydia

Mitglieder der Familie Chlamydiaceae haben sich erfolgreich an die jeweiligen
intrazellularen Nischen angepasst und sind trotz ihrer groen genomischen Ahnlichkeit sehr
wirt- und gewebespezifisch.

Mit der Infektion von ca. 600 Millionen Personen weltweit pro Jahr sind C. tr. und C. pn. die
fur Menschen relevantesten Vertreter dieser Familie (10). Laut Schatzungen der WHO
(Stand 2015) infizieren sich jahrlich etwa 130 Millionen Menschen mit C. tr. (11). Die
verursachten Krankheiten sind dabei spezifisch fur die 19 verschiedenen Serovare, die sich
durch eine hohe Gewebespezifitat und einen oft asymptomatischen Krankheitsverlauf
auszeichnen (12). So sind die Serovare A bis C verantwortlich flir okulare Trachome, die
bei Nicht-Behandlung zu Erblindung der betroffenen Personen fiihren kénnen. Geschatzt
sind mindestens 1,3 Millionen Menschen im Jahr 2002 an einem Trachom erblindet. Im Jahr
2010 wurde angenommen, dass 40 Millionen Menschen an einer aktiven Krankheit leiden.
Die Krankheit tritt hauptsachlich in armen landlichen Gemeinden wund in
Entwicklungslandern auf (13). Die Serovare D bis K sind gewebespezifisch an den
Urogenitaltrakt angepasst und stellen die am haufigsten sexuell Ubertragene Bakterienart
weltweit dar (14). Chlamydieninfektionen des Urogenitaltrakts verlaufen bei Frauen in
héherem MalRe asymptomatisch als bei Mannern und werden daher oft nicht diagnostiziert
und folglich nicht behandelt. Infolgedessen kommt es haufig zu Reinfektionen. Diese haben
Einfluss auf die Anatomie des oberen Genitaltrakts. Infektionen und Reinfektionen in
diesem Bereich fihren zu Narbenbildung des Eileitergewebes, was wiederum zu
Unfruchtbarkeit und Eileiterschwangerschaft fiihren kann (15). Weitere Folgen einer
Infektion des oberen Genitaltrakts bei Frauen sind Zervizitis, Endometritis, Salpingitis und
Urethritis (16). Bei Mannern koénnen Infektionen zu Nebenhodenentziindungen,
Harnréhrenobstruktionen und einer verminderten Fruchtbarkeit fiihren (17). Die Serovare
L1 bis L3 (LGV) sind ebenfalls sexuell Ubertragbar und infizieren zunachst den
Urogenitaltrakt, fihren allerdings im weiteren Verlauf zu systemischen Infektionen des
lymphatischen Systems (18).

Infektionen durch C. pn. verursachen akute sowie chronische, respiratorische
Erkrankungen. Der Erreger wird Uber Tropfcheninfektionen Ubertragen und infiziert die
Epithelzellen der Atemwege. Dabei sind sowohl die oberen als auch die unteren Atemwege
betroffen. Die Infektionen dieser Bereiche kénnen zur Ausbildung von Pharyngitis, Sinusitis,
Bronchitiden oder Pneumonien fuhren (19, 20). Das Humanpathogen C. pn und dessen

Biologie werden im Kapitel 1.1.3 und 1.2.6 im Detail vorgestellt.
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Neben den humanen Krankheitserregern existieren finf Chlamydienspezies, die ein breites
Wirtsspektrum aufweisen und vornehmlich Tiere infizieren. Chlamydia psittaci (C. ps.) istin
erster Linie ein Krankheitserreger von Vogeln und verursacht Atemwegserkrankungen, die
erhebliche Auswirkungen auf die Gefliigelzucht haben. Darliber hinaus besitzt C. ps. ein
zoonotisches Potenzial, da Ubertragungen von infizierten Vdgeln auf den Menschen
maoglich sind (21, 22). Chlamydia pecorum infiziert Nutztiere wie Rinder, Schafe, Ziegen
und Schweine und kann zu Polyarthritis, Konjunktivitis, Lungenentziindung und
Enzephalomyelitis fliihren (23—-25). Chlamydia abortus ist aufgrund seiner Fahigkeit, die
Plazenta von Schafen und Ziegen zu infizieren, von erheblicher wirtschaftlicher Bedeutung.
Die durch C. abortus hervorgerufene Infektionskrankheit kann zu spontanem Abort und
Fehlgeburten fiihren (26). Zusatzlich sind zoonotische Ubertragungen von C. abortus auf
den Menschen mdglich, die zu Todgeburten und Schwangerschaftsabbrichen fiihren
konnen (27). Chlamydia felis kann Katzen infizieren und ist eine haufige Ursache flr
Bindehautentziindungen bei diesen. Zudem wurde auch fir diesen Erreger ein
zoonotisches Potenzial beschrieben. Eine Ubertragung auf den Menschen fiihrt ebenso zu
Bindehautentziindungen (28, 29).

1.1.2 Der chlamydiale Infektionszyklus

Alle Chlamydien-Arten teilen einen einzigartigen biphasischen Entwicklungszyklus und
bendtigen als obligat intrazellulare Bakterien eine eukaryotische Wirtszelle, um sich zu
replizieren. Als Adaption an diese Lebensweise existieren zwei morphologische und
funktionelle unterschiedliche Formen, die ca. 300 nm groRen infektidsen, aber metabolisch
inaktiven, EBs und die ca. 1 um grof3en intrazellularen, metabolisch aktiven RBs (5, 7). Eine
weitere Adaptation im Zuge der Entwicklungsgeschichte der Chlamydien ist die massive
Reduktion des Genoms auf GroRen von 1 Mb mit 850 — 1000 Genen, was eine enorme
Anpassung an die spezifischen Wirte und den intrazellularen Lebensstil widerspiegelt (30).
Es wird davon ausgegangen, dass ungefahr % der Gene artenubergreifend konserviert und
fur die intrazellulare Lebensweise essenziell sind (31). Zudem geht die Genomreduktion mit
dem Verlust von Stoffwechsel-relevanten Enzymen einher (32). Chlamydien sind
gramnegative Bakterien und besitzen eine innere und eine aullere Membran. Zur
Stabilisierung der Zellen gegenliber osmotischer Lysis besitzen gramnegative Bakterien
typischerweise Peptidoglykane, welche jedoch bei Chlamydien in nur sehr geringen
Mengen vorhanden sind (33—-35). Damit die Stabilitat der EBs gewahrleistet ist, besitzen
Chlamydien in der auReren Membran eine Reihe von hochverzweigten, Cystein-reichen
Proteinen, die uber Disulfidbricken vernetzt sind. Dieser Komplex wird als chlamydialer
Aullenmembrankomplex (cOMC) bezeichnet und besteht zu ca. 60 % aus dem
AuRenmembranprotein  (MOMP) (36). Weitere Bestandteile des cOMC sind die
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Aulenmembrankomplex-Proteine A und B (OmcA, OmcB). Trotz der Wirtsspezifitat der
Chlamydien und den damit einhergehenden Unterschieden in der Gewebe-Spezifitat laufen
die Entwicklungszyklen, mit Ausnahme von Variationen in der Zyklusdauer, im
Wesentlichen identisch ab. Im Folgenden wird der Infektionszyklus am Beispiel von C. pn.
erlautert (Abb. 2).

0 — 2 hpi e Elementarkorperchen
Adhasion & Internalisierung © R? fikularkbrperchen
o Einschluss
\ ® Nukleus
\
72 — 96 hpi :
. 2-12 hpi
Freigetzung o . Differenzierung
48 — 72 hpi 12 — 48 hpi
Redifferenzierung Replikation

Abbildung 2: Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus

Dargestellt ist ein reprasentativer biphasischer Entwicklungszyklus von Chlamydien. Die Dauer des
chlamydialen Infektionszyklus ist abhéngig von der jeweiligen Spezies. Der dargestellte Infektionszyklus
orientiert sich an C. pn. Die Darstellung ist angelehnt an Wolf et al. 2000 (37). hpi = Stunden nach der Infektion.

Der Infektionszyklus beginnt mit der Adhasion der EBs an die Wirtszelle. Anschliefsend
werden die EBs durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen.
Innerhalb des humanen Zytoplasmas befindet sich das EB nun in einem Membran-
gebundenen Kompartiment, dem Einschluss. Die detaillierte Erlauterung der initialen
Infektions-Prozesse erfolgt im Kapitel 1.2.6. Wahrend des gesamten Entwicklungszyklus
verbleiben die Bakterien in dem Einschluss. Nach ca. zwei Stunden beginnt die
Differenzierung zu den metabolisch aktiven RBs, die nun in der Lage sind, das Genom zu

replizieren und Gene zu exprimieren. Im Zuge der Differenzierung kommt es zu
4
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Umstrukturierungen des cOMC, wobei die vernetzten Proteine des Komplexes reduziert
werden und der Komplex sich lockert (38). Zeitgleich werden Uber das Typ-llI-
Sekretionssystem (T3SS) Effektorproteine zur Manipulation von Wirtszellmechanismen
sekretiert und zusatzlich Nahrstoffe akquiriert (39). Hierflir werden sekretorische Vesikel,
geflllt mit ATP und anderen wichtigen Bestandteilen fiir die Replikation, abgefangen und
zur Inklusion transportiert (40).

Im Zeitraum von zwolf bis 48 Stunden replizieren sich die RBs durch binare Spaltung. Nach
48 — 72 Stunden beginnt die asynchrone Re-Differenzierung von RBs zu EBs. Dies geht
mit der Umgestaltung der aufieren Membran und der Genexpression von Effektoren,
welche fur die nachste Runde der Infektion durch EBs bendtigt werden, einher (41, 42).
Nach 72 — 96 Stunden endet der Zellzyklus von C. pn. und die EBs verlassen die Wirtszelle.
Die Freisetzung der EBs erfolgt durch Protease-induzierte Zelllyse, Exozytose oder
Extrusion. Im Falle der Exozytose oder Extrusion bleibt die Wirtszelle intakt (41, 43). Die
freigesetzten infektiosen EBs ermdglichen Neuinfektionen von benachbarten Zellen. Die
initialen Schritte der Infektion, die Adhasion und die Internalisierung, sind bis dato

Gegenstand der Chlamydienforschung.
1.1.3 Das Humanpathogen Chlamydia pneumoniae

Innerhalb der Familie Chlamydiaceae gelten C. pn. und C. tr. als humanpathogene Spezies.
C. pn. wird im Allgemeinen via Trépfcheninfektionen tUbertragen und infiziert die oberen und
unteren Atemwege (44). Nach aktuellen Kenntnissen verlaufen 70 % der akuten Infektionen
der Atemwege von Menschen mit C. pn. asymptomatisch oder nur leicht symptomatisch,
d. h. ca. 30 % der Infektionen verursachen schwere Atemwegserkrankungen, einschlief3lich
ambulant erworbener Lungenentziindung (Pneumoniae), Bronchitis und einer Vielzahl von
anderen Erkrankungen der oberen Atemwege (45). Infektionen mit C. pn. werden
auflerdem mit chronisch entziindlichen Erkrankungen in Beziehung gesetzt. Diese Relation
ist jedoch bis dato ein kontroverses Thema, da der kausale Einfluss einer C. pn. Infektion
auf bestimmte chronische Krankheiten nie zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte (46).
Eine wachsende Zahl von Indizien zeigt jedoch, dass C. pn. nicht nur an
Atemwegsinfektionen beteiligt ist, sondern auch zur Pathogenese einer Reihe von
entzindlichen Erkrankungen wie Atherosklerose, Arthritis, Asthma, Lungenkrebs und
chronisch  obstruktiven  Lungenerkrankungen beitragt. Darlber hinaus sind
Zusammenhange zwischen C. pn. Infektionen und neurologischen Stérungen wie
Alzheimer, Multiple Sklerose und Schizophrenie bekannt (47-50). Ein weiterer relevanter
Aspekt, der die Bedeutung chlamydialer Infektionen hervorhebt, liegt in der hohen
Durchseuchungsrate der weltweiten Bevdlkerung mit C. pn. Die Antikoérper-Pravalenz im
Alter von 20 Jahren liegt bei ca. 50 % und steigt im Alter von 70 Jahren auf 80 % (19, 51).
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Dies verdeutlicht, dass fast jeder Mensch mindestens einmal im Leben mit C. pn. infiziert
wird. Interessanterweise sind nicht nur Infektionen von Menschen bekannt, sondern auch
Zoonosen vom Menschen auf Tiere wurden dokumentiert. Infektionen konnten zudem in
warm- und kaltblitigen Tieren wie Pferden, Koalas und anderen Saugetieren, Beuteltieren,
Amphibien und Reptilien nachgewiesen werden (52, 53). Ein generelles Problem flr die
Erforschung von C. pn. liegt in den begrenzten Méglichkeiten der genetischen Manipulation
von C. pn. Wahrend bei C. tr. seit 2013 zunachst erfolgreich genetische Manipulationen
durchgefiihrt werden (54), gab es bei C. pn. in den letzten Jahren keine erfolgreichen
Ansatze. Lediglich die stabile Transformation von C. pn. mit Vektoren wurde im Jahr 2018
erstmalig erfolgreich durchgefiihrt (55). Bevor die Prozesse der frihen C. pn. Infektionen

dargestellt werden, erfolgt eine Einfuhrung in die Endozytose.
1.2 Die Endozytose

Unter dem Begriff Endozytose werden zellulare Vorgange zusammengefasst, die fir die
Aufnahme von extrazellularen Partikeln oder Flissigkeiten in die Zelle verantwortlich sind.
Generell wird die Aufnahme dieser Stoffe durch Einstllpungen von lokalen Bereichen der
PM bewerkstelligt, sodass das aufgenommene Material in einem Membran umbhiillten
Kompartiment vorliegt. Die Endozytose reguliert dabei eine Vielzahl von relevanten
Prozessen wie die Nahrstoffaufnahme, Zellhomoostase und Signaltransduktion (56).
Unter der weit gefassten Definition kdnnen vier Kernmechanismen zusammengefasst
werden: Phagozytose, Pinozytose, Clathrin-abhangige Rezeptor-vermittelte Endozytose
und die Clathrin-unabhangige Endozytose. Abgesehen von diesen vier Kernmechanismen
gibt es noch weitere Endozytose-Mechanismen, die in dieser Arbeit nicht bertcksichtigt
werden. Welcher Endozytose-Mechanismus genutzt wird, hangt von den biophysikalischen
und chemischen Eigenschaften der aufgenommenen Partikel ab. Bedingt durch die Grofie
des Partikels und der damit verbundenen notwendigen Verformung der PM ist eine grobe
Klassifizierung des Endozytose-Prozesses mdglich. Die Aufnahme von Partikeln mit einer
Grofe von mehr als 500 nm erfolgt typischerweise mittels Endozytose-Mechanismen, wie
der Phagozytose oder Makropinozytose (auch bekannt als fluide Endozytose) (57). Partikel
und Stoffe, die unterhalb dieser Grole liegen, werden durch Endozytose-Prozesse, wie der
Rezeptor-vermittelten Clathrin-abhangigen Endozytose (CAE) und Clathrin-unabhangigen
Endozytose (CUE), aufgenommen (57). Die verschiedenen Endozytose-Mechanismen sind
in Abbildung 3 schematisch dargestellt und werden im Folgenden mit den jeweiligen
Hauptfunktionen kurz zusammengefasst.

Die Phagozytose (Abb. 3, Punkt 1) ist definiert als schrittweiser Prozess, bei dem grolie
Partikel (> 0,5 pm) durch Ausstilpungen der PM in einem Membran umhiillten Vesikel

(Phagosom) eingeschlossen und in die Zelle aufgenommen werden. Wahrend in einzelligen
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Organismen die Phagozytose ein grundsatzlicher Prozess flr die Akquisition von
Nahrstoffen ist, nutzen mehrzellige Organismen die Phagozytose hauptsachlich zur
Aufnahme und Beseitigung von Mikroorganismen (58). Innerhalb von mehrzelligen
Organismen Ubernehmen spezialisierte Immunzellen, wie Phagozyten und Leukozyten, die
Aufgabe der Eliminierung von Krankheitserregern aus dem System (59). Eine weitere
Aufgabe der Phagozytose in mehrzelligen Organismen liegt in der Entfernung von
apoptotischen Zellen zur Aufrechterhaltung der Zellhomoéostase. Fir diese Aufgabe sind
neben spezialisierten Zellen, wie die Makrophagen, auch Epithelzellen zur Phagozytose
fahig und werden als fakultative oder nicht-professionelle Phagozyten angesehen (60).

Die Makropinozytose (Abb. 3, Punkt 2) ist ein Prozess, der zur nicht-selektiven
Internalisierung von Flissigkeiten und darin gelésten Stoffen, toten Zellen und Zelltrimmer
fuhrt. Bei diesem Prozess wird die extrazelluldre Flussigkeit von Membranausstilpungen
umschlossen und in ein Membran-umhilltes Kompartiment (Makropinosom)
aufgenommen. Allgemein wird dieser Endozytose-Prozess genutzt, um Nahrstoffe flr die
Zelle zu akquirieren (61). Unter besonderen Umstanden kommt es zur Aufnahme von
Partikeln, einschlieRlich Bakterien und Viren, die diesen Endozytose-Prozess nutzen, um
Wirtszellen zu infizieren (62). Die Makropinozytose ist wichtig fur eine Reihe von
physiologischen Prozessen und wird beispielsweise von spezialisierten Immunzellen, wie
Antigen-prasentierende dendritische Zellen, verwendet, um die extrazellulare Flissigkeit
auf das Vorhandensein von Antigenen zu untersuchen (63). Je nach Grofie der gebildeten
Vesikel kommt es zur Unterscheidung in Makro- und Mikropinozytose. Die Mikropinozytose
wird assoziiert mit der Bildung kleiner Vesikel, sogenannter Mikropinosomen mit ca. 100

nm @ und die Makropinozytose mit der Bildung grof3er Vesikel (0,5 — 5 ym Q).
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Abbildung 3: Die verschiedenen Endozytose-Mechanismen von humanen Zellen

Schematische Darstellung der Endozytose-Wege der Humanzelle. 1 Phagozytose, 2 Makropinozytose, 3
Rezeptor-vermittelte, Clathrin-abhangige Endozytose (CAE), 4 Clathrin-unabhangige Endozytose (CUE).
Darstellung angelehnt an Foroozandeh et al. 2018 (64).

Kleine Partikel und Stoffe werden durch Rezeptor-vermittelte Endozytose-Mechanismen
aufgenommen (65). Prinzipiell beruhen diese Endozytose-Mechanismen auf der Bindung
von Liganden an ihren spezifischen Rezeptor. Durch die Bindung wird eine
Signaltransduktion in der Zelle induziert, welche die Aufnahme des Rezeptor-Liganden-
Komplexes initiiert. Allgemein ist bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose eine
Unterscheidung zwischen der CAE (Abb. 3, Punkt 3) und CUE (Abb. 3, Punkt 4) moglich
(66). Eine wichtige Rolle in diesen Endozytose-Prozessen besitzen Hillproteine wie
Clathrin und Caveolin (57). Im folgenden Kapitel wird die Rezeptor-vermittelte CAE im
Detail betrachtet.

1.2.1 Clathrin-vermittelte Endozytose

Die Rezeptor-vermittelte CAE erzeugt kleine (60-120 nm o) Membranvesikel, die
verschiedene Frachtmolekile von der PM eukaryotischer Zellen in das Zytoplasma
transportieren (67). Die Vesikel-Ladung besteht dabei hauptsachlich aus
Transmembranproteinen und ihren extrazelluldren Liganden. Dieser Endozytose-Prozess
ist an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt, einschlieBlich der
Nahrstoffaufnahme, in Signalprozessen, der Entwicklungsregulation durch Morphogene
und der Zelladhasion (57). In dieser Arbeit wird deshalb die CAE mit den relevanten

Vorgangen dargestellt. Konzeptionell ist die CAE ein einfacher Prozess, der aus flnf
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aufeinanderfolgenden und teilweise Uberlappenden Schritten besteht (Abb. 4). Beginnend
mit der Aktivierung der CAE durch die Liganden-Bindung an Rezeptoren, wie
beispielsweise Transferrin an den Transferrin-Rezeptor oder vom epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) an den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), kommt es
zur Initiation/Nukleation (68, 69). Darauf folgt die Frachtselektion und Assemblierung der
Clathrinhille. Schlief3lich kommt es zur Abspaltung des Vesikels und der Demontage der
Clathrinhille. Bisher sind ca. 50 Proteine bekannt, die an der CAE beteiligt sind (67).
Obwohl Rezeptoren und ihre Liganden durch einige Mechanismen (z. B. tiber CUE) in die
Zelle gebracht werden kénnen, bleibt die CAE der ausfiihrlichste untersuchte Endozytose-
Mechanismus. Die CAE vieler Rezeptortypen beginnt mit der Bindung des Liganden am
Transmembranrezeptor. Die Interaktion zwischen Liganden und Rezeptor bewirkt eine
Rekrutierung und Anhaufung von endozytotisch relevanten Proteinen zum aktivierten
Rezeptor, was wiederum den initialen Prozess der Formierung eines Clathrin-
umschlossenen Vesikels (CCV) darstellt. Darauf folgt die Assemblierung eines
Initiationskomplexes, bestehend aus FCHo Proteinen (FCHo1/2), EPS15 und Intersektinen
(70, 71). Der Komplex wird an der Innenseite der PM assembliert und fuhrt zu einer lokalen

Krimmung der PM.

Extrazellularraum Y% Signalmolekil CAE
* Y Rezeptor
[% Endozytoseproteine
* -, Dynamin
eoo F-Aktin
YY
| | | |
U 1] -
1o ]
ﬁ;
Endozytotischer
Proteinpool Initiation

( )
|

Frachtrekrutierung

|
Abschniirung
( ) Entfernen der Hiillproteine

|
Membranverformung
Zytosol

Fusion mit Endosom

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Clathrin-abhdngigen Endozytose

Durch Bindung eines Liganden an den Rezeptor wird die CAE initiiert und es kommt zur Signaltransduktion.
Schematisch dargestellt sind die verschiedenen Prozess-Schritte und involvierten Klassen von Proteinen, die
wahrend der CAE ablaufen, um die Aufnahme des aktivierten Rezeptors zu bewerkstelligen. Darstellung
angelehnt an Kaksonen et al. 2018 (67).

Dieser lokale Krimmungsbereich definiert die Stelle, an der es zur Bildung des CCV kommt

und ist durch die Anreicherung mit dem Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
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(P1(4,5)P2) gekennzeichnet (72). Im nachsten Schritt rekrutiert der Nukleationskomplex das
essenzielle Adapterprotein AP2, welches zusammen mit anderen ladungsspezifischen
Adapterproteinen fir die Frachtselektion verantwortlich ist. AP2 bindet sowohl an PI(4,5)P2
als auch an den zytoplasmatischen Teil von Transmembranrezeptoren und gilt als
Interaktionszentrum. Die Selektivitat der Fracht beruht auf einer Vielzahl von spezifischen
Adapterproteinen, die wiederum in der Lage sind, an AP2 zu binden (73, 74). Im Anschluss
an die Frachtselektion kommt es zur Rekrutierung von Clathrin-Triskelion durch AP2 und
weiteren akzessorischen Adapterproteinen wie EPS15. Die Polymerisation von Clathrin an
der zytoplasmatischen PM-seite flihrt zur Stabilisierung der Membrankrimmung und zur
Formierung der Clathrinhillle um das entstehende Vesikel bis sich schlie3lich eine Knospe
gebildet hat (75, 76). Die Abschnirung zum CCV von der PM ist abhangig von dem
mechanochemischen GTPase-Protein Dynamin, welches von BAR (Bin—Amphiphysin—
Rvs)-Doménen enthaltenden Proteinen rekrutiert wird und spezifisch an die
Membrankrimmung am Hals des Vesikels bindet (77, 78).

BAR-Doméanen-Proteine sind Teil einer groflen Proteinfamilie, die an der Grenzflache
zwischen der Zellmembran und dem Zytoplasma eine herausragende Rolle spielen. Die
Proteine kénnen durch die BAR-Doméane dimerisieren und bilden dadurch eine funktionelle
Einheit, die Membranen bindet und zu Membranverformungen flihren kann. Unterschiede
in ihren intrinsischen Krimmungen und Lipidbindungseigenschaften erklaren eine grolie
Vielfalt an membranmodulierenden Eigenschaften (79). Beispiele fir BAR-Domanen-
Proteine, die Dynamin rekrutieren, sind Amphiphysin, Endophilin, Sorting-Nexin 9 (SNX9)
und Syndapin, die alle als Gemeinsamkeit eine Src-Homologie 3 (SH3)-Domane aufweisen
und an Prolin-reiche Domanen von Dynamin binden kénnen. Die Akkumulation der Proteine
um den Hals des Vesikels begiinstigen die Funktion der GTP Hydrolyse von Dynamin und
dem darauf folgenden Mechanismus der Abspaltung des Vesikels (80, 81). Je nach GroRke
des Vesikels kommt es in diesem Prozess zur Aktinpolymerisierung durch den Arp 2/3
(Aktin-verwandte Proteine 2/3)-Komplex, wodurch eine in das Zellinnere gerichtete Kraft
etabliert wird, die zur Abschnirung des Vesikels beitragt (82). Arp 2/3 wird z.B. durch das
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (N-WASP) aktiviert, das selbst von den SH3-Domanen
von BAR-Domanen enthaltenden Proteinen rekrutiert wird (83, 84). Nach der Abschniirung
des CCV wird die Clathrinhille durch HSC70 und Auxilin vom Vesikel entfernt und das
Vesikel wird zum frihen Endosomen transportiert und fusioniert mit diesem (85, 86).

Fur die Endozytose ist die Modulation von zwei grundlegenden Strukturen, der PM und des
Zytoskeletts, notwendig. Die PM muss durch spezielle Proteine verformt werden, damit es
zur Vesikelbildung kommt. Das Zytoskelett wirkt stabilisierend auf die entstehende

Knospung der Membran und ist an der Kraftausiibung, um die Knospung in das Zellinnere
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zu ziehen, beteiligt. Die Einflisse der beiden Strukturen auf die Endozytose werden in den

folgenden zwei Kapiteln dargelegt.
1.2.2 Die Plasmamembran wahrend der Endozytose

Die PM gilt als Zellgrenze und trennt die inneren Bestandteile der Zelle von den auf3eren.
Sie besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht und gilt dabei als semipermeable
Barriere zwischen zwei wassrigen Komponenten. Diese ,Barriere” ist jedoch eine sehr
dynamische Struktur, die sich biegen, spalten und verschmelzen kann. Diese Prozesse sind
bei der Bildung von endozytischen Vesikeln essenziell und gehen einher mit einer
umfassenden proteinvermittelten Umgestaltung der PM, die durch Protein-Protein- und
Protein-Phospholipid-Wechselwirkungen raumlich und zeitlich organisiert ist.

Im Fall der CAE zeigt die Membran grundsatzlich zwei morphologische distinkte Formen.
Beginnend mit der Ausstllpung der Membran in das Zellinnere kommt es zu einer
kugelférmigen Kuppel, die mit Fortschreiten der Endozytose in eine kugelférmige Knospe
Ubergeht, welche wiederum Uber einen ,Hals® mit der PM verknlpft ist (Abb. 5). Diese
Verformungen der PM werden dabei in der Regel durch mehrere Faktoren induziert und
kénnen grob in drei Kategorien unterteilt werden: Verformungen der Membran durch
Anderungen der Lipidzusammensetzung und -asymmetrie. Verformung der PM durch
Bindung oder Insertion von Proteindomanen sowie Verformungen durch Krafteinwirkungen
wie sie z.B. vom Zytoskelett generiert werden (87). Zumeist wirken dabei mehrere Faktoren
synergetisch, um Membrankrimmungen zu erzeugen (88).

Phospholipide besitzen eine intrinsische Form, die abhangig von der GréRe ihrer
Kopfgruppen und ihrer Acylreste ist. Diese Eigenschaften bestimmen die Packungsdichte
und daher auch die Form der Lipidschicht. Sofern viele Lipide mit ahnlicher Form lokal
akkumulieren, nimmt eine Lipideinzelschicht die spontane Krimmung der lokalen Lipide an.
Dies kann aufgrund der Doppelschichtkopplung die gesamte Membran verandern (89, 90).
Kommt es zum Austausch von Lipiden durch Lipide mit ,gréleren“ Kopfgruppen auf einer
Seite der Lipiddoppelschicht, wird die Komposition verandert. Die veranderten Kopfgruppen

nehmen sterisch mehr Platz ein.
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Abbildung 5: Einfluss der Membran und des Aktin-Zytoskeletts wahrend der spaten Endozytose
Schematische Darstellung der involvierten Komponenten und der auftretenden Kraftwirkungen wahrend der
CAE. Die schwarzen Pfeile stellen Kraftausiibungen, die durch das Zytoskelett etabliert werden, dar. Zum
spaten Zeitpunkt der Vesikelbildung wird der Vesikelhals verengt und anschlieRend durch die kombinierten
Kraftausiibungen der Kontraktion von Dynamin und des Aktin-Zytoskeletts abgeschnirt. Angelehnt an Kessels
& Qualmann 2004 (92).

Dies 16st eine Krimmung in Richtung der Lipidschicht aus, in der keine Veranderung der
Lipidzusammensetzung erfolgt ist (91). Akkumulieren beispielsweise Phosphatidylinositol-
Phosphate (PIPs) an der Innenseite der PM, fihrt dies zu einer Membrankrimmung in
Richtung des Zytosols. Im Falle der CAE stellt die Akkumulation von PI1(4,5)P2 das initiale
Signal fir Membranverformungen dar (93). Auf eine ahnliche Art und Weise induzieren
Proteine wie Transmembranrezeptoren oder auch nur einzelne Proteindomanen-
Membrankrimmungen (94, 95). Ein Mechanismus, der wahrend der CAE vorkommt, ist die
hydrophobe Insertion. Dieser Mechanismus basiert auf dem Einfligen von Proteindomanen
wie amphipathischen Helices (APH) oder kleinen hydrophoben Schleifen auf der inneren
Seite der PM. Dies flhrt dazu, dass der Insertionsbereich in Bezug auf den Rest der

Lipidschicht gespreizt wird, was eine starke Tendenz der Membran erzeugt, sich lokal in
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Richtung der Insertion auszudehnen (96-98). Die am haufigsten vorkommenden
Proteindomanen, die in Membrankrimmungen involviert sind, sind Bin-Amphiphysin-Rvs
(BAR)-Domanen enthaltende Proteine. Diese Kategorie von Proteinen ist in der Lage,
bereits existierende Membrankrimmungen zu detektieren und durch Dimerisierung ein
Gerlust zu erzeugen, dass die Membrankrimmung verstarkt (99). BAR-Domanen-Proteine
sind Uber den gesamten Zyklus der CAE involviert. So ist beispielsweise Syndapin ein
wichtiges Bindeglied zwischen der Membrankrimmung und der Rekrutierung des Aktin-
Zytoskeletts und wird als spater Faktor fur die CAE rekrutiert (Kapitel 1.2.4.2). Syndapin hat
im C-Terminus eine F-BAR Domane, die spezifische Membrankrimmungsgrade erkennt
und erzeugt (100). Ein weiteres Beispiel aus der Gruppe der BAR-Domanen-Proteine ist
SNX9, welches mit Dynamin interagiert und fur die Rekrutierung von Dynamin zum
Vesikelhals verantwortlich ist und somit ein Faktor der spaten CAE darstellt (Kapitel
1.2.4.1). Durch die F-BAR-Doméne besitzt SNX9 auch die Fahigkeit, Membranen zu
modulieren und ist ebenfalls an der Bildung des ,Halses” von CCV beteiligt (101).

SchlieBlich ist das Aktin-Zytoskelett ebenfalls in Membrankrimmungsprozessen involviert.
In bestimmten Fallen der CAE wird Aktin beispielsweise bereits zum Zeitpunkt der ersten
Membrankrimmung rekrutiert und umgibt im weiteren Verlauf die Invagination der sich
ausstlilpenden Membran und schliellich das komplette Vesikel. Der Kontext des Aktin-

Zytoskeletts wird im folgenden Kapitel im Detail dargelegt.
1.2.3 Das Aktin-Zytoskelett wahrend der Endozytose

Das Zytoskelett ist ein komplexes, dynamisches Netzwerk von miteinander interagierenden
Proteinfilamenten, die im Zytoplasma aller Zellen, einschliellich Bakterien und Archaeen,
vorhanden sind (102). In Eukaryoten besteht es aus drei Hauptkomponenten:
Aktinfilamenten, Intermediarfilamenten und Mikrotubuli, wobei im Rahmen der Endozytose
Mikrotubuli und Aktinfilamente und deren Interaktionen wichtige Faktoren darstellen.
Sowohl Mikrotubuli als auch Aktinflamente zeigen ahnliche Dynamiken. Beide Filamente
haben einen Nukleationskern, an dem es zur Polymerisation der monomeren Bestandteile
(a/B-Tubulin bzw. globulares Aktin) in eine Richtung kommt. An der entgegengesetzten
Stelle depolymerisiert das Filament hingegen, sodass ohne externe Beeinflussung ein
dynamisches Gleichgewicht vorliegt. Wachstum oder Verkirzung der Filamente wird durch
Beeinflussung der verschiedenen Prozesse an den jeweiligen Seiten erreicht, sodass die
Nettopolymerisation oder Nettodepolymerisation Uberwiegt (103).

Das Mikrotubuli-Zytoskelett ist am Vesikeltransport innerhalb der Zelle involviert und wird
im Rahmen dieses Kapitels nicht weiter thematisiert. Das Aktin-Zytoskelett ist hingegen
haufig direkt an Endozytose-Mechanismen, wie der Filopodien-Bildung oder Phagozytose

beteiligt (104). Im Falle der CAE wurde bei Hefen erstmalig die Notwendigkeit der
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Modulation vom F-Aktin-Zytoskelett beschrieben (105). In Saugetiersystemen ist das Aktin-
Zytoskelett an verschiedenen Endozytose-Mechanismen Dbeteiligt, einschlielich
Phagozytose, Makropinozytose und Caveolin-vermittelter Endozytose. Die Notwendigkeit
der Beteiligung des Aktin-Zytoskeletts bei der Saugetier CAE ist jedoch noch nicht komplett
geklart (106). Sie scheint aber notwendig zu werden, wenn bestimmte Bedingungen, wie
die Aufnahme groRerer Partikel oder die Endozytose von Pathogenen wie Listeria, gelten
(107, 108). Sowohl in Hefe- als auch in Saugetierzellen dient der Arp 2/3 (Arp 2/3)-Komplex,
bestehend aus sieben Untereinheiten, als Nukelationsfaktor eines verzweigten Aktin-
Netzwerks an Stellen der Endozytose (109, 110). Zwei Untereinheiten des Arp 2/3-
Komplexes, ahneln stark der Struktur von monomerem Aktin und dienen als
Keimbildungsstellen fur neue Aktinfilamente. Der Komplex bindet an die Seiten
bestehender ,Mutter“-Filamente und initiiert das Wachstum eines neuen ,Tochter®-
Filaments in einem charakteristischen Winkel von 70 Grad zum ,Mutter“-Filament. Durch
diese Keimbildung neuer Filamente entstehen verzweigte Aktin-Netzwerke (111). Die
Schlusselkomponenten, die die Bildung der Aktinflamente an den endozytischen Stellen
regulieren, sind die Proteine der WASP-Familie, die den Arp 2/3-Komplex rekrutieren und
aktivieren. Dazu gehdrt das Protein N-WASP, das selbst von den SH3-Domanen von BAR-
Doménen enthaltenden Proteinen rekrutiert wird (Kapitel 1.2.4.3) (112, 113). So kann
sowohl Syndapin als auch SNX9 aktiv zytosolisches N-WASP zum Vesikelhals
relokalisieren und aktivieren. Das aktivierte N-WASP assoziiert mit seinem G-Aktin-
bindenden C-Terminus an den Arp 2/3-Komplex und fiihrt zu einer Konformationsanderung,
wodurch ein neuer Nukleationskern gebildet wird. Es kommt zur Verzweigung der
Aktinfilamente in diesem Bereich (114). Die Nukleation von Aktin ibt eine Kraftiibertragung
auf die PM aus, wodurch die Abschnirung des CCV unterstlitzt wird. Insbesondere nutzen
intrazellulare Pathogene haufig das Aktin-Zytoskelett, um eine effektive Endozytose in
Wirtszellen zu gewahrleisten (115, 116). In den nachsten Kapiteln wird die Funktion einiger

fur die Endozytose essenzieller Proteine vorgestelit.

1.2.4 N-WASP, SNX9 und Syndapin - Essenzielle Mediatoren der
Endozytose

1.24.1 SNX9: Mediator zwischen dem Aktin-Zytoskelett und der PM

SNX9 ist beteiligt an verschiedenen Endozytose-Mechanismen und ist ein Mitglied der
SNX-Proteinfamilie, die aus insgesamt 33 Proteinen besteht. Die Funktion der
Proteinfamilie wurde im Kontext der endosomalen Vesikeltransporte, wie z.B. der
Vesikelsortierung, identifiziert (117). Sdmtliche Mitglieder der SNX-Proteinfamilie teilen eine
gemeinsame Phox-Homologie (PX)-Doméane, die als Membraninteraktionsdoméane gilt und

eine Membranassoziation tber PIPs ermdglicht (118). Mit Ausnahme dieser Domane sind
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die Proteine sehr unterschiedlich und haben unterschiedliche Rollen in Zellen. In Bezug auf
die Proteinfunktion ist eine weitere Einordnung in eine kleinere relevantere Untergruppe
maoglich. 12 von 33 SNX-Proteinen besitzen zusatzlich zur PX-Domane noch eine BAR-
Domane. Einige der PX-BAR-haltigen SNX haben auch eine SH3-Domane. Wohingegen
aufgrund einer ahnlichen Domanen-Organisation SNX9, zusammen mit SNX18 und
SNX33, in eine Unterfamilie eingegliedert wird (101). Alle Proteine dieser Unterfamilie
haben einen Bereich mit geringer Komplexitat (LC-Domain =low complexity domain), eine
PX-Doméane und im C-Terminus eine BAR-Domane, die als zweite
Membraninteraktionsdomane gilt. Durch die BAR-Domane sind die Proteine in der Lage,
Homo- und Heterodimere auszubilden, die nach der erfolgreichen Oligomerisierung durch
Bindung spezifische Membrankrimmungsgrade erkennen, erzeugen und stabilisieren
konnen (119-121). Die PX- und BAR-Domanen bilden eine funktionelle Einheit, die auch
PX-BAR genannt wird (119, 122). Weiterhin existiert die Yoke-Domane, welche aus zwei
separaten Regionen (Yn und Yc) besteht und die PX-Domane flankiert. Sie dient als
Verbindungselement, das die membranbindenden PX- und BAR-Doménen zu einer
einzigen  ,Superdomane“ verbindet, deren strukturelle Integritdt fir die
membranmodulierende Aktivitdt des Proteins essenziell ist (101). Darlber hinaus weist
SNX9 eine N-terminale SH3-Domane auf, die flr eine Vielzahl von Protein-Protein-
Interaktionen verantwortlich ist (Abb. 6). So wird beispielsweise die Bindung von N-WASP
und Dynamin Uber diese Domane vermittelt (101, 123). AuRerdem dient diese Domane
auch als Interaktionsplattform fir bakterielle Proteine, wie EspF (E. coli secreted protein F)

und ist somit ein nachgewiesenes Manipulationsziel von Pathogenen (124).

[ Interaktionspartner |

[ Dynamin [ Nwasp | |

| Synaptojanin-1

CPn0677

[ cPno678

[ Clathin | | PBK |[ PIBK |

Abbildung 6: Funktionen- und Doméneniibersicht von SNX9

Schematische Darstellung der bekannten SNX9-Domanen mit ihren zugehdrigen Funktionen (blaue Kasten)
und einigen proteindsen Interaktionspartnern (graue Kéasten). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nicht alle
bekannten Interaktionspartner in der Grafik angegeben. PX, Phox-homology domain; BAR, Bin-Amphiphysin-
Rvs167-domain; Ynic, C-terminal oder N-terminale Yoke-Doméane; SH3, Src-homology 3 domain. Angelehnt an
Bendris und Schmid 2016 (125).
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Aufgrund der zahlreichen Interaktionsmoéglichkeiten mit Proteinen und auch Lipiden bzw.
Membranen ist SNX9 ein multifunktionales Protein, das in zahlreichen Prozessen involviert
ist (Abb. 6). Im Kontext dieser Arbeit wird jedoch nur die Rolle von SNX9 wahrend der CAE
beschrieben. Die Funktion von SNX9 kann dabei im Wesentlichen auf die
Membranbindefahigkeit, Aktivierung und Rekrutierung von Dynamin und N-WASP
zurtckgefiihrt werden. Die (berwiegenden publizierten Daten deuten auf eine
Hauptfunktion von SNX9 wahrend der spaten Phase der CAE, zum Zeitpunkt der
Vesikelausbildung und Abschniirung, hin (125). Das primar im Zytosol und an der PM
assoziierte SNX9 kann durch die Bindung an Clathrin oder dem Adapterprotein AP2
spezifisch zu Stellen der CAE rekrutiert werden (126, 127). Unterstitzend auf diesen
Rekrutierungsprozess wirkt auch die hohe Bindungsaffinitdt der PX-Domane zu den
wahrend der CAE PM-definierenden PIPs, wie PI(3,5)P2, PI(3,4)P2 und PI(3,4,5)P3 (72,
128). Zusatzlich kann SNX9 Uber die PX-Domane die PISK (Phosphatidylinositol 4-
Phosphat 5-Kinase) aktivieren, die PI(4)P zu PI(4,5)P2 umwandelt und die Pl(4,5)P2-
Konzentration lokal in diesem Bereich erhdht. Dies hat einen positiven
Ruckkopplungseffekt, welcher wiederum die Rekrutierung von weiterem SNX9 begtinstigt
(129). AuBRerdem interagiert die PX-Domane mit der PI3K (Phosphoinositid 3-Kinase), die
P1(4,5)P2 zu PI(3,4,5)P3 umsetzt, welches ein endozytotisches Signal darstellt und somit
die Endozytose vorantreiben kann (130). Durch die PIP-Bindung wird einerseits die
Lokalisation von SNX9 zur endozytischen Stelle bestimmt und andererseits die Aktivierung
von SNX9 initiiert (130). Dadurch kommt es zur SNX9-Oligomerisierung, die zu einer
starken Erhéhung des Aktivitatslevel von N-WASP und der GTP-Hydrolyse durch Dynamin
fuhrt (131). Die erhdhte N-WASP Aktivitdt bedingt infolgedessen eine erhohte Arp 2/3-
abhangigen F-Aktinpolymerisierung. Zusammen mit der Kontraktion von Dynamin kommt
es zur Kraftibertragung auf die endozytische PM, womit das Vesikel abgeschnirt wird
(101). Dies zeigt, dass sowohl die Membranmodulation als auch die kontrollierte Dynamik
von Proteinaktivitaten und deren Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett in allen Bereichen der

Endozytose bendtigt wird, wobei SNX9 ein wichtiges Adapterprotein darstellt.

1.2.4.2 Syndapin - ein membranmodulierendes Endozytose relevantes

F-Bar Protein

Syndapin ist ein F-BAR und SH3-Doméanen enthaltendes Protein, welches in der
Endozytose und dem Vesikeltransport involviert ist. In Saugetieren existieren drei Gene,
die flr drei Hauptisoformen kodieren. Alle Proteine wirken in unterschiedlichen Endozytose-
Mechanismen und gelten als Adaptoren des Aktin-Zytoskeletts in verschiedenen zellularen
Prozessen, wie der neuronalen Morphogenese und Zellmigration. Innerhalb dieser

Isoformen gibt es hoch konservierte Domanen und eine starke AS-Sequenzidentitat (92).
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Die verschiedenen Isoformen kommen in unterschiedlichen Geweben vor und sind an einer
Vielzahl von zellularen Prozessen involviert. Syndapin 1 ist die neuronenspezifische
Isoform (132), Syndapin 2 wird in allen Geweben ubiquitar exprimiert (133) und Syndapin
3 wird hauptsachlich in der Skelett- und Herzmuskulatur exprimiert (134). Die
membranmodulierende Aktivitat von Syndapin wird Uber die F-BAR-Domane und seinen
Interaktionspartnern, z. B. Dynamin und N-WASP, etabliert. Alle drei Isoformen sind
Mitglieder der F-BAR-Domane-Unterfamilie, deren Proteinsequenzen hoch konserviert
sind. Sie alle enthalten eine C-terminale SH3-Domane fir die Vermittlung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen. Zu den primaren Interaktionspartnern gehéren Dynamin,
Synaptojanin, Synapsin und N-WASP (100, 133, 135). Die drei Syndapin-Isoformen sind
gewebespezifisch an der Endozytose und den Vesikeltransport-Prozessen in neuronalen
und nicht-neuronalen Zellen beteiligt. Syndapin 1 hat eine Rolle in der activity-dependent
bulk endocytosis (ADBE) in Neuronen; Syndapin 2 in der CAE, Caveolae-Bildung, im Golgi-
Vesikel-Transport und dem Endosomen-Recycling; Syndapin 3 hingegen beim Transport
und Recycling von Glucosetransportern. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Rolle von
Syndapin 2 (folgend Syndapin) wahrend der Endozytose hervorgehoben. Die zahlreichen
Proteininteraktionspartner fuhrten zunachst zu der Annahme, dass Syndapin sowohl bei
der Endozytose als auch bei der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts eine zentrale Rolle
spielt (135). Diese Hypothese wurde durch detailliertere Untersuchungen der
Wechselwirkungen von Syndapin  mit Dynamin und N-WASP gestitzt. In
Koimmunoprazipitationsstudien wurde eine Interaktion der endogenen Proteine
nachgewiesen. Zudem filhrte die Uberexpression der Syndapin-SH3-Domane in
permeabilisierten Zellen zu einer Hemmung der Rezeptor-vermittelten Endozytose (100).
Diese Hemmung tritt beim Ubergang von invaginierten Clathrin-beschichteten Gruben zu
geschlossenen endozytischen Membrankompartimenten auf (136). Neben Dynamin konnte
eine Interaktion von Syndapin mit dem Arp 2/3-Komplexaktivator N-WASP bewiesen
werden (133). Im Normalzustand liegt N-WASP durch intramolekulare Wechselwirkung der
VCA-Region mit der BR-CRIB-Domane in einem autoinhibierten Zustand vor, da sich die
Domanen durch ihre Faltung Uberlagern (Kapitel 1.2.4.3). Dieser Faltungszustand
verhindert, dass die VCA-Region an den Arp 2/3-Komplex binden kann (111, 137). Die
Autoinhibition wird erst durch kompetitive Bindung von anderen Molekilen, wie
beispielsweise Cdc42, an die CRIB-Domane aufgehoben. Die VCA Domane wird frei
gesetzt und kann mit dem Arp 2/3-Komplex assoziieren und diesen aktiveren (138-140).
Da Syndapin N-WASP zur Membran rekrutiert und in Abhangigkeit von der SH3-Domane
und dem Arp 2/3-Komplex die lokale Aktinpolymerisation auslést, scheint Syndapin zu den
N-WASP-Aktivatoren zu gehdren.
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| Interaktionspartner |

[ NwasP |

[ Dynamine |

Synaptojanin-1

CPn0677

[ cPnos78 | [ caveolin |

Abbildung 7: Funktionen- und Doméneniibersicht von Syndapin

Schematische Darstellung der bekannten Syndapin-Domanen mit ihren zugehdrigen Funktionen (blaue Kasten)
und einigen proteindsen Interaktionspartnern (graue Kasten). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nicht alle
bekannten Interaktionspartner in der Grafik angegeben. F- BAR, Fes-CIP4 homology Bin-Amphiphysin-Rvs167-
domain; SH3, Src-homology 3 domain; NPF, asparagine-proline-phenylalanine motif. Angelehnt an Quan und
Robinson 2013 (141).

Eine Verbindung zwischen den zytoskelettalen und endozytotischen Funktionen von
Syndapinen wurde durch die Beobachtung nahegelegt, dass eine Uberexpression von N-
WASP die Rezeptor-vermittelte Endozytose stort. Dies hangt ausschlieBlich von der
Syndapin-bindenden, zentralen Prolin-reichen Domane von N-WASP ab. Der Phanotyp
kann durch Syndapin-Ko-Uberexpression gerettet werden. Zusammenfassend agiert
Syndapin auf eine ahnliche Art und Weise wie SNX9 zum Zeitpunkt der
Vesikelabschnurung des CCV und stellt ein weiteres Bindeglied zwischen dem Aktin-

Zytoskelett und der Membran dar.

1.2.4.3 Die WASP-Familie ist fiir die Aktivierung des Arp 2/3-Komplexes

verantwortlich

In Saugetieren kodieren 5 Gene fir die Mitglieder der WASP-Proteinfamilie, dazu gehéren
WASP, N-WASP, WAVE1/SCAR1, WAVE2 und WAVE3 (137, 142). Die Mitglieder der
WASP-Familie wurden als Hauptregulatoren des Arp 2/3-Komplexes identifiziert (143).
Diese Proteine aktivieren den Arp 2/3-Komplex, welcher durch Aktinpolymerisierung neue
Filamente an bereits existierenden Aktin-Filamenten erzeugt. WASP-Familienproteine
besitzen gemeinsame, konservierte Domanen, wie die C-terminale Verprolin-Homologie-
Domane (V), die Cofilin-Homologie-Domane (C) und die saure Domane (A). Zusammen
bilden diese drei Domanen die VCA-Region (137). Die VCA-Region bindet Aktinmonomere
und den Arp 2/3-Komplex, was zu einer rasanten Steigerung der Aktinpolymerisation durch
Aktivierung des Arp 2/3-Komplexes fuhrt. Die N-Termini der WAVE- und WASP-Proteine
divergieren am starksten voneinander, sind aber in allen Spezies konserviert. Der N-
Terminus enthadlt die Domanen, die eine Verbindung mit regulatorischen Proteinen
herstellen. WASP und N-WASP enthalten eine WASP-Homologie 1 (WH1) -Domane, die
auch als Ena / VASP-Homologie 1 (EVH1) -Domane bekannt ist, und eine CRIB-Domane,
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die die Rho-GTPase Cdc42 bindet. Die WH1-Domane interagiert mit der WIP-Proteinfamilie
(WASP-interacting protein) und es wird angenommen, dass diese Interaktion die Aktivitat
von WASP oder N-WASP unterdrickt (144). Im Gegensatz dazu enthalten die WAVE-
Proteine eine SCAR-Homologie-Domane (SHD) und besitzen keine GTPase-
Bindungsdomane. Sowohl WASPs als auch WAVEs enthalten eine basische Region (BR),
die an PI(4,5)P2 und andere anionische Phospholipide bindet und so die Proteine so zur
PM rekrutieren kénnen (145). Unter normalen Bedingungen werden WASP und N-WASP
durch intramolekulare Wechselwirkung zwischen der C-terminalen VCA-Domane und der
N-terminalen BR-CRIB Domane gefaltet, dass die Domanen sich gegenseitig maskieren
(139, 146). Gefaltetes WASP und N-WASP sind inaktiv und es ist keine Bindung am Arp
2/3-Komplex méglich. Die Autoinhibition wird erst durch die kompetitive Bindung anderer
Molekule an die CRIB-Domane oder an die umgebende Region freigesetzt. So kann
beispielsweise CDC42 an die CRIB-Domane binden, wodurch die Faltung aufgehoben wird
und VCA frei gesetzt wird (137, 147). Durch richtungsweisende Publikationen kristallisierte
sich die Rolle von N-WASP bei der Ausbildung bestimmter Aktin-Strukturen an der PM
(148), bzw. wahrend der Endozytose, heraus (149). Besonders herausragend ist hierbei die
Vermittlerrolle von N-WASP als Verarbeiter von Signalen durch Bindung von SH3-
Doméanen-Proteinen, die zur Aktivierung von N-WASP und dadurch zur Aktivierung von Arp

2/3-Komplexes flihren.

| Interaktionspartner |

Autoinhibiertes WASP

SH3-Doméanen
Proteine

Aktiviertes WASP

Aktin-onere

Arp 2/3-
Komplex

Abbildung 8: Funktionen- und Doméneniibersicht von WASP

Schematische Darstellung der bekannten WASP-Domanen mit ihren zugehérigen Funktionen (blaue Kasten)
und einigen proteindsen Interaktionspartnern (graue Kasten). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nicht alle
bekannten Interaktionspartner in der Grafik angegeben. WH1, WASP-Homologie 1; BR, basische Region; CRIB,
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Cdc42- and Rac-interaktive Bindungsdomane; PPP, Polyprolin Domane; V, Verprolin-Homologie-Domane; C,
Cofilin-Homologie-Domane; A, saure Doméne. Angelehnt an Thrasher und Burns 2010 (150).

Es wurde beobachtet, dass das Aktivitatslevel der N-WASP-Aktivierung von den SH3-
Domanen verschiedener Proteine abhangt (151). Ebenfalls fihrt eine Phosphorylierung
durch Tyrosinkinasen an der Aminosaure Y291 in der CRIB-Domane zur Erhéhung der
basalen Aktivitdt von WASP gegeniber dem Arp 2/3-Komplex und ermdglicht die WASP-
Aktivierung durch neue Stimuli, wie durch SH2-Doménen von Kinasen der Src-Familie
(152). Wichtig ist, dass die WASP-Phosphorylierung und die Bindung von Cdc42 einen
synergistischen Effekt auf die Aktivierung des Arp 2/3-Komplexes haben. Daher wird die
Aktivierung des Arp 2/3-Komplexes durch WASP und N-WASP lokal durch die additiven
Effekte verschiedener Arten von Signalmolekulen optimiert und akkumuliert. Insgesamt ist
zu erkennen, dass N-WASP durch verschiedenste Proteine aktiviert werden kann. Es ist
somit an der Signalweiterleitung von verschiedenen zellularen Komponenten beteiligt, mit

dem Effekt, dass es zu einer Arp 2/3-induzierten F-Aktin-Verzweigung kommt.

1.2.5 Die Endozytose dient als Eintrittsmechanismus fiir intrazellulare

Pathogene

Pathogene dringen in Wirtszellen ein, um vor schadlichen extrazellularen Komponenten
und Zellen, wie beispielsweise Antikdrper und Immunzellen, geschiitzt zu sein. Als obligate
intrazellulare Parasiten haben Viren keine Wahl und sind darauf angewiesen, Wirtszellen
zu infizieren, um sich zu vermehren. Bakterien und eukaryotische Parasiten haben oft
andere Moglichkeiten, da die meisten selbstreplizierend sind. Einige haben sich jedoch
dahingehend entwickelt, Vorteile aus der geschitzten Umgebung im Zytosol oder in
zytoplasmatischen Vakuolen tierischer Zellen zu ziehen, die fiir Wachstum und Vermehrung
eine gunstige Umgebung darstellen. Dabei nutzen Pathogene die Wirtszell-Endozytose-
Maschinerie aus, um eine effektive Aufnahme zu gewahrleisten (153—156).
Bei Viren ist die CAE der meist genutzte Mechanismus, um in Zellen einzudringen (153,
154, 157, 158). So nutzen beispielsweise das vesikuldre Stomatitis-Virus und die
Adenoviren die CAE aus, um in ihre Wirtszellen zu gelangen (159, 160). Neben der CAE
ist auch die CUE ein moglicher Mechanismus fir bestimmte Viren, um Wirtszellen zu
infizieren. So dringt das SV40 (Simian Virus 40) nach Bindung an das Lipid Raft-spezifische
Gangliosid GM1 Uber CUE in die Humanzelle ein (161, 162). Fir Vaccinia-Viren wurde auch
ein Makropinozytose-Mechanismus fir die Aufnahme in die Wirtszelle beschrieben (163).
Invasive Bakterien gelangen Uber einen Mechanismus, welcher der Phagozytose ahnelt, in
Zellen (155, 156). Die Internalisierungsstrategie kann dabei in zwei Kategorien unterteilt
werden: den Zipper- und den Trigger-Mechanismus (Abb. 9). Beim Zipper-Mechanismus
kommen spezielle bakterielle Oberflachenproteine zum Einsatz. Diese Adhasine
interagieren direkt mit einem Wirtszellrezeptor, wodurch eine Reihe von Signalereignissen
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induziert wird. Durch diese Signalkaskaden kommt es zur Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts und einer massiven Aktinpolymerisierung an der Bindestelle des Pathogens.
Einhergehend kommt es zu Veranderungen der Lipidkomposition und Umstrukturierungen
der PM und letztendlich zur Aufnahme des Bakteriums (164, 165). Listeria monocytogenes
gilt als Modellorganismus flir den Zipper-Mechanismus. Es initiiert diesen Mechanismus
Uber zwei essenzielle Proteine auf der Zelloberflache (166). Das erste, Internalin A (InlA),
interagiert mit E-Cadherin, einem Zell-Zell-Adhasionsmolekiil, das nur in einigen
Epithelzellen exprimiert wird (167). Fur die Internalisierung in andere Zelltypen verwendet
Listeria ein zweites Invasin, das InIB-Protein, welches die Rezeptortyrosinkinase Met
aktiviert. Met ist auf allen Epithelzellen vorhanden (168, 169). Diese Aktivierung fuhrt zur
Akkumulation von a- und B-Catenin, Myosin Vlla, Vezatin und der Aktivierung der PI3-
Kinase, gefolgt von einer Aktinpolymerisierung unterhalb des Bakteriums. Uber die
Aktivierung von wirtseigenen Septinen und Clathrin wird so die Internalisierung des
Bakteriums Uber die CAE abgeschlossen (170-172).

1
A Zipper-Mechanismus i B Trigger-Mechanismus
i z.B. Salmonella Typhimurium

z.B. Listeria monocytogenes

o

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Zipper- und Trigger-Mechanismus

Zipper- und Trigger-Mechanismus im Vergleich als Adhasions- und Internalisierungsstrategie von Pathogenen.
Schematische Darstellung der Internalisierung von Listeria monocytogenes Uber einen "Zipper‘-Mechanismus
(A) oder von Salmonella Typhimurium Uber einen "Trigger"-Mechanismus (B). Beim "Zipper" -Mechanismus
induziert die Interaktion von bakteriellen Oberflachenproteinen mit Wirtsproteinen in der PM eine Reorganisation
des Zytoskeletts und der Membran, was zur Internalisierung des Bakteriums fiihrt. Beim "Trigger" -
Mechanismus I6st die Injektion von Effektoren durch das Bakterium in das Zytoplasma der Wirtszelle eine lokale
Veranderung des Zytoskeletts und die Bildung von Membranausstiilpungen aus, wodurch das Bakterium
internalisiert werden kann. Modifiziert nach Ribet und Cossart 2015 (173).

Im Fall des Trigger-Mechanismus ist die wesentliche Kernkomponente die Bildung von
Aktin-reichen Membranausstilpungen, welche durch lokale Signalinduktionen ausgeldst
werden. Verantwortlich fir diese Veranderungen sind sekretierte T3SS-Effektoren, die von

Bakterien in Wirtszellen transloziert werden. Ein prominentes Beispiel flr diesen
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Mechanismus stellt Salmonella Typhimurium dar. Nach dem initialen Kontakt mit der
Wirtszelle inseriert Salmonella Gber das T3SS die beiden Proteine IpaB und IpaC in die PM
der Wirtszelle, um dort einen Translokonkomplex zu bilden, der die Injektion von T3SS-
Effektoren ermoglicht. Die Effektoren aktivieren die Wirtszell-Rho-GTPasen Cdc42 und
Rac, welche eine lokal begrenzte Membranveranderung durch Polymerisation von
kortikalem Aktin induzieren. Durch diese Prozesse wird die PM in Richtung des
Extrazellularraums ausgestulpt und umschliel3t letztlich das Bakterium, was zur Aufnahme
des Bakteriums fihrt (174, 175).

Bei den Chlamydien ist der endglltige molekulare Mechanismus des Wirtszelleintritts noch
nicht geklart. Im Laufe der Jahre wurden viele widersprichliche Ergebnisse veroffentlicht.
Es ist mdglich, dass Chlamydien sowohl den Zipper- als auch Trigger-Mechanismus parallel
nutzen, um eine Invagination herbeizufihren. Anderseits ist nicht endgultig geklart,
inwiefern die CAE zur Internalisierung von Chlamydien beitragt. Mikroskopische Analysen
haben das Konzept der Rezeptor-vermittelten CAE sowohl unterstitzt als auch widerlegt
(176-178). Drei Forschungsgruppen haben eine Assoziation von C. tr. mit Clathrin und die
Aufnahme in CCV beobachtet (176-178). Andere Forscher zeigten, dass der Eintritt von C.
tr. unverandert blieb, wenn die CAE gehemmt wurde (179, 180). Rezente hochauflésende
kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen haben eine unerwartete Vielfalt von Strukturen
bei der friihen Internalisierung von C. tr. in die Wirtszelle gezeigt. Es konnten unter anderem
Phagozytose-Einschliisse, die sich eng um einzelne EBs schlielen und komplexe
Mikropinosomen-artige Strukturen entdeckt werden (181). Zusatzlich konnten in
Fluoreszenzmikroskopischen-Aufnahmen und in der Rasterelektronenmikroskopie durch C.
tr. induzierte Mikrovilli an EB-Eintrittsstellen beobachtet werden (182). Es ist jedoch nicht
maglich, allein durch mikroskopische Aufnahmen zu beurteilen, ob diese Wirts-Pathogen-
Strukturen sequenzielle Anordnungen eines einzelnen Signalwegs darstellen oder mehrere
unabhangige Eintrittsmechanismen widerspiegeln.

Die Internalisierung von C. tr. wird haufig dem Trigger-Mechanismus zugeordnet, wie er
beispielsweise bei Salmonella Typhimurium vorkommt. Ebenso wie Salmonellen sekretiert
C. tr. T3SS-Effektoren in die Wirtszelle, die die GTPase Rac1 der Rho-Familie aktivieren
(183). An diesem Prozess ist TarP beteiligt. TarP ist ein frihes Multidomanen-
Effektorprotein, das rdumlich und zeitlich mit der Rekrutierung von Aktin an EB-
Invasionsstellen verbunden ist und dessen Funktion im Wesentlichen mit zwei
Mechanismen verbunden wird (184). Der erste Mechanismus zeichnet durch eine
konservierte Aktin-Keimbildungsdomane aus, welche direkt mit G- und F-Aktin assoziiert
(185, 186). Die Bindung von TarP an Aktin fihrt zu zwei biochemisch distinkten Funktionen:
der Aktin-Keimbildung und der Aktin-Bindelung, die wahrscheinlich zu Veranderungen des

Aktin-Zytoskeletts in der Wirtszelle wahrend der EB Internalisierung beitragen. Die zweite
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Funktion ermdéglicht TarP die Aktin-Remodellierung durch einen Rac1-abhangigen
Mechanismus an den C. tr. Bindungsstellen (183, 184).

Neben der Sekretion von T3SS-Effektoren sind auch Wirtszellrezeptoren an der
Internalisierung verschiedener Chlamydienspezies beteiligt. Beispielsweise nutzt C. pn. das
speziesspezifische Aullenmembranprotein Pmp21 als Invasin, welches an EGFR bindet
(187). Diese Interaktion flhrt dazu, dass der EGFR dimerisiert und aktiviert wird, wodurch
eine intrazellulare Signalkaskade induziert wird. Zusatzlich kommt es durch die EGFR-
Aktivierung zur Rekrutierung der Adapterproteine Grb2 und der Ubiquitinligase c-Cbl (188).
Die Expression des funktionellen EGFR auf menschlichen Zellen ist somit fir die C. pn.
Infektion ein essenzieller Bestandteil, da die Depletion von EGFR signifikant die Infektion
von C. pn. hemmt (187). Dieser Eintritts-Mechanismus &hnelt eher dem Zipper-
Mechanismus von Listeria monocytogenes, bei dem ein einziger bakterieller Ligand
ausreicht, um den bakteriellen Eintritt zu fordern (189). Zusatzlich zu diesem Zipper-
Mechanismus nutzt C. pn. den Trigger-Mechanismus, um in Wirtszellen einzudringen.
Parallel zu den Pmp21-EGFR-Wechselwirkungen sezerniert C. pn. das TarP-Ortholog
CPn0572 Uber das T3SS. CPn0572 bindet und polymerisiert Aktin, um die Aufnahme von
C. pn. in Aktin-reiche Strukturen zu erzwingen (190). Eine weitere Publikation weist auf eine
CUE von C. pn. in nicht-phagozytierenden Epithelzellen hin (191). In dieser Publikation wird
beschrieben, dass die Internalisierung von C. pn. EBs abhangig von intakten Lipid Rafts,
speziellen Lipidmikrodomanen innerhalb der PM, ist. Wird die Organisation der Lipid Rafts
gestort, wurden verringerte Internalisierungsraten von C. pn. beschrieben (191).
Interessanterweise wird eine Beteiligung der CAE fir C. pn. in dieser Studie
ausgeschlossen, da die durch RNA-Interferenz vermittelte Depletion von Clathrin keinen
negativen Effekt auf die Internalisierung von C. pn. hatte (191).

Zusammengefasst zeigen diese Ausfiihrungen, dass Chlamydien moglicherweise sowohl
den Zipper- als auch Trigger-Mechanismus parallel nutzen, um eine Internalisierung der

EBs herbeizufthren.
1.2.6 Die ersten Schritte in der Chlamydia pneumoniae Infektion

Die Adhasion an die Wirtszelle ist der erste essenzielle Prozess fiir eine erfolgreiche
Infektion von Wirtszellen. Die initialen Schritte werden dabei durch Proteine vermittelt, die
als Adhasine bezeichnet werden (192). Die Bindung der Adhasine basiert auf
Wechselwirkungen mit proteinésen oder nicht-proteindsen Interaktionspartnern und
Strukturen, die auf der Wirtszelloberflache lokalisiert sind. Im Falle der Humanpathogene
C. pn. und C. tr. wird eine zweistufige Adhasion an Wirtszellen postuliert. Der erste
reversible Kontakt zwischen den Chlamydien und der Zelle basiert auf einer schwachen

Interaktion zwischen dem chlamydialen auflieren Membranprotein OmcB und

23



Einleitung

Glykosaminoglykanen (GAG) (193, 194). GAGs sind Zuckerstrukturen auf der
Wirtszelloberflache und kommen in allen eukaryotischen Zellmembranen vor. Sie gehoéren
zu der extrazellularen Matrix und bilden einen Teil der Glykokalyx (195, 196). Zur Gruppe
der GAGs gehort z.B. Heparansulfat (HS). OmcB wurde infolge von experimentellen
Studien als HS-bindendes Protein identifiziert. Das Ablésen und Entfernen der GAGs von
der Wirtszelloberflache reduziert signifikant die Infektiositat von Chlamydien (193, 194).
Neben OmcB existieren weitere Proteine, die Adhasion-relevant und auf der Oberflache
von EB prasent sind. So konnten beispielsweise die Bindungs-Eigenschaften von GroEL1
an Humanzellen in Versuchen mit rekombinanten Proteinen unter Anwendung eines Hefe-
Oberflachen-Expressionssystems nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde gezeigt, dass
GroEL1 auf der Oberflache von C. pn. EBs prasent ist. Jedoch ist der endgultige
Mechanismus, bzw. ein mdéglicher humaner Interaktionspartner, bisher noch unbekannt
(197).

@ GroEL1 @ @

MOMP

F-Aktin /

TARP

s

.o:’.
/ = Sekretierte
ﬂ Effektoren
Abbildung 10: Schematische Darstellung der friihen Infektionsprozesse von C. pn.
Dargestellt sind die fiir die Adhasion relevanten Proteine von C. pn. und die bekannten humanen
Interaktionspartner. Die Abbildung umfasst die postulierte, zweistufige Adhasion und Teilprozesse der
Internalisierung. 1: Freies EB ohne Bindung zur Wirtszelle. 2: Initiale reversible Bindung an die Wirtszelle. 3:

Stabile Adhasion an die Wirtszelle und Sekretion von Effektorproteinen. 4: Aufnahme des EBs in die Wirtszelle.
Bei den mit Fragezeichen gekennzeichneten Proteinen ist der Interaktionspartner unbekannt.

Ein weiteres Protein, das den spezifischen Kriterien eines Adhasins entspricht, ist ArtJ. Das

Protein wurde auf der Oberflache von EBs detektiert und in Versuchen mit rekombinanten
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Proteinen weist es adhasive Eigenschaften an Humanzellen auf. Aber auch bei diesem
Protein ist der humane Interaktionspartner nicht identifiziert (198—200). Ein Adhasin mit
besonderen Eigenschaften stellt das C. pn. spezifische Lipid Internalization Promoting
Protein (LipP) dar. LipP lokalisiert in rdumlicher Nahe zur Wirtszellplasmamembran,
wodurch es vermutlich zu einer Integration des Proteins in die PM kommt. Es wird postuliert,
dass es zu einer anschlieRenden Oligomerisierung kommt und eine Pore innerhalb der
Membran erzeugt wird. Dadurch kommt es zur Externalisierung des auf der inneren Seite
der PM befindlichen Phospholipids Phosphatidylserin (PS) (201-203).

Die Familie der polymorphen Membranproteine (Pmps) stellt mit 21 Proteinen, die grofite
Proteinfamilie innerhalb von C. pn. dar. Fur insgesamt 16 von den 21 Proteinen der Familie
konnte in C. pn. eine Expression bewiesen werden, flr sechs dieser Pmps wurde eine
Oberflachenlokalisation auf C. pn. EBs nachgewiesen (204). Die Pmp-Proteine sind Teil
der Typ-5-Autotransporter Familie und besitzen eine N-terminale Signalsequenz, eine C-
terminale B-Fasstonnenstruktur und eine Passagierdomane. Uber die N-terminale
Signalsequenz wird das ungefaltete Protein in einer Sec-abhangigen Translokation in das
Periplasma des Chlamydiums transportiert. Vom Periplasma aus bildet die pB-
Fasstonnenstruktur eine Pore in der auferen chlamydialen Membran, sodass die
Passagierdomane durch die Pore auf die auliere Seite transportiert wird und dort in der
Membran verankert wird (205, 206). Die Mitglieder der Pmp Familie adharieren tber zwei
spezifischen Motive (GGA (I, L, V), oder FxxN) an humane Zellen und bilden hetero- und
homomere Strukturen aus (187, 207, 208). Bisher konnte ausschliel3lich fir Pmp21 der
EGFR als humaner Interaktionspartner identifiziert werden (187). Die Bindung von Pmp21
an EGFR aktiviert diesen und fiihrt zur Dimerisierung des Rezeptors, der anschlieRend
phosphoryliert wird. Dies induziert die Rekrutierung des Adapterproteins Grb2, welches die
Bindung von c-Cbl ermdglicht, wodurch ein Proteinkomplex gebildet wird, der die EGFR-
Internalisierung Uber CAE oder CUE ermoglicht (209, 210). Die durch Pmp21-bedingte
EGFR Aktivierung induziert den ERK- und Akt-Signalweg. Dadurch wird die
Phosphoinositid-3-Kinase aktiviert und Phosphatidylinositol PI(4,5)P2 zu PI(3,4,5)P3
phosphoryliert (211). Parallel zum Adhasionsprozess kommt es im Folgenden zu einer
Interaktion des chlamydialen T3SS mit der humanen PM. Sobald die Nadel des T3SS die
Wirtszellmembran erreicht, assemblieren Proteine des Nadelspitzenkomplexes die
Translokonkomplex-Verankerung. Der Translokonkomplex wird durch integrale
Membranproteine gebildet, die eine Pore in der Wirtszellmembran erzeugen. Dies
ermdglicht die Sekretion von Effektorproteinen in die Wirtszelle (212). Effektorproteine
besitzen eine N-terminale Signalsequenz, welche die Proteine als Substrat fir den T3SS
kennzeichnet (213). Die Funktion der sekretierten Effektorproteine liegt in der Manipulation

von Wirtszellmechanismen, um eine effektive Aufnahme der EBs zu gewahrleisten. Ein
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bereits bekannter Effektor ist das TarP-Homolog CPn0572. Nach Sekretion in die Wirtszelle
interagiert es mit Aktin und bewirkt eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts an der EB
Eintrittsstelle (190). Neben CPn0572 sind CPn0677 und CPn0678 weitere T3SS-sekretierte

Effektorproteine, deren biologische Funktion im Detail im folgenden Kapitel erlautert wird.

1.3 CPn0677 und CPn0678

In genomweiten Transkriptanalysen von C. pn. wurden 1052 der insgesamt 1073
bakteriellen Gene analysiert. Im Zuge des Screenings wurde ein koregulierter Gencluster
entdeckt, welcher aus den drei Genen cpn0676, cpn0677 und cpn0678 besteht. Dieser
Gencluster konnte in initialen Arbeiten als neues C.pn. Operon identifiziert werden, welcher
spat im Infektionszyklus hochreguliert wird (> 48 hpi) und dessen Proteine vermutlich
relevant fur die friihe Infektion von C. pn. sind (214). Insbesondere die Gene cpn0677 und
cpn0678 stellen im genomischen Kontext und im direkten Vergleich zu naher verwandten
(C. psittaci) und weniger nahe verwandten (C. fr.) Spezies einen Sonderfall dar, da an
dieser Position die beiden anderen Spezies nur ein einziges Gen besitzen (Abb. 11). Beim
Vergleich der Aminosaurensequenzen der C. pn. spezifischen Proteine CPn0677 und
CPn0678 zu C. tr. CT694 existiert nur eine geringe Aminosaure-ldentitat von CPn0677 und
CPn0678 zu CT694 (<5 %). Die Aminosauren-ldentitdt ist bei der naher verwandten
Spezies C. psittaci hdher und liegt bei CPn0677 zu CPsi0751 bei 21 % und CPn0678 zu
Cpsi0751 bei 14 %. In den ersten Untersuchungen der Proteine CPn0677 und CPn0678
wurde mit rekombinanten Proteinen eine adhasive Eigenschaft an humanen Epithelzellen
festgestellt und eine chlamydiale Oberflachenlokalisation vermutet (214). Ein weiteres Indiz
fur die Oberflachenlokalisation lag darin, dass eine Vorbehandlung von C. pn. EBs mit
spezifischen Antikérpern gegen CPn0677 und CPn0678 zu einer signifikanten
Infektionsreduktion fiihrten (214). In mikroskopischen Studien zum spaten Zeitpunkt der
Infektion (48 hpi) konnten die beiden Proteine als bakterienassoziiert innerhalb der Inklusion
detektiert werden, was mit den Transkriptdaten Ubereinstimmt (214). Interessanterweise
zeigten CPn0677 und CPn0678 in ektopischen Expressionsstudien in humanen

Epithelzellen eine Assoziation mit der Innenseite der PM (214).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des C. pn. Genclusters cpn0676-con0678 und der
syntenischen Loci von C. tr. und C. psittaci.

(A) Dargestellt ist die genomische Anordnung des Genclusters cpn0676-cpn0678 mit den flankierenden Genen
und die der Spezies C. tr. und C. psittaci. Die Prozentzahlen zeigen Aminosauren-ldentitat zwischen den
Homologen (C. psittaci gegen C. pneumoniae, C. trachomatis gegen C. pneumoniae) an. Die Aminosauren-
Identitat wurde mittels NCBI blastp ermittelt. (B) Schematische Darstellung der Proteine CPn0677 und CPn0678
inklusive der bekannten Doméanen. Die gestrichelten Linien und die dazugehoérigen Prozentzahlen geben die
Identitat innerhalb dieser Bereiche an. APH = Amphipathische Helix, PRR = Prolin-Reiche Region.

Durch sukzessive Deletionen wurde flir CPn0678 eine ca. 20 AS grof3e Region ermittelt,
die essenziell fir diesen Phanotyp ist (Abb. 11 B, APH-Domane) (215). Fir CPn0677
konnte die PM-Assoziationsdomane zunachst auf die ersten 140 AS eingeschrankt werden
(215). Diese initialen Ergebnisse fiihrten dazu, dass CPn0677 und CPn0678 zunachst als
chlamydiale oberflachenlokalisierte Adhasine beschrieben wurden.

Erstin der darauffolgenden, eingehenden Charakterisierung konnte diese Aussage revidiert
werden und es wurde die Theorie aufgestellt, dass es sich bei CPn0677 und CPn0678 um
T3SS-sekretierte Effektoren handelt (216). Biochemische Zuganglichkeitsanalysen mittels
differentieller Permeabilisierung und Nutzung von spezifischen Antikérpern zeigten in
mikroskopischen Studien mit infizierten Zellen zu spatem Zeitpunkt der Infektion (~ 78 hpi),
dass es sich um intrachlamydiale Proteine handelt, die mit redifferenzierten EBs assoziieren
und nicht auf der Oberflache von EBs lokalisieren (216). Durch Permeabilisierung der Zellen
mit Methanol wurde das intrachlamydiale Protein S1 detektiert und das gleiche galt fur
CPn0677 und CPn0678. Wurden die Zellen dagegen mit Saponin permeabilisiert, konnte
weder CPn0677, CPn0678 noch S1 detektiert werden (216). Unter Anwendung der gleichen

Permeabilisierungs-Methode zum friihen Zeitpunkt der Infektion (20 min pi) konnte bereits
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mit Saponin ein Signal fiir CPn0677 und CPn0678 detektiert werden, was ein Indiz fiir die
Sekretion der Proteine darstellt und die T3SS-Sekretions-Theorie bestarkt (216). Zuvor
konnten bereits in heterologen Sekretionsassays flir CPn0677 und CPn0678 funktionale
T3SS-Signalsequenzen identifiziert werden (214). Dariber hinaus wurde eine Interaktion
von CPn0678 mit dem humanen intrazellularen Protein SNX9 nachgewiesen, die durch die
erste Prolin-reiche Regionen im C-Terminus vermittelt wird (214). Die Bindung von SNX9
an CPn0678 ist auf die Interaktion eines distinkten RxxPxxP-Motivs innerhalb der ersten
PRR zurickzufiihren, welches mit der SH3-Domane von SNX9 interagiert (216). Aufgrund
der AS-Identitat in den PRRs von CPn0677 und CPn0678 (Abb. 11 B) wurde auch eine
Interaktion von CPn0677 mit SNX9 postuliert, konnte aber bisher nicht experimentell
bestatigt werden (216). Die Interaktion von CPn0678 mit SNX9 scheint infektionsrelevant
zu sein, da die Infektionsrate durch C. pn. von humanen-SNX9-defizienten Zellen reduziert
war (214). Der zuvor beobachtete Effekt der Assoziation mit der humanen PM von
rekombinantem CPn0678 ist dabei auf eine N-terminale APH zuriickzufiihren, die die
Bindung an Phospholipide vermittelt. Allerdings ist die Bindungsspezifitat der Phospholipide
nicht bekannt. Des Weiteren konnte in ektopischen Expressionsstudien in humanen
Epithelzellen ein Tubulationsphanotyp der PM, vermittelt durch die CPn0678 APH,
identifiziert werden (216). Die Membranassoziation von transfizierten CPn0678 an die
Innenseite der PM von Humanzellen konnte durch Deletion der APH neutralisiert werden
(216). Im Fall von CPn0677 wurde anhand von Sequenzvergleichen zu CPn0678 ebenfalls
eine N-terminale APH postuliert, dessen Funktionalitat experimentell noch nicht bestatigt
wurde (216).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass CPn0677 und CPn0678 mit hoher
wahrscheinlich T3SS-sekretierte Effektorproteine mit komplexen Funktionen sind. Sie
haben eine mdgliche Relevanz in der friihen Phase der C. pn. Infektion. Die genaue
Wirkungsweise und die Funktion von CPn0677 und CPn0678 wahrend der Endozytose von
chlamydialen EBs ist bisher nicht bekannt. In den vorherigen Arbeiten lag der Fokus im
Wesentlichen auf der Charakterisierung von CPn0678 und dessen Eigenschaften. Viele der
postulierten Funktionen von CPn0677 sind lediglich aufgrund der AS-Identitat in der APH
und den PRRs zu CPn0678 als Indiz vorgeschlagen worden, allerdings wurden diese
Thesen experimentell bisher nicht bestatigt. Die Charakterisierung von CPn0677 und
CPn0678 ist dahingehend nicht vollstandig abgeschlossen und ihre Funktionsanalyse als
potenzielle T3SS-sekretierte Effektorproteine und deren Auswirkungen auf die Infektion von

Chlamydien sind noch nicht ganzlich erschlossen.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Funktionsanalyse zweier chlamydialer
Effektorproteine (CPn0677 und CPn0678) im Kontext der frihen Chlamydia pneumoniae
Infektion. CPn0678 bindet an die Plasmamembran. Die daflir postulierte APH-Doméane
sollte  funktionell —auf ihre  Phospholipidspezifitit und ihrer  potenziellen
Membranverformungs-Eigenschaft analysiert werden. Eine Interaktion von CPn0678 mit
humanem SNX9 konnte schon in vorherigen Studien beschrieben werden. In dieser Arbeit
sollte nun analysiert werden, wie diese Interaktion etabliert wird und wie sich diese Protein-
Protein-Wechselwirkung auf die Internalisierung von chlamydialen EBs auswirkt. CPn0678
besitzt drei C-terminale, Prolin-reiche Regionen, die als potenzielle Protein-
Interaktionsplattform gelten; ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher die Identifikation
moglicher weiterer humaner Interaktionspartner.

Die initial durchgefiihrten Studien fokussierten auf CPn0678, was dazu fihrte, dass die
Eigenschaften von CPn0677 weitestgehend unerforscht blieben. Die postulierten
Funktionen fir CPn0677 basieren lediglich auf der AS-ldentitat im N-terminalen Bereich
und insbesondere in den Prolin-reichen Regionen zu CPn0678. Deswegen war ein weiteres
Ziel dieser Arbeit, die bereits vorher postulierte Interaktion von CPn0677 mit SNX9 zu
untersuchen. Ebenfalls sollte die potenzielle Eigenschaft der CPn0677 APH-Domane
bezlglich der Membranbindung, der Phospholipidspezifitit und der intrazellularen
Lokalisation in transfizierten Saugerzellen und an synthetischen Membranen analysiert
werden. Ein weiteres Ziel lag in der Identifikation moglicher weiterer humaner Proteine, die
mit CPn0677 interagieren. Sofern weitere Interaktionspartner existieren, sollten
insbesondere deren Interaktionsmechanismus mit CPn0677 und deren Relevanz fir die

Infektion charakterisiert werden.
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3.1 Zusammenfassung

Wahrend der Invasion von Wirtszellen wird von Chlamydia pneumoniae das Effektorprotein
CPn0678 sezerniert, dass die Internalisierung des Pathogens erleichtert, indem es die
Plasmamembran der Zielzelle umgestaltet und SNX9, ein zentrales multifunktionales
endozytisches Geristprotein, rekrutiert. In diesem Manuskript wird gezeigt, dass die
amphipathische N-terminale Helix von CPn0678 die Bindung an Phospholipide sowohl in
der Plasmamembran als auch in synthetischen Membranen vermittelt und dariber hinaus
in der Lage ist eine ausgedehnte Membrantubulation zu induzieren. CPn0678 interagiert
Uber seine konservierte C-terminale Polyprolinsequenz mit der SH3-Domane von SNX9.
Somit wird SNX9 an bakteriellen Eintrittsstellen rekrutiert, an denen C. pneumoniae Uber
EGFR-vermittelte Endozytose internalisiert wird. In Zellen die reduzierte Proteinmengen
von humanen SNX9 aufweisen, ist die Internalisierung signifikant verringert, wahrend die
ektopische Uberexpression von CPn0678-GFP im Allgemeinen zu einer dominant-
negativen Wirkung auf den Endozytose-Prozess fihrt, was zur reduzierten Aufnahme von
Chlamydien-Elementarkdrpern und zu einem verringerten Umsatz von EGFR fiihrt. Somit
ist CPn0678 ein friher sekretierter Effektor, der an der Regulierung der Endozytose von C.

pneumoniae in EGFR- und SNX9-abhangiger Weise beteiligt ist.
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Abstract

During invasion of host cells, Chlamydia pneumoniae secretes the effector protein
CPn0678, which facilitates internalization of the pathogen by remodeling the target cell’s
plasma membrane and recruiting SNX9, a central multifunctional endocytic scaffold protein.
We show here that the strongly amphipathic N-terminal helix of CPn0678 mediates binding
to phospholipids in both the plasma membrane and synthetic membranes, and is sufficient
to induce extensive membrane tubulations. CPn0678 interacts via its conserved C-terminal
polyproline sequence with the SH3 domain of SNX9. Thus, SNX9 is found at bacterial entry
sites, where C. pneumoniae is internalized via EGFR-mediated endocytosis. Moreover,
depletion of human SNX9 significantly reduces internalization, whereas ectopic
overexpression of CPn0678-GFP results in a dominant-negative effect on endocytotic
processes in general, leading to the uptake of fewer chlamydial elementary bodies and
diminished turnover of EGFR. Thus, CPn0678 is an early effector involved in regulating the

endocytosis of C. pneumoniae in an EGFR- and SNX9-dependent manner.
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Significance

We describe a novel mechanism by which the obligate intracellular pathogen Chlamydia
pneumoniae induces curvature of the host-cell plasma membrane and recruits a central
component of the endocytotic machinery. We demonstrate that a Type lllI-secreted (T3S)
C. pneumoniae effector protein named CPn0678 binds via its N-terminal amphipathic helix
to negatively charged phospholipids in the inner leaflet of the host plasma membrane (PM)
at the site of entry, and induces membrane curvature. Its proline-rich region then recruits
SNX9, a key regulator of endocytosis, and the complex facilitates uptake of C. pneumoniae

into host cells.

Introduction

All members of the Chlamydiaceae are obligate intracellular pathogens of humans and
animals, and cause a variety of diseases depending on the tissues they target (1). The two
species that affect humans are C. trachomatis and C. pneumoniae, which are the causative
agents of severe urogenital conditions including pelvic inflammation and ectopic
pregnancies, and respiratory disorders such as pneumonia and bronchitis, respectively (2),
(3). C. pneumoniae infections are also associated with several chronic diseases including
asthma, Alzheimer’s disease, multiple sclerosis and even lung cancer (4), (5), (6), (7).

The most critical step in the life cycle of an obligate intracellular bacterium is internalization
into the host cell. The most common entry strategies are (i) the “zipper” and (ii) the “trigger”
mechanisms. In the former, a bacterial adhesin/invasin interacts with a surface receptor,
thereby activating its downstream signaling machinery and effectively hijacking receptor
endocytosis for bacterial internalization. In the latter, an initial and rather weak interaction
between pathogen and host is rapidly followed by translocation of bacterial proteins, called
effectors, into the host cytoplasm. These effectors modulate the host cytoskeleton and
induce extensive ruffling of the plasma membrane (PM) to facilitate pathogen entry (8). Both
mechanisms involve the use of bacterial proteins to manipulate essential components of
the endocytic machinery, such as the phosphoinositide-converting enzymes that regulate
the lipid composition (and hence the curvature) of the PM (9), (10), adaptors and regulators
like SNX9 that control endocytosis and vesicle trafficking (11), (12) and finally actin
polymerization, which facilitates bacterial uptake (13, 14). Interestingly, SNX9 harbors a
membrane-curvature-sensing BAR domain and binds preferentially to membranes of high
curvature (15). Using an in vitro system it has been proposed that binding to PI(4,5)P2, the
early endosome marker PI(3)P, and domains of high membrane curvature recruits SNX9 in
order to trigger the actin machinery and complete endocytosis (16).

Internalization is preceded by stable adhesion to the host cell, which induces intracellular

signaling and recruitment of endocytosis-related proteins. Recently, host receptors like the
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ephrin receptor (EPHA2) or EGFR have been shown to promote adhesion of C. trachomatis,
but the chlamydial interaction partner remains undefined, as does the mechanism of entry
(17), (18). For C. pneumoniae we have shown that the pathogen uses one of its highly
diverse polymorphic membrane proteins, Pmp21, to bind and activate the EGFR (19).
EGFR activation triggers the PI3 kinase, which in turn recruits specific endocytic adaptor
proteins to facilitate the EGFR-mediated endocytosis of C. pneumoniae (20). In addition to
this zipper mechanism, C. pneumoniae employs the trigger approach to enter host cells.
Simultaneously with the Pmp21-EGFR interaction, C. pneumoniae secretes its Tarp
ortholog CPn0572 via a Type lll secretion (T3S) system. CPn0572 then binds and
polymerizes actin to enforce bacterial uptake into actin-rich structures (21).

To determine whether C. pneumoniae employs other mechanisms to achieve efficient
internalization, we searched for new early effector proteins involved in these processes.
Here we show that the effector CPn0678 is also a T3S substrate, and localizes to the PM
at bacterial entry sites. CPn0678 can bind phospholipids in both natural and synthetic
membranes, and upon expression in human cells it generates membrane tubulations, and
interacts with the host protein SNX9 (sorting nexin 9), a multifunctional protein involved in
clathrin-mediated endocytosis (CME), membrane remodeling and actin dynamics (12). Our
data suggest that, during host-cell entry, secreted CPn0678 binds to and curves the PM,
which recruits SNX9 to the late stages of endocytosis. These findings show that CPn0678-

induced membrane curvature and plays a central role in the uptake of C. pneumoniae.

Results

CPn0678 — prototype of a T3-secreted chlamydial effector protein

A common feature of both chlamydial adhesins and early effectors is that they are
expressed late in the preceding infection, and displayed on the elementary body (EB) or
stored within it for early secretion. Therefore, we performed a genome-wide transcriptional
analysis to screen for such genes and found 88 genes to be significantly upregulated (Table
S1). This set included genes for previously described adhesins, components and potential
substrates of the T3S system, and hypothetical genes. Among the latter class, we identified
a highly upregulated cluster of three genes comprising cpn0676, cpn0677 and cpn0678.
RT-PCR confirmed that their transcript levels increased significantly from 36 h onward, with
cpn0677 and cpn0678 RNAs becoming more abundant than cpn0676 (Fig. 1A).
Comparison of the C. pneumoniae cpn0676-cpn0678 locus with other chlamydial genomes
showed that the genes are part of a syntenic locus. CPn0676 is conserved among all
Chlamydia species with approx. 39-44% identity, while comparison of CPn0677 and
CPn0678 revealed a more complex pattern. All other species have only one gene at this

locus, while C. pneumoniae carries two genes, cpn0677 and cpn0678 (Fig. 1B). CPn0678
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itself harbors three conserved proline-rich repeats (PRR), two of which are conserved within
the N-terminal segment of CPn0677 and are 67% identical to each other (Fig. 1C). In-depth
comparisons with other chlamydial species revealed that these two proteins are C.
pneumoniae-specific, displaying no or only low homology to other chlamydial proteomes.
Thus, we generated a phylogenetic tree showing the relationships across the chlamydial
kingdom by comparing full-length CPn0678 with the syntenic proteins of various species
(Fig. S1A). The most distantly related proteins, with less than 5% identity to CPn0678, are
found in C. trachomatis, C. muridarum and C. suis (Fig. 1B, See also Fig. S1A). One of
these is C. trachomatis TmeA (CT_694), a known T3 effector protein, which interacts with
the host protein AHNAK and is involved in early steps in the C. frachomatis infection (22),
(23). Although the three species are closely related, C. trachomatis TmeA shares only 50-
55% identity with its homologs in C. suis and C. muridarum, possibly suggesting differences
in their functions. The syntenic proteins from C. abortus, C. felis, C. psittaci and C. caviae
share higher levels of identity with CPn0678 (Fig. S1A), ranging between 34 and 40%. This
is because the PRR1 and PRR2 of CPn0678 are conserved among the homologous
proteins in these four species (Fig. S1A). Among them is SINC (G5Q_0070), an effector
expressed by C. psittaci, which associates with the nuclear membrane during late stages
of infection (24). These findings clearly demonstrate that this genomic locus encodes
effector proteins with diverse functions in different chlamydial species.

To confirm that CPn0677 and CPn0678 are T3-secreted effector proteins, we used a
heterologous Shigella flexneri T3S assay (25). The first 25 N-terminal amino acids of each
protein were fused to the calmodulin-dependent adenylate cyclase (Cya) reporter protein.
These constructs were then separately expressed in a S. flexneri ipaB (constitutive T3S) or
mxiD (deficient in T3S) null strain (26), (27). Fractionation experiments confirmed that both
proteins contained a T3S-competent signal sequence, as the reporter constructs were
detectable in the supernatants, as was the positive control IpaD, whereas the intracellular
protein CRP was retained in the pellet (Fig. 1D). In addition, confocal microscopy of
inclusions labeled with specific antibodies at 48 hpi revealed that both CPn0677 (Fig. 1E,
S1C) and CPn0678 (Fig. 1F, S1C) were associated with the condensed DAPI staining
characteristic of EBs and not with the nuclear envelope as shown for SINC (24). In
agreement with our transcriptional studies, the two proteins were detected from 48 to 84
hours post-infection (hpi) in lysates of infected cells (Fig. S1B). Deconvolution of STED
images of EBs released from bursting inclusions at 86 hpi showed a ring-like structure for
both proteins (Fig. 1E, F). The protein signals in these rings do not look continuous, but
seem to be enriched in certain areas, which perhaps indicates the clustered presence of
the T3S system preloaded with the effector proteins. Taken together, these findings indicate

that both proteins are T3S effectors, which are secreted in the early phase of infection.
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Figure 1: CPn0678 is a C. pneumoniae-specific T3S effector.

(A) HEp-2 cells were infected with C. pneumoniae (MOI 100 for the period 2 — 12 h pi, MOI 5 for 24 — 96 h pi)
and harvested at the indicated time points for nucleic acid isolation. Levels of cpn0677 and cpn0678 mRNA
were determined by qRT-PCR using a segment of the ompA gene as the genomic reference. Data are
represented as means + SEM. (B) Schematic representation of the C. pneumoniae gene cluster cpn0676-
¢pn0678 and the syntenic loci of C. frachomatis and C. psittaci. Percentage amino-acid sequence identity
between homologs (C. psittaci vs. C. pneumoniae, C. trachomatis vs. C. pneumoniae) is indicated. (C) Domain
structure and sequence comparison of CPn0677 and CPn0678. The position of the amphipathic helical region
(APH) is highlighted in yellow. (D) Chimeric proteins consisting of the first 25 amino acids of CPn0677 or
CPn0678 fused to the reporter Cya were expressed in jpaB (T3S +) and mxiD (T3S -) mutant strains of S.
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flexneri. Supernatant (S) and pellet (P) preparations were fractionated by SDS/PAGE and probed with
antibodies against Cya, IpaD or CRP. (E, F left panel) Confocal images of HEp-2 cells infected for 48 h with C.
pneumoniae were fixed with PFA, permeabilized with methanol and stained with specific antibodies against
CPn0677 (E) or CPn0678 (F) and anti-rabbit Alexa488. The inclusion membrane was stained with anti-IncA and
anti-mouse Alexa594. DNA of host and bacteria was labeled with DAPI. The area in the white box is shown at
higher magnification in the inset (top two rows, middle panel). White arrows indicate stained EBs. Bar 5 uym. (E,
F right panel) EBs released from HEp-2 cells infected for 84 h were fixed with PFA, permeabilized with methanol
and stained with anti-CPn0677 (E) or CPn0678 (F) and anti-rabbit Alexa488. STED images of EBs were
generated with a Leica TCS SP8 STED 3x microscopy system. Deconvolution was performed using Huygens
Professional with standard parameters. Bar 0.5 ym.

CPn0678 is a lipid-binding, membrane-tubulating effector protein

Based on our sequence comparisons and initial localization studies, we concluded that
CPn0678 could be the prototype for the C. pneumoniae effector proteins CPn0678 and
CPn0677 encoded by the syntenic locus, and in the following we describe our efforts to
uncover the function of CPn0678. As both TmeA and SINC interact with host membranes
(28), (24), we searched for potential membrane-interacting domains and found an N-
terminal region (aa 47-64) with a strongly amphipathic character. Secondary-structure
predictions revealed that this region also carries an a-helix, so we refer to this sequence as
the amphipathic helix (APH). Projected into a helical wheel, the amphipathic amino acids of
the APH all face to one side of the helix (Fig. 2A). The APH is conserved, albeit weakly, in
CPn0677 (aa 48-65) (Fig. 1C). To understand the function of the APH we first studied the
localization of CPn678-GFP ectopically expressed in living HEp-2 cells treated with the
plasma membrane dye CellMask (Fig. 2A). Imaging revealed that CPn678-GFP localizes
to the PM and induces a strong tubulation phenotype, with CPn678-lined tubules emanating
from the cell membrane into the cytosol (Fig. 2A). Next, we introduced amino-acid
exchanges into the APH in the full-length protein to elucidate whether the predicted a-helix
or the amphipathic amino acids are functionally involved in the observed membrane
tubulation (Fig. 2B, C). In MutA the amino-acid exchanges result in an APH with a 10-fold
reduction in hydrophobicity while the predicted a-helix is retained (Fig. 2B), in the converse
mutant MutB the a-helix is destroyed while the hydrophobicity is increased (Fig. 2C).
Ectopic expression and live imaging in the presence of CellMask revealed that both mutants
have lost their tubulation phenotypes and no PM localization could be detected (Fig. 2B, C).
To verify that the N-terminal APH is responsible for the tubulation phenotype, we generated
different deletion variants and analyzed them under the same conditions in live imaging and
for general protein expression (Figs. 2D, E, S2A). All variants harboring the APH (CPn0678,
N-term and APRR1) show both localization to the PM and a membrane-tubulating
phenotype (Fig. 2D). Quantification of phenotypes revealed that cells expressing CPn0678
or APRR1 show an approx. 50 % distribution of both phenotypes, while cells expressing the

N-term variant show membrane tubules in 10 % of cells; otherwise we found the protein at
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Figure 2: The N-terminal APH of CPn0678 mediates binding to the PM and triggers tubulation of the
plasma membrane.

(A) The region encompassing residues 40-70 of CPn0678 was analyzed for hydrophobicity, hydrophobic
moment and amino-acid composition using HeliQuest (heliquest.ipmc.cnrs.fr) and a segment displaying a with
strongly amphipathic character was identified (aa 47-64, highlighted in yellow), which is presented as a helical
wheel (amphipathic helix, APH) with amphipathic amino acids in yellow and polar residues in blue. Secondary-
structure prediction with GORIV (npsa-prabi.ibcp.fr) revealed the presence of an a-helix (aa 47-58, represented
by blue h). (B, C) Mutational analyses were performed using both predictions to generate a mutant with a major
loss of hydrophobicity (MutA, B) and one in which the a-helical structure was disrupted (MutB, C). Fluorescence
images of living cells expressing CPn0678-GFP (A), MutA (B), or MutB (C) treated with the plasma membrane
dye CellMask. Bar = 10 ym (1 ym in insets). (D) Schematic representation of the fragments of CPn0678 which
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were C-terminally fused with GFP and used in live-cell imaging following treatment with CellMask. White
arrowheads show membrane tubulations emanating from the plasma membrane. Bar 10 um. (E) Quantification
of subcellular localization of Cpn0678, N-term and APRR1 fused with GFP. Data are represented as means +
SD. (n=3).

the PM (Fig. 2E). In contrast, localization to the PM and tubule formation were both lost
when we deleted the APH (AAPH) or expressed a C-terminal fragment (C-term), indicating
that the APH is indeed essential for membrane binding (Fig. 2D). In proteins containing a
bin-amphiphysin-rvs BAR domain, membrane curvature is mediated by insertion of the
amphipathic helices, which exert a bending force on the lipid bilayer (29), (30). These
membrane tubules colocalize with the cortical actin cytoskeleton and can be enhanced or
stabilized by its chemical depolymerization (31), (32). Similarly, we observed that the
membrane tubules induced by CPn0678-GFP expression colocalized with cortical actin
(Fig. S2B). When these cells were treated with cytochalasin D, an actin-depolymerizing
drug, 50% more cells exhibited tubules than in the control (Fig. S2C). In addition, we
detected colocalization of CPn0678-GFP tubules with microtubules (Fig. S2B), and
inhibition of microtubule polymerization by nocodazole treatment completely suppressed
tubule formation (Fig. S2C). These findings indicate that cortical actin and the microtubule
cytoskeleton play an important role in CPn0678-mediated membrane tubulation.

Using giant unilaminar vesicles (GUVs), a model system for biological membranes, we
analyzed the membrane and lipid interactions of CPn0678 in more detail (Fig. 3). These
GUVs are based on 69.75 mol% dipalmitoylphosphatidylcholine (DOPC) and 25 mol%
cholesterol stained with Texas Red (0.25 mol%). During vesicle assembly, additional
selected PIPs are incorporated, while in phosphatidylserine (PS)-containing GUVs the lipid
composition is changed to 49.75 mol% DOPC/25 mol% cholesterol/0.25 mol% Texas Red
and 20 mol% PS. Quantification of confocal images revealed that FITC-labeled recombinant
CPn0678 binds to all of the tested lipids, and shows the highest affinities for
phosphatidylserine (PS), the most abundant negatively charged phospholipid in the PM (33)
and PIP4, a phospholipid found in Golgi membranes which is the precursor of PIP4,5 in the
PM (34) (Fig. 3A, B). Deletion of the PRR1 did not significantly affect binding, whereas
deletion of the APH completely abolished lipid interaction (Fig. 3A, B), indicating that the
APH mediates the interaction of CPn0678 with lipids, especially those found in the inner
leaflet of the PM (35). During these analyses, we observed that GUVs incubated with
binding-competent CPn0678 variants developed membrane tubules on their surfaces,
especially those containing the negatively charged PS (Fig. 3A, white arrowheads). Thus,
we generated GUVs composed of PIP4,5 and PS to more closely approximate the
phospholipid mixture on the PM, and imaged them in the absence or presence of different
FITC-labeled CPn0678 variants. All variants harboring the APH domain (CPn0678, N-term
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and APRR1) elicited membrane tubulation on the GUVs, while AAPH did not bind to the
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Figure 3: CPn0678 binds to and tubulates artificial membranes.

(A, B) Lipid binding assay using FITC-labeled recombinant CPn0678 variants and Texas Red-stained GUVs
containing the indicated lipids. (A) Confocal images of GUVs incubated with CPn0678 variants. White
arrowheads indicate membrane deformations. Bar 10 ym. (B) Quantification of microscopic analyses of protein
binding expressed as the mean fluorescence of sets of 50 individual GUVs. Data are presented as means + SD.
(n=3). (C, D) Lipid binding assay using FITC-labeled recombinant CPn0678 variants and Texas Red-stained
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GUVs containing PS and PIP4,5. (C). Confocal images of GUVs bound by FITC-labeled recombinant CPn0678
variants. White arrowheads indicate membrane deformations leading to disruption of GUVs, as shown in the
Supplementary Information (Movies S1-5). Bar 10 ym. (D) Quantification of analyses of membrane deformation
in samples containing 50 individual GUVs each. Data are presented as means + SD. (n=2). N.s. — not
significantly different from CPn0678; ***P-value of 0.001

GUVs as shown previously (Fig. 3C, D, Movies S1-S5). Quantification of GUVs incubated
with CPn0678, N-term and APRR1 revealed that 90-100 % of them showed membrane
tubulations, while only 12 % of GUVs incubated with AAPH showed tubulation which is close
to the value for control GUVs (11%) (Fig. 3D). Furthermore, we observed that GUVs
incubated with N-term showed a marked tendency to burst during incubation; bursting also
occurred in GUVs treated with CPn0678, but with a lower frequency (Movies S1-S5),
indicating that the tubulation elicited by the APH-carrying variants is strong enough to
disturb the integrity of the GUVs.

CPn678-induced membrane tubulation enables the protein to interact with the
endocytic scaffold protein SNX9

Based on our previous findings, we hypothesized that CPn0678 is an early effector secreted
via T3S. Therefore, we next analyzed the localization of endogenous CPn0678 at 15 min
pi, at which time adhesion and internalization of C. pneumoniae can be observed by
colocalization of EBs with the host EGF receptor (20). As expected, we found that CPn0678
colocalized with EGFR at EB contact sites on the PM and in endocytic invaginations
containing internalized EBs (Fig. 4A). We quantified and validated our imaging data and
40% of EGFR-positive EBs showed colocalization with CPn0678 (Figs. 4B, S3A,B),
indicating that the protein is secreted during EGFR-dependent adhesion and internalization.
We then studied the function of CPn0678 during the entry process. As mentioned above,
CPn0678 contains three PRR domains. Such domains are known to mediate protein-protein
interactions, most commonly with proteins carrying Src homology 3 (SH3) domains (36),
(87). SH3 domains are small modules of 50-60 amino acids with a characteristic 3D
structure, which recognize the minimal motif PxxP. Extending the motif with additional
prolines and charged amino acids increases the specificity of the PRR for defined target
proteins (38). Interestingly, SH3 domains can be found in many proteins involved in
endocytosis (39). Since C. pneumoniae utilizes EGFR-mediated endocytosis (19), we
asked whether transfected CPn0678-GFP colocalized with various SH3-containing
proteins. We chose proteins directly related to EGFR-mediated endocytosis, such as the
endocytic adaptor proteins Grb2 (40), c-Cbl (41) and Cin85 (42). We also selected SNX9,
a key regulator of dynamin assembly required for efficient clathrin-mediated endocytosis
and known to be involved in actin dynamics during endocytosis (12), (43) (Fig. S4A, B).

Coexpression studies revealed no colocalization of CPn0678 with Cin85, c-Cbl or Grb2, but
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SNX9 colocalized with CPn0678 both at the PM and in the CPn0678-induced tubules
described above (Fig. S4A). In cells co-expressing both proteins, we observed that SNX9
relocalized to CPn0678-positive tubules. Since the latter are phenotypically distinct from the
tubules generated upon overexpression of SNX9 (Fig. S4C) (44), this observation is
indicative of a direct interaction. Moreover, when we immunoprecipitated CPn0678-GFP
from these co-expressing cells, we only detected mCherry-SNX9 and none of the other SH3
proteins in the eluted fraction, in agreement with our imaging data (Fig. S4B). We verified
the SNX9-CPn0678 interaction in pulldown experiments using recombinant proteins. Here,
CPn0678-His was found to interact directly with GST-SNX9 (Figs. 4C, S5) in pulldowns
using either His or GST resin. SNX9 contains an SH3 domain that recognizes PRRs with a
positive charge at the N-terminus (consensus (R/K)xxPxxP), as do the PRRs found in
dynamin and N-WASP (43). Since this consensus sequence also occurs in the first PRR
motif (RPAPPQP) of CPn0678, we deleted either the SH3 domain of SNX9 (ASH3) or the
first PRR motif in CPn0678 (APRR) and found that both variants had lost the ability to
interact with their respective full-length partner (Figs. 4C, S5), indicating that SNX9 and
CPn0678 indeed interact via their SH3 and PRR motifs respectively. The SH3 domain alone
is sufficient for interaction, as it is capable of pulling down CPn0678 on its own.

Finally, to test for a direct interaction between the two proteins, we performed fluorescence
lifetime imaging microscopy (FLIM). In vivo, the average lifetime of CPn0678-GFP was
measured with and without co-expression of mCherry-SNX9. Reduction of the lifetime is
caused by Forster resonance energy transfer (FRET) from a donor molecule (here
CPn0678-GFP) to an acceptor molecule (here mCherry-SNX9) in close proximity (< 10 nm)
and thus indicates interaction in vivo. The donor control showed an average lifetime of 2.86
ns (Fig. 4D). In contrast, the average lifetime of CPn0678-GFP was significantly reduced
(by 256 ps) to 2.60 ns, when co-expressed with mCherry-SNX9 (Fig. 4D). Similar levels of
lifetime reduction have been observed in other protein interaction studies and for fused
proteins (45), (46), (47). Taken together, these data suggest that the APH directs CPn0678
to the PM, where it can directly interact with SNX9 via PRR and SH3 domains. To elucidate
the hierarchy of these interactions during recruitment of SNX9 to the secreted chlamydial
effector, we performed further in vivo and in vitro assays in which we measured the
interaction of different CPn0678 variants — either capable of binding and tubulating the
membrane (CPn0678, N-term and APRR1) or not — with SNX9 and two deletion variants
(ABAR, ABARASH3) (Fig. 4E, F, Movies S6-15). The BAR domain of SNX9 contains
classical amphipathic helices to induce membrane tubulation, although SNX9 is better at
sensing curvature than inducing it (44), (48). While lipid binding is maintained via the PX

domain, deletion of the BAR domain disrupts membrane tubulation, and deletion of the SH3
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domain inhibits all protein-protein interactions (12). Upon co-expression of CPn0678 with

SNX9, colocalization of both proteins on membrane tubules was dependent on the
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Figure 4: CPn0678 interacts with host SNX9.

(A) Colocalization of CPn0678 (stained with anti-CPn0678 and anti-rabbit Alexa488) and EGFR (stained with
anti-EGFR and anti-mouse Alexa594) at bacterial entry sites at 15 min pi. The area in the white box is shown at
higher magnification in the inset (right panels). C. pneumoniae EBs were stained with DAPI. White arrowheads
indicate instances of colocalization. Bar 10 ym (1 ym in insets). (B) EBs associating with EGFR were quantified
for additional colocalization of CPn0678 signals shown in (A). Confocal images of 300 individual EBs were
analyzed. Data are presented as means + SD (n = 3). ***P value <0.001. Colocalization was validated by
estimating Pearsons Correlation Coefficients (Fig. S3A, B). (C) Pulldown experiments using purified
recombinant GST or GST-SNX9 variants (ASH3, SH3) and CPn067810+is or CPn0678APRR110His. Input and
elution samples obtained from His-pulldowns and GST-pulldowns were fractionated by SDS/PAGE and probed
with anti-GST and anti-His antibodies. (D) Quantification of FLIM measurements of average fluorescence
lifetimes, used to monitor Férster resonance energy transfer (FRET) from CPn0678-GFP to mCherry-SNX9.
The lifetime of donor fluorescence measured in 30-40 cells with or without co-expression of the acceptor are
depicted as a box plot generated by OriginPro. Data are presented as means + SD (n=3). (E) Confocal images
of cells co-expressing CPn0678-GFP and mCherry-SNX9 variants (SNX9, ABAR, ABARASH3). Insets show
regions in white squares. Bar 10 uym, insets 1 um. (F) Confocal images of Texas Red-stained GUVs containing
PS and PIP4,5 pre-incubated for 10 min with DyLight650-labeled SNX9 and followed by addition of FITC-labeled
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CPn0678 variants. Movies of each sample are included in the Supplementary Information (Movies S6-15). Bar
5 pum.
presence of the SNX9 SH3 domain, but independent of the BAR domain (Fig. 4E, S4E).

Furthermore, CPn0678 variants lacking the PRR1 motif (i.e., N-term or APRR1) showed no
colocalization with SNX9, whereas variants lacking the membrane localization domain, C-
terminus or APH, interacted with SNX9, although interaction was restricted to the cytosol
(Fig. S4D, E). This indicates that CPn0678 induces the recruitment of SNX9 to membrane
structures formed by the chlamydial effector. During chlamydial endocytosis this occurs at
the PM, where secreted CPn0678 locally deforms the membrane and recruits SNX9. To
test our hypothesis that CPn0678-induced membrane curvature indeed recruits SNX9, we
again used GUVs composed of PS and PIP4,5 (Fig. 4F, Movies S6-15). In accordance with
published data, DyLight650-labeled SNX9 did not bind to these GUVs (Fig. 4F, Movie S6),
for although it is capable of binding to PIP4,5 lipids (49), (50), it does so only if the
membranes are already curved (16). Strikingly, when we added FITC-labeled CPn0678 to
GUVs preincubated with SNX9 we observed immediate binding of CPn0678 and generation
of membrane tubules, to which SNX9 was subsequently recruited (Fig. 4F, Movie S7). This
recruitment is dependent on the membrane-tubulating capacity of the N-terminal APH of
CPn0678, as SNX9 is recruited to the GUV surface in the presence of membrane-
modulating N-term or APRR1 variants but not AAPH (Fig. 4F, Movies S8-10). Moreover,
SNX9 recruitment to GUVs is not dependent on its own membrane-curving domain, as we
observed the same pattern of recruitment of SNX9ABAR to CPn0678, N-term and APRR1
but not AAPH variants (Fig. S6, Movies S11-15). Taken together, these results show that

CPn0678 induces membrane curvature which is then sensed by SNX9.

Internalization of C. pneumoniae depends on the interaction between CPn0678 and
SNXO9.

To demonstrate the interdependence of endogenous SNX9 and CPn0678 during C.
pneumoniae internalization, we first analyzed whether SNX9 localizes to invading EBs.
Indeed, by 15 min pi, we were able to detect a patch-like association of SNX9 with EBs
surrounded by EGFR (Fig. 5A). Quantification and validation of the imaging data revealed
that 47% of EBs that colocalize with EGFR are also positive for SNX9 (Figs. 5B, S3C). Next,
we performed a co-immunoprecipitation assay on cells lysed 15 min after infection, and
were able to co-precipitate CPn0678 using a specific antibody against SNX9; conversely,
SNX9 was recovered with an antibody directed against CPn0678 (Fig. 5C). These findings
are further supported by direct colocalization of both proteins with attaching and invading
C. pneumoniae EBs (Fig. 5D). We analyzed 400 EBs for CPn0678 expression, quantified

and validated how many of them colocalize with SNX9. Some 40% were found to show an
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overlap between SNX9 and CPn678 (Figs. 5E, S3D). This indicates that, upon attachment
of the EB to the host cell, CPn0678 is secreted and recruits SNX9 to the site of
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Figure 5: Interaction of SNX9 with CPn0678 is essential for infection by C. pneumoniae

(A) Colocalization of SNX9 (stained with anti-SNX9 and anti-mouse Alexa488) and EGFR (stained with anti-
EGFR and anti-rabbit Alexa594) at bacterial entry sites at 15 min pi. C. pneumoniae EBs were stained with
DAPI. Insets show regions in white squares. White arrowheads indicate instances of colocalization. Bar 10 pm,
insets 1 ym. (B) EBs colocalizing with EGFR were quantified for additional colocalization of SNX9 signals shown
in (A). Confocal images of 200 individual EBs were analyzed. Data are presented as means + SD (n = 3). ** P
value <0.01. Colocalization was validated by estimating Pearsons Correlation Coefficients (Fig. S3C). (C) Co-
immunoprecipitation of HEp-2 cells infected or not infected with C. pneumoniae EBs (MOI 100). Cell lysates
were incubated with UMACS protein G microbeads coupled to antibodies directed against SNX9 or CPn0678.
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Elution samples were fractionated by SDS/PAGE and detected with the appropriate antibodies. White asterisks
mark the light chain of the antibody, the black arrow the specifically labeled CPn0678 band. (D) Colocalization
of SNX9 (stained with anti-SNX9 and anti-mouse Alexa488) and CPn0678 (stained with anti-CPn0678 and anti-
rabbit Alexa594) at bacterial entry sites at 15 min pi. C. pneumoniae EBs were stained with DAPI. Insets show
regions outlined by white squares. White arrowheads show colocalization. Bar 10 ym, insets 1 ym. (E) EBs
colocalizing with CPn0678 were quantified for additional colocalization of SNX9 signals shown in (D). Confocal
images of 400 individual EBs were analyzed. Data are presented as means + SD (n = 3). *P value <0.1.
Colocalization was validated by estimating Pearsons Correlation Coefficients (Fig. S3D). (F-H) C. pneumoniae
internalization and infection of HEp-2 cells depleted of SNX9 by stably integrated shRNA plasmids. A non-
targeting shRNA served as control. (F) Immunoblot of cell lysates fractionated by SDS/PAGE and probed with
antibodies against SNX9. Actin served as the loading control. Signal intensity was quantified with ImageJ and
expressed as a percentage of the actin signal. (G) Quantification of internalization of EBs into cells used in (F)
at 2 hpi based on the examination of 40 visual fields. Data are represented as means + SD (n = 4). P value:
**<0.01, ***<0.001. (H) Quantification of infection of cells used in (F) at 48 hpi based on the examination of 40
visual fields. Data are represented as means + SD (n = 4). P value: ***<0.001. (I, J) Infection and EGF uptake
assay of HEp-2 cells transfected for 15 h with either GFP or CPn0678-GFP. (I) Transiently transfected cells
were subjected to a C. pneumoniae infection (MOI 2), fixed at 24 hpi and the numbers of inclusions in 10 visual
fields were counted and plotted relative to the GFP control. Data are presented as means + SD (n=3). P value:
***<0.001. (J) Transfected cells were incubated with 100 ng/ml EGF-Alexa594 for 15 min, EGF uptake was
measured in 10 visual fields and plotted relative to the GFP control. Data are presented as mean + SD (n=3) P
value: *** £0.001.

internalization, where both proteins together facilitate the EGFR-mediated endocytosis of
C. pneumoniae. We subsequently used a cell line that stably expresses two different
shRNAs directed against SNX9 and performed internalization and infection studies with
these cells (Fig. 5F-H). Cells expressing shRNA B retained only 9% SNX9 protein and
showed a 50% reduction in internalization rate compared to control cells, while cells
expressing the less effective shRNA A retained 67% of the protein, and the internalization
rate felt by 30% (Fig. 5F, G). In infection studies both cell lines showed a comparable
reduction of infection (Fig. 5H), indicating that SNX9 is essential for the C. pneumoniae
internalization process.

Moreover, we generated cells with a dominant-negative endocytosis phenotype by
transiently overexpressing CPn0678-GFP, therefore trapping endogenous SNX9 in a
CPn0678-bound state (Fig. 51, J) at the PM. When we analyzed their capacity for
endocytosis by either exposing them to C. pneumoniae EBs or labeled EGF, we observed
a 50 % reduction in inclusion formation in comparison to cells expressing GFP (Fig. 51), and
a 60 % reduction in uptake of EGF (Fig. 5J), showing that the chlamydial early effector
protein CPn0678 recruits SNX9 to bacterial entry sites, where both proteins facilitate the

uptake of C. pneumoniae into host cells in a concerted manner.

Discussion

Upon T3-mediated secretion, the novel effector protein CPn0678 described in this work
localizes to the host plasma membrane (PM) at bacterial entry sites enriched in EGFR.
CPn0678 induces membrane curvature, which is sensed by SNX9, a key regulator of
endocytosis. SNX9 is then recruited by and binds to CPn0678 via the interaction of its SH3

domain with the class | polyproline sequence in the C-terminal segment of the chlamydial
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effector. We therefore refer to the protein hereafter as SemC (for ‘Secreted Effector of
Membrane Curvature’.

The BAR-PX domain of SNX9 binds preferentially to membranes of high curvature (15).
Indeed, recently it was shown that SNX9 localizes to highly curved regions of late clathrin-
coated invaginations, which coincide with P1(4,5)P2 and PI(3)P (50), (51). The SNX9 PX-
BAR domain binds to PI(4,5)P2-containing vesicles primarily via the BAR domain, and with
lower affinity to PI(3)P-binding sites via the PX domain. Based on in vitro studies, it was
subsequently proposed that SNX9 is recruited via its three effectors PI(4,5)P,, PI(3)P and
membrane curvature to the clathrin-coated invagination to locally activate the actin
machinery and complete endocytosis (16).

On the basis of our results, we propose that SemC acts to control the size and shape of
the endocytic vesicle formed following the activation of the EGFR-mediated endocytosis
machinery, which is triggered by binding of the bacterial adhesin Pmp21 to EGFR (19).
During chlamydial infection, an adjustment in plasma membrane curvature is essential,
because while clathrin-mediated receptor endocytosis generates vesicles with a diameter
of ~ 120 nm (52), chlamydial EBs have a diameter of ~400 nm. The significantly larger size
of the developing vesicle harboring the EB exhibits significantly less curvature. SNX9 binds
to membranes of clathrin-coated vesicles ~10 times better than to vesicles with lower
curvature (16). Thus, we suggest that, once secreted, CPn0678 binds to the host cell and
induces a level of curvature equivalent to that of the developing clathrin vesicle; the curved
membrane recruits SNX9, and a direct interaction of SemC with SNX9 may facilitate and
stabilize this process. Recruitment of SNX9 and additional endocytic components targeted
by SNX9, such as dynamin for neck constriction and N-WASP, enhance actin dynamics
(12), (53), (43). We have shown here that SemC uses its APH domain to induce membrane
curvatures in synthetic membranes such as GUVs, which are strong enough to disrupt these
vesicles. Ectopic expression of the effector in human cells generates tubules emanating
from the PM. Formation of SemC -induced tubules on GUV membranes is essential for
recruitment of SNX9 which by itself does not bind to these vesicles, and tubulation is solely
dependent on the presence of the APH. Formation of membrane tubules within cells is
dependent on the actin and microtubule cytoskeleton. SemC -induced tubulation is
intensified upon recruitment of SNX9, as revealed by our finding that, when overexpressed,
SNXO9 strongly enhances the SemC tubule phenotype. Furthermore, ectopic expression of
SemC prior to infection negatively influences the endocytotic capacity of cells, leading to
fewer internalized EBs and less endocytosed EGFR. These observations imply that, during
internalization, secreted SemC redirects SNX9 function to chlamydial entry sites, which in

turn promotes the uptake of EBs.

48



Teil I: Manuskript |

In addition, SemC may manipulate other SNX9 functions, such as vesicle maturation,
activation of dynamin for vesicle scission and the regulation of actin assembly — which is
essential for membrane remodeling by interaction with N-WASP or Arp2/3 (12).
Interestingly, due to this central role in endocytosis, SNX9 is targeted in different ways by
other bacterial pathogens (54), (55).

Depletion of SNX9 by shRNA reduces but does not abrogate C. pneumoniae internalization.
This can likely be accounted for by continuing interaction of SemC with other members of
the SNX9 family, in particular SNX18 and SNX33 (56). Moreover, this might also be
indicative of the robustness of the chlamydial host-cell-entry process, which very likely relies
on a variety of chlamydial effector protein functions yet to be identified.

In conclusion, we speculate that the chlamydial effector SemC manipulates a core process
of endocytosis by binding to and inducing curvature of the PM underneath invading
Chlamydiae. This membrane deformation recruits the central endocytotic scaffold protein
SNX9. The SemC -SNX9 interaction is direct, and together the two proteins promote
formation of a vesicle that is large enough to accommodate an EB, and stimulate its

endocytosis by locally activating the actin machinery.

Materials and Methods

Antibodies and reagents

The primary antibody against SNX9 (OTI1E4) was purchased from Origene, anti-EGFR
(PA1-1110) and anti-GFP (MA5-15256) were from Thermo Scientific, anti-penta-His
(#34660) from Qiagen, anti-GST (#2622) from Cell Signaling, and anti-DsRed (sc-101526)
from Santa Cruz. Anti-IncA was a gift from GM Zhong (57), anti-DnaK was obtained from
S. Birkelund (58). Antibodies against Cpn0677 and Cpn0678 were generated in our lab, as
was anti-CPn0147. Mouse anti-cya, rabbit anti-CRP, and rabbit anti-lpaD antibodies were
generously donated by Drs. N. Guiso, A. Ullmann and C. Parsot (Institut Pasteur, Paris),
respectively. Secondary anti-rabbit and anti-mouse antibodies coupled to Alexa 488 or
Alexa594 were purchased from Thermo Scientific, and those coupled to alkaline
phosphatase were sourced from Promega. CellMask (orange) and Rhodamine-Phalloidin
were purchased from Thermo Scientific, and SiR-Tubulin from Spirochrome. All lipids used
in this study were obtained from Avanti Lipids, and Texas Red dye, NHS-FITC and
DyLight650NHS from Thermo Scientific. Nocodazole and cytochalasin D were purchased
from Merck.

Growth of chlamydia, bacteria and cell lines

C. pneumoniae GiD was propagated in HEp-2 cells (ATCC: CCL-23). HEp-2 and HEK293-
T cells stably expressing shRNA plasmids were cultured in DMEM medium supplemented

with 10% fetal calf serum (FCS), MEM vitamins and non-essential amino acids (Thermo
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Scientific). Chlamydial elementary bodies (EBs) were purified using a 30% gastrographin
solution (Bayer) and stored in SPG buffer (220 mM sucrose, 3.8 mM KH2PO,4, 10.8 mM
Na;HPO4, 4.9 mM L-glutamine). All cloning was carried out by in vivo homologous
recombination in Saccharomyces cerevisiae. The Escherichia coli strains XL-1 Blue
(Stratagene) and BL21 (DE3, Invitrogen) were used for plasmid amplification and protein
purification, respectively. The jpaB and mxiD strains, in which the corresponding genes
(ipaB and mxiD) have been inactivated (26), are derived from the virulent wild-type M90T
strain of S. flexneri, and were grown in Luria-Bertani medium supplemented with (0.1 mg/ml)
ampicillin.

Shigella heterologous secretion assay

Analysis of secreted proteins was performed as described previously (25). Briefly, 1 ml of a
30°C overnight culture of S. flexneri ipaB or mxiD that had been transformed with different
Cya chimeras was added to 30 ml of LB broth containing 0.1 mg/ml ampicillin, and incubated
at 37°C for 4 h. For experiments using full-length proteins, expression was induced by
adding 150 uM IPTG for the 4-h growth period. Bacteria were then harvested by
centrifugation and the supernatant was filtered through a Millipore filter (0.2 ym). To
precipitate the proteins, a 1/10 volume of trichloroacetic acid was added to the supernatant,
and both the precipitate and the bacterial pellet were resuspended in sample buffer for
analysis by SDS-PAGE and immunoblot.

Preparation and analysis of giant unilamellar vesicles (GUVs)

GUVs were prepared as described previously (59). Briefly, PIP-containing lipid mixtures
contain 69.75 mol% DOPC, 25 mol% cholesterol and 0.25 mol % Texas Red to which 5
mol% PIPs was added. In PS-containing GUVs the mixture was changed to 49.75 mol%
DOPC/25 mol% cholesterol/0.25 mol% Texas Red/20 mol% DOPS. GUVs containing
PIP4,5 and PS were prepared by mixing 44.75 mol% DOPC, 25 mol% cholesterol, 0.25
mol% Texas Red and 20 mol% DOPS with 5mol% PIP4,5. Lipid mixtures were prepared
and added to a chamber built of ITO-coated slides (Prazisions Glas & Optik) glued together
with Vitrex (Vitrex Medical). The cavity between the slides was filled with 10% sucrose
solution and sealed with Vitrex. The slides were connected via clamps to a frequency
generator and an alternating voltage of 2.0 Vp-p was applied at a frequency of 11 Hz. The
GUVs were grown for 2-3 h in the dark at room temperature. For microscopic analyses, p-
slides Angiogenesis (Ibidi) were coated for 5-10 min at RT with 2 mg/ml beta-casein (Merck)
and washed with PBS. Then 10 pl of GUV solution mixed with 30 ul of PBS was added to
the slides and the GUVs were allowed to settle. Then 2 ug of NHS-FITC-labeled
recombinant protein was added and incubated for 15 min at RT. For binding studies with
two proteins, GUVs were first incubated with 2 ug of NHS-650-labeled recombinant protein

and imaged for 10 min at RT, then 2 pg of NHS-FITC-labeled recombinant protein was
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added and images were acquired for additional 10 min. Images were quantified using
Imaged. For each lipid and protein combination, 50 GUVs were analyzed for their maximum
fluorescence intensity on the membrane.

Microscopy and image processing

General imaging was performed using an inverse Nikon TiE Live Cell Confocal C2plus
equipped with a 100x TIRF objective and a C2 SH C2 Scanner. All images were generated
with Nikon NIS Elements software and quantified using ImageJ.

gSTED measurements were performed using a TCS SP8 STED 3X (Leica, Wetzlar,
Germany) equipped with an HC PL APO CS2 100x objective (NA 1.4) at a scan speed of
400-600 Hz. A pulsed white-light laser was used at 499 nm for AlexaFluor488 excitation
and a continuous-wave fiber laser at 592 nm was used for excitation depletion. The
detection range of the GaAsP hybrid detector was set from 504 nm to 580 nm to collect the
emitted fluorescent signals. To further increase resolution, time gating was set from 0.5 ns
to 12 ns. Finally, deconvolved STED data were calculated using standard algorithms
implemented in the Huygens software (Huygens Professional, Scientific Volume Imaging,
Hilversum, Netherlands) on the acquired raw data.

Statistical analyses

Statistical analyses of FLIM imaging data were performed using OriginPro. The data
represent the meantSD of n experiments. For simple paired analyses between two groups,
a Student's t-test was chosen. A P value of less than 0.01 was considered to be statistically
significant.

Data Availability Statement:

All data discussed in the paper will be made available to readers.
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Supporting Information

Supplementary Methods

Plasmid constructs, cloning procedures

For heterologous secretion in S. flexneri, N-terminal sequences of cpn0677 and cpn0678
were integrated into pUC19cya using Hindlll and Xbal sites. For protein expression,
cpn0677 and cpn0678 were amplified from C. pneumoniae GiD genomic DNA and
integrated into pFT25 to generate C-terminal 10His-Tag. Cpn678AAPH10His and
Cpn678APRR110His were amplified by PCR from WT constructs and integrated into
pFT25. GST-SNX9 pGEX5.1 was generated by cloning the SNX9 coding sequence into
the BamH| and Notl sites of pGEX5X.1. GST-SNX9-SH3_ pGEX was kindly provided by NM
Alto. The SH3 domain of SNX9 was amplified from a WT construct and fused to GST by
integration into pKM36.

CPn0678-GFP WT and deletion variants were generated by cloning of cpn0678 into pKM55.
mCherry expression constructs were generated by recloning of Grb2, ¢c-Cbl and Cin85 (gift
from MA McNiven) into pKM95 (C-terminal mCherry), and SNX9 and of deletion variants
into pAEG6 (N-terminal mCherry). SNX9 shRNA plasmids used for generation of stable cell
lines were obtained by integration of SNX9 target sequences shRNA_1
(gagagtcagcatcatgtct) or shRNA_2 (taagcactttgactggttat) into Miul and Clal sites of
pLVTHM, respectively.

Transcript analysis

For transcriptome analyses throughout the chlamydial infection cycle (0-96 h.p.i.), a home-
made microarray spotted with 300- to 500-bp PCR products covering all C. pneumoniae
ORFs was used. Chlamydial mMRNA and gDNA was isolated at 2, 6, 12 and 24 h.p.i. using
an MOI of 100, and at 24, 36, 48, 72 and 96 h.p.i. using an MOI of 5. mRNA was Cy5-
labeled during reverse transcription, mixed with fragmented gDNA labeled with Cy3 and
hybridized to the array. Signal detection and quantification were performed using ImaGen
and GeneSpring software by comparing mMRNA/gDNA signal intensities of three biological
replicates per time point. Differentially regulated genes are those that showed at least a 2-
fold increase or decrease in signal intensity.

Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

HEp-2 cells were infected with C. pneumoniae (at MOI 100 and observed at 2-12 hpi, or at
MOI 5 for analysis over the period 24-96 hpi) and nucleic acids were isolated at the indicated
time points. cDNA was synthesized using pd(N)6 random hexamers as primers on isolated
RNA. To measure the ratio of mMRNA per genome, previously isolated gDNA was used as
a template in real-time PCRs following the manufacturer’s instructions 3 (RealMasterMix
SYBR ROX 2.5x, 5PRIME). ACT values were determined using defined amounts of the

cloned plasmid pSW1. This plasmid contains a fragment of the chlamydial ompA gene and
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was used as a standard for real-time PCRs in a PCR ABI Prism 7000 (Applied Biosystems).
The ratios of specific mMRNAs to genomic DNA were calculated from the measured ACT
values.

Co-immunoprecipitation

For in vivo co-immunoprecipitation (Co-IP) of infected cells, HEp-2 cells were cultivated to
100% confluency in 6-well plates and infected with gradient-purified C. pneumoniae EBs
(MOI 100) by centrifugation for 20 min (25°C at 2900 rpm). After centrifugation, cells were
shifted to 37°C and grown under 6% CO2 for 15 min. Infected cells were washed three
times with HBSS and lysed with Phospho-Lysis buffer (1% NP40, 1% Triton X100, 20 mM
Tris, 140 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM Na2VO04, Merck Protease Inhibitor Cocktail). The
lysate was cleared by centrifugation for 10 min at 4°C at 10,000xg. The supernatant was
mixed with Protein G MicroBeads (Miltenyi Biotech) that had been preincubated with 2 pg
antiSNX9 or anti-CPn0678 overnight at 4°C. Co-IP assays of co-transfected cells were
performed using anti-GFP MicroBeads. Eluted proteins were resolved by SDS/PAGE and
detected by immunoblot.

FRET-FLIM measurements and single-pixel FLIM analysis

Measurements and analysis were performed after 18 h of expression in HEp-2 cells
incubated in a prewarmed environment (37°C). Time-domain FLIM was performed on a
confocal laser scanning microscope (Zeiss LSM 780) additionally equipped with a single-
photon counting device with picosecond time resolution (PicoQuant Hydra Harp 400). eGFP
fluorescence was excited at 485 nm using a linearly polarized diode laser (LDH-D-C-485)
operated at a repetition rate of 32 MHz. Excitation power was monitored and adjusted to
around 1 yW at the objective (40x water immersion, Zeiss C-PlanApo, NA 1.2). The emitted
light was collected and fluorescence was then detected by Tau-SPADs (PicoQuant) within
a narrow segment of the eGFP emission spectrum (band-pass filter: HC520/35 AHF).
Images were taken with 12.6 us pixel time and a resolution of 0.17 uym per pixel (zoom 5,
256 x 256). A series of 80 frames was merged into one image and further analyzed.
Additionally, fluorescence of mCherry was recorded by merging 10 frames excited with a
DPSS-561 nm cw laser to verify acceptor presence. The instrument response function (IRF)
of the setup was measured on each experimental day using a Kl-quenched erithrosin B
solution. The fluorescence lifetime of eGFP was analyzed using the software tool
SymPhoTime 64, version 2.3 (PicoQuant, Berlin, Germany). Due to the low excitation power
used to prevent photobleaching during image acquisition, and the small pixel size adopted
to increase spatial resolution, the number of photons per pixel was still low after merging of
frames, ranging from 100 to a maximum of 1700 photons per pixel. An individual ROI was
generated for every dataset to ensure that only pixels with a minimum of 200 photons

contributed to the modeling of the average lifetime. The photon numbers within the ROI
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generate a histogram which is used for a single exponential fit to approximate the average
eGFP lifetime with background contribution and correction for shifting of the IRF. The same
model was applied to the CPn0678-GFP donor control and the CPn0678-GFP mCherry-
SNX9 coexpression.

EGF uptake assay

HEp-2 cells were transiently transfected with CPn0678-GFP or GFP alone for 15 h, washed
twice with PBS and placed in serum-free medium for 5 h at 37°C and 6% CO2. EGF labeled
with Alexa594 (100 ng/ml) was added for 15 min at 37°C. Cells were then washed twice
with PBS and fixed with PFA for 10 min. EGF uptake was quantified by analyzing the
presence of intracellular EGF vesicles in confocal images using ImageJ.

Pulldown assay

Recombinant His- or GST-tagged proteins were expressed in E. coli BL21 and purified
according to the manufacturer’s protocols for cOmplete His-Tag purification resin (Roche)
and Pierce Glutathione Agarose (Thermo Scientific). Aliquots (200 ug) of purified protein
were incubated for 2 h at 4°C with either His-Tag purification resin or Glutathione Agarose,
then 200 pg of the test protein was added and incubated for an additional 2 h at 4°C or the
incubation sequence was reversed. The mixture was washed four times with PBS
containing 50 mM imidazole (Merck) or 50 mM TRIS/HCL pH 8 (Merck). Eluted fractions
were collected by adding 100 pl of 500 mM imidazole in PBS or 50 mM TRIS/HCI and 10
mM reduced glutathione in PBS, resolved by SDS/PAGE and detected by immunoblot.
Preabsorption of polyclonal antibodies

Green fluorescent latex beads (diam. 1.036 um, Polysciences) were coated with 40 ug/ml
rCPn0677, rCPn0678 or BSA respectively. Purified antibodies were incubated with coated
beads overnight at 4 C under constant agitation. The supernatant was collected after
pelleting the beads by centrifugation (10 min at 17,000xg) and used for
immunofluorescence staining.

Immunofluorescence staining

Transfected and/or infected cells were fixed at the indicated time points with 3%
paraformaldehyde in PBS (PFA) for 10 min, then washed three times with PBS, and
permeabilized with either 100% methanol for 10 min or with 2% saponin (Merck) in PBS for
20 min. Depending on the permeabilization protocol, primary antibodies were diluted in PBS
or in 0.5% saponin solution and incubated for 30 min at 37°C. Cells were washed three
times with PBS with or without 0.5% saponin and incubated with secondary antibodies (anti-
rabbit/mouse Alexa488/594) for 30 min at 37°C in PBS with or without 0.5% saponin. DAPI

was used to visualize DNA.
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Infection experiments

HEp-2 cells either stably expressing, or transiently transfected with, the appropriate
constructs were infected with C. pneumoniae EBs (MOI 1) by short centrifugation as
described before, then shifted to 37°C for 2 h before the infection medium was replaced by
fresh medium and the cells were incubated for 48 h. The number of inclusions formed was
quantified by confocal imaging, using an antibody directed against the inclusion membrane
protein Cpn0147 and anti-rabbit Alexa594, as described previously.

Internalization assay

HEp-2 cells stably expressing the appropriate constructs were cultivated to 70% confluency
in 24-well plates on glass coverslips (@ 1 cm2), then infected with purified C. pneumoniae
EBs (MOI 5) by centrifugation for 20 min (25°C at 2900 rpm). After centrifugation, cells were
shifted to 37°C and grown under 6% CO2 for 2 h, washed three times with PBS and fixed
with 3% paraformaldehyde in PBS (PFA) for 10 min. Internalization rates were determined
by immunostaining with anti-Chlamydia and anti-rabbit Alexa488 and DAPI. Cells were
imaged by confocal microscopy and internalization ratios were determined by counting
external Alexa488-positive and all DAPI-positive bacteria.

Pearson Correlation Coefficient estimation for non-random cololalization

“Pearson Correlation Coefficient” (PCC) of EGFR & Cpn0678, EGFR & SNX9 and SNX9 &
CPn0678 signal pairs were estimated using the “Fiji-plugin JaCoP”. In each image Regions
Of Interest (ROIs) of 100x100 pixel were chosen representing regions of strong chlamydial
infection (with Cpn), which were compared to regions with cytoplasmic background signal
(w/o Cpn). Image metadata were directly read by the plugin and completed manually (e.g.
numerical aberture of objective or wavelength). PCC values were estimated using “JaCoP”.
Simultaneously, the significance of the “Costes randomization” randomization” was
calculated by “JaCoP”, which compares PCCs of the original data with the PCCs of data
with a randomly shuffled channel using 1000 iterations. To further stress the “Costes
randomization” we applied an 8 pixel blocksize, representing the average signal size of the
EB surrounded by EGFR/ SNX9/ CPn0678 for the scrambling procedure. “Costes
randomization” significance was performed on each ROI at a blocksize of 8 pixel. In total
23 of 24 ROls chosen for “with Cpn” and 20 of 24 ROls for “w/o Cpn” regions passed the
“Costes randomization” test using a minimum significance level of 95 % at a blocksize of 8

pixel. ROIs below the significance level were excluded from the PCC analysis.
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Figure S1: CPn0677 and CPn0678 are expressed late during infection.
(A) Phylogenetic analysis of CPn0678 homologs and syntenic proteins in the indicated species was performed
using EMBL-EBI multiple sequence alignment and simple phylogeny tools. (B) Infected cells (MOI 5) were
harvested at the indicated time points, and equal amounts of protein were fractionated by SDS/PAGE and
probed with specific antibodies against CPn0677, CPn0678, DnaK and actin. (C) Confocal images of HEp-2
cells infected for 72 h, fixed with PFA, permeabilized with methanol and stained with antibodies against CPn0677
or CPn0678 which had been preabsorbed against either BSA (left panel) or recombinant CPn0677 or CPn0678
(right panel). Anti-CPn0677 and anti-CPn0678 antibodies were visualized with anti-rabbit Alexa488, and the
inclusion membrane with anti-IncA antibody and anti-mouse Alexa 594. Host and bacterial DNAs were labeled

with DAPI. Bar 5 pm.
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Figure S2: CPn0678-generated membrane tubules associate with actin filaments and microtubules.

(A) HEp-2 cells were transiently transfected with CPn0678-GFP or variants thereof for 24 h, lysed, fractionated
by SDS/PAGE and probed with specific antibodies against GFP and actin. Expected bands are marked by white
asterisks. (B) Confocal images of HEp-2 cells transfected for 15 h with CPn0678-GFP fixed and stained either
with rhodamine phalloidin for actin, or with an anti-[-tubulin antibody and anti-mouse Alexa594, or live images
of CPn0678-GFP-expressing cells cotransfected with LifeAct-mCherry or treated with SiR-Tubulin. White arrows
mark sites of colocalization. Bar 10 ym. (C) Quantification of tubule formation in cells transfected for 15 h with
CPn0678-GFP, and treated for 30 min at 37°C with DMSO Cytochalasin D (CytoD) or Nocodazole (Noco). On
average, 80 cells were analyzed. Data are represented as mean + SD (n=3). P value: *** <0.001.
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Figure S3: Pearson Correlation Coefficient estimation for non-random cololalization.

(A-D) Confocal images used for colocalization studies shown in Figs. 4A,B; 5A,B and 5D,E were subjected to
the Fiji-plugin JaCoP for estimation of non-random colocalization. (A) ROIs of 100x100 pixel were chosen
representing regions of strong chlamydial infection (with Cpn), which were compared to regions with cytoplasmic
background signal (w/o Cpn). Bar 10 pm, insets 2um. (B-D) PCC values of corresponding signal pairs of EGFR
& Cpn0678 (B), EGFR & SNX9 (C) and CPn0678 & SNX9 (D) were estimated using JaCoP. Data are
represented as mean = SD (n=3). P value: *** <0.001.
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Figure S4: CPn0678 interacts with SNX9 via the first PRR domain.

(A) Confocal images of HEp-2 cells cotransfected with CPn0678-GFP and SNX9, Grb2, c-Cbl or Cin85, each
fused to mCherry. Insets represent areas outlined in white boxes. Bar 10 pm, insets 1 pm. (B)
Coimmunoprecipitation analysis of lysates of the HEp-2 cells shown in (A) using uMACS anti-GFP microbeads.
Eluted samples were fractionated on SDS/PAGE and probed with antibodies against GFP and mCherry. (C)
Confocal images of HEp-2 cells expressing mCherry-SNX9 or deletion variants (ABAR, ABARASH3). Inset
represents the area in the white box. The white arrow marks vesicular SNX9, the white arrowhead points to the
tubulation phenotype. Bar 10 ym, insets 1 uym. (D, E) Confocal images of HEp-2 cells cotransfected with
mCherry-SNX9 (D) or deletion variants (E) in combination with various CPn0678-GFP variants. White
arrowheads mark CPn0678-GFP-positive membrane tubules. Bar 10 um.
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Figure S5: GST-SNX9 interacts with CPn067810His via the first PRR domain in pulldown experiments.
Full immunobilots of pulldown experiments using purified recombinant GST or GST-SNX9 variants (ASH3, SH3)
and CPn067810ris or CPn0678APRR110His shown in Fig.4C. Input and elution samples obtained from His-
pulldowns and GST-pulldowns were fractionated by SDS/PAGE and probed with anti-GST and anti-His
antibodies.
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Figure S6: CPn0678 tubulates artificial GUV membranes and recruits SNX9 independently of the BAR
domain.

Confocal images of GUVs containing PS and PIP4,5 stained with Texas Red, incubated for 10 min with
DyLight650-labeled SNX91BAR and then with FITC-labeled recombinant CPn0678 variants. White arrowheads
mark recruitment of SNX9[1BAR to CPn0678-mediated membrane tubulations. Full movies in Supplementary
Information (Movies S1-14). Bar 5 ym.

Supplementary Movies
https://www.pnas.org/content/117/5/2634/tab-figures-data
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41 Zusammenfassung

Alle Arten von Chlamydien durchlaufen einen einzigartigen Entwicklungszyklus, der
zwischen extrazellularer und intrazellularer Umgebung wechselt und die Notwendigkeit
erfordert in Wirtszellen einzudringen. Die Adhasion und Internalisierung sind somit
essenzielle Infektionsschritte. Wahrend der Invasion von Wirtszellen wird das
Effektorproteine CPn0677 sezerniert, um die Internalisierung des Pathogens zu erleichtern.
In diesem Manuskript wird gezeigt, dass eine N-terminale amphipathische Helix eine
Bindung an die humane Plasmamembran vermittelt. Uber die N-terminale
Polyprolinsequenz interagiert CPn0677 mit Syndapin 2 ein zentrales multifunktionales
endozytisches GerUstprotein. Unabhangig von dieser Interaktion wird durch eine C-
terminale alpha-Helix einer Interaktion mit N-WASP etabliert, ein potenter Aktin-Nukleator.
Somit wird N-WASP an bakterielle Eintrittsstellen rekrutiert, an denen C. pneumoniae Uber
EGFR-vermittelte Endozytose internalisiert wird. Humanzellen mit signifikant reduziertem
Syndapin 2 Protein zeigten eine verringerten Infektiositat von C. pneumoniae. Aulierdem
kolokalisiert CPn0677 mit Aktin, was eine Beteiligung des Pathogens am Aktin-Zytoskelett
der Wirtszelle zeigt. Somit ist CPn0677 ein sekretiertes Effektorprotein, das an der
Endozytose von C. pneumoniae beteiligt ist und durch die Interaktion zweier humaner

Proteine das Aktin-Zytoskelett flir eine effektive Invasion umgestaltet.
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Abstract

The early steps of a Chlamydia pneumoniae infection are accompanied by the secretion of
effector proteins. One of those secreted effectors is CPn0677, which facilitates
internalization of the pathogen by recruiting host cell proteins and modulating the actin
cytoskeleton. In this work, we show that CPn0677 binds to membranes mediated by an N-
terminal amphipathic helix with a specificity to Phosphatidylserine. In a two-step mode, the
N-terminal polyproline sequence of CPn0677 interacts with Syndapin 2 an adaptor and
regulator involved in endocytosis, while a C-terminal alpha helix directly interacts with N-
WASP a potent actin nucleator. Interestingly, a reduced Syndapin 2 level leads to a reduced
infectivity of C. pneumoniae. Moreover, N-WASP is located at the entry site of C.
pneumoniae. Finally, CPn0677 colocalizes with actin showing an involvement of the
pathogen with the actin cytoskeleton of the host cell. Altogether, CPn0677 is a secreted
effector protein involved in regulating the endocytosis of C. pneumoniae in an actin

dependent manner.

Introduction

Members of the Chlamydiaceae family are obligate intracellular pathogens that infect
animals and humans causing a variety of diseases (1). Within this family Chlamydia
trachomatis and Chlamydia pneumoniae represent the two major human pathogens. A
C. trachomatis infection can lead to severe urogenital conditions, including ectopic
pregnancies and pelvic inflammation, while C. pneumoniae causes respiratory disorders
such as bronchitis and pneumonia (2, 3). Furthermore, infections with C. pneumoniae are
linked to several chronic diseases including multiple sclerosis, asthma, Alzheimer’s disease,

and lung cancer (4-7).
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As obligate intracellular pathogens the most critical step in the life cycle of all Chlamydia is
the adhesion to and internalization into the host cell. For bacterial entry into the host cell,
the “zipper” and the “trigger” mechanism are common strategies. The “zipper” mechanism
is described as a bacterial adhesion/invasion event that enables internalization by
interacting with a surface receptor followed by activation of the downstream signalling
cascade effectively hijacking receptor endocytosis. Via the trigger mechanism, bacterial
internalization is achieved by a first rather weak adhesion to the host rapidly followed by
translocation of bacterial effector proteins into the host cell cytoplasm by the type three
secretion system, having a modulating effect on host cellular processes, eventually
facilitating pathogen uptake (8). Both mechanisms involve a plethora of bacterial proteins
that are capable of effectively manipulating host cell components of the endocytic pathway.
For instance, proteins such as the phosphoinositide-converting enzymes regulating the
plasma membrane lipid composition and hence the curvature (9, 10), adaptors and
regulators like Syndapin 2 which control endocytosis (11), and actin polymerization initiators
like N-WASP by activating the Arp2/3 complex (12) are examples for important host cell
proteins involved in endocytic events. Syndapin 2 is a Fes-CIP4 homology, Bin-
amphiphysin-Rvs161/167(F-BAR) and Src-homology 3 (SH3) domain-containing protein
with membrane remodelling activity and additionally is a potential link between the cortical
actin cytoskeleton and endocytosis because it was shown to interact with N-WASP and
recruiting the actin machinery (11, 13). Furthermore, N-WASP involvement in pathogenesis
of Shigella and in Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) was shown, highlighting that
hijacking those essential endocytic proteins is a universally used entry mechanism by
pathogens (14, 15).

Prior to the internalization process, a stable binding to the host cell is necessary. An initial
weak binding to the host cell is mediated by OmcB interacting with human heparan
sulphate-like proteoglycans (GAGs) (16, 17) followed by a more stable binding to the host
cell plasma membrane by members of the polymorphic membrane protein (Pmp) adhesin
family. C. pneumoniae specifically binds and activates the epidermal growth factor receptor
(EGFR) via Pmp21 triggering a signal cascade to facilitate EGFR mediated endocytosis
resembling a zipper mechanism (18, 19). Simultaneously the trigger mechanism is used to
enter the host cells. Secretion of the C. pneumoniae TarP ortholog CPn0572 via the type llI
secretion (T3S) system leads to binding and polymerization of actin facilitating the bacterial
uptake (20). Recently we showed that CPn0678/SemC, a C. pneumoniae type 3 secreted
effector interacts with the host cell membrane inducing curvature and thus recruits human
Sorting nexin 9 to the invasion site, yet another trigger approach to support host cell entry
(21).
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In this study, we describe CPn0677, a type 3 secreted effector protein employing a trigger
mechanism to achieve efficient internalization. We show that CPn0677 binds to negatively
charged phospholipids via an N-terminal amphipathic helix (APH). Furthermore, CPn0677
interacts with Syndapin 2, an F-Bar protein involved in endocytosis and membrane
remodelling (11, 22). We show that CPn0677 interacts with N-WASP, an actin nucleation
promoting factor for the Arp2/3 complex. This interaction is independent of the Syndapin 2
described activation of N-WASP (23). Thus, our data show that CPn0677 secretion during

early infection steps of C. pneumoniae plays a central role for the uptake of the pathogen.

Results

CPn0677 is a secreted, lipid-binding effector protein. CPn0677 is a C. pneumoniae-
specific type three secreted effector protein with homology to CPn0678 (21). Based on
sequence analysis, comparison to CPn0678 and secondary structure prediction an N-
terminally located alpha helix was identified with amphipathic properties ranging from amino
acid 49 to 66 now referred as APH (Fig. 1A). Projection of the alpha helix into a helical
wheel shows the segregation of hydrophobic and polar residues between two faces of the
helix. Analysis of heterologously expressed CPn0677-GFP in epithelial HEp-2-cells
revealed a high rate of cytosolic localization (Fig. 1B; 86.7 %) and low rate of an membrane
binding phenotype (Fig. 1B; 11.9 %). Surprisingly, 1.4 % of the transfected cells showed a
tubular phenotype with lined tubules emanating from the cell plasma membrane into the
cytosol. In a truncated version of CPn0677 consisting of amino acids 1 to 138 (Fig. 1A; N1)
the phenotype drastically changed to 32.4 % cytosolic localization, 23.5 % membranous
localization and 44.1 % tubular phenotype (Fig. 1B; N1). Accordingly, the deletion of the
APH (AAPH) led to a complete loss of the membrane or tubular phenotype resulting in a
100 % cytosolic localization.

To further analyse the lipid binding ability of CPn0677 giant unilamellar vesicles (GUV) were
used. The GUVs are based on a standard lipid mix with 69.75 mol%
Dipalmitoylphosphatidylcholine (DOPC) and 25 mol% cholesterol stained with
Phosphatidylethanolamine conjugated with Texas red (0.25 mol%). To check the lipid
specificity during GUV assembly following different phosphatidylinositol’'s (PIPs) in a
concentration of 5 mol% were added: Phosphatidylinositol 3-phosphate (PIP 3),
Phosphatidylinositol-4-phosphate (PIP 4), Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP 4,5)
or Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP 3,4,5). In case of the phosphatidylserine
(PS) containing GUVs the lipid composition was changed to 49.75 mol% DOPC/25 mol%
cholesterol/0.25 mol% Texas red and 20 mol% PS. Quantification of the obtained confocal
images revealed CPn0677 binding to all tested GUVs with the highest affinity towards PS,
a negatively charged lipid most abundant in the PM (24) as well as Phosphatidylinositol-4-
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phosphate (PIP 4), a lipid prominent in Golgi membranes, but also representing the
precursor of Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP 4,5) (25) (Fig. 1C and D). Deletion
of the APH domain (AAPH) abolished protein binding to all tested GUVs (Fig. 1E and Fig.
S1B). Since GUVs are representing an ordered lipid structure in the form of a unilamellar
lipid layer consisting of different lipids we were further interested in the binding capability of

CPn0677 towards disordered lipid structures with only one lipid.
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Figure 1: The N-terminal APH of CPn0677 mediates lipid binding.

(A) The region containing amino acid residues 43 to 72 of CPn0677 was analysed for hydrophobicity,
hydrophobic moment and amino acid composition using HeliQuest (heliquest.ipmc.cnrs.fr) showing a segment
with a strong amphipathic character (amino acids 49 to 66, highlighted in yellow) represented as a helical wheel
(APH) with amphipathic amino acids in yellow and polar residues in blue. Secondary-structure prediction with
GORIV (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html) revealed the
presence of an a-helix (amino acids 49 to 65, represented by blue “h”). Schematic representation of the
fragments of CPn0677, which were C terminally fused with GFP and used in transfection experiments. (B)
Confocal images of cells expressing CPn0677-GFP variants (CPn0677, N1 and AAPH). Percentages indicate
the occurring phenotype in 300 transfected cells quantified for each variant. (Scale bars 10 ym.). (C, D and E)
Protein binding assay to artificial membranes using FITC-labelled recombinant CPn0677 or AAPH and texas

mean fluorescence

PIP345
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red stained GUVs consisting of the indicated lipids. (C) Confocal images of GUVs incubated for 10 min with
rCPn0677. (Scale bars 10 ym.). (D) Quantification of microscopic analyses of recombinant protein binding to
GUVs expressed as the mean fluorescence of sets of 50 individual GUVs. Data are presented as means + SD
(n = 3). (E) Confocal images of GUVs incubated for 10 min with rAAPH. (Scale bars, 10 ym.). (F) Membrane
lipid strip assay with recombinant CPn0677 variants (CPn0677 and AAPH) Membrane lipid strips were
incubated with 1 pg/ml His-tagged proteins and analysed with anti-His antibody. Controls are shown in figure
S1.

Therefore, PIP Strips were used to further verify the observed results. As positive controls
we used the recombinant Lactadherin C2 domain for PS (26), a 2xFYVE zinc finger domain
as positive control for PIP 3 (27) and PLCd PH domain for high affinity to PIP 4,5 and weaker
affinity to PIP 4 and PIP 3,4,5 (28) (Fig. S1A). In contrast to the GUV experiments the
highest affinity for CPn0677 was towards PIP 3, nevertheless a binding to all tested lipids
was observed. Deletion of the APH leads to the loss of lipid binding function as seen before
(Fig. 1E).

The host cell protein Syndapin 2 interacts with CPn0677. Proline-rich regions (PRR)
represent a platform for protein-protein interactions. Since CPn0677 harbours two of those
regions within its N-terminal region we searched for potential interaction partners directly
associated with the PRRs (29) (Fig. 1A). To tackle this question a quantitative mass
spectrometry analysis was performed. Using transfected Human epithelial type 2 (HEp-2)
cells, interacting proteins were enriched with an affinity pulldown and co-purified using a
CPn0677-GFP fusion protein as bait and GFP expressing cells as controls (Fig. 2A). As
interacting human proteins we identified (i) Sorting Nexin 9 (SNX9), an endocytic accessory
protein involved in clathrin-mediated endocytosis (30), (ii) the ubiquitin-specific protease 9X
(USP9X), a deubiquitylating enzyme involved in several cellular processes; (iii) N-WASP
(WASL) a nucleation-promoting factor for the ubiquitously expressed Arp 2/3 complex (23),
(iv) WAS/WASL-interacting protein family members 1 and 2 (WIPF 1 and 2) which play a
role in the recruitment and activation of N-WASP (32), and (v) Syndapin 2 and 3 (PACSIN
2 and 3) functioning in different endocytic and vesicle trafficking pathways (13) (Fig. 2B).
For CPn0678 it is documented that an interaction with human endocytic SNX9 is
established between the first PRR of CPn0678 and the Src-homology 3 (SH3) domain of
SNX9 (21). Based on these findings we hypothesized a similar interaction mode between
CPn0677 and the SH3 domain from Syndapin and therefore we examined the potential
interaction partner in more detail (33). We chose to test Syndapin 2 since it is ubiquitously
expressed in all cells in contrast to Syndapin 3 that mostly is expressed in muscle tissue
(34). To check our hypothesis transfection experiments were performed with CPn0677 and
Syndapin 2 in HEp-2 cells. Single transfection of CPn0677-GFP showed the prior observed
cytosolic localization. Transfection of mCherry-Syndapin 2 shows a similar cytosolic
localization (Fig S2A). In cotransfection studies with cells expressing CPn0677-GFP +
mCherry-Syndapin 2 a colocalization between those two proteins was observed (Fig. 2D,

marked by white arrowheads) indicating a direct interaction. The N1 version of CPn0677
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with both PRR showed the previously observed tubular phenotype with a distinct
colocalization of Syndapin 2 in those tubules (Fig. 2D). On the other hand, both C1 and AP1
(Fig. 2C) indicated no distinctive colocalization with Syndapin 2 highlighting that the

interaction domain most likely is present in the N-terminal part of CPn0677.
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Figure 2: CPn0677 interacts with host Syndapin 2.

(A) Schematic overview of the process of generating the samples for mass spectrometry analysis. (B)
Volcanoplot of proteins enriched by CP_0070 (CPn0677) affinity purification. Proteins from CP_0070-GFP
purifications (n=3) showing higher intensities in comparison to GFP-only controls (n=3) are represented by big
red dots. The fold change represents the difference of mean values of log2 LFQ intensities (CP_0070-GFP
minus GFP), the black line marks the cut-off for significant altered proteins as calculated the significance
analysis of microarrays method. (C) Schematic representation of the fragments of CPn0677 which were C
terminally fused with GFP and used in transfection and GUV experiments. (D) Confocal images of cells
coexpressing CPn0677—GFP variants (CPn0677, N1, C1 and AAPH) and mCherry-Syndapin 2. (Scale bars 10
pm.). (E) Pulldown experiment using purified recombinant CPn067710His and GST-Syndapin 2. Input and
Elution samples obtained from GST-pulldowns were fractionated by SDS/PAGE and probed with anti-GST and
anti-His antibodies. (F) Confocal images of DOPS GUVs incubated for 10 min with recombinant Alexa 594 dyed
Syndapin 2 and additionally added FITC stained rCPn0677 variants (CPn0677 and AAPH. (Scale bars 10 ym.).
(G) Immunoblot of cell lysates expressing shRNAs against Syndapin 2. Lysates fractionated by SDS/PAGE and
probed with antibodies against Syndapin 2 and beta-actin. Actin served as the loading control. Signal intensity
was quantified with ImageJ and expressed as a percentage of the actin signal. (n = 3). (H) C. pneumoniae
infection of HEp-2 cells depleted of Syndapin 2 by stably integrated shRNA plasmids. Quantification of
internalization of EBs into cells used in G at 48 hpi based on the examination of 5 visual fields. Data are
represented as means + SD (n = 6, ***P < 0.001).

Though, those results not necessarily indicate a direct interaction between Syndapin 2 and
CPn0677. To further analyse the initial interaction, we purified recombinant protein and
conducted in vitro pulldown experiments, thus verifying the CPn0677-Syndapin 2 interaction
(Fig. 2E and Fig. S2B). Syndapin 2 is described as an F-Bar protein with the ability to bind
and tubulate membranes (35, 36). To further investigate the involvement of membranes in
this interaction we performed additional GUV experiments. As expected, we did not observe
binding of recombinant Syndapin 2 to DOPS GUVs over a time scale of 10 min (Fig. 2F).
Strikingly, when FITC-labelled CPn0677 was added to GUVs preincubated with Syndapin
2 we observed immediate binding (Fig. 2F). To demonstrate the linkage of the CPn0677 —
Syndapin 2 interaction in connection to the C. pneumoniae infection we created five HEp-2
Syndapin 2-knockdown cell lines, with a successful knockdown of Syndapin 2 in cell line
one and five (Fig. 2G and Fig. S2C). We observed in both cell lines a reduced number of
inclusion in direct comparison to the control of about 30 % after 48 hpi, which shows that

Syndapin 2 is important for the C. pneumoniae infection (Fig. 2H).

The CPn0677-N-WASP interaction is independent of Syndapin 2. The Syndapin family
proteins are well-known interactors of N-WASP linking the cortical actin cytoskeleton
machinery to endocytosis (22). As previously described our mass spectrometric analysis
revealed N-WASP as a potential interaction candidate. We next wanted to test if N-WASP
is involved in the C. pneumoniae infection and whether the interaction is dependent on the
described Syndapin 2 — N-WASP interaction. A bioinformatical analysis showed evidence
of an additional a-helix ranging from amino acid 135 to 166 with a conserved N-WASP
binding motif (LPPIAQALKDMLA). A nearly identical motif can be found in the human
protein Nck1 and in Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) effector protein EspFu,
both Proteins are described to interact with the BR_CRIB domain of N-WASP (15, 37, 38).

Since this motif is present within CPn0677 we hypothesized it as a potential binding domain

73



Teil Il: Manuskript Il

to N-WASP. To test our hypothesis, we performed several transfection experiments with
different truncated variants of CPn0677 and cotransfected those variants with N-WASP
(Fig. 3A). In case of CPn0677 full length a patch like colocalization with N-WASP in the
cytosol of HEp-2 cell was observed (Fig. 3B).
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Figure 3: CPn0677 recruits and interacts with N-WASP.

(A) Schematic representation of the fragments of CPn0677 which were C terminally fused with GFP and used
in transfection and GUV experiments. Secondary-structure prediction with GORIV (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html) revealed the presence of an a-helix ranging from amino
acid 135 to 166 (highlighted in green). (B) Confocal images of cells coexpressing CPn0677—GFP variants
(CPNn0677, C1, N1, C2, N2, AAPH and AP1) and mCherry-N-WASP. Insets show regions in white squares
(Scale bars 10 ym; 5 uym in Insets). (C) Pulldown experiment using purified recombinant CPn067710His and
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GST-N-WASP. Input and Elution samples obtained from GST-pulldowns were fractionated by SDS/PAGE and
probed with anti-GST and anti-His antibodies. (D) Confocal images of DOPS GUVs incubated for 10 min with
recombinant Alexa 594 dyed N-WASP and additionally added FITC stained rCPn0677 variants (CPn0677 and
AAPH). (Scale bars 10 pm.). (F) Coimmunoprecipitation of HEp-2 cells infected with C. pneumoniae EBs (MOI
100). Cell lysates were incubated with yMACS protein G microbeads coupled to antibodies directed against
CPn0677. Elution samples were fractionated by SDS/PAGE and detected with the appropriate antibodies.

Remarkably neither N1, N2 nor C1 showed any colocalization with N-WASP. Only in the
case of the C2 variant a patch like colocalization could be observed. Due to the overall
cytosolic expression phenotype the visual colocalization effect is not as convincing as in the
full-length variant. Interestingly both AAPH and AP1 show a comparable colocalization as
observed in the full-length variant (Fig. 3B). The microscopic analyses showed a
colocalization between N-WASP and CPn0677, which is independent of the APH or the
PRRs and therefore most likely independent of Syndapin 2. Since colocalization is not a
prove for a direct interaction, we performed pulldown experiments using recombinant
protein, showing that N-WASP and CPn0677 indeed interact independently of Syndapin 2
(Fig. 3F). To test if the N-WASP recruitment to membranes via CPn0677 is performed
likewise the recruitment of Syndapin 2 we utilized GUVs. N-WASP was applied to GUVs
over a time scale of 10 and was unable to bind to DOPS-GUVs. As soon as CPn677 was
added a recruitment of N-WASP to the CPn0677 positive GUVs was observed. Once again,
this process is dependent on the APH lipid binding domain of CPn0677.

To demonstrate the endogenous situation of this interaction we first analysed the
localization of CPn0677 during early steps of EB invasion. Indeed, 15 min post infection,
we detected a ring like association of CPn0677 surrounding chlamydial EBs and a patch
like association of N-WASP (Fig. 3E). This is further underlined by direct colocalization of
both proteins with invading C. pneumoniae EBs. Next, we verified the endogenous
interaction by performing a coimmunoprecipitation assay on HEp-2 cells. We coprecipitated
N-WASP using a specific antibody against CPn0677 and vice versa (Fig. 3F and Fig. S3B).

N-WASP and CPn0677 interaction is accompanied by actin accumulation. To further
determine the essential domains responsible for N-WASP — CPn0677 interaction various
pulldown experiments were conducted using the GFP-Trap system. Here, we used GFP-
fused CPn0677 or N-WASP variants as bait to pull the mCherry-N-WASP or CPn0677-
mCherry full length proteins. As a result, we precipitated mCherry-N-WASP when used
CPn0677 full length and the C2 variant. Indicating that the alpha helical structure with the
N-WASP binding motif might be responsible for the interaction. While C1 and N1 did not
precipitated N-WASP. Using the GFP tagged N-WASP variants, only the BR_CRIB domain
was able to coimmunoprecipitate CPn0677-mCherry (Fig. 4B and Fig. S4A). This result
indicates a similar binding fashion as the already published interaction mode for the
secreted EHEC effector protein EspFu (15, 37).
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(A) Schematic representation of the fragments of CPn0677 and N-WASP which fused with GFP and mCherry
used in transfection and GFP-Pulldown experiments. (B) Coimmunoprecipitation of HEp-2 cells cotransfected
with CPn0677-GFP variants (CPn0677, N1, C1 and C2) and mCherry-N-WASP or N-WASP-GFP variants
(WH1, BR_CRIB and VCA) with CPn0677-mCherry. Cell lysates were incubated with GFP-Trap Agarose pulling
GFP tagged proteins. Input and Elution samples were fractionated by SDS/PAGE and detected with the
appropriate antibodies. (C) Confocal images of cells expressing CPn0677 or coexpressing CPn0677 and N-
WASP. Cells were stained with Rhodamine phalloidin to visualize the actin cytoskeleton. White arrowheads
indicate spots of colocalization. Insets show regions in white squares. (Scale bars 10 ym; 5 ym in Insets). (D)
Confocal images of cells coexpressing GFP-N-WASP variants (N-WASP and BR_CRIB) and CPn0677 fused to
a mitochondria localization signal sequence. Cells were stained with Rhodamine phalloidin to visualize the actin
cytoskeleton. Insets show regions in white squares. (Scale bars 10 pm).

N-WASP is also described as an activator of the Arp2/3 complex, a potent actin nucleator
complex that branches actin filaments to create a dendritic actin network (12).

Interestingly, we also observed a colocalization of actin in CPn0677 transfected cells in
tubular manner. In cotransfected cells with CPn0677 and N-WASP the actin network is
disrupted and colocalizes in big patches with both proteins indicating that the host cell actin
cytoskeleton is modulated (Fig. 4C). For a better visualization of the actin colocalization we
decided to fuse the C2 variant to a mitochondria targeting signal forcing the fusion protein
to bind to the mitochondria membrane in a circular manner around the mitochondria (Fig.
S4B). In cotransfected cells with C2 and N-WASP and staining of the actin network a
colocalization around the mitochondria was observed. When only the BR_CRIB domain
was expressed together with C2 no actin redistribution to the mitochondria could be seen.
Indeed, showing that the actin localization is dependent on the activation of the Arp2/3
complex mediated by the VCA domain of N-WASP (39). Taken together these results
highlight that N-WASP is a direct interactor of CPn0677 and by activating the Arp2/3

complex can modulate the host cell actin cytoskeleton.

Discussion

The C. pneumoniae internalization into the host cell is a crucial process during infection. To
mediate this process several effector proteins are secreted into host cell cytoplasm (21, 40,
41). In this work we describe the C. pneumoniae-specific effector CPn0677 displaying
membrane binding capability and interaction with host cell N-WASP and Syndapin 2, two
major components of clathrin-mediated receptor endocytosis (42, 43).

During clathrin-mediated uptake of particles, Syndapin 2 is considered facilitating the mid
to late process of endocytosis. The N-terminal F-BAR domain senses membrane curvature
and binds to phospholipids. Furthermore, interaction with N-WASP is mediated by its C-
terminal SH3 domain thus forming a link between the PM and the actin cytoskeleton (13).
Binding of N-WASP links this actin nucleating factor, that in turns activates the Arp2/3
complex, to the membrane resulting in massive actin polymerization at this endocytic site.
The generated pushing force then enhances the scission process of endocytic vesicles (12,
44).
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Based on our results, we propose that CPn0677 acts as a scaffold protein by mediating a
stabile binding to two host cell proteins Syndapin 2 and N-WASP, which are recruited to the
EB entry site. For successful EB uptake a stable binding of those endocytic proteins is
necessary. Physiological clathrin-mediated receptor endocytosis in epithelial cells
generates vesicles with a diameter of 30 nm to 120 nm (44), while chlamydial EBs have a
diameter of ~400 nm, which poses a major challenge for the endocytic machinery. Thus,
after secretion, CPn0677 binds to the inner leaflet of the host cell PM anchoring Syndapin
2 to the PM since the larger formed vesicle implies significantly less curvature, which may
restrict Syndapin 2 binding to the PM on its own. Even though Syndapin 2 can recruit N-
WASP during regular endocytosis events CPn0677 independently recruits N-WASP to the
PM. Therefore, localizing N-WASP in proximity to Syndapin 2, which in turn may enable the
interaction between Syndapin 2 and N-WASP resulting in the release of N-WASP
autoinhibition. Hence activating N-WASP and allowing it to in turn activate Arp2/3 complex
results in actin polymerization (45). Recruitment of N-WASP and Syndapin 2 is
accompanied by additional endocytic components targeted by both proteins, such as
Dynamin for neck constriction and EHD-containing proteins, which are key conductors of
endocytic transport (30, 46, 47).

We have shown that CPn0677 uses its APH domain to bind synthetic membranes (GUVs).
Ectopic expression of the CPn0677-N1 variant in human cells generates an extreme
membrane tubulation phenotype colocalizing with Syndapin 2. This shows that the
Syndapin 2-interacting domain is located within the N-Terminus of CPn0677. Ectopic
expression of the CPn0677-C2 variant recruits N-WASP and shows a disturbed actin
cytoskeleton phenotype creating actin patches within the cell, highlighting that the
interaction domain is within the C-terminus of CPn0677. The mode of interaction with both
endocytic proteins therefore is independent and CPn0677 can interact solely with N-WASP
or Syndapin 2. Furthermore, stable depletion of Syndapin 2 by shRNA reduces C.
pneumoniae EB uptake significantly indicating the necessity of this protein for EB
internalization. These observations imply that, during internalization, secreted CPn0677
redirects Syndapin 2 and N-WASP function to PM regions underneath chlamydial entry
sites, which in turn promotes the uptake of EBs.

In conclusion, we speculate that the chlamydial effector CPn0677 manipulates core
processes of endocytosis by binding of the PM underneath invading Chlamydiae. Followed
by the regular recruitment of endocytic proteins to the entry sites, CPn0677 binds and
anchors Syndapin 2 and N-WASP to the PM. The CPn0677-N-WASP-Syndapin 2
interaction is direct and independent. Together the three proteins promote formation of a
vesicle that is large enough to accommodate an EB and stimulate its endocytosis by locally

activating the actin machinery.
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Materials and Methods

Antibodies and reagents. The primary antibodies against N-WASP (PA5-52198), anti-
Syndapin 2 (PA5-83983), anti-mCherry (MA5-32977) and anti [J-actin (MA5-15739) were
purchased from Invitrogen, anti-penta-His (#34660) from Qiagen, anti-GST (#2622) from
Cell Signaling and anti-GFP (3H9) from Chromotek. The primary antibody against CPn0677
was generated by Eurogentec. Secondary anti-rabbit, anti-mouse and anti-rat coupled to
Alexa488 or Alexa594 were purchased from Thermo Scientific and those coupled to alkaline
phosphatases were purchased from Promega. Rhodamine-Phalloidin was obtained from
Thermo Scientific, and SiR-Tubulin from Spirochrome. All lipids used in this study were
obtained from Avanti lipids, and Texas red dye, NHS-FITC, DyLight650NHS and DAPI from
Thermo Scientific. Trypsin, Cell Dissociation Solution Non-enzymatic and Gentamicin was
sourced from Sigma-Aldrich. yUMACS Protein G MicroBeads were obtained from Miltenyi,
His-Tag Purification Resin and Pierce Glutathione Agarose from Roche. GFP-Trap resin

was purchased from Chromotek.

Quantitative mass spectrometric analysis

Proteins were prepared for mass spectrometric analysis by in-gel digestion essentially as
described (48). Resulting peptides were separated on a rapid separation liquid
chromatography system (Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific) using a one h gradient
and C18 columns as described (49). Peptides were directly injected into a QExactive plus
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific) using a nano-source interface. The mass
spectrometer was operated in positive, data-dependent mode. For recording precursor
spectra following settings were used: spectrum resolution: 70000, advanced gain control
target: 3000000, maximum ion time 50 ms, scan range 200 to 2000 m/z, profile mode. Up
to 20 2-5fold charged precursors were selected (4 m/z isolation window), fragmented by
higher-energy collisional dissociation and analysed: spectrum resolution: 17500, advanced
gain control target: 100000, maximum ion time 50 ms, available scan range 200 to 2000
m/z, profile mode. Already fragmented precursors were excluded from further isolation for
the next 10 seconds. Resulting raw files were further analysed using MaxQuant (version

1.6.3.4, MaxPlack Institute for Biochemistry, Planegg, Germany) for peptide and protein
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identification and quantification with standard parameters if not otherwise stated. Peptides
and proteins were identified at a false discovery rate of 1%. Quantitative data was further
processed with Perseus (Version 1.6.2.2, MaxPlack Institute for Biochemistry, Planegg,
Germany. Here, log2 transformed LFQ-intensity values were used. Missing values were
filled in with values from a downshifted normal distribution (width 0.3, downshift 2.5 standard
deviations) and p-values calculated by Student’s t-tests which were combined with the
significance analysis of microarrays approach for cut-off determination (So= 0.2, 10% false
discovery rate).

Cultivation of cell lines, bacteria, and propagation of Chlamydia. HEp-2 cells (ATCC:
CCL-23).and HEK293-T cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, MEM
vitamins, non-essential amino acids amphotericin B (2,5 pg/ml) and gentamicin (50 pg/ml)
at 37°C in an atmosphere containing 6% CO2. HEp-2 cells were used for propagation of the
C. pneumoniae GiD strain. EB purification was done using a 30% gastrografin solution and
stored in SPG buffer (220 mM sucrose, 3.8 mM KH2PO4, 10.8 mM Na2HPO4, 4.9 mM L-
glutamine) as previously described (50). Plasmid cloning was done by in vivo homologous
recombination in Saccharomyces cerevisiae. The E. coli strains BL21 (DE3, Invitrogen),
Origami (DE 3, Novagen) and XL-1 Blue (Stratagene) were used for protein purification and
plasmid amplification.

Generation of stable cell lines expressing shRNA using Lentivirus. Plasmids for
Generation of Lentiviral particles were obtained from Addgene, plasmids coding shRNA
against Syndapin 2 were obtained from Merck (TRCN0000037979, TRCN0000037980,
TRCNO0000037981, TRCNO0000037982 and TRCNO0000037983). HEK293-T cells were
seeded in a 6 well plate and grown overnight to a confluency of 60 — 70 %. Cotransfection
of the transfer plasmid, packing plasmid and the envelope plasmid was done using
Turbofect (Thermo Scientific). Lentiviral Virus for delivering shRNA into cells were
propagated in HEK293-T cells as described (51)

Plasmid constructs, cloning procedures

For protein expression and transfection, cpn0677 was amplified from C. pneumoniae GiD
genomic DNA and integrated into pSL4, pKM55 or pKM95 to generate C-terminal 10His-
Tag, GFP-tagged or mCherry-tagged constructs. Cpn677AAPH, AP1 N1, N2, C1, C2 and
Mito-C2 were amplified by PCR from WT and integrated into pSL4, pKM55 or pKM95. GST-
Syndapin 2 and GST-N-WASP were generated by cloning the Syndapin 2 and N-WASP
coding sequences into the BamHI and Notl sites of pGEX5X.1. The GFP-N-WASP variants
(WH1, BR_CRIB and VCA) were amplified from a WT construct and fused to GFP by
integration into pKM55. Tom20 mitochondria tracker was obtained from Addgene. Syndapin
2 shRNA plasmids used for generation of stable cell lines were obtained by Merck.

Giant unilamellar vesicle (GUV) preparation and microscopical analysis
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GUVs were prepared as described in (52). Briefly, lipid mixtures of (74,75 mol %, 20 -25
mol % cholesterol, 5 mol % PIPs, 20 mol % DOPS and 0,25 mol % Texas Red) were
prepared and added into a chamber build of ITO coated slides (Prazisions Glas & Optik)
fixed together with Vitrex (Vitrex Medical). Cavity in between the slides was filled with 10%
Sucrose Solution and sealed with Vitrex. The slides were coupled with clamps on a
frequency generator and a voltage of 11 Hz, and 02.0 Vp-p was applied. The GUVs were
grown for 2 — 3 hin the dark at room temperature. For microscopic analysis p-slides (Ibidi)
are coated for 5-10 min RT with beta casein (2mg/ ml) and washed with PBS. 10 ul GUV
solution is mixed with 30 yl PBS and added to the slides to allowed GUVs to settle down.
2ug labelled recombinant protein is added and incubated for 15 min at RT. Images were
acquired and quantified using Imaged. For each lipid and protein 50 GUVs were analysed
for their maximum fluorescence intensity on the membrane.

Microscopy and image processing

General imaging was performed using an inverse Nikon TiE Live Cell Confocal C2plus with
100 x TIRF objective and a C2 SH C2 Scanner. All images were generated with Nikon NIS
Elements software and quantified using ImageJ.

Co-immunoprecipitation using hHMACS Protein G MicroBeads and GFP-Trap

HEp-2 cells were cultivated to 100% confluency in 6-well plates and infected with gradient-
purified C. pneumoniae EBs (MOI 100) by centrifugation for 20 min (25°C at 2900 rpm).
After centrifugation, cells were shifted to 37°C and grown under 6% CO2 for 15 min. Infected
cells were washed three times with HBSS and lysed with Phospho-Lysis buffer (1% NP40,
1% Triton X100, 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM Na2VO4, Merck Protease
Inhibitor Cocktail). The lysate was cleared by centrifugation for 10 min at 4°C at 10,000xg.
The supernatant was mixed with Protein G MicroBeads (Miltenyi Biotech) that had been
preincubated with the specific antibodies used for the Pulldowns. Co-IP assays of co-
transfected cells were performed using GFP-Trap following manufacturers protocol. Eluted
proteins were resolved by SDS/PAGE and detected by immunoblot.

Pulldown assay

Recombinant His- or GST-tagged proteins were expressed in E. coli BL21 and purified
according to the manufacturer’s protocols for cOmplete His-Tag purification resin (Roche)
and Pierce Glutathione Agarose (Thermo Scientific). Aliquots (200 ug) of purified protein
were incubated for 2 h at 4°C with either His-Tag purification resin or Glutathione Agarose,
then 200 pg of the test protein was added and incubated for an additional 2 h at 4°C or the
incubation sequence was reversed. The mixture was washed four times with PBS
containing 50 mM imidazole (Merck) or 50 mM TRIS/HCL pH 8 (Merck). Eluted fractions
were collected by adding 100 pl of 500 mM imidazole in PBS or 50 mM TRIS/HCI and 10
mM reduced glutathione in PBS, resolved by SDS/PAGE and detected by immunoblot.
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Immunofluorescence staining

Transfected and/or infected cells were fixed at the indicated time points with 3%
paraformaldehyde in PBS (PFA) for 10 min, then washed three times with PBS, and
permeabilized with either 100% methanol for 10 min, 0,3% Triton and 0,1% Tween or with
2% saponin (Merck) in PBS for 15 min at rt. Depending on the permeabilization protocol,
primary antibodies were diluted in PBS, in 0.5% saponin solution, or 5% BSA and incubated
for 60 min at rt or 37°C. Cells were washed three times with PBS with or without 0.5%
saponin and incubated with secondary antibodies (anti-rabbit/mouse Alexa488/594) for 60
min at rt or 37°C in PBS with or without 0.5% saponin. DAPI was used to visualize DNA.
Infection experiments

HEp-2 cells either stably expressing, or transiently transfected with, the appropriate
constructs were infected with C. pneumoniae EBs (MOI 1) by short centrifugation as
described before, then shifted to 37°C for 2 h before the infection medium was replaced by
fresh medium and the cells were incubated for 48 h. The number of inclusions formed was
quantified by confocal imaging, using an antibody directed against the inclusion membrane
protein Cpn0147 and anti-rabbit Alexa594, as described previously.

Internalization assay

HEp-2 cells stably expressing the appropriate constructs were cultivated to 70% confluency
in 24-well plates on glass coverslips (d 1 cm2), then infected with purified C. pneumoniae
EBs (MOI 5) by centrifugation for 20 min (25°C at 2900 rpm). After centrifugation, cells were
shifted to 37°C and grown under 6% CO2 for 2 h, washed three times with PBS and fixed
with 3% paraformaldehyde in PBS (PFA) for 10 min. Internalization rates were determined
by immunostaining with anti-Chlamydia and anti-rabbit Alexa488 and DAPI. Cells were
imaged by confocal microscopy and internalization ratios were determined by counting

external Alexa488-positive and all DAPI-positive bacteria.

Supplementary Figures
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Figure S1:

(A) Membrane lipid strip assay with recombinant Lact_C2, 2xFYVE, PLCy and GST. Membrane lipid strips were
incubated with 1 pg/ml His-tagged proteins and analysed with anti-His antibody. (B) Protein binding assay to
artificial membranes using FITC-labelled recombinant AAPH and texas red stained GUVs consisting of the
indicated lipids. Confocal images of GUVs incubated for 10 min with rCPn0677. (Scale bars 10 uym.).
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(A) Confocal images of cells expressing CPn0677—GFP or mCherry-Syndapin. (Scale bars 10 um.). (B)
Pulldown experiment using purified recombinant CPn0677101is and GST. Input and Elution samples obtained
from GST-pulldowns were fractionated by SDS/PAGE and probed with anti-GST and anti-His antibodies. (C)
Quantification of shRNA induced Syndapin 2 Knockdown (n = 3)
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Figure S3:

(A) Alignment of the conserved N-WASP binding motif within human Nck1, E. coli EspF and chlamydial
CPn0677. Motif is highlighted in green. Secondary-structure prediction with GORIV (https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html) revealed the presence of an a-helix
ranging from amino acid 135 to 166 with the conserved binding motif highlighted in green. (B)
Coimmunoprecipitation of HEp-2 cells infected with C. pneumoniae EBs (MOI 100). Cell lysates were incubated
with yMACS protein G microbeads coupled to antibodies directed against N-WASP. Elution samples were
fractionated by SDS/PAGE and detected with the appropriate antibodies.
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Figure S4:

(A) Coimmunoprecipitation of HEp-2 cells cotransfected with GFP and mCherry-CPn0677 or mCherry N-WASP.
Cell lysates were incubated with GFP-Trap Agarose pulling GFP tagged proteins. Input and Elution samples
were fractionated by SDS/PAGE and detected with the appropriate antibodies. (B) Confocal images of cells
expressing Tom20 a mitochondria marker stained with Rhodamine phalloidin to visualize the actin cytoskeleton.
(Scale bars 10 um).
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5 Teil lll: Weitere Ergebnisse
5.1 Einleitung und Zusammenfassung bisheriger Ergebnisse

Durch frihere Experimente konnte gezeigt werden, dass sowohl CPn0677 als auch
CPn0678 Typ 3 sekretierte Effektorproteine sind und eine wichtige Rolle in der frihen C.
pn. Infektion Ubernehmen, indem sie an der Aufnahme der EBs beteiligt sind (214, 216). Im
ersten Manuskript wurde die Rolle von CPn0678 wahrend der friihen Infektion untersucht.
Durch biochemische Experimente wurde nachgewiesen, dass CPn0678 Uber eine N-
terminale APH in der Lage ist, Phospholipide in synthetischen und in der humanen
Membran zu binden. Zusatzlich besitzt die APH eine Membran-krimmende Funktion,
wodurch humanes SNX9 zur chlamydialen Infektionsstelle rekrutiert wird. Durch die erste
konservierte PRR im C-Terminus wird eine stabile Bindung mit der SH3-Domane von SNX9
etabliert. Dies ist eine relevante Interaktion fur die Infektion, da Zellen mit einem SNX9
Knockdown eine signifikant verringerte Infektiositat im Vergleich zur Kontrolle aufweisen.
Auch die ektopische Expression von CPn0678 in humanen Epithelzellen hat einen
dominant negativen Effekt auf eine darauffolgende Infektion und verringert signifikant die
Aufnahme von C. pn. EBs.

Im zweiten Manuskript wurde die Funktion von CPn0677 wahrend der Infektion von
Humanzellen detailliert analysiert. CPn0677 und CPn0678 besitzen Homologien im N-
terminalen Teil der Proteine (Abb. 11). CPn0677 hat ebenfalls eine APH, die in der Lage
ist, Phospholipide zu binden, und identische Lipidpraferenzen aufweist wie die APH von
CPn0678. Trotz der Ahnlichkeit der beiden Proteine im N-Terminus zeigt sich bei CPn0677
ein ganzlich anderer Wirkungsmechanismus in der Infektion. Durch im C-Terminus
befindliche PRRs kann CPn0677 mit Syndapin 2 interagieren, einem Membran-
modulierenden und Endozytose-relevanten F-BAR-Protein. Durch die Etablierung einer
Syndapin 2-Knockdown-Zelllinie konnte die Relevanz von Syndapin 2 fir die C. pn.
Infektion nachgewiesen werden, da die Zellen eine verringerte Infektiositat von C. pn. im
Vergleich zur Kontrolle zeigten. Unabhangig von diesem Interaktionsmechanismus
rekrutiert und interagiert CP0677 mit dem humanen Protein N-WASP, einem potenten
Aktin-Nukleator, welcher in der Endozytose von Humanzellen involviert ist. Sowohl N-
WASP als auch Syndapin 2 kénnen durch CPn0677 in GUV-Experimenten zur Membran
rekrutiert werden. Durch initiale Experimente konnte auch bestatigt werden, dass das Aktin-
Zytoskelett in diese Prozesse involviert ist und voraussichtlich auch in diesem Kontext an

der Internalisierung von chlamydialen EBs beteiligt ist.
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5.2 Zielsetzung

Auler den im zweiten Manuskript beschriebenen Interaktionspartnern konnte bei der
quantitativen massenspektrometrischen Analyse eine Vielzahl von weiteren potenziellen
Interaktionspartnern identifiziert werden. Diese werden in diesem Teil der Arbeit teilweise
analysiert. Durch die ektopische Expression in humanen Epithelzellen von CPn0677 bzw.
CPn0678, zusammen mit den identifizierten humanen Proteinen, sollte zunachst eine
mdgliche Kolokalisation Uberprift werden. Sofern diese Ergebnisse erste Hinweise auf
raumliche Nahe lieferten, wurden biochemische Proteininteraktionsstudien durchgefihrt,
um die Ergebnisse zu verifizieren und die potenziellen Interaktionspartner zu bestatigen.
In vorherigen Studien wurde postuliert, dass CPn0678 Oligomere ausbildet und ein
biologisch stabiles Trimer formt (216). Deshalb wurden Experimente mit nativ gefaltetem
rekombinantem Protein durchgefiihrt, um die mégliche Oligomerisierung zu untersuchen.
Zu CPn0677 gibt es bezlglich einer méglichen Oligomerisierung keine Daten, weshalb das
Protein ebenfalls auf eine mégliche Oligomerisierung untersucht wurde.

AbschlielRend wurde der Effekt der EGF-induzierten Endozytose auf die Lokalisation von
ektopisch exprimierten CPn0677 untersucht. Der Signalweg der EGFR-vermittelten
Endozytose wird in der C. pn. Infektion durch Bindung des Adhasins Pmp21 aktiviert (187).
Ergebnisse in diesem Kontext lassen Rickschlisse auf das Infektionsgeschehen zu und

beleuchten die Funktionsweise von CPn0677 wahrend der friihen Infektion.
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5.3 Material

5.3.1 Gebrauchsmaterialien

Tab. 1: Verwendete Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien Hersteller

1,5 ml Reaktionsgefaf Sarstedt

2,0 ml Mikroschraubréhrchen Sarstedt

2,0 ml Reaktionsgefaf Sarstedt
Deckglaschen g 12 mm Roth
Dialyseklammern Pierce/Roth
Dialyseschlauch (AusschlussgrofRe 12 - 14 kDa) Serva
Einmalspritzen Luer-Gewinde Bio-Rad
Elektroporationskivetten Bio-Rad

Falcon 15 ml und 50 ml Sarstedt
Fernbachkolben (1 L) Duran
Filtereinheit mit Leur-Gewinde (0,2 um), steril Whatman
Filterpapiere Blotting PAD 707 VWR International
Glasbecher (1 L und 500 ml) Duran
Glasflaschen (2 L, 1 L, 500 ml, 250 ml und 100 ml) Duran/Schott
Glaskolben (5 L, 500 ml, 350 ml und 100 ml) Duran
Glasperlen g ~ 0,5 mm Braun

HiTrap™ 5 ml Chelating HP GE Healthcare
Kulvette, Polystyrol Sarstedt
Latexhandschuhe Meditrade
NativePAGE™ Novex® Bis-Tris Gel Life Technologies
Nitrilhandschuhe VWR
PCR-Reaktionsgefalie Sarstedt
Petrischalen Sarstedt
pH-Indikatorstreifen Matchery-Nagel
Pipettenspitzen (1-10 pl, 2 -200 pl und 100 — 1000 pl) Sarstedt
Protein—Saulen/Polyethylen Filterstopfen Thermo Scientific
PVDF Transfer Membran Millipore
Reagenzglas Duran/Schott
Superdex™ 200 Increase 3.2/300 GL Saule GE Healthcare
Ultra-Zentrifugationsréhrchen Beckmann

Zellkulturflasche (75 cm?und 25 cm?)
Zellkulturplatte (24-Well und 6-Well)
Zellkultur-Zentrifugationsréhrchen (12 ml)
Zellschaber

Zentrifugationsrohrchen

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Greiner

Nunc

Korex
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5.3.2 Gerate und Maschinen

Tab. 2: Verwendete Gerate und Maschinen

Gerate und Maschinen

Hersteller

- 80 °C Freezer Modell 720

AKTA Explorer

Analysenwaage Cubis H110

Bio Photometer-plus

Blotapparatur G2 Fast Blotter
Brutschrank HEPA-Class 100
Electrophoresis Power Supply EPS 301 und EPS 601
Elektroporationsapparatur Gene Pulser
FACSaria 2

Feinwaage

Geldokumentationssystem

Gene Controller

Gene Pulser

Heiz-/Magnetriihrer RH basic 2
Homogenisator Preccellys 24

Inkubator (30 °C)

Inkubator (37 °C)

Laborwaage TE3102S

Magnetriihrer KMO 2 basic

Mikropipette Pipetman (0 — 2 pl)
Mikropipette Pipetman (2 — 20 pl)
Mikropipette Pipetman (20 — 200 pl)
Mikropipette Pipetman (100 — 1000 pl)
Mikroskop Axiovert 25C

Mikroskop Eclipse Ti-E mit A1R confocal laser
Mikrowelle

Nano-Drop 2000C

PCR-Thermocycler PTC-200

pH-Meter WTW pH720

Photometer DU-800 Spectrophotometer
Pipettierhilfe Pipetus

Schuttler Unitron

SDS-Elektrophorese Apparatur SE-260
Sicherheitswerkbank Herasafe
Speed-Vac Vacuum-Konzentrator SC110
Thermo Electron Corporation
Thermoblock West 6100

Ultraschallstab Sonoplus HD2200
Ultraschallwasserbad RK102H
Vortex-Genie 2

Thermo Electron Corporation
GE Healthcare

Satorius

Eppendorf

Pierce

Thermo Electron Corporation
Amersham Biosciences
Bio-Rad

BD biosciences

Scaltec

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

IKA-Werke GmbH & CO. KG
Bertin technologies
Memmert

Heraeus

Satorius

IKA-Werke GmbH & CO. KG
Gilson

Gilson

Gilson

Gilson

Zeiss

Nikon

Bosch

Peqglab

MJ Research

inoLab

Beckmann

Hirschmann Laborgerate
Infors

Hoefer

Heraeus

Savant

Applied Biosystems

West Instruments

Bandelin

Bandelin

Scientific Industries

91



5 Teil lll: Weitere Ergebnisse

Geriate und Maschinen Hersteller
Wasserheizbad Grant
XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System Thermo Fisher
Zangenschweiligerat 100GE Polystar
Zentrifuge Avanti J-25, Rotoren: JLA10.500, JA25-50 Beckmann
Zentrifuge Beckmann J2-21, Rotoren: JA10, JA20 Beckmann
Zentrifuge Biofuge pico, Rotor #3324 Heraeus
Zentrifuge Biofuge Primo R, Rotor #7593 Heraeus
Zentrifuge Megafuge 1.0R, Rotor #3360 Heraeus
Zentrifuge Multifuge 3SR+ Heraeus
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich

5.3.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

MMACS™ Protein G Beads
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP)
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30) Roth
Adenin

Agar

Agarose

Alanin

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Arginin

Asparagin

Asparaginsaure

Biofreeze

Blue 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradford-Reagenz
Calciumchlorid
Chloramphenicol

Cholesterol

Ciprofloxacin

Coomasssie Brilliant Blau G250
Cycloheximid

Cystein

D (+) -Galaktose

Miltenyi Biotec
Sigma

Sigma

Roth

Roth

Difco

Biozym

Merck

Merck

Roth

Sigma

Fluka

Merck

Merck
AppliChem
Thermo Fisher
Serva

Bio-Rad
Riedel-deHaén
Merck

Merck
SantaCruz
Merck

Sigma

Merck
AppliChem
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Bezeichnung Hersteller
"D (+) -Glucose Roth

D (+) -Raffinose Sigma

Desoxynucleosid-5"-Triphosphate (dNTPs) Fermentas

Diisopropylfluorphosphat (DFP)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

DMEM GlutaMAX™

Essigsaure

Ethanol (96 %)
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraacetat (Na2-EDTA)
Ficoll

Foétales Kalberserum (FKS)
Fungizone (Amphotericin B)
Gastrographin

Gentamicin

GFP-Trap Agarose

Glutamin

Glutaminsaure
Glutathion-Agarose

Glycerin

Glycin

Guanidin

Hanks* Salzlosung (HBSS)
Harnstoff

Hefe Stickstoff Basis (YNB)
Hefeextrakt

Heparin

Histidin

Imidazol

Inositol

Isoleucin

Isopropanol
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat

L (+) -Arabinose
Lachssperma-DNA (Carrier-DNA)
Leucin

Lithiumacetat

Arcos Organics
Roth
Sigma
AppliChem
AppliChem
Invitrogen
Roth

VWR

Roth
AppliChem
GE Healthcare
Invitrogen
Invitrogen
Schering
Invitrogen
Chromotek
Merck
Sigma
Sigma
Roth
AppliChem
Serva
Invitrogen
Sigma
Difco
Bacto
Sigma
Roth
Applichem
Sigma
Roth

Roth
Thermo Scientific
Roth
Grissing
Merck
Sigma
Sigma
Roth

Roth
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Bezeichnung Hersteller
Lysin Roth
Magnesiumchlorid Roth
MEM Nicht-essenzielle Aminosauren Invitrogen
MEM Vitaminlésung Invitrogen
Methanol Riedel-deHaén
Methionin Merck
Methyl-B-Cyclodextrin Sigma
Milchpulver Roth
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid VWR
Natriumdihydrogenphosphat AppliChem
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydrogencarbonat Riedel-deHaén
Natriumhydroxid VWR
Ni-NTA-Agarose Qiagen
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) Sigma
N-Lauroylsarcosine (Sarkosyl) Sigma
Para-Aminobenzoesaure Fluka
Para-Formaldehyd (PFA) Fluka
Pepton Bacto
Phenylalanin Acros Organics
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma
Phosphoethanolamin Avanti Lipids
Phospholipid 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin Avanti Lipids
Phospholipid L-a-phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat Avanti Lipids
Phospholipid L-a-phosphatidylinositol-3-phosphat Avanti Lipids
Phospholipid L-a-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat Avanti Lipids
Phospholipid L-a-phosphatidylinositol-4-phosphat Avanti Lipids
Phospholipid Phosphatidsaure Life Technologies
Phospholipid TexasRed-1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3 Avanti Lipids
Plasmocin InvivoGen
Polyethylenglykol 3350 (PEG) Roth
Prolin Merck
Protease-Inhibitor-Cocktail (EDTA frei) Roche
Puffer fur Restriktionsenzyme (diverse) Fermentas
Reduziertes L-Glutathion Sigma
Roti-Phenol Roth
Saccharose Roth
Salzsaure Merck
Tetracyclin Sigma
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Threonin Merck
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Roth
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Bezeichnung Hersteller
“Triton X-100 Merck
Trypton Difco
Tryptophan AppliChem
TurboFect™ Thermo Scientific
Tween 20 Merck
Tyrosin AppliChem
Uracil Roth
Valin AppliChem
Vectashield (Anti-fade, mountig fluid) Liniaris
Vitaminldésung Invitrogen
Xylencyanol Serva
Zell-Dissoziations-Lésung Sigma
5.3.4 Losungen und Puffer
Tab. 4: Verwendete Lésungen und Puffer
Losungen und Puffer Zusammensetzung

4 x Sammelgelpuffer

0,5 M Tris/HCI pH 6,8
0,4 % (wiv) SDS

4 x Trenngelpuffer

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

BSA Blockierungslosung

5 % BSA

0,05 % Tween 20

in PBS

Coomassie-Lo6sung

0,008 % (w/v) CBB-G-250

35 mM HCI
in ddH20

Detektionspuffer

0,1 M Tris/HCI pH9,5

0,1 M NaCl

50 mM MgCI2

in ddH20

DNA-Blaumarker

Farbsubstratpuffer

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

15 % Ficoll

10 mM Tris/HCI

10 mM EDTA
0,33 % BCIP

0,33 % NBT

in Detektionspuffer
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Losungen und Puffer

Zusammensetzung

GFP-Trap Dilution/Wash buffer

10 mM Tris/Cl pH 7.5
150 mM NaCl
0.5 mM EDTA

Kopplungspuffer

0,5 M NacCl
0,2 M NaHCO3
in Wasser pH 8,6

Laufpuffer

0,05 M Tris
0,2 M Glycin
in ddH20

Lithiumacetat

1M Lithiumacetate pH 8,4-8,9
in ddH20

Lysepuffer

1 mM PMSF

1 mM DIFP

0,2 mg/ml Lysozym

0,3 % Sarkosyl

0,3 % Triton X100

0,01 % Protease Inhibitor
in PBS

Milch Blockierungslésung

3 % Milchpulver
0,05 % Tween 20
in PBS

NaPi (0,1 M Natriumphosphat-Puffer)

77,4 mM Na2HPO4
22,6 mM NaH2PO4
pH 7,4 (HCI/NaOH)

Native PAGE Anoden Puffer

10 ml 20x Native PAGE
Laufpuffer

1 ml Kathoden Additive

ad 200 ml ddH20

Native PAGE Kathoden Puffer

50 ml 20x Native PAGE
Laufpuffer
ad 1L ddH20

Native PAGE Laufpuffer (20 x)

50 mM Bis Tris
50 mM Tricine
pH 6.8

Native PAGE Proben Puffer (4 x)

6 N HCI

50 mM NacCl

10 % Glycerol

0.001 % Ponceau S
50 mM Bis Tris pH 7,2

NBT-L6sung

5 % (w/v)
in 70 % DMF
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Lésungen und Puffer Zusammensetzung

50 % (W/V) PEG

PEG (Polyethylenglykol) in ddH20

30 % (w/v) PFA
PFA Stockldsung 60 mM NaOH
in PBS

137 mM NacCl

2,7 mM KCI
Phosphate Buffered Saline (PBS) 10 mM Na2HPO4

1,8 mM KH2PO4

in ddH20

1 % Triton X100

1 % NP40
Phospho-Lysis Puffer 40 mM EDTA

1 mMNaVvO4

20 mM TrisHCI pH 7,5

200 mM Tris/HCI pH 6,9
8 % SDS

0,2 % Bromphenolblau
20 % Glycerin

Protein-Ladepuffer (4-fach)

8 M Harnstoff

0,1 M NaH2PO4
10 mM Tris

pH 8,0 (HCI/NaOH

Puffer B

8 M Harnstoff

0,1 M NaH2PO4
10 mM Tris

pH 6,3 (HCI/NaOH)

Puffer C

50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0
100 pug/ml RNase

in ddH20

Puffer P1

200 mM NaOH
Puffer P2 1 %SDS
in ddH20

2,55 M KOAc

Puffer P3 in ddH20

4 % Saccharose

SNaPi (Saccharose-Natriumphosphat-Puffer) in NaPi-Puffer

75 g Saccharose
SPG-Puffer (Saccharose-Phosphat-Glutaminsaure) 0,52 g KH2PO4
(1L) 1,53 g Na2HPO4

0,72 g Glutaminsaure pH 7,5
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Lésungen und Puffer Zusammensetzung

89 mM Tris/HCI
TBE-Puffer (pH 7,5, pH7,8 pH8; pH9,5) 89 mM Borsaure

2mM EDTA

25 mM Tris

150 mM Glycin
Transferpuffer (Westernblot) 10 % MeOH

0,05 % SDS

in ddH20

DMEM GlutaMAX™ (500 ml)

10 % hitzeinaktiviertes FKS

1 x Amphotericin
Zellkulturmedium (500 ml) 1 x Vitamine

1 X nicht-essenzielle

Aminosauren

50 pg/ml Gentamicin

Zellkulturmedium

1,2 pg/ml Cycloheximid

Zellkulturmedium, chlamydiales

5.3.5 Enzyme

Die eingesetzten Restriktionsenzyme  wurden nach  Herstellerangaben  fir
Restriktionsanalysen von Plasmiden oder zur Linearisierung von Plasmiden fur die

homologe Rekombination verwendet.

Tab. 5: Verwendete Enzyme

Bezeichnung Hersteller
ALLin™ HiFi DNA-Polymerase, 2 U/ul HighQu
DNAse Sigma
Lysozym Sigma
Proteinase K Roche

Restriktionsenzyme (Accl, Aval, Bpu10l, BstBl, EcoRIl, Hincll, Thermo Fisher
Hindlll, Scal, Smal, Xagl)

RNAse A Qiagen
Tag-Polymerase Eigene Herstellung
Trypsin/EDTA Thermo Fisher
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5.3.6 Agarosen

Tab. 6: Verwendete Agarosen

Bezeichnung Hersteller
GFP-Trap Agarose Chromotek
Glutathion Agarose Sigma
NHS Sepharose Sigma
Nickel-NTA-Agarose Qiagen

5.3.7 Farbemittel

Tab. 7: Verwendete Farbemittel und Fluoreszenzfarbstoffe
Bezeichnung Hersteller
DAPI Sigma
DyLight 488 NHS Ester Thermo Scientific
DyLight 594 NHS Ester Sigma
DyLight 647 NHS Ester Qiagen
NHS- Fluorescein Thermo Scientific
Rhodamin Phalloidin Invitrogen

5.3.8 Antikorper

5.3.8.1 Priméare Antikérper

Tab. 8: Verwendete Primarantikérper

Verdiinnung
ikd Spezifitat U Ref
Antikérper pezifita rsprung Westernblot | IF eferenz
a-B-Aktin Humanes Aktin Maus 1:1000 1:200 | Sigma
-Clathri H Clathri
arwiann | umanes LA - o 1:1000 1:200 | Abcam
HC heavy chain
a-CPn0677 | rCPn0677exHis Kaninchen | 1:200 1:50 | Murra 2009
a-CPn0677 | rCPn0677C1oxHis Ratte 1:500 1:50 | Eurogentec
a-CPn0678 | rCPn0678exHis Kaninchen | 1:1000 1:50 | Murra2009
a-CPn0678 | rCPN067810xHis Ratte 1:1000 1:50 | Eurogentec
a-dsRED rdsRed2 Maus 1:400 SantaCruz
D i

IOI( ynamin Humanes Dynamin | Kaninchen | 1:1000 1:200 | Abcam
a-EGFR Humaner EGFR Kaninchen 1:400 | Invitrogen
a-EGFR Humaner EGFR Maus 1:400 | Thermo Fisher
a-GFP GFP Ratte 1:500 Chromotek
a-GST GST Kaninchen | 1:1000 Santa Cruz
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. Verdiinnung

Antikorper Spezifitat Ursprung Westernblot | IF Referenz
a-LPS Chlamydiales LPS Maus 14 Bio-Rad
a-mCherry | mCherry Kaninchen | 1:1000 Invitrogen
a-Pacsin Il | Humanes Pacsin |l Kaninchen | 1:1000 1:200 | Abcam
a-Penta-His | 10 x Histidin-Tag Maus 1:2500 Qiagen
a-SNX9 Humanes SNX9 Kaninchen | 1:1000 1:200 | Invitrogen
a-SNX9 Humanes SNX9 Maus 1:500 Invitrogen

5.3.8.2 Sekundiére Antikorper

Tab. 9: Verwendete Sekundarantikorper
Antikorper Spezifitdit | Ursprung Wes\:j:::::;unlgF Referenz
a-Kaninchen-AP Kaninchen | Maus 1:7500 Promega
a-Maus-AP Maus Kaninchen | 1:7500 Promega
a-Ratte-AP Ratte Ziege 1:30000 Promega
a-Kaninchen-Alexa*® | Kaninchen | Ziege 1:200 | Thermo Fisher
a-Kaninchen-Alexa%% | Kaninchen | Ziege 1:200 | Thermo Fisher
a-Kaninchen-Alexa®4’ | Kaninchen | Ziege 1:200 | Thermo Fisher
a-Maus-Alexa*88 Maus Ziege 1:200 | Thermo Fisher
a-Maus-Alexa®* Maus Ziege 1:200 | Thermo Fisher
a-Maus-Alexa®4’ Maus Ziege 1:200 | Thermo Fisher
a-Ratte-Alexa*®P Ratte Esel 1:200 | Thermo Fisher
o-Ratte-Alexa5%* Ratte Ziege 1:200 | Thermo Fisher

5.3.9 Kits

Tab. 10: Verwendete Kits
Bezeichnung Hersteller
Gel-Extraction Kit Qiagen
Plasmid-Midi-Kit Qiagen

5.3.10GroRenstandards

Tab. 11: Verwendete ProteingroBenstandards

Protein GroRenstandards

Fragment-/Protein-GroRen

Hersteller

PageRuler™ Prestained

180, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, Thermo

15, 10 [kDa] Fisher
PageRuler™ Prestained Plus 250, 130, 95, 72, 55, 36, 28, 17, 11  Thermo
[kDa] Fisher
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Protein GroRenstandards Fragment-/Protein-GroRen Hersteller
NativeMark Unstained Protein 1.236, 1.048, 720, 480, 242, 146, Invitrogen
Standard 66, 20 [kDa]

Tab. 12: Verwendeter DNA-GréBenstandard
DNA-GroRenstandard Fragment-GroRen Hersteller

1 KB DNA-Ladder Mix

10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, Thermo

3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.200, 1.000, 900, Fisher
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 [bp]

5.3.11
5.3.11.1

Plasmide und Oligonukleotide

Eingesetzte Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von Sigma bezogen. In der folgenden Auflistung werden

alle genutzten Oligonukleotide aufgefuhrt, die nicht in den Manuskripten verwendet wurden.

Tab. 13: Verwendete Oligonukleotide

Interne Nr. Name Sequenz (5 - 3")
C-1490 Seq hin mCherry TTTAGTGAACCGTCAGATCC
C-1491 Seq her mCherry GCCATGTTATCCTCCTCGCC
C-3370 Fwd pDS23 ATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATT
AACTATGGGAATCAATCCTTCGGGTAA
C-3371 Rev pDS23 CAGGAGTTCAATGGTGATGGTGATGATGGTGG
TGATGGTGTTCAAAAAGATCCCCGATTA
C-3372 Fwd pDS24 ATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATT
AACTATGTCTGTTAATCCATCAGGAAA
C-3373 Rev pDS24 CAGGAGTTCAATGGTGATGGTGATGATGGTGG
TGATGGTGATCTTCGTCAGACCAGCTGA
C-3484 2xFYVE in pKM36  GGATCTGATCGAAGGTCGTGGGATCCCCGGGA
hin ATTCATCGTACTCAGATCTCGAGCTCAA
C-3485 2xFYVE in pKM36  ACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGATCG
her TCAGTCAGTCAGGCAGCGGAACCATGGC
C-3486 PLCgamma in ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAAC
pKM36 hin AGTATTCATGGACTCGGGCCGGGACTT
C-3487 PLCgamma in CAAGGCCCTTAATTTTCCAATAACCTAGTATAG
pKM36 her GGGACATGGTGGCGACCGGTGGATCCT
C-3798 pDS68 Fwd primer TCGGGAGAGCCGGAGCGAGCAAGCTTACCCG
GGTGAATTCATGGGAATCAATCCTTCGGG
C-3799 pDS68 Rev primer TGATGATGGCCATGTTATCCTCCTCGCCCTTGC
TCACCATTTCAAAAAGATCCCCGATTA
C-3851 pDS70 Fwd GGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAG
CTGTACAAGATGTCCGACAGCGAGAAGCT
ATCAGTTATCTAGATCCGGTGGATCCCGGGCC
C-3852 pDS70 Rev CGCGGTACCGTCGATCGAGATCTGAGTATTAT

CTAGATCCGGTGGATC
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5.3.11.2

Verwendete und neu generierte Plasmide

In der folgenden Auflistung sind die genutzten Plasmide aufgezahlt, die nicht in den

Manuskripten verwendet wurden.

Tab. 14: Verwendete und neu generierte Plasmide

Interne Nr. Name Vektor Konstruktion

#1895 pKM55 pEYFP-EGFR Transfektionsvektor: C-terminal EYFP

#2300 PAEG6 pEGFP_FYVE Transfektionsvektor: N-terminal
mCherry

#2301 pAEG7 pEGFP _FYVE Transfektionsvektor: N-terminal EYFP

#9373 oKM95 oKM55 Transfektionsvektor: C-terminal
mCherry

# 2561 EEGFP—LaCt' PEGFP-C1  Transfektionsvektor: Lactadherin-C2
Expressionsvektor: CPn0677 mit C-

#2841 pDS23 PFT25 terminalen 10x His-Tag
Expressionsvektor: CPn0678 mit C-

#2842 pDS24 PFT25 terminalen 10x His-Tag
Empty Backbone) 2nd gen lentivector
expressing shRNA from H1 promoter

#2931 pLVTHM pLVTH and GFP. For direct cloning of shRNA
or sub-cloning of an H1-shRNA
cassette from pSUPER.

pmCherryC1 Humane WAS/WASL-interacting

#2961 human WIP pmCherrryC1 protein family member #29573
Humane Serine/threonine-protein

#2962 EE?;P@'” ) pEGFPCA1 phosphatase @ PP1-alpha  catalytic

P subunit #44224
pEGFP-C1- Transfektionsvektor: Humane  Abl

#2064 Abi1 PEGFPCT interactor 1 #74905

#3056 pDS68 oKMO5 Tran_sfektlonsvektor: CPn0677 mit C-
terminalen mCherry-Tag
Transfektionsvektor: Humanes

# 3058 pDS70 pAEGG PP1(catalytic subunit C1) a mit N-
terminalen mCherry-Tag

5.3.12 Zellen und Zelllinien

5.3.12.1 Prokaryotische Zellen und Zelllinien

Tab. 15: Verwendete E. coli und Chlamydia spp. Stimme

Escherichia coli

Genotypische Beschreibung

BL21 (DE3)

F-ompT hsdSg (rs~ ms~) gal dem (DE3) (Invitrogen)

GM48

F- thr leu thi lacY galK galT ara fhuA tsx dam dcm

ginv44

Origami (DE3)

A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pwull

phoR

araD139 ahpC galE galK rpsL F'[lac* lacl? pro] (DE3)
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Escherichia coli

Genotypische Beschreibung

gor522::Tn10 trxB pLysS (CamR, StrR, TetR)
(Novagen)

XL¢-blue

F* ::Tn10 proA*B* lacld A(lacZ)M15/ recA1 endA1
gyrA96 (NalR) thi hsdR17 (rKk- mK*) ginV44 relA1 lac
(Stratgene)

Chlamydia spp.

Herkunft

Chlamydia pneumoniae GID

Gieliener Isolat eines Patienten (217)

5.3.12.2 Eukaryotische Zellen und Zelllinien

Tab. 16: Verwendete Eukaryotische Zellen und Zelllinien

Saccharomyces cerevisiae

Genotypische Beschreibung

CEN.PK2_1C:

MATa ura3-52; trp1-289; leu2-3, 11; his3-A1 (218)

Adhéarente Zellkulturlinien

Beschreibung

HEp-2-Zelllinie

Epitheliale Larynxkarzinom-Zelllinie menschlichen
Ursprungs, HelLa-Morphologie, 46 Chromosomen
(ATCC Nr.: CCL-23)

HEK 293 FT Zelllinie

Die Zelllinie HEK293-FT ist eine transformierte
embryonale Nierenzelllinie menschlichen Ursprungs
(ATCC Nr.: PTA-5077)

5.3.13 Medien

LB-Medium (E. coli):
Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Agar (nur bei Festmedium)

109
59
59
13,59

Den abgewogenen Ansatz in 1 L deionisiertem Wasser I6sen und autoklavieren. Nach

Abkuhlen des Mediums auf ca. 50 °C kdnnen Antibiotika wie Ampicillin (Endkonzentration

50 ug/ml) oder Kanamycin (Endkonzentration 15 pg/ml) hinzugefiigt werden.

YPD*-Medium (Saccharomyces cerevisiae):

Hefeextrakt 10¢g
Casein Hydrolysat (Pepton) 20g
Glucose 20g
Adenin-Stockldsung (2 mg/ml) 2ml
Tryptophan-Stocklésung (4 mg/ml) 4 ml
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Agar (nur bei Festmedium)

SD-Medium (Saccharomyces cerevisiae):
Glucose
Hefe Stickstoff Basis (YNB)
Ammoniumsulfat
Aminosauremix

Agar (nur bei Festmedium)

13,5¢

20g
1,79
59
29
15¢

Den abgewogenen Ansatz in 1 L deionisiertem Wasser I6sen und autoklavieren.

Das SD-Medium wird vor dem Autoklavieren mit 1 M NaOH auf einen pH von 6

eingestellt. Die Bestandteile des Aminosduremixes sind in der Tabelle 17

aufgelistet. Durch Weglassen bestimmter Aminosauren kann eine Selektion

erfolgen.

Tab. 17: Bestandteile des Aminosaurenmixes

Bezeichnung Menge [g] Bezeichnung Menge [g]
Adenin 0,5 Leucin 10
Alanin 2,0 Lysin 2,0
Arginin 2,0 Methionin 2,0
Asparagin 2,0 Para-Aminobenzoesaure 2,0
Asparaginsaure 2,0 Phenylalanin 2,0
Cystein 2,0 Prolin 2,0
Glutamin 2,0 Serin 2,0
Glutaminsaure 2,0 Threonin 2,0
Glycin 2,0 Tryptophan 2,0
Histidin 2,0 Tyrosin 2,0
Inositol 2,0 Uracil 2,0
Isoleucin 2,0 Valin 2,0

Zellkulturmedium

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GlutaMAX) 500 ml
FKS (hitzeinaktiviert, Endkonzentration: 10 %) 50 ml
MEM nicht essenzielle Aminosauren (100 x) 5ml
MEM Vitamine (10 x, Endkonzentration: 1 x) 5ml
Amphotericin (200 mM, Endkonzentration: 2 mM) 5ml
Gentamicin (50 mg/ml, Endkonzentration 50 pg/ml) 500 pl

Die Komponenten des Mediums werden unter sterilen Bedingungen vermischt und

anschlieRend bei 4 °C gelagert. Zur Verhinderung von Mykoplasmen-Kontaminationen

erfolgt die Zugabe von 25 ug/ml Plasmocin beim Passagieren und Auftauen der Zellen.
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5.4 Methoden
5.4.1 Molekularbiologische Methoden

5.4.1.1 Kultivierung von E. coli

Im LB-Medium erfolgte die Zellkultivierung von Escherichia coli (E. coli) 37 °C unter
standigem Schiitteln und aeroben Bedingungen. Zur Transformanten-Selektion kdnnen
dem Medium, je nach Selektionsmarker, 50 ug/ml Ampicillin oder 15 ug/ml Kanamycin

zugesetzt werden.
54111 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Transformation von Plasmid-DNA in E. coli Zellen, werden elektrokompetente Zellen
bendtigt. Die Transformation erfolgte in, je nach Anwendungszweck, in die folgenden E. coli
Stamme: XL1-blue, Origami (DE3), BI21-(DE3) oder GM21. Die Herstellung der

kompetenten Zellen erfolgte wie beschrieben in (219).
5.4.1.1.2 Plasmid-DNA Isolation aus E. coli

Mittels der Plasmid-Minipraparation erfolgte die DNA-Isolierung aus kleinen Kulturmengen

(bis zu 5 ml). Die erlangte Plasmid-DNA wird nicht weiter aufgereinigt.

e Am Tag zuvor wird die Kultur in 5 ml LB-Medium, mit dem entsprechenden
Selektionsmarker, inokuliert und U/N, schiittelnd bei 37 °C inkubiert.

e Sofern die Kulturen gewachsen sind, ca. 2 ml der Zellsuspension in ein
Reaktionsgefal® Uberfiihren und das Gemisch fir 5 Sekunden bei 13000 UPM
zentrifugieren.

e Den Uberstand verwerfen und das Zellpellet in 100 pl P1 Puffer resuspendieren.

e 100 ul P2 Puffer hinzugeben und vorsichtig vermischen und anschlieend 100 pl P3
Puffer hinzugeben und vorsichtig vermischen.

e Die Zellsuspension fiir 10 min bei 13000 UPM zentrifugieren.

e Den Uberstand ohne feste Bestandteile in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihren.

e Zu dem gesamten Ansatz 1 ml Isopropanol hinzufligen und gut mischen.

e Fir 20 min bei 13000 UPM zentrifugieren und anschlieRend den Uberstand
verwerfen.

o Das DNA-Prazipitat mit 500 yl 70 % Ethanol waschen und anschlieBend im
Vakuum-Konzentrator (SpeedVac) trocknen.

e Das getrocknete DNA-Prazipitat in 50 pl ddH>O aufnehmen.
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54113 Plasmid-Midi Praparation aus E. coli

Die Plasmid-Midi-Praparation wird angewendet, um gréRere Mengen an aufgereinigter
Plasmid-DNA zu erlangen. Das Protokoll wird mit dem ,Qiagen Plasmid Midi Kit“, nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.
54114 Transformation in E. coli durch Elektroporation

Die Elektroporation ist eine Transformationsmethode, bei der die Membran voribergehend
permeabel wird, um Plasmid-DNA aufzunehmen. Bei dieser Methode werden kompetente
E. coli Zellen einer elektrischen Spannung ausgesetzt, wodurch die Zellen in der Lage sind,

DNA aufzunehmen.

¢ Die sterilen Elektroporationskiivetten werden auf Eis vorgekihlt und zeitgleich die
kompetenten Zellen bei 4 °C aufgetaut.

e 10 pl Plasmid-DNA, bzw. 2 pl aufgereinigte Plasmid-DNA mit 200 ul ddH2O mischen
und in die Elektroporationskivette Gberfiihren.

e Den Elektroporationansatz im Gene Pulser der Spannung aussetzen
(Gerateparameter: Spannung 2.1 kV, 100 Ohm und 25 pF).

e Zudem Ansatz 1 ml LB-Medium pipettieren und den gesamten Ansatz in ein neues
Reaktionsgefalt tberfihren.

e Den gesamten Ansatz bei 37 °C fur 30 bis 60 min unter stdndigem Schutteln
inkubieren.

e Die Zellsuspension fiir 5 Sekunden bei 13000 UPM zentrifugieren, den Uberstand
bis auf 100 pl entnehmen und verwerfen.

e Anschlielend das Zellpellet resuspendieren und auf den entsprechenden LB-
Platten mit Selektionsmarker ausstreichen.

e Die Platten U/N bei 37 °C inkubieren.

5.4.1.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Zellkultivierung von Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) erfolgte in YPD*-Medium
bei 30 °C unter standigem Schdtteln und unter aeroben Bedingungen. Sofern eine Selektion
von Transformanten notwendig war, wurden die Zellen in SD-Medium mit den

entsprechenden fehlenden Aminosauren (AS) des Selektionsmarkers herangezogen.
5.41.21 Transformation in Saccharomyces cerevisiae CenPK2

Zur Integration von DNA-Sequenzen in einen linearisierten Vektor wird der
Modellorganismus S. cerevisiae genutzt. Hierfir wird basierend auf der Lithiumacetat-

Methode, die amplifizierte DNA-Sequenz zusammen mit dem linearisierten Zielvektor in die
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Hefe S. cerevisiae, transformiert. Mit Hilfe der homologen Rekombination der Hefe S.

cerevisiae, wird das DNA-Fragment in den Zielvektor integriert.

Eine 5 ml Ubernachtkultur vom Hefestamm CenPK2 in YPD*-Medium ansetzen.
Durch eine photometrische Messung wird am nachsten Tag die Zellzahl der U/N
Kultur ermittelt und die Kultur auf eine optische Dichte (ODgoo) von 0,1 im
Endvolumen von 50 ml (YPD*-Medium) eingestellt.

Die Kultur bei 30 °C unter standigem Schitteln fir ca. 4 — 6 Stunden inkubieren.
Bei einer ODggo von 1 werden die Zellen geerntet und fir 10 min mit 4600 UPM bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert und anschlieRend mit 25 ml ddH.O gewaschen.
Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in 1 ml 100 mM LiAc pH 8,4 — 8,9
resuspendiert und in 1,5 ml Reaktionsgefal} tberflhrt.

Die Zellen fir 5 Sekunden bei 13.000 UPM bei RT (Heraeus Biofuge pico)
sedimentieren und in 100 mM LiAc pH 8,4 — 8,9 (Zellmenge 2 x 10° Zellen/ml)
resuspendieren.

FUr jeden Reaktionsansatz werden die Zellen in 50 ul Aliquotes aufgeteilt.

Die Zellen erneut sedimentieren und den Uberstand verwerfen.

Die Carrier DNA (2 mg/ml) wird bei 100 °C fr 10 min denaturiert und auf Eis
abgekihlt.

Zu den aliquotierten Zellen folgenden Transformationsmix hinzugeben:

240 i PEG (50 % w/v)

36 ul 1 M LiAc pH 8,4 — 8,9

50 i Carrier DNA

X 1] Zu transformierende DNA (0,1 - 1 ug

Linearisiertes Plasmid und PCR Produkt (1:3)

34-x ddH20
Die Transformationsansatze fur 30 min bei 30 °C inkubieren.
Anschlieend die Transformationsansatze fur weitere 30 min bei 42 °C inkubieren.
Der gesamte Transformationsansatz wird fir 5 Sekunden bei 13.000 UPM
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet anschlieBend in 200
ddH»0 resuspendiert.
Im letzten Schritt werden 80 % bzw. 20 % des Ansatzes auf das entsprechende SD-

Selektionsmedium ausplattiert und bei 30 °C fur 2 Tage inkubiert.

5.4.1.2.2 DNA-Isolation aus Saccharomyces cerevisiae

Um die in S. cerevisiae erhaltenen rekombinierten Plasmide weiter zu vervielfaltigen, muss

das Plasmid aus der Hefe isoliert werden.
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In 5 ml SD-Medium S. cerevisiae Zellen inokulieren und bei 30°C (/N wachsen

lassen.

e 2 ml der Kultur in ein Schraubréhrchen tberfihren und fir 5 Sekunden bei 13000
UPM zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen und das Zellpellet 1-mal mit ddH.O
waschen.

e Das Zellpellet wird in 600 pl eiskaltem P1 Puffer resuspendiert und anschlielend
mit 600 pl P2 Puffer vorsichtig vermischt.

e Zu der Zellsuspension werden ca. zu 1/3 des Volumens Glasperlen hinzugefigt.

e Der Zellaufschluss erfolgte flir 2 x 30 Sekunden im Homogenisator (Precellys24).

e Die Suspension wird fiir 2 min bei 2000 UPM sedimentiert und der Uberstand
vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal} tberfihrt.

e Zu dem Gemisch werden vorsichtig 500 uyl P3 Puffer pipettiert und vorsichtig
gemischt und anschlief3end fir 10 min auf Eis inkubiert.

e Nach der Inkubation wird das Gemisch fur 10 min bei 13000 UPM zentrifugiert und
ca. 750 pl des Gemischs in ein neues Reaktionsgefaly Uberfuhrt.

e Zu der Suspension wird 750 pul Isopropanol hinzugeben und fir 30 min bei 13000
UPM zentrifugiert.

e Der Uberstand wird verworfen und das Pellet wird mit 500 ul 70 % Ethanol
gewaschen (das Pellet nicht resuspendieren).

e Das DNA-Prazipitat wird im Vakuum-Konzentrator (SpeedVac) getrocknet und

anschlief’end in 20 pl ddH20 aufgenommen.

5.4.1.3 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die Zellkultivierung eukaryotischer Zellen (HEp-2 und HEK293 FT) erfolgt im
Zellkulturmedium bei 37 °C und 6 % COa.

5.4.1.3.1 Herstellung der Medien und Losungen fiir die Zellkultur

In der Zellkultur wird Foétales Kalber-Serum (FKS) eingesetzt, da es zahlreiche
verschiedene Wachstumsfaktoren und Proteine enthalt. Diese Faktoren sind essenziell fur
die erfolgreiche Kultivierung von Zellen. Trypsin ist eine Sequenzunspezifische Protease,
welche eingesetzt wird, um adharente Zellen vom Tragermaterial abzulésen. Durch den
Einsatz von FKS nach der Zellablésung, bietet FKS ein alternatives Substrat fiir die

Reaktion und stoppt diese damit.

e FKS wird bei RT aufgetaut.

e Das Serum bei 56 °C fur 60 min im Wasserbad hitzeinaktivieren.

¢ Das hitzeinaktivierte Serum steril aliquotieren (50 ml) und bei -20 °C lagern.
¢ Vitamine ebenfalls steril aliquotiert (5 ml) und bei -20 °C lagern.
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10 x Trypsin/EDTA (Invitrogen) in 5 ml Aliquotes bei -20 °C lagern.
Bei Bedarf auftauen und in 95 ml Hank's-Losung ohne CaCl2 und MgCI2 (HBSS)
verdinnen.

Lagerung der 0,5 x Trypsin/EDTA-LAsung bei 4 °C.

Alle genutzten Zelllinien werden in DMEM + GlutaMAX kultiviert. Zu 500 ml des

entsprechenden Mediums werden folgende Zuséatze hinzugegeben:

50 ml hitzeinaktiviertes FKS (Endkonzentration: 10 %)

ml Amphotericin (Endkonzentration: 2 mM)

5 ml Vitamine (Endkonzentration: 1x)

5 ml nicht essenzielle Aminosauren (Endkonzentration: 1x)

500 ul Gentamicin (50 mg/ml) (Endkonzentration 50 ug/ml)

5.4.1.3.2 Trypsin Behandlung von eukaryotischen Epithelzellen

Zum Passagieren der HEp-2-Zellen missen die Zellen von den Zellkulturflaschen abgeldst

werden. Unter Anwendung der Sequenzunspezifischen Protease Trypsin, kénnen die

adharenten Epithelzellen von der Zellkulturflasche abgeldst werden. Die Inkubationszeit der

Zellen mit der Trypsinlésung sollte hierbei 10 min bei 37 °C nicht Gberschreiten.

Vorsichtiges Abnehmen des alten Zellkulturmediums.

Zellen mit 10 ml HBSS waschen und den Uberstand verwerfen.

Zugabe von ca. 5 ml 0,5 x Trypsin/EDTA-L6sung, sodass die Zellen komplett
Uberschichtet sind

Die Zellen werden bei 37 °C inkubiert und gelegentlich geschwenkt, bis die Zellen
sich ablosen.

Zum Stoppen der Trypsinreaktion werden 5 ml Zellkulturmedium hinzugeben und
die gesamte Suspension in ein 10 ml Zentrifugationsréhrchen tberfihrt.

Die Zentrifugation erfolgt fur 10 min bei 500 UPM (Rotanta 460R) bei 25 °C.

Das erhaltene Zellpellet wird in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert.

5.41.3.3 Passagieren von Epithelzellen in groBen Zellkulturflaschen (75 cm?)

15 ml Zellkulturmedium in einem 50 ml Falcon abfllen.

Zu dem Medium im Falcon werden 500 pl Trypsin behandelte Zellen hinzugegeben
und gut gemischt.

Die Suspension wird dann in eine neue Zellkulturflasche Uberfihrt und die Lésung
wird gleichmaRig verteilt

Anschlieend werden die Zellen fir 2 — 3 Tage bei 37 °C und 6 % CO: inkubiert.
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5.41.3.4 Passagieren von Epithelzellen in kleinen Zellkulturflaschen (25 cm?)

Kleine Zellkulturflaschen mit Epithelzellen werden fiir die Herstellung von Gradienten-
gereinigten Chlamydien benétigt. Insgesamt befinden sich in einer 25 cm? Flasche, bei

konfluentem Wachstum, ca. 2,5 x 107 Epithelzellen.

e 5 ml Zellkulturmedium in ein 15 ml Falcon vorlegen.
e 250 pl der Trypsin-behandelten HEp-2-Zellen ins Medium tberflhren.
e Inkubation flr 2 — 3 Tage bei 37 °C und 6 % CO>

5.4.1.3.5 Passagieren von Epithelzellen in 24- und 6-Well Platten

Fir Untersuchungen mit dem Mikroskop und Koimmunprazipitation-Studien missen die

Epithelzellen in 24- bzw. 6-Well Platten angezogen werden.

e Die zuvor mit Trypsin behandelten Zellen werden je nach Bedarf mit

Zellkulturmedium verdunnt.

e Aus dieser Verdlinnung wird jeweils 1 ml entnommen und in die Wells pipettiert.

¢ Die Inkubation erfolgt, je nach gewiinschter Konfluenz der Zellen fir weitere 1 — 2
Tage bei 37 °C und 6 % CO..

5.4.1.4 Kultivierung von Chlamydia pneumoniae

Chlamydia pneumoniae sind obligat intrazellulare Bakterien, die fir die Vermehrung eine
Wirtszelle benétigen. Um die Infektion zu synchronisieren konnen die chlamydialen EBs auf

die Wirtszellen zentrifugiert werden.

5.41.41 Primarinfektion mit Chlamydien

Zur Kultivierung von Chlamydien werden HEp-2-Zellen in 25 cm? Zellkulturflaschen genutzt.

Die Zellkulturflachen sollten mdglichst konfluent bewachsen sein.

e Aus dem 80 °C-Schrank eins oder mehrere Aliquotes mit Chlamydien entnehmen
und bei 37 °C aufwarmen.

o Die aufgetaute Chlamydien-Suspension durch Zugabe von Zellkulturmedium auf
ein Volumen von 5 ml pro 25 cm? Zellkulturflasche einstellen.

e Mit HEp-2-Zellen konfluent bewachsenen 25 cm? Zellkulturflaschen werden einmal
mit HBSS gewaschen und der Uberstand anschlieRend verworfen.

¢ Die aufgeflillte Chlamydien-Suspension vorsichtig in die Flaschen pipettieren, pro
Flasche 5 ml.

¢ Die Flaschen fiir 60 Minuten bei 30 °C und 1560 x g (2920 UPM/Rotanta 460R)
zentrifugieren und fur 1 Stunde bei 37 °C und 6 % CO. inkubieren.
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Das alte Zellkulturmedium wird vorsichtig abgenommen und die infizierten Zellen
mit 5 ml frischen Zellkulturmedium + 1,2 pg/ml Cycloheximid versetzt.
AnschlieBend die Zellkulturflaschen bei 37 °C und 6 % CO: fur 72 Stunden
inkubieren.

Nach der Inkubationszeit kdnnen mit einem sterilen Zellschaber die infizierten
Zellen vom Flaschenboden geldst werden.

Die gesamte Suspension der infizierten Zellen (40 ml), wird in einem Falcon-
Réhrchen vereint und fiir 45 Sekunden bei 40 % Leistung mit dem Ultraschallstab
(Sonoplus HD2200) sonifiziert.

Die Suspension wird fir 10 Minuten bei 2670 UPM (Rotanta 460R) und 20 °C
zentrifugiert (Differentialzentrifugation).

Der Uberstand wird in ein neues Réhrchen tberfiihrt und erneut zentrifugiert.

Der Uberstand des zweiten Zentrifugationsschrittes kann zur weiteren Infektion

Zellkulturflaschen verwendet oder bei — 80 °C eingefroren werden.

5.41.4.2 Sekundar-Infektion von Chlamydien

Die Sekundar-Infektion wird durchgeflhrt, um die Anzahl infektiéser chlamydialer Partikel

zu erhéhen. Sie wird ebenfalls auf HEp-2-Zellen in 25 cm? Zellkulturfalschen durchgefiihrt.

Der Uberstand einer primaren Chlamydien-Infektion (5.1.4.1) wird mit 5 ml
Zellkulturmedium pro 25 cm? Zellkulturflasche gemischt.

Das Medium mitsamt den infektidsen Chlamydien wird auf bis zu 32 konfluent
bewachsenen 25 cm? Zellkulturflaschen verteilt.

Die Flaschen werden fiir 60 Minuten bei 30 °C und 1560 x g (2920 UPM/Rotanta
460R) zentrifugiert und fur 1 Stunde bei 37 °C und 6 % CO: inkubiert.

Das Medium wird vorsichtig abgenommen und die infizierten Zellen mit 5 ml DMEM-
Medium + 1,2 ug/ml Cycloheximid.

Die Flaschen werden bei 37 °C und 6 % CO: fur 72 bis 96 Stunden inkubiert.

Die infizierten Zellen werden mit einem sterilen Zellschaber vom Flaschenboden
gelost.

Die Suspension wird in 50 ml Falcon-Rdhrchen fur 45 Sekunden bei 40 % Leistung
mit dem Ultraschallstab (Sonoplus HD2200) sonifiziert.

Die Suspension wird fir 10 Minuten bei 2670 UPM (Rotanta 460R) und 20 °C
zentrifugiert (Differentialzentrifugation).

Der Uberstand wird in ein neues Réhrchen tberfiihrt und erneut zentrifugiert.

Der Uberstand des zweiten Zentrifugationsschrittes kann anschlieRend mittels

Dichtegradientenzentrifugation gereinigt werden.
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54143 Aufreinigung von chlamydialen EBs mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation wird eingesetzt, um Chlamydien aus eukaryotischen
Zelltrimmern aufzureinigen. Gradienten-gereinigte Chlamydien kénnen im Folgenden fir

weitere Experimente, wie beispielsweise Infektionsstudien verwendet werden.

e Den Uberstand einer sekundaren Infektion in ein steriles Zentrifugenréhrchen
Uberfiihren und fir 30 min bei 4°C und 30.000 g (15.000 UPM/Beckmann Avanti J-

e Den Uberstand verwerfen und das Pellet in 1 ml HBSS resuspendieren und fiir 30
min bei 4°C und 21885 g (15.000 UPM/Heraeus Biofuge Primo R) zentrifugieren.

e Das Pellet nun in 1 ml HBSS im Ultraschallwasserbad vollstédndig resuspendieren.

e Ein steriles Zentrifugenréhrchen mit 9 ml 30 % Gastrographin in sterilem ddH>O
befullen.

e Der Gastrographin-Gradienten wird mit der Chlamydiensuspension Uberschichtet
und flr 1 h bei 4°C und 30.000 g (15.000 UPM/Beckmann J2-21) zentrifugiert.

e Den Uberstand abnehmen und das Chlamydienpellet in 1 ml HBSS resuspendieren.

e Den gesamten Ansatz erneut flr 30 min bei 4°C und 21885 g (15.000 UPM/Heraeus
Biofuge Primo R) zentrifugieren.

e Das Pellet nun in 200 pl SPG-Puffer vollstdndig resuspendieren
(Ultraschallwasserbad) und auf 1 ml mit SPG-Puffer auffillen.

e Die Gradienten-gereinigten Chlamydien kdnnen in 200 ul Aliquotes bei -80 °C
gelagert werden.

¢ Die Infektiositat wird bei 60-facher Vergroflerung in einer 24 Well Platte durch

Auszahlen aller Zellen und darin eingeschlossener Inklusionen ermittelt.

5.4.2 Biochemische Methoden

5.4.2.1 Induktion der Genexpression in E. coli Zellen

In E. coli transformierte Expressionsplasmide ermdglichen die Induktion der
Genexpression. Das Gen im Expressionsplasmid steht unter der Kontrolle des T7-
Promotors, fur die Expression dieses Gens muss die T7-RNA Polymerase an den
spezifischen T7-Promotor binden. Die Induktion der Genexpression erfolgt durch Zugabe
von IPTG.

e Eine Kulturin 50 ml LB-Medium (+ Selektionsmarker) inokulieren und G/N bei 37 °C,
schuttelnd inkubieren.

e Die Zellzahl der U/N Kultur photometrisch bestimmen.
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e Eine 1 L Induktionskultur mit einer ODgoo = 0,1 in LB-Medium (+ Selektionsmarker)
animpfen und bei 37 °C unter stdndigem Schitteln, bis zu einer ODgoo = 0,5
inkubieren.

e Vor der Induktion der Genexpression eine Probe (t0) mit der ODggo = 0,5 nehmen
und einfrieren (-20 °C). Anschlieend die Genexpression induzieren, durch die
Zugabe von 1 ml 1 M IPTG.

e Die Kultur fur 4 Stunden bei 37 °C schiittelnd inkubieren und nach der Inkubation
eine Probe nehmen (t4) und auf eine ODeoo von 0,5 einstellen und einfrieren (-20
°C).

¢ Die Induktionskultur bei 5000 UPM fiir 10 min zentrifugieren (Beckmann J2-21).

e Den Uberstand verwerfen und das Zellpellet mit 40 ml PBS waschen.

e Das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendieren und anschlieRend die Zellen lysieren
oder bei -20 °C lagern.

e Die Expression (t0 und t4 Probe) kann mittels SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

analysiert werden.

5.4.2.2 Affinitatschromatographische Aufreinigung von Proteinen

Die Affinitatschromatographische Aufreinigung von Proteinen wird eingesetzt, um
rekombinante Proteine aus einem Zelllysat zu isolieren. Hierfiir miissen die Proteine einen
sogenannten Protein-Tag aufweisen, der eine spezifische Affinitdt zu dem genutzten
Tragermaterial hat. Nach der Lyse des Zellmaterials konnen die Proteine Uber diesen Tag
an das Tragermaterial binden. Wird nun ein Kompetitor hinzugefugt, welcher mit einer
héheren Affinitat zum Tragermaterial bindet, kdnnen die Proteine vom Tragermaterial geldst
werden.

Die Aufreinigung der in dieser Arbeit genutzten Proteine erfolgte, je nach Protein, unter

nativen oder denaturierten Konditionen.

5.4.2.21 Lyse der E. coli Zellen und Aufarbeitung des Zelllysats

Zur lIsolation der Proteine aus den E. coli Zellen, miissen die Proteine in den Uberstand
gebracht werden. Hierfir werden die E. coli Zellen unter Anwendung des Enzyms Lysozym
lysiert und anschlieBend, nach der erfolgreichen Lyse, erfolgt die Sonifikation der
Zellsuspension, um die vorhandene genomische DNA aufzubrechen. Abhangig von den
Proteinen erfolgt die Lyse unter nativen Bedingungen (PBS; CPn0677) oder denaturierten
Bedingungen (Puffer B; CPn0678)

e Das Zellpellet der 1 | Induktionskultur in 20 ml Lysis-Puffer resuspendieren und U/N

auf Eis inkubieren.
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e Das Zelllysat dreimal fiir 10 Sekunden auf Eis sonifizieren. Zwischen den einzelnen
Sonfikationsschritten dem Lysat genug Zeit zur Abkihlung geben.

¢ AnschlieBend das Zelllysat flr eine Stunde bei 4 °C und 24000 UPM zentrifugieren
(Avanti J-25).

e Der Uberstand kann nun fiir die Aufreinigung verwendet werden.

54.22.2 Reinigung unter nativen Bedingungen iiber den Hisg/10-Tag

Fur die Aufreinigung der Proteine wird die Affinitat His-getaggter Proteine zu zweiwertigen
Nickel-lonen (Ni?* - lonen) genutzt. Die Ni?* - lonen sind (ber Nitrilotriessigsaure (NTA) an
Agarose gebunden. Die Bindung der His-getaggten Proteine erfolgt im Austausch mit
Wassermolekllen, welche an den lonen angelagert sind. Zur Elution der Proteine, muss
eine Verdrangung der Proteine von der Tragersubstanz erfolgen. Dies wird durch Zugabe
des Kompetitors Imidazol bewerkstelligt. Imidazol zeigt eine groRere Bindung zu der Nickel-
NTA Agarose und verdrangt die Proteine vom Tragermaterial, sodass die Proteine eluiert

werden. Die Aufreinigung wird bei 4 °C durchgeflhrt und mit vorgekuhlten Puffern.

e Fir eine 1 L Induktionskultur 500 pl Nickel-NTA-Agarose auf eine Proteinsaule mit
Gazestopfen geben und 2 x mit 10 ml PBS waschen.

e Die Agarose abnehmen und zusammen mit dem Uberstand einer lysierten
Induktionskultur vermischen und fir 2 Stunden bei 4 °C rotierend inkubieren.

e Das gesamte Gemisch auf eine Proteinsaule mit Gazestopfen geben und
durchlaufen lassen, davon eine Probe nehmen (FT). Die getaggten Proteine
gebunden an die Nickel-NTA-Agarose verbleiben vor dem Gazestopfen.

e Die Saule anschliefiend mit 10 ml gekuhltem Waschpuffer | (PBS, 50 mM Imidazol
und Protease Inhibitor (1:100)) waschen und eine Probe nehmen (W1).

e Die Saule mit 10 ml gekihltem Waschpuffer Il (PBS, 80 mM Imidazol und Protease
Inhibitor (1:100)) waschen und eine Probe nehmen (W2).

e Die Elution der Proteine erfolgt durch Zugabe von 4 x 1 ml Elutions-Puffer (PBS,
500°mM Imidazol und Protease Inhibitor (1:25)). Die Elutionen komplett auffangen
(E1-E4)

e Jede Elution 10 min auf der Saule inkubieren.

5.4.2.2.3 Reinigung unter nativen Bedingungen iiber den GST-Tag

Proteine mit einem GST-Tag (Glutathion-S-Transferase) kdnnen ebenfalls Uber die
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Hierbei wird die Interaktion von GST zu
Glutathion genutzt um die Proteine aus dem Zelllysat aufzureinigen. Als Tragermaterial

dient Glutathion, welches an die Agarose gebunden ist. Als Kompetitor wird reduziertes
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Glutathion verwendet. Die Aufreinigung wird bei 4 °C durchgefiihrt und mit vorgekihlten

Puffern.

Fur eine 1 | Induktionskultur 500 ul Glutathion-Agarose auf eine Proteinsaule mit
Gazestopfen geben und 2 x mit 10 ml PBS waschen.

Die Agarose abnehmen und zusammen mit dem Uberstand einer lysierten
Induktionskultur vermischen und fir 2 Stunden bei 4 °C rotierend inkubieren.

Das gesamte Gemisch auf eine Proteinsaule mit Gazestopfen geben und
durchlaufen lassen, davon eine Probe nehmen (FT). Die getaggten Proteine
gebunden an die Glutathion-Agarose verbleiben vor dem Gazestopfen.

Die Saule anschliefiend 2 x mit 10 ml PBS waschen und eine Probe nehmen (W1).
Die Saule 2 x mit 2 ml 50 mM Tris/HCI pH 9 waschen und eine Probe nehmen (W2).
Die Elution der Proteine erfolgt durch Zugabe von 4 x 1 ml Elutions-Puffer (50 mM
Tris/HCI pH 9, 10 mM reduzierte Glutathion und Protease Inhibitor (1:25)). Die
Elutionen komplett auffangen (E1 — E4).

Jede Elution 10 min auf der Saule inkubieren.

54224 Reinigung unter denaturierten Bedingungen iiber den Hise10-Tag

Far eine 1 L Induktionskultur 500 pl Nickel-NTA-Agarose auf eine Proteinsaule mit
Gazestopfen geben und 2 x mit 10 ml Puffer B waschen.

Die Agarose abnehmen und zusammen mit dem geklarten Uberstand einer lysierten
Induktionskultur vermischen und fur 2 Stunden bei RT °C rotierend inkubieren.

Das gesamte Gemisch auf eine Proteinsdule mit Gazestopfen geben und
durchlaufen.

Die Saule anschlieRend mit 10 ml gekuhltem Waschpuffer | (Puffer B + 50 mM
Imidazol und Protease Inhibitor (1:100)) waschen und eine Probe nehmen (W1).
Die Saule mit 10 ml gekihltem Waschpuffer Il (Puffer C, 80 mM Imidazol) waschen
und eine Probe nehmen (W2).

Die Elution der Proteine erfolgt durch Zugabe von 4 x 1 ml Elutions-Puffer (Puffer C
+ 500°mM Imidazol). Die Elutionen komplett auffangen (E1 — E4)

Jede Elution 10 min auf der Saule inkubieren.

54.2.3 Proteinmengenbestimmung mittels Bradford Reagenz

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau, enthalten in der Bradford Reagenz, ist in der Lage

an Proteine zu binden. Wenn der Farbstoff an die Proteine bindet, kommt es zur

Verschiebung des Absorptionsmaximum. In der ungebundenen roten Form liegt das

Absorptionsmaximum bei 470 nm. Nach Bindung an die Proteine kommt es zu einer
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Komplexbildung und der Farbstoff wird in seiner deprotonierten, anionischen Sulfonatform
stabilisiert. Dadurch verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm. In einer Lésung
lasst sich dadurch die Proteinkonzentration aus der optischen Dichte bei einer

Wellenglange von 595 nm berechnen.

e 780 pl Wasser werden mit 20 pl Proteinldsung und 200 pl Bradford Reagenz
gemischt und fir 10 Minuten bei RT inkubiert.

e Als Leer-Kontrolle dient ein Mix aus 800 yl Wasser und 200 ul Bradford Reagenz.

e Die Absorption wird bei einer Wellenlange von 595 nm photometrisch bestimmt
(Eppendorf Spektrometer).

e Aus einer Eichkurve mit 0,5 — 10 yg BSA wird ein Faktor bestimmt, der unter
Anwendung der folgenden Formel fur die Berechnung der Proteinkonzentration

genutzt wird: Konzentration = Absorption bei 595 nm/(Faktor * Verdlinnungsfaktor)
5.4.2.4 Dialyse der Proteine

Wahrend der Aufreinigung rekombinanter Proteine werden Kompetitoren eingesetzt, um
die Assoziation der Proteine vom Tragermaterial zu I6sen. Fir nachfolgende Experimente
ist es jedoch notwendig die Kompetitoren aus den Proteingemischen zu entfernen, um eine
Beeinflussung auszuschlieRen. Hierflir wird die Dialyse von Proteinen eingesetzt. Durch die
Dialyse kénnen auch unter denaturierten Bedingungen aufgereinigte Proteine in ihre native

Konformation tberfuhrt werden.

e FUr jede Elutionsfraktion einen ca. 5 cm langen Dialyseschlauch zurechtschneiden
und fir 60 min in einem Glasbecher in ddH>O aufkochen und anschlief3end
abkuhlen lassen.

e Eine Seite des Dialyseschlauchs mit einer Klemme verschlieen und anschlielend
das Proteingemisch mit einer Pipette in den Dialyseschlauch Uberfiihren.

¢ Die andere Seite des Dialyseschlauchs mit einer Klammer fest verschlief3en.

o Die Dialyseschldauche U/N in 1 L PBS bei 4 °C dialysieren. Bei denaturierten
Proteinen erfolgen noch zwei weitere Puffer austausche.

e Am nachsten Tag die Losungen in ein neues Reaktionsgefald Uberfihren und mit
10°ul Protease Inhibitor pro ml vermengen.

e Die Reinheit der Proteinlésung kann Uber SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese
analysiert werden.

e Die Proteine kurzfristig bei 4 °C lagern. Fir eine langere Aufbewahrung wird das
Protein in flissigen Stickstoff schockgefroren und anschlie®end bei — 80 °C

gelagert.
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5.4.2.5 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Im Polyacrylamid-Gel werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Durch
Anlegung eines Spannungsfeldes wandern die Proteine zur Anode der Elektrophorese-
Kammer. GroRere Proteine wandern langsamer durch das Gel als kleinere Proteine. Um
eine einheitliche negative Ladung der Proteine zu generieren, wird SDS eingesetzt. SDS

lagert sich an die Proteine an und verleiht ihnen eine konstante negative Ladung.

5.4.2.51 Proteinprobenaufarbeitung fir SDS-PAGE

Die Proteinproben missen vor Auftragung auf das SDS-Gel durch Hitze denaturiert werden.
Durch die Zugabe von DTT (Dithiothreitol) werden zusatzlich Disulfidbrucken zerstort, was

wiederum in der Regel die Tertiarstruktur der Proteine aufldst.

¢ Die Proteinproben mit ddH-O auf ein Volumen von 32,5 ul einstellen.

e Zugabe von 5 ul DTT und 12,5 ul 4x Proteinladepuffer.

e Die Proben fur 10 min bei 100 °C aufkochen und anschliefend fur 5 Sekunden bei
13000 UPN zentrifugieren.

o 10 — 20 pl der Proteinproben auf ein SDS-PAGE-Gel laden.

5.4.2.5.2 Herstellung des SDS-Polyacrylamidgels

SDS-Polyacrylamidgele bestehen aus 2 Komponenten. Es setzt sich aus einem Sammel-
und einem Trenngel zusammen. Im Sammelgel werden die Proteine aufkonzentriert, bevor
sie in das Trenngel ihrer GroRe nach aufgetrennt werden. Die Gele unterscheiden sich

hinsichtlich ihres pH-Werts und der TRIS Konzentration.

Tab. 18: Mengenangaben fiir SDS-Polyacrylamid Trenn- und Sammelgel

Sammelgel (Ansatz fur 4 Gele)

Acrylamid ddH20 4 x Sammelgelpuffer APS TEMED

1,5 ml 6 mi 2,5ml 200 pl 50 ul
10 % Trenngel (Ansatz fiir 4 Gele)

Acrylamid ddH20 4 x Trenngelpuffer APS TEMED

6,7 ml 8,4 ml 5 mi 200 pl 70 pl

¢ Glasplatte auf eine Teflonplatte, getrennt durch zwei Abstandshaltern, legen und in
die GieRRapparatur klemmen

e Das Trenngel in der genannten Reihenfolge zusammen pipettieren und in die
vorgesehene Kammer zwischen Glasplatte und Teflonplatte gielen.

e Sofort Isopropanol auf das Trenngel geben, um mdgliche Luftblasen zu entfernen

und eine gerade Kante zu erlangen.
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Sobald das Gel auspolymerisiert ist, Isopropanol abnehmen und mit ddHO
waschen.

Sammelgel nach der oben aufgefiihrten Rezeptur anmischen und auf das Trenngel
gielRen.

Sofort einen Kamm in das Sammelgel dricken.

Nach Auspolymerisation kann das Gel bei 4 °C gelagert werden

5.4.2.5.3 SDS-Gelelektrophorese

Den Kamm aus dem zuvor vorbereiteten Gel entfernen und das Gel in die SDS-
PAGE-Apparatur einspannen.

Die gesamte Apparatur mit Laufpuffer auffillen.

10 — 20 pl der Proteinproben in die Taschen uberfihren.

Die Elektrophorese bei 200 V fir 1 Stunde und 20 min laufen lassen (Power
Supplies Electrophoresis).

Im Anschluss kann das Gel mit Coomassie Blau gefarbt werden oder gefarbt oder

auf eine Polyvinylidenfluorid (PDVF)-Membran tGbertragen werden.

5.4.2.6 NATIVE PAGE

Das Trennprinzip der nativen Gelelektrophorese ist dem der SDS-PAGE gleich, der

Unterschied besteht darin, dass die Proteine in ihrer nativen Form aufgetrennt werden. In

der nativen Form kdnnen Proteinkomplexe entstehen, die mittels NATIVE PAGE analysiert

werden kénnen. Die verwendeten Gele (NativePAGE Novex Bis-Tris Gele) sind mit einem

Acrylamid Gradient von 3 % bis 12 % ausgestattet.

Die Proteinproben werden auf eine Gesamtmenge von 2 ug eingestellt und mit
Native PAGE Probenpuffer (4 x) vermengt, mit ddH,O auf 20 pul einstellen.

Das Gel vorsichtig der Verpackung entfernen, den Klebestreifen abziehen, die
Geltaschen markieren, den Kamm entfernen und das Gel in die Native PAGE
Apparatur einspannen.

Die hintere Kammer mit Native PAGE Kathoden-Puffer bis zur markierten Grenze
auffullen

Die vordere Kammer mit Native PAGE Anoden-Puffer befillen, sodass die
Geltaschen mit Puffer gefullt sind.

Die Proteinproben in die Taschen pipettieren.

5 ul des NativeMark Unstained Protein Standards in eine freie Tasche pipettieren

und Apparatur fest mit dem Deckel verschlie3en
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¢ Die Elektrophorese erfolgt nun bei 4 °C fiir 60 min und 150 V (8-10 mA). Danach
wird die Spannung fir weitere 60 min, oder bis der Proteinmarker durchgelaufen ist
auf 250 V (2-4 mA) eingestellt.

e Zur Detektion der Proteinbanden wird das Gel im Anschluss mit Coomassie Blau

gefarbt oder auf eine Polyvinylidenfluorid (PDVF)-Membran Gbertragen werden.
5.4.2.7 Féarbung von Protein-Gelen mit Coomassie-Blau

Die im SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteinbanden sind ohne weitere Behandlung nicht
sichtbar. Zum Anfarben der Proteinbanden wird der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-
250 eingesetzt. Der Farbstoff lagert sich an basische AS-Seitenketten an und kann

Proteinbanden bis zu einer Konzentration von 500 ng sichtbar machen.

e Nach der elektrophoretischen Auftrennung wird das Gel vorsichtig von der
Teflonplatte geldst und in einen mit ddH2O geflillten Behalter tberfihrt.

e Das Gel in der Mikrowelle fur 30 Sekunden bei 360 Watt erhitzen und fir 10 min auf
einen Schuttler waschen.

e Das Wasser abkippen und den vorherigen Schritt 2 x wiederholen.

¢ Dann Coomassie hinzugeben, sodass das Gel gut bedeckt ist und das Gel erneut
in der Mikrowelle fir 30 Sekunden bei 360 Watt erhitzen.

¢ Die Detektion erfolgt auf einem Schittler, so lange bis die gewlinschten Banden in
ausreichender Intensitat sichtbar sind.

¢ Die Coomassie-Losung abnehmen und das Gel mit ddH»O waschen.

e Das Gel kann nun im Geldokumentationssystem dokumentiert werden.

5.4.2.8 Westernblotanalyse

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kénnen in der Westernblotanalyse auf eine
Polyvinylidenfluorid (PDVF)-Membran Ubertragen werden. Durch diesen Prozess werden
die Proteinbanden immobilisiert und kénnen im Anschluss mittels einer Antikérperfarbung

spezifisch detektiert werden.
5.4.2.8.1 Aufbau der Blotapparatur und Transfer auf eine PVDF Membran

Vor der Ubertragung der Proteinbanden auf die Polyvinylidenfluorid (PDVF)-Membran,

muss eine Aktivierung der Membran durch Methanol stattfinden.

e Gewilnschte Menge an Filterpapieren mit den Malten 7 x 10 cm und die PDVF-
Membran mit den Malden 7 x 9 cm zurechtschneiden.
e Die Filterpapiere in Transferpuffer einlegen und die PDVF-Membran fir 1 min in

Methanol einlegen.
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e Ein Filterpapier auf die Blottingapparatur legen, die PDVF-Membran auf dem
Filterpapier platzieren, das SDS-PAGE-GEL auf die Membran und zuletzt ein
weiteres Filterpapier drauflegen.

e Vorsichtig mit einer Walze die moglichen vorhanden Luftblasen rausdrucken.

e Den Deckel der Apparatur auflegen und die Kassette in die dazugehdrige
Stromquelle einschieben.

e Der Transfer der Proteine erfolgt bei 25 V und 1 A fir 20 bis 25 min

¢ Nach dem Transfer die PDVF-Membran in Blockierlésung tberflihren und fiir 30 min

auf den Schittler bei RT inkubieren.

5.4.2.8.2 Antikorperreaktion auf der PDVF-Membran

Die durch den Transfer immobilisierten Proteine lassen sich unter Anwendung spezifischer
Antikérper anfarben. Hierbei wird ein primarer Antikdrper, welcher eine spezifische Affinitat
zu der AS-Sequenz des Proteins besitzt, genutzt. Ein zweiter Antikérper (sekundarer
Antikorper) ist ein Enzym gekoppelter Antikdrper, welcher an die konstante Region des
primaren Antikdrpers bindet. Die Detektion der Proteinbanden erfolgt iber das Enzym des
sekundaren Antikdrpers. Es handelt sich um eine alkalische Phosphatase (AP), die durch

Umsetzung von Substraten, spezifische Banden der markierten Proteine erzeugt.

e Den primaren Antikorper gemafll den Hersteller Angaben in Blockierlésung
verdinnen und die Lésung zusammen mit der PDVF-Membran fir 1 Stunde bei RT
inkubieren.

e Die Antikorperldsung abnehmen und die Membran 3 x fir 10 min bei RT in PBS
waschen.

e Den sekundaren Antikérper gemaly den Hersteller Angaben in Blockierlésung
verdinnen und die L6ésung zusammen mit der PDVF-Membran fir 1 Stunde bei RT
inkubieren.

e Die Antikorperlésung abnehmen und die Membran 3 x fir 10 min bei RT in PBS

waschen.

5.4.2.8.3 Farbentwicklung mittels Alkalischer Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase (AP) ist an den sekundaren Antikérper gekoppelt und ist flr
die zu beobachteten Farbreaktion verantwortlich. Das Prinzip beruht auf der Spaltung von
Phosphaten durch die AP, als Substrate werden die organischen Phosphatverbindungen
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) und Nitroblau Tetrazoliumchlorid (NBT) genutzt.
Durch die Abspaltung der Phosphate reagieren die Substrate BCIP und NBT miteinander,
wobei BCIP durch NBT zu einem wasserunloslichen blauen Indigo-Farbstoff oxidiert wird.

NBT wird zu einem wasserunloslichen blauen Formazan-Farbstoff reduziert. Die so
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erzeugten Farbstoffe fallen an der Position auf der Membran nieder, wo der sekundare

Antikérper am primaren Antikérper gebunden hat.

e Zu 20 ml Detektionspuffer 66 ul BCIP und 66 pl NBT hinzugeben.

e Zu der mit AntikGrpern behandelte Membran den Detektionspuffer geben.

e Die Membran so lange inkubieren, bis die gewlnschte Farbungsintensitat erreicht
ist.

¢ Die Farbreaktion durch mehrmaliges Waschen mit Wasser abstoppen.

e Die Membran trocken und dokumentieren (Geldokumentationssystem).

5.4.2.9 Fluoreszenz-Markierung von rekombinanten Proteinen

Fur mikroskopische Untersuchungen kénnen rekombinant hergestellte Proteine mit einem

fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt werden.
5.4.2.9.1 Fluorescein Markierung rekombinanter Proteine

NHS-Fluorescein ist ein aminreaktives Derivat des Fluoresceins-Farbstoffs. Der NHS-Ester
interagiert dabei mit primaren Aminogruppen und formt eine stabile Amidbindung zwischen
dem Protein und dem Fluorescein unter Abspaltung des NHS. Fluorescein-markierte

Proteine kénnen bei einer Wellenlange von 494 nm angeregt werden.

e 1 mg NHS-Fluorescein in 100 yl DMSO Iésen.
e Fluorescein in 20-fachem Uberschuss zur Proteinldsung geben unter

Bertcksichtigung der folgenden Formel:

o _MmgProtein . . 47340 = ul Fluorescein Losung
MW Protein [Da]

MW = Molekulargewicht; x = Uberschuss NHS-Fluorescein
e Das Protein- Fluorescein Gemisch fur 1 Stunde auf Eis inkubieren.
e Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 M TRIS/HCL pH 8 in einer finalen
Konzentration von 50 mM. Das Gemisch fiir zwei weitere Stunden auf Eis inkubiert.
e Uberschiissiges Fluorescein durch Dialyse U/N bei 4 °C entfernen.

e Die erfolgreiche Markierung kann mittels UV-Licht Anregung tUberprift werden.

5.4.2.9.1 Markierung mit DyLight-Farbstoffen

Die DyLight Farbstoff Markierung von rekombinantem Protein liegt dem gleichen Prinzip zu
Grunde wie die Fluorescein Maskierung. In dieser Arbeit wurden die Farbstoffe DyLight 594

und DyLight 647 eingesetzt

e Reaktionsgefall mit DyLight Farbstoff mit 1,25 mg der Proteinldsung vermengen und

fur 2 Stunden auf Eis inkubieren.
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¢ Die Reaktion durch Zugabe von 1 M TRIS/HCI pH 8 in einer finalen Konzentration
von 50 mM fir 1 Stunde abstoppen.
e Uberschiissiger Farbstoff durch Dialyse (/N bei 4 °C entfernen.

e Die erfolgreiche Markierung kann mittels UV-Licht Anregung Uberpruft werden

5.4.3 Zellbiologische Methoden

5.4.3.1 Infektionen von Humanzellen mit Chlamydia pneumoniae

Fir Infektionsexperimente werden HEp-2-Zellen mit einer Konfluenz von 70 % in 24-Well

Platten ausgesat.

e HEp-2-Zellen in eine 24-Well Platte mit Deckglaschen aussaen und bei 37 °C und
6 % CO- U/N inkubiert (HEPA Class 100).

e Chlamydiengradient bei 37 °C auftauen, vortexen und im Wasserbad sonifizieren.

e Die HEp-2-Zellen mit HBSS waschen.

e Chlamydien Suspension mit 500 yl DMEM pro Well versetzten und auf die HEp-2-
Zellen geben.

e Die 24-Well Platte fur 15 min, 37 °C bei 2920 UPM zentrifugieren

¢ Die Platte fur 15 min (Kurzzeitinfektion) oder 48 Stunden (Langzeitinfektion) bei 37
°C und 6 % CO2 inkubieren

e Die Zellen vorsichtig mit Methanol oder 3% PFA Uberschichten und fiir 10 min bei
RT inkubieren, anschlief®end die Zellen 3-mal mit HBSS waschen.

e Die Zellen kdnnen bis zur Farbung in 1 ml HBSS bei 4 °C gelagert werden.
5.4.3.2 Ektopische Expression in Humanzellen

Durch die Transfektion von Expressionsplasmiden ist es moglich ektopische DNA in
Humanzellen einzuschleusen. Die Expression der Gene unterliegt der Kontrolle viraler

konstitutiver Promotoren. Zur Transfektion der DNA wurde das Turbofect-Reagenz genutzt.
5.4.3.21 Transfektion in HEp-2-Zellen

e HEp-2-Zellen in eine 24-Well Platte mit Deckglaschen aussaen und bei 37 °C und
6 % CO- U/N inkubiert (HEPA Class 100).

e Die Zellen 1-mal mit HBSS waschen, 500 pul serumfreies DMEM-Medium
hinzugeben und fir 2 — 4 Stunden bei 37 °C und 6 % CO: inkubieren

e 500 ng Plasmid DNA zu 100 pl Serumfreien- und Antibiotikafreien DMEM Medium
geben und gut durchmischen.

e 2 ul Turbofect-Reagenz hinzugeben, den gesamten Ansatz erneut gut

durchmischen und fur 15 min bei RT inkubieren.
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¢ Den Mix tropfchenweise zu den HEp-2-Zellen pipettieren und anschlieRend die 24-
Well Platte vorsichtig schwenken.

e Bei 37 °C und 6 % CO: U/N inkubieren.

e Zellen mit 3 % PFA Uberschichten und fir 10 min bei RT inkubieren.

e Anschlielend die Zellen 3-mal mit HBSS waschen.

¢ Die fixierten Zellen kénnen bei 4 °C gelagert werden.
5.4.3.2.2 Transfektion mit Infektion

o Die HEp-2-Zellen wie in 5.4.3.2.1 beschrieben transfizieren.

e Chlamydiengradient bei 37 °C auftauen, vortexen und im Wasserbad sonifizieren.

e Die HEp-2-Zellen mit HBSS waschen.

e Chlamydien Suspension mit 500 pl DMEM pro Well versetzten und auf die HEp-2-
Zellen geben.

e Die 24-Well Platte fur 15 min, 37 °C bei 2920 UPM zentrifugieren

e Die Platte fur 15 min (Kurzzeitinfektion) oder 48 Stunden (Langzeitinfektion) bei 37
°C und 6 % CO2 inkubieren

e Die Zellen vorsichtig mit Methanol oder 3% PFA Uberschichten und fir 10 min bei

RT inkubieren, anschlie3end die Zellen 3-mal mit HBSS waschen.
5.4.3.2.3 Transfektion mit Endozytose-Induktion

o Die HEp-2-Zellen wie in 5.4.3.2.1 beschrieben transfizieren.

e Das alte Medium entfernen und die Zellen 2-mal mit 37 °C warmen serumfreien-
und Antibiotikafreien DMEM waschen.

e Zu den Zellen 500 pl serumfreien- und Antibiotikafreien DMEM geben und fir 5 bis
6 Stunden bei 37 °C und 6 % CO2 inkubieren.

e Das alte Medium verwerfen und durch 500 pl serumfreies- und Antibiotikafreies
DMEM mit 100 ng/ml EGFse4 die Endozytose induzieren und die Zellen fir 15 min
bei 37 °C und 6 % CO: inkubieren.

e Das alte Medium verwerfen und die Zellen 2-mal mit SNaPi-Puffer waschen.

e Die Zellen vorsichtig mit Methanol oder 3% PFA Uberschichten und fiir 10 min bei

RT inkubieren, anschlief3end die Zellen 3-mal mit HBSS waschen.

5.4.4 Mikroskopie

5.4.4.1 Permeabilisierung von Humanzellen

Um intrazellulare Proteine in den Zellen mit Antikbérpern anzufarben, muss zuvor die
Zellmembran permeabilisiert werden. Hierfur wurden verschiedene

Permeabilisierungspuffer genutzt.
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Tab. 19: Eingesetzte Permeabilisierungs Puffer

Bezeichnung | Zusammensetzung | Verwendungszweck Inkubationszeit
Triton-Puffer PBS mit 0,3 % Triton | Standard 60 min bei RT
X-100 Permeabilisierungs Puffer
Saponin-Puffer | PBS mit 2 % Saponin | Aktin-Zytoskelett Farbungen | 30 min bei RT
Methanol- Methanol Markierung von | 10 min bei RT
Puffer chlamydialen LPS
5.4.4.2 Antikérpermarkierung von Proteinen

Zur Analyse von Proteinen in einer Zelle, kdnnen diese mittels sekundarer
Antikorperfarbung markiert werden. Hierfir wird ein primarer Antikérper eingesetzt, welcher
spezifisch flr das Protein ist. Der sekundare Antikérper vermittelt die Fluoreszenz und

bindet an den primaren Antikorper.

e Die fixierten Zellen 1-mal mit HBSS waschen.

e Den primaren Antikdrper nach Herstellerangabe in 30 pyl PBS-T (PBS mit 0,05 %
Tween) I6sen und das Deckglaschen mit der Losung benetzten, flir 1 Stunde bei RT
inkubieren.

e Die Zellen 3 x mit HBSS waschen.

e Den sekundaren Antikérper nach Herstellerangabe in 30 yl PBS-T Iésen und das
Deckglaschen mit der Ldsung benetzten, fir 1 Stunde bei RT im Dunkeln
inkubieren.

e Die Zellen 3 x mit HBSS waschen

5.4.4.3 Antikérperfdarbung von chlamydialen Einschliissen

Die Farbung von chlamydialen Einschlissen wird mit Hilfe der Reagenz Pathfinder
ermoglicht. Es handelt sich um eine Fluoreszenz markierten monoklonalen Maus-

Antikorper gerichtet gegen Lipopolysaccharide.

¢ Die Stocklésung 1 zu 6 in PBS-T verdlnnen.

e 30 pl der verdinnten Losung auf die zuvor fixierten Zellen geben.

e Inkubation der 24-Well Platte bei 30 °C fur 30 min.

e Die Zellen 3 x mit HBSS waschen und in 500 yl HBSS bei 4 °C lagern.

5.4.4.4 Farbung eukaryotischer Zellkerne

Bei DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) handelt es sich um einen fluoreszenten Farbstoff,
der an AT-reiche Regionen in der DNA bindet. Durch Anregung des Farbstoffs durch Licht

im Bereich von 385, wird blaues Licht emittiert.
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o Ausgehend von einer 1 mg/ml Stockldsung eine 1:500 Verdinnung in HBSS

herstellen.

e 30 pl dieser Verdiinnung auf die Zellen tropfen.
e Die Platte bei RT fur 10 min inkubieren.
e Die Zellen 3 x mit HBSS waschen und in 500 yl HBSS bei 4 °C lagern.

5.4.5 Bioinformatische Programme

Zur Quantifizierung und Auswertung von Ergebnissen wurden in dieser Arbeit verschiedene

Computerprogramme genutzt, die im Folgenden aufgeflihrt werden.

Tab. 20: Verwendete Bioinformatik Programme

Name

Anwendung

Link

CAi Fiji Package

Quantifizierung von
mikroskopischen Aufnahmen

https://www.cai.hhu.de/service/
service/cai-fiji-package.html

Nikon NIS-Elements

Aufnahme und Bearbeitung
von mikroskopischen
Aufnahmen

https://www.microscope.health
care.nikon.com/de EU/product
s/software/nis-elements

Helix-Projektionen und

https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/

heliQuest Simulation der hydrophoben
Eigenschaften
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cqi-
GORIV Sekundarstruktur-Vorhersagen | bin/npsa_automat.pl?page=/N
PSA/npsa_server.html
NCBI Blastp Proteinsequenzvergleiche https://blast.ncbi.nim.nih.gov/BlI

gegen NCBI-Datenbank

ast.cgi?PAGE=Proteins
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5.5 Ergebnisse
5.5.1 Identifikation weiterer potenzieller humaner Interaktionspartner

5.5.1.1 Quantitative massenspektrometrische Analyse zur
Identifizierung von humanen Proteinen, die als potenzielle Interaktionspartner
von CPn0677 und CPn0678 fungieren kébnnen

In vorherigen Studien konnte SNX9 als humaner Interaktionspartner fur CPn0678
identifiziert werden, indem es Uber die erste konservierte, C-terminale, Prolin-reiche Region
(PRR) mit der Src homology 3 (SH3)-Domane von SNX9 interagiert (214, 216). Sowohl
CPn0677 als auch CPn0678 besitzen konservierte PRRs, die prinzipiell in der Lage sind,
weitere Interaktionen mit SH3-Domanen-enthaltenden Proteinen einzugehen. In
Humanzellen existieren ca. 300 weitere SH3-Domanen-Proteine, die sich als potenzielle
Bindungspartner eignen (220). Um diese Vielzahl von hypothetischen Kandidaten fiir eine
Interaktion einzugrenzen, wurde eine quantitative massenspektrometrische Analyse
durchgefiihrt. Durch die ektopische Expression von CPn0677 und CPn0678 als GFP-
getaggte Fusionsproteine in HEp-2-Zellen und anschlieRender Affinitatsreinigung, gerichtet
gegen den GFP-Tag, wurden die Proben fiir die Massenspektrometrie generiert (Abb. 12).
Die Daten wurden zur besseren Ubersichtlichkeit in Tabellen zusammengefasst und
kénnen anhand der logz-Intensitaten, welche die Abundanz der Proteine in den Proben
widerspiegelt, verglichen werden. Je hoher die Intensitat in den CPn0677 und CPn0678
Proben im Vergleich zur GFP-Kontrolle, desto haufiger ist das identifizierte Protein in den
Proben vorhanden.

Far CPn0677 wurden vier in der logarithmischen Intensitat signifikant erhdhte Proteine im
Vergleich zur Kontrolle und ein tendenziell angereichertes Protein gefunden (Tab. 21). Im
zweiten Manuskript wurde die Interaktion von CPn0677 mit N-WASP und Syndapin 2
untersucht und bestatigt. Fir die weiteren Kandidaten SNX9 und WIP wurden initiale
Experimente durchgeflihrt, die darauf schlielen lassen, dass SNX9 ein Interaktionspartner
ist und WIP nur akzessorisch an N-WASP gebunden ist (Kapitel 5.5.1.2). Zu USP9X wurden
bislang keine Untersuchungen durchgefuhrt.

Die quantitative massenspektrometrische Analyse ergab flir CPn0678 insgesamt acht
signifikant angereicherte Proteine in den Proben (Tab. 22). Im ersten Manuskript wurde die
Interaktion von CPn0678 mit SNX9 untersucht und verifiziert. Die denkbaren Interaktionen
fir CPn067 und Syndapin 2 wurden anhand von initialen Experimenten gepruft. Sie konnten
bislang allerdings nicht endguiltig bestatigt werden (Kapitel 5.5.1.3). Die Proteine ABI1,
PPP1Ca/Bly, CYFIP1/2, BRK1, WASF1/2 und NCKAP1 waren derzeit noch nicht

Gegenstand der Untersuchung. Zur abschlieRenden Verifikation, ob es sich bei den
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gefundenen Proteinen tatsachlich um Interaktionspartner handelt und welchen Effekt sie

auf die Infektion von C.pn. haben, missen weiterfihrende Experimente folgen.

A B

o
CPn0678

4
1

CPn0677

3
1

Log Student's T-test p-value T677_GFP
-Log Student's T-test p-value T678_GFP
2
¥

1
H

S::Uce"ls '»:eil Di ne:e*ces‘én_GFP ® Si,ce'\:‘s '~(:st Dxﬂe:eice 7678;3;9
Abbildung 12: Quantitative Massenspektrometrie zeigt weitere potenzielle Interaktionspartner
Volcanoplots von Proteinen, die durch CPn0677 (A) und CPn0678 (B) in den Proben fir die
Massenspektrometrie angereichert wurden. Die Proteine wurden aus HEp2-Zellen durch Affinitatsreinigung
unter Verwendung von CPn0677-GFP- und CPn0678-GFP-Fusionsproteinen als Kdder angereichert. Als
Kontrolle dienten Zellen, die nur GFP exprimierten. Die angereicherten Proteine wurden anschlie’end durch
quantitative Massenspektrometrie analysiert. Proteine aus der CPn0677-GFP-Anreicherung (n = 3) und der
CPn0678-GFP-Anreicherung (n = 3), die im Vergleich zur GFP-Kontrolle (n = 3) héhere Intensitaten aufweisen,
werden durch rote Quadrate dargestellt, wahrend alle anderen Proteine als graue Kreise markiert sind.

Tab. 21: Identifizierte potenzielle Interaktionspartner fiir CPn0677

. L GFP log2 CPn0677 log2
Protein Signifikant Intensitat Intensitat
Probable ubiquitin carboxyl-terminal .
hydrolase FAF-X (USP9X) ja 11,108 22,326
Neurales Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein .
(N-WASP) ja 8,886 20,519
Sorting Nexin 9 (SNX9) ja 8,630 18,664
WAS/WASL-interacting protein family .
member 1/2 (WIP1/2) ja 8,456 19177
Syndapin 2/3 nein 8,361 15,296
Tab. 22: Identifizierte potenzielle Interaktionspartner fiir CPn0678
. I GFP log2 CPn0678 log:
Protein Signifikant Intensitat Intensitat
Serine/threonine-protein phosphatase
PP1-a/B/y-catalytic subunit ja 8,630 18,664
(PPP1CA/CBJ/CC)
Syndapin 2/3 ja 8,838 18,553
Wiskott-Aldrich syndrome protein family .
member 1/2 (WASF 1/2) ja 10,551 18,450
Nck-associated protein 1 (NCKAP1) ja 9,071 17,914
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. C GFP log: CPn0678 log>
Protein Signifikant Intensitat Intensitat

Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1/2 .

(CYFIP1/2) ja 9,996 17,911

Abl interactor 1/2 (Abi1/2) ja 8,228 17,759
Protein BRICK1 (BRK1) ja 6,664 16,003
Sorting Nexin 9 (SNX9) ja 8,883 14,943
5.5.1.2 CPn0677 Lokalisations- und Interaktionsstudien mit den

identifizierten humanen Proteinen

Im zweiten Manuskript wurde dargelegt, dass CPn0677 direkt mit N-WASP und Syndapin
2 interagiert und diese Wechselwirkungen zwischen den Proteinen eine Relevanz fir die
C. pn Infektion besitzen. In der quantitativen Massenspektrometrie konnten drei weitere
Proteine identifiziert werden, wovon im Folgenden die mdgliche Bindung von CPn0677 mit
SNX9 und WIP analysiert wurde. Um die initialen Ergebnisse der Massenspektrometrie zu
verifizieren, wurden Lokalisationsstudien in Humanzellen mittels ektopischer Expression in
HEp-2-Zellen durchgefiihrt. Die Lokalisation der Proteine, bzw. eine voraussichtliche
Kolokalisation dieser, lasst Riickschllisse auf eine mdgliche Interaktion zu. Darliber hinaus
wurden Protein-Protein-Interaktionsstudien durchgefihrt, um die potenzielle direkte

Bindung an CPn0677 zu bestatigen oder zu falsifizieren.
5.5.1.2.1 CPn0677 Interaktion mit SNX9

Die Interaktion von CPn0678 mit SNX9 wird Uber die erste PRR mit der SH3-Domane von
SNX9 etabliert. Die erste PRR enthalt ein konserviertes RxxPxxP-Motiv, das ebenfalls in
der ersten PRR von CPn0677 existiert. Bereits in friiheren Arbeiten wurde postuliert, dass
CPn0677 auf eine ahnliche Weise wie CPn0678 mit SNX9 interagieren kann (216). Aus
diesem Grunde wurde untersucht, ob und auf welche Weise CPn0677 mit SNX9 interagiert.
Hierflr wurde zunachst der ektopische Expressionsphanotyp der beiden Proteine in HEp-
2-Zellen untersucht (Abb. 13 A). HEp-2-Zellen, die CPn0677-GFP exprimierten, zeigten
einen zytosolischen Phanotypen mit einer leichten Membranassoziation. Die Expression
von mCherry-SNX9 in HEp-2-Zellen fiihrt ebenfalls zu einer zytosolischen Lokalisation mit
einigen, in der GroRe variierenden ,Akkumulationen innerhalb des Zytoplasmas. Bei der
Kotransfektion von CPn0677-GFP mit mCherry-SNX9 andert sich der Phanotyp der beiden
Proteine (Abb. 13 A). Der Gberwiegende zytosolische Phanotyp wird erganzt durch eine
Kolokalisation der beiden in Strukturen innerhalb des Zytosols, sowie durch eine

ausgepragte Kolokalisation in fadenartigen Strukturen.
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DAPI CPn0677 SNX9 Uberlagert

His Pulldown
GST Pulldown

a-His

a-GST

His Pulldown
GST Pulldown

a-His

a-GST

Abbildung 13: Lokalisationsanalyse und Proteininteraktionsstudien zu CPn0677 und SNX9

(A) Transfektionen zur Untersuchung der Lokalisation von CPn0677-GFP, mCherry-SNX9 als
Einzeltransfektionen (oben) und Kotransfektion (unten). Die Zellen wurden nach 15 h fixiert und die Zellkerne
mit DAPI gefarbt (GréRenstandard = 10 um). (B + C) Proteininteraktionsstudie durch Pulldown-Experimente mit
gereinigten rekombinanten GST- oder GST-SNX9-Varianten (ASH3, SH3) und CPn067710nis (A) bzw.
CPn0677APRR110His (C). Die Proben stammen aus His-Pulldowns und GST-Pulldowns und wurden durch SDS-
PAGE fraktioniert und mit a-His und a-GST Antikérpern detektiert.

Eine durch die ektopische Expression hervorgerufene Kolokalisation von Proteinen in
Zellen lasst nur begrenzt Ruckschlisse auf eine direkte Interaktion zu. Der beobachtete
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Phanotyp kénnte durch den Einfluss weiterer endogener Proteine oder anderer zellularer
Bestandteile beeinflusst werden. Um die unerwiinschten Effekte der endogenen Proteine
auszuschlie®en, wurde die CPn0677-SNX9-Wechselwirkung in Pulldown-Experimenten mit
rekombinanten GST- oder GST-SNX9 Varianten (ASH3, SH3) und CPn06771oHis
untersucht. Bei den Pulldowns mit His- oder GST-Agarose konnte gezeigt werden, dass
eine direkte Interaktion zwischen CPn06771nis-GST-SNX9 vorliegt (Abb. 13 B). Die
Bindung ist spezifisch und beruht auf Wechselwirkungen zwischen CPn0677 1onis und SNX9,
da CPn0677+onis Uber GST nicht koeluiert wird (Abb. 13 B). Analog zu den
Interaktionsstudien von CPn0678 und SNX9 wurde Uberprift, ob die Interaktion auf der
ersten PRR mit der SH3-Domane beruht. Bei Deletion der SH3-Domane ist keine Bindung
an CPn06771His mehr mdglich, wohingegen die SH3-Domane ausreicht, um mit
CPn0677+0His zu interagieren (Abb. 13 B). Sofern die erste PRR von CPn0677 1ois deletiert
wurde, ist in allen Pulldown-Experimenten keine Bindung mit den GST-SNX9-Varianten
mehr sichtbar. Zusammenfassend kann daher postuliert werden, dass SNX9 ein direkter

Interaktionspartner ist, der auf dieselbe Weise mit CPn0677 und CPn0678 interagiert.
5.5.1.2.2 CPn0677 kolokalisiert mit WIP

WIP wird in der Literatur eine Rolle bei der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
zugetragen, da es mit NCK1 und GRB2 zur Rekrutierung und Aktivierung von N-WASP
fuhren kann. Dariber hinaus ist es an der Regulierung der subzellularen Lokalisation von
N-WASP beteiligt (221, 222). Im zweiten Manuskript konnte gezeigt werden, dass CPn0677
in der Lage ist, direkt mit N-WASP zu interagieren. Mdglicherweise ist WIP ein falsch
positiver Kandidat, der lediglich aufgrund der Sensitivitat der Massenspektrometrie und der
Assoziation an N-WASP in den Proben detektiert wurde und deshalb kein direkter
Interaktionspartner von CPn0677 ist.
Zunachst wurde der ektopische Expressionsphanotyp beider Proteine in HEp-2-Zellen
untersucht (Abb. 14 A). HEp-2-Zellen, die CPn0677-GFP exprimieren, zeigten erneut den
zuvor beobachteten Uberwiegend zytosolischen Phanotyp mit einer leichten
Membranassoziation. Die Expression von mCherry-WIP in HEp-2-Zellen weist eine
hauptsachlich zytosolische Lokalisation mit einigen groReren Akkumulationen innerhalb der
Zelle auf (Abb. 14 A). Die Kotransfektion der beiden Proteine in HEp-2-Zellen resultiert in
einer Kolokalisation in den zuvor beobachteten Akkumulationen von CPn0677-GFP und
mCherry-WIP in Flecken mit unterschiedlicher Starke.
Durch Pulldown-Experimente in transfizierten HEp-2-Zellen wurde untersucht, ob mCherry-
WIP durch CPn0677-GFP prazipitiert wird (Abb. 14 B). In der Tat war es moéglich, WIP Uber
CPn0677-GFP zu prazipitieren. Dies legt nahe, dass WIP zumindest indirekt, womaéglich
Uber die Assoziation an N-WASP, mit CPn0677 eluiert. Um abschlieend zu beurteilen, ob
es sich um eine direkte oder eine indirekte Interaktion handelt, missen Pulldown-
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Experimente mit rekombinantem Protein durchgeflihrt werden. Eine weitere Moglichkeit
dies zu uUberprifen, bietet die Analyse, ob endogenes N-WASP in den Elutions-Proben

vorhanden ist und somit Riickschlisse auf die indirekte Interaktion gibt.
A

DAPI CPn0677 WIP Uberlagert

Abbildung 14: Lokalisationsanalyse und Proteininteraktionsstudien zu CPn0677 und WIP

(A) Transfektionsexperimente zur Untersuchung der Lokalisation von CPn0677-GFP, mCherry-WIP als
Einzeltransfektionen (oben) und Kotransfektion (unten). Die Zellen wurden nach 15 h fixiert und die Zellkerne
mit DAPI gefarbt (GroRenstandard = 10 um). B) Proteininteraktionsstudie durch Pulldown-Experimente mit
gereinigten transfizierten CPn0677-GFP und mCherry-WIP. Die Proben stammen aus GFP-Trap-Pulldowns und
wurden durch SDS/PAGE fraktioniert und mit a-mCherry und a-GFP-Antikdrpern detektiert.

5.5.1.3 CPn0678 Lokalisations- und Interaktionsstudien mit den

identifizierten humanen Proteinen

Neben den potenziellen Interaktionspartnern von CPn0677 war es das Ziel dieser Arbeit,

weitere humane Proteine zu identifizieren, die mit CPn0678 interagieren und als mdgliche
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Manipulationsziele durch C. pn. gelten. Ein interessanter Kandidat, der bewiesenermalien
mit CPn0677 interagiert, ist Syndapin 2. In der Massenspektrometrie wurde Syndapin 2 als
signifikant erhoht fir CPn0678 nachgewiesen. Zunachst wurde der ektopische

Expressionsphanotyp der beiden Proteine in HEp-2-Zellen untersucht (Abb. 15).
5.5.1.31 CPn0678 Interaktion mit Syndapin 2

Bei HEp-2-Zellen, die CPn0678-GFP exprimieren, ist eine deutliche Akkumulation in Form
von Flecken in der Nahe des Zellkerns zu erkennen, zusatzlich ist eine Membranassoziation
zu beobachten (Abb. 15 B). Zellen, die mCherry-Syndapin 2 exprimieren, zeigen einen
starken zytosolisch ausgepragten Phanotypen, mit teils kleineren punktartigen
Anhaufungen (Abb. 15 B). In der Kotransfektion ist eine starke Relokalisation von mCherry-
Syndapin 2 zu den CPn0678-positiven Strukturen zu erkennen. Es kommt zu einer
Uberlagerung der Signale an der Membran und in Akkumulationen, die sich auf fadenartige
Strukturen beschranken (Abb. 15 B). Sobald die Membranbindefahigkeit von CPn0678
durch Deletion der APH aufgehoben wird, andert sich der Kotransfektionsphanotyp. Es ist
keine Membranassoziation mehr zu erkennen und AAPH-GFP sowie mCherry-Syndapin 2
lokalisieren lediglich in kleineren fleckenartigen Strukturen (Abb. 15 B). Die Kolokalisation
der beiden Proteine scheint dabei abhangig vom C-terminus von CPn0678 zu sein, da bei
der Transfektion der N-terminalen Variante mit mCherry-Syndapin die vorherige, bei der
Volllangen-Variante beobachtete, Kolokalisation komplett aufgehoben ist (Abb. 15 B). Zur
Uberprifung, ob es sich um eine direkte Interaktion handelt, wurden Pulldown-Experimente
mit rekombinant aufgereinigten GST-Syndapin 2 und CPn06781onis-Varianten durchgefiihrt
(Abb. 16). rGST-Syndapin 2 bindet durch im Protein vorhandene Histidine an Nickel-NTA
Agarose, weshalb die Pulldown-Experimente nur Uber den GST-Tag und Pierce™
Glutathion Agarose durchgefiihrt wurden (Daten nicht gezeigt). Anhand der Experimente
konnte eine direkte Interaktion von CPn0678 mit Syndapin 2 belegt werden. Diese Bindung
beruht auf einer im C-terminus enthaltenen Domane von CPn0678. Der C-terminus von
CPn0678 besteht aus drei sich wiederholenden PRRs, die vermutlich funktionell, analog
zur CPn0678-SNX9-Interaktion, mit der SH3-Doméane von Syndapin 2 wechselwirken. Das

kann jedoch bislang nicht eindeutig ausschlaggebend bewiesen werden.
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Abbildung 15: Ektopische Expression von CPn0678 und Syndapin2 in HEp-2-Zellen.

(A) Schematische Darstellung von CPn0678 mit Domanenibersicht. (B) Ektopische Expression von CPn0678-
Varianten mit Syndapin 2 zur Untersuchung der Lokalisation in Humanzellen. Die Zellen wurden nach 15 h
fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefarbt (GréRenstandard = 10 ym).
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Input Waschschritte

Synadapin 2

Abbildung 16: Proteininteraktionsstudien mit CPn0678 und Syndapin

(A) Proteininteraktionsstudie durch Pulldown-Experimente mit gereinigten, rekombinanten GST-Syndapin 2 und
CPn067810nis-Varianten (CPn067810nis, CPN0678 N, CPn0678 C). Die Proben stammen aus GST-Pulldowns und
wurden durch SDS-PAGE fraktioniert und mit a-His und a-GST Antikorpern detektiert. (B) Lipidbindungsassay
von FITC-gefarbtem CPn0677 und Alexa594-gefarbtem Syndapin 2 an Marina Blue-gefarbte DOPS GUVs.
konfokale Mikroskopische Aufnahmen von GUVs, die mit CPn0678 (oben), Syndapin 2 (Mitte) oder beiden
Proteinen zugleich (unten) fir 10 min inkubiert wurden (GroRenstandard = 10 pm).

Fir SNX9 und CPn0678 konnte eine Rekrutierung zur Membran tUber GUV-Experimente
nachgewiesen werden. Analog zu diesen Experimenten sollte untersucht werden, ob
CPn0678 in der Lage ist, Syndapin 2 zur GUV-Membran zu rekrutieren (sieche Manuskript
[). Aufgrund der starken Affinitat von CPn0678 zu DOPS-GUVs wurden diese in den
Experimenten verwendet. Es konnte eine Bindung von CPn0678 an DOPS-haltige GUVs
nach spatestens 10 min beobachtet werden (Abb. 16 B). Eine Bindung von Syndapin 2 an
DOPS-GUVs konnte nach einer 10-minutigen Inkubationszeit nicht erkannt werden (Abb.
16 B). Erst nach der zusatzlichen Zugabe von CPn0678 war eine Assoziation von CPn0678
und Syndapin 2 an der Membran der GUVs erkennbar (Abb. 16 B). Ob diese Rekrutierung
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allein Uber die PRR zustande kommt oder Uber die durch CPn0678 induzierte
Membrankrimmung, die Syndapin 2 ber die F-Bar-Domane erkennen kann (223), muss

durch weiterfiUhrende Experimente geklart werden.

5.5.2 Stabile Trimerbildung durch CPn0678 und CPn0677 Monomere

In frlheren Studien wurde bereits eine mdgliche Oligomerisierung von CPn0678
thematisiert und postuliert, dass CPn0678 stabile Trimere ausbildet (216). Die initialen
Experimente wurden unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt mit Einsatz von
Crosslinkern, damit das Protein im oligomeren Zustand fixiert bleibt. Deshalb wurde in
dieser Arbeit der Ansatz gewahlt, CPn0677 und CPn0678 unter nativen Bedingungen zu
untersuchen. Eine Mdglichkeit, Oligomerisierung unter nativen Bedingungen zu
analysieren, liegt in der GroRRenauftrennung mittels Blue Native PAGE (Abb. 17 A). Dies
wurde fir Rekombinant aufgereinigtes rCPn0677 und rCPn0678 durchgefihrt. Bei
CPn0677 sind im Coomassie-gefarbtem Blue Native Gel Proteinbanden bei ca. 40,144 und
350 kDa erkennbar (Abb. 17 A). Durch die Detektion mittels a-His Antikorpern gegen den
His-Tag des Proteins kdnnen nur zwei spezifische Banden bei ca. 40 und 146 kDa detektiert
werden (Abb. 17 A). Das errechnete Molekulargewicht fir CPn0677 betragt 43 kDa, folglich
wilrden die Ergebnisse der Blue Native PAGE auf einen Monomer und einen Trimer-
Zustand von CPn0677 hinweisen. Im direkten Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse des
SEC-Laufs. Das Chromatogramm der Analyse weist nur einen Peak mit UV-
Absorptionsmaximum bei 17,5 ml auf. Dies deutet daraufhin, dass nur eine Proteinspezies
existiert. Nach Berechnungen und einem Vergleich mit Standardproteinen wurde ein
Molekulargewicht von 41,7 kDa berechnet, was ungefahr der monomaren Grole von
CPn0677 entspricht (Abb. 17 B). Das zuvor beobachtete Trimer oder andere Oligomere
wurden nicht detektiert.

Das errechnete Molekulargewicht fiir CPn0678 liegt bei 24 kDa. Im Coomassie-gefarbten
Blue Native Gel sind Banden bei ca. 30 und 146 kDa erkennbar (Abb. 17 A). Nach Transfer
der Proteine auf eine Membran und nach Detektion mittels a-His Antikoérpern, sind keine
spezifischen Banden fir CPn0678 zu erkennen. Lediglich eine verlaufene grolte Bande, die
bei ca. 30 kDa anfangt und bis zu 480 kDa lauft, ist sichtbar (Abb. 17 A). In diesem Fall

scheint CPn0678 neben dem Monomer auch weitere oligomare Zustande einzunehmen.
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Abbildung 17: Oligomerisierungs-Analyse zu CPn0677 und CPn0678

(A) Oligomerisierungs-Analyse im Blue Native Gele 4 — 16 %. Die rekombinanten Proteine wurden fir 60 min
bei 100.000 g zentrifugiert. Pro Bande wurden 2 ug Protein geladen. Im Anschluss zur Elektrophorese wurden
die Gele mit Coomassie gefarbt (Linkes Gel) oder auf eine PVDF-Membran ubertragen und die Banden mit a-
His Antikdrpern detektiert. Darstellung eines reprasentativen Gels/Blots (n = 2). (B) Superdex 200 increase
10/300 GL GréRenausschluss-Chromatographie von nativem CPn0677. Das rekombinante Protein wurde bei
100.000 g fir 60 min zentrifugiert. Geladen wurden 500 pl mit einer Konzentration von 1,5 mg/ml. Das
Chromatogramm zeigt die gemessene Absorption (braune Linie) und das berechnete Molekulargewicht
(schwarz gestrichelte Linie) (n = 2). Superdex 200 (C) und Superrose 6 (D) GrdéRenausschluss-
Chromatographie von CPn0678. Das Protein wurde bei 100.000 g fiir 60 min zentrifugiert. Geladen wurden 500
Ml mit einer Konzentration von 2,0 mg/ml. Das Chromatogramm zeigt die gemessene Absorption (braune Linie),
den differentiellen Brechungsindex (schwarze Linie) und das berechnete Molekulargewicht (schwarz
gestrichelte Linie) (n = 3).

Interessanterweise sind in der SEC-Analyse von CPn0678 ahnliche oligomare Zustande
von CPn0678 zu beobachten. Das Chromatogramm der Superdex 200 Saule zeigt zwei
gemessene Peaks, die nahezu identisch verlaufen fir die UV-Absorption und fir den
differentiellen Brechungsindex (Proteinkonzentrationsabhangig); die Maxima liegen hierflr
bei ca. 9 und 14 ml (Abb. 17 C). Dies spricht daflir, dass mindestens zwei distinkte
Proteinzustiande existieren. Der erste Peak befindet sich zum Teil im void-Volumen,
weshalb eine prazise Auswertung des Molekulargewichts nicht méglich ist. Es handelt sich
bei dieser Spezies um ein hdheres Oligomer. Der zweite Peak hat eine berechnete Masse
von 70,34 kDa, dies entspricht einem Trimer. Zur UberprUfung der Ergebnisse und durch
die Verwendung einer zweiten Saule, der Superrose 6 mit leicht veranderten
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Trenneigenschaften im Vergleich zur Superdex 200, ist das Ergebnis fir CPn0678
reproduzierbar. Das Chromatogramm zeigt zwei Peaks bei ca. 12,4 und 17,6 ml. In diesem
Fall liegt der erste Peak nichtim void-Volumen und die Grélkenberechnungen ergaben eine
Spezies mit einer Masse zwischen 563 und 587 kDa. Das wirde einem CPn0678 Oligomer
von 24 oder 25 Molekiilen entsprechen. Der zweite Peak hat eine errechnete GroRRe
zwischen 66 und 77 kDa. Die Bestimmung ist aufgrund der nicht gleich verlaufenden Linien
der UV-Messung und des differentiellen Brechungsindex nicht exakt mdglich. Erneut
entsprache die Grolie dieser Spezies einem Trimer.

Zusammengefasst sind die Ergebnisse fir CPn0677 widersprichlich. Im Blue Native Gel
existierte neben dem Monomer ein Trimer, welches jedoch im SEC-Lauf nicht bestatigt
werden konnte. Kongruent zu friheren Analysen konnte fir CPn0678 ein Trimer-Zustand

bestatigt werden und dartber hinaus ein groferes Oligomer von 24 bis 25 Molekilen.

5.5.3 Lokalisation von CPn0677 zur Plasmamembran durch einen EGF-

Stimulus

Die Aktivierung des EGFR durch Pmp21 ist ein essenzieller Schritt fur die C. pn. Infektion
(187). Da CPn0677 ein friih sekretierter Effektor ist, sollte mit der Induktion der Endozytose
durch EGF dieser Prozess in HEp-2-Zellen simuliert werden. Durch die ektopische
Expression sollten Anderung in der Lokalisation des CPn0677-Phanotyps analysiert
werden. In HEp-2-Zellen ohne EGF-induzierte Endozytose weist CPn0677 zu 86,7 % einen
zytosolisch lokalisierten Phanotypen auf. Lediglich in 13,3 % der Falle ist eine Assoziation
von CPn0677 mit der Membran vorhanden (Abb. 18 B und C). Im Fall der N-terminalen
CPn0677-Variante kommt es zu einer drastischen Umverteilung der Signale und nur noch
36,7 % der Zellen haben einen zytosolischen Phanotypen, wahrend 63,3 % der Zellen eine
Membranassoziation von CPn0677 zeigen. In vielen Fallen ist der erlangte Phanotyp denen
der ektopischen Expression von CPn0678 ahnlich und bildet tubulare Strukturen innerhalb
der Zelle aus (siehe Manuskript | und Il). Der Einfluss der CPn0677-APH wird in den
Varianten CPn0677 C und AAPH deutlich. Sobald die Membranbindedomane fehlt, fihrt
das zum Verlust der Membranassoziation und zu einer 100 % zytosolischen Lokalisation
von CPn0677.

Um die Endozytose zu simulieren und damit eine Pmp21-EGFR &hnliche Stimulation zu
erlangen, wurde mit den zuvor genutzten Varianten und der Zugabe von EGF das
Experiment wiederholt (Abb. 18 D und E). Nach 15-minttiger EGF-Induktion zeigten 43,5
% von CPn0677 Membranassoziationen bzw. Kolokalisation von CPn0677 und EGFses4 und
56,5 % der Zellen wiesen den zytosolischen Phanotypen von CPn0677 auf. Im direkten

Vergleich zu den nicht-induzierten Zellen ist das eine Steigerung der Membranassoziation
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um ca. 30 %. Die CPn0677 N-Variante zeigt keine groRen Auswirkungen durch die EGF-
Induktion und nur ein leichter Anstieg auf 68,3 % der Zellen, die eine CPn0677- und EGFso4
Membranassoziation aufweisen, ist zu erkennen. Ebenfalls keinen Effekt hat die EGF-
Induktion auf die Lokalisation von CPn0677 C und AAPH, erneut zeigten nahezu 100 % der

Zellen den zytosolischen Phanotypen.
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Abbildung 18: Einfluss der EGFR-vermittelten Endozytose auf die CPn0677 Lokalisation

(A) Schematische Darstellung von CPn0677 mit Domanenibersicht. (B) Reprasentative Mikroskopie-
Aufnahmen der Transfektionsphanotypen von CPn0677 in HEp-2-Zellen. Die Zellen wurden nach 15 h fixiert
und die Zellkerne mit DAPI gefarbt (GroRRenstandard = 10 pm). (C) Quantifizierung der Phanotypen aus B. Fir
jede Variante wurden 10 Gesichtsfelder ausgezahlt und der prozentuale Anteil des Membran- oder
zytosolischen Phanotyps pro Gesichtsfeld berechnet und als Mittelwert + Standardabweichung darstellt (n = 2).
(D) Repréasentative Mikroskopie-Aufnahmen der Transfektionsphanotypen von CPn0677 in HEp-2-Zellen nach
15-minutiger EGFse4 Inkubation. Die HEp-2-Zellen wurden nach 15 Stunden Transfektionszeit fir weitere 6
Stunden im Mangel-Medium inkubiert. AnschlieRend wurde Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels markiertem
EGF induziert. Die Zellen wurden nach weiteren 15 min fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefarbt
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(GroRenstandard = 10 ym). (E) Quantifizierung der Phanotypen aus D. Fir jede Variante wurden 10
Gesichtsfelder ausgezahlt und der prozentuale Anteil des Membran- oder zytosolischen Phanotyps pro
Gesichtsfeld berechnet und als Mittelwert + Standardabweichung darstellt (n = 2).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die EGF-induzierte Endozytose einen
Einfluss auf die CPn0677 Lokalisation hat und es zu einer Relokalisation zur EGF-positiven
Membran kommt. Dies ist abhangig von der APH, da samtliche Varianten ohne APH keine
Membranbindung zeigen. Moéglicherweise hat der C-terminus einen dominant negativen
Einfluss auf die Membranlokalisation, da in der volllangen Variante die Membranbindung

im Vergleich zur N-terminalen Variante reduziert ist.

5.6 Diskussion

Chlamydien sind obligat intrazellulare Pathogene, die aufgrund ihres einzigartigen
biphasischen Lebenszyklus auf Wirtszellen angewiesen sind. Zu allen Zeitpunkten der C.
pn. Infektion werden Effektorproteine, die in biologische Prozesse der Wirtszellen
eingreifen, Uber das T3SS sekretiert. Auch in der friihen Infektionsphase werden bakterielle
Effektoren sezerniert, die eine Internalisierung von C. pneumoniae beglnstigen. Zwei
dieser frih sekretierten Effektoren sind CPn0677 und CPn0678, die an der Endozytose von

infektiosen EBs beteiligt sind.
5.6.1 Die bakteriellen Interaktionsplattformen CPn0677 und CPn0678

Die chlamydialen Effektorproteine CPn0677 und CPn0678 werden wahrend der friihen
Phase der C. pn. Infektion in die Wirtszelle sezerniert. Durch die PRRs von CPn0677 und
CPn0678, in denen konservierte RxxPxxP-Motive enthalten sind, wird insbesondere die
Interaktion mit humanen Proteinen, die SH3-Domanen tragen, etabliert. Bereits in friiheren
Arbeiten wurde eine Bindung von CPn0678 an SNX9 beschrieben (214, 216). Aufgrund der
Aminosauren-ldentitat innerhalb der ersten zwei PRRs von CPn0677 und CPn0678 wurde
auch fur CPn0677 eine Interaktion mit SNX9 postuliert (216). In dieser Arbeit wurde durch
weitere Experimente eine Interaktion zwischen CPn0677 und SNX9, CPn0677 und N-
WASP sowie CPn0677 und Syndapin 2 nachgewiesen (Manuskript Il und Kapitel 5.5.1.3.1).
Fir CPn0678 wurde ebenfalls eine Interaktion von SNX9 und Syndapin 2 bestatigt
(Manuskript | und Kapitel 5.5.1.2). Interessanterweise zeigen die Ergebnisse der
quantitativen Massenspektrometrie eine Vielzahl von weiteren potenziellen humanen
Interaktionspartnern fir CPn0677 und CPn0678 (Abb. 12). In der Annahme, dass es sich
bei diesen Proteinen um verifizierte weitere humane Interaktionspartner handelt, kann die
Theorie abgeleitet werden, dass CPn0677 und CPn0678, multifunktionale, sekretierte
bakterielle Interaktionsplattformen sind. In den nachsten Kapiteln wird diese These
dahingehend diskutiert.
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5.6.1.1 CPn0677 und USPI9X vermittelte Regulation der EGFR-

Endozytose

In der quantitativen Massenspektrometrie wurde USP9X als ein signifikant angereichertes
Protein identifiziert. Es ist im Vergleich zu den anderen signifikanten Proteinen das am
starksten angereicherte Protein in den Proben (Kapitel 5.5.1).

Die Ubiquitin-spezifische Protease 9X (USP9X) ist eine substratspezifische Deubiquitinase,
die ein aullerordentlich hohes Mall an Sequenzkonservierung von Drosophila bis hin zu
Saugetieren aufweist (224). USP9X kann enzymatisch Mono-Ubiquitin und eine Vielzahl
von Ubiquitin-Ketten von Substraten abspalten und interagiert mit mindestens 35 Proteinen
(225). Als Ubiquitin-modifizierendes Protein ist USP9X sowohl direkt als auch indirekt in
zahlreiche zellulare Prozesse involviert. Beispiele sind hier die Regulation der Zellpolaritat,
die Kontrolle der Apoptose und die Aktivitdt von USP9X in der Embryogenese (226—-228).
Im Kontext dieser Arbeit ist der Einfluss von USP9X auf die EGFR-vermittelte Endozytose
besonders interessant.

Die Ubiquitinierung des EGFR nimmt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
Lokalisation, der Stabilitat und fir den Internalisierungsschritt an der PM ein (229). Der
Ubiquitinierungsstatus des EGFR ist das Ergebnis eines Gleichgewichts zwischen den
Aktivitaten von E3-Ubiquitinligasen und deubiquitinierenden Proteinen (DUP) wie USP9X
(230). Die DUP-Aktivitdt kann den intrazellularen Weg von EGFR entweder direkt
beeinflussen, indem es EGFR selbst deubiquitiniert oder indirekt durch Regulierung des
Ubiquitinierungsstatus von  Adapterproteinen (231). Beispielsweise unterliegen
Adapterproteine, die fur die Internalisierung (z. B. Eps15 und Epsin) und der Sortierung (z.
B. STAM) des EGFR erforderlich sind, einer EGF-induzierten Monoubiquitinierung. USP9X
kann durch Deubiquitinierung der Adapterproteine vor dem proteasomalen Abbau schitzen
und dadurch die EGFR-Halbwertszeit bei der EGF-Stimulation verlangern oder verringern
(231-233).

Zusammenfassend ist USP9X ein Regulator der EGFR-Endozytose. USP9X modifiziert,
durch Zyklen von Ubiquitinierungs- und Deubiquitinierungsereignissen, die Internalisierung
des EGFRs und bestimmt die Transportroute zu den endosomalen Kompartimenten (231).
Durch die Rekrutierung von USP9X durch CPn0677 zur EB-Eintrittsstelle kann somit aktiv
Einfluss auf die EGFR-vermittelte Endozytose genommen werden. Es bedarf jedoch
weiterer Forschung, um die Relevanz von USP9X fiir die chlamydiale Infektion naher zu

beschreiben.
5.6.1.2 CPn0677 und WIP - eine direkte oder indirekte Interaktion?

Neben N-WASP wurde WIP (WAS/WASL-interacting protein family member) als ein

weiteres, signifikant angereichertes Protein in den Proben ermittelt (Kapitel 5.5.1). WIP

140



5 Teil lll: Weitere Ergebnisse

spielt eine wichtige Rolle bei der Aktin-Remodellierung durch Regulation der
Aktinpolymerisation  mittels  Verknlipfung der Aktinmaschinerie mit diversen
Signalkaskaden. Wie der Name des Proteins bereits verdeutlicht, wurde es als N-WASP
Interaktionsprotein bekannt, das in zahlreichen Prozessen mit N-WASP assoziiert auftritt
(234). Die Bindung von WIP an N-WASP reguliert dabei die zellulare Verteilung und
Funktion von N-WASP. Aullerdem wird die Stabilitdt von N-WASP durch die Bindung von
WIP beeinflusst, indem es die Ubiquitinierung von N-WASP verhindert und damit N-WASP
vor proteasomalen Abbau schiitzt (235). Somit wird ersichtlich, dass WIP eng mit N-WASP
verknupft ist. Anhand der durchgefiihrten Experimente ist bislang nicht erkenntlich,
inwiefern es sich bei der CPn0677-WIP-Wechselwirkung um eine direkte oder indirekte
Bindung handelt (s. Kapitel 5.5.1.2.2). Bedingt durch die ektopische Expression in humanen
Epithelzellen und der daraus resultierenden Uberexpression von CPn0677 kann es zu einer
Anreicherung von N-WASP kommen, an dem WIP gebunden ist. Die sensitive
Massenspektrometrie detektiert WIP daraufhin als angereichertes Protein in den Proben.
Jedoch ist WIP mdglicherweise ein falsch-positiver Kandidat.

Da jedoch der endgultige Beweis der Bindung von WIP an CPn0677 aussteht, ist es auch
moglich, dass WIP direkt mit CPn0677 interagiert. WIP zeichnet sich durch eine
Multidomanenstruktur aus, die es ihm ermdéglicht, an verschiedene Proteine zu binden. Der
N-Terminus von WIP weist einen hohen Grad an Homologie zu Verprolin (Vrp1p) auf, einem
in Hefe vorhandenen Aktin-Bindeprotein, das flr die Organisation von Aktin, die Zellpolaritat
sowie die Endozytose von Bedeutung ist (236). Dadurch ist WIP, auch unabhangig von N-
WASP, in der Lage, die Regulation des Aktin-Zytoskeletts zu steuern und wiirde im Kontext
der bisherigen Erkenntnisse auch ohne die Assoziation an N-WASP als moglicher Interaktor

fir CPn0677 interessant sein.

5.6.1.3 CPn0678 und der WAVE-regulatory-complex - Parallelen zu
CPn0677 und N-WASP

Fur CPn0678 wurden als weitere, potenzielle Bindungspartner samtliche Mitglieder des
WAVE-regulatory-complex (WRC) identifiziert. Der WRC steuert die Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts in der gesamten Zelle, indem er die Aktin-Keimbildungsaktivitat des Arp 2/3-
Komplexes an verschiedenen Membranstellen stimuliert.

Das Verprolin-homologe Protein WAVE kommt in allen Eukaryoten vor und spielt eine
zentrale Rolle bei vielen zellularen Prozessen, einschlielllich der Adhasion, Migration,
Zellteilung und -Fusion (145). In Saugetier-Zellen wird WAVE konstitutiv in einen
konservierten, heteropentameren Komplex mit einer Gréflte von ~ 400 kDa eingebaut, der
als WRC bezeichnet wird. Dieser Komplex besteht aus den folgenden fiinf Komponenten:
Cyfip1 (Ortholog Cyfip2), Nap1 / Hem2 (Ortholog Hem1), Abi2 (Orthologe: Abi1 und Abi3),
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HSPC300 / Brick1 und WAVE1 / SCAR (Ortholog: WAVE2 und WAVE3) (237). Der WRC
wird als Reaktion auf Upstream-Signale von Uber 120 diversen Membranproteinen zur
Membran rekrutiert und aktiviert. Bedingt durch die Aktivierung kommt es zu
Konformationsanderungen im WRC und die Auto-Inhibition, durch intrakomplexe
Sequestrierung der VCA, wird aufgehoben (238, 239). Durch diesen Prozess kann die VCA-
Doméane an den Arp 2/3-Komplex binden und diesen aktivieren. Es kommt zu einer
rasanten Aktinpolymerisierung an den Seiten bestehender Aktin-Filamente und somit wird
ein verzweigtes Aktin-Netzwerk in der Nahe der PM erzeugt. Das polymerisierende Aktin
Ubt eine gerichtete Kraft gegen die PM aus und induziert dadurch lokal begrenzte negative
Membranausstilpungen in Richtung des Extrazellularraums (240). Aufgrund dieser
Eigenschaft wird die Aktivitdt des WRC als essenziell bei der Lamellipodien- oder
Filopodien-Bildung erachtet (137).

Wird die Funktion vom WRC mit der von N-WASP verglichen, ergeben sich sowohl
Parallelen als auch Unterschiede. Die Aktivierung von N-WASP ist abhangig von Rho-
GTPasen und fuhrt zu einer Arp 2/3 abhangigen Polymerisierung von Aktin, wobei die Aktin-
Filamente in Richtung des Zytosols gerichtet sind und durch die Polymerisierung eine in
das Zytosol gerichtete Kraft austiben. Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung des WRC von
Rac-GTPasen abhangig und die Polymerisierung der neuen F-Aktin-Filamente ist in
Richtung der PM gerichtet und erzeugt eine Kraftausibung in Richtung des
Extrazellularraums (137). Im Kontext der Infektionen erscheint es logisch, dass beide
Mechanismen manipuliert werden. Die PM-Verformungen, die durch WASP oder dem WRC
induziert werden, kénnten unterstiitzend auf die Aufnahme chlamydialer EBs wirken und
werden durch die Sekretion von T3SS-Effektoren in Gang gesetzt und kénnen dem Trigger-
Mechanismus zugeordnet werden. Da C. pn. durch die Bindung von Pmp21 an EGFR und
dessen Aktivierung auch zusatzlich den Zipper-Mechanismus einsetzt, kommt es
wahrscheinlich zu einer Mischung des Zipper- und Trigger-Mechanismus, um eine effektive
Aufnahme der EBs in die Wirtszelle zu ermoglichen

Die Interaktionen von CPn0677 mit N-WASP scheint spezifisch zu sein, da der WRC nicht
als moglicher Kandidat far CPn0677 in der Massenspektrometrie identifiziert wurde.
Dasselbe gilt fur die CPn0678-WRC-Interaktion, da in der Massenspektrometrie N-WASP
nicht als Interaktionspartner von CPn0678 identifiziert wurde. Anscheinend manipulieren

CPn0677 und CPn0678 unterschiedliche Wirtszellprozesse und Aktinregulatoren.

5.6.1.4 Konservierte Mechanismen unter Bakterien — Funktionelle Ahnlichkeit

zum bakteriellen Effektor EspF

EspF ist ein zentrales Effektorprotein von enterohamorrhagischen E. coli (EHEC) und

enteropathogenen E. coli (EPEC), welches Uber das T3SS in Wirtszellen sekretiert wird.
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EspF Ubernimmt eine zentrale Rolle in der bakteriellen Infektion und ist essenziell fiur die
Invasion von Epithelzellen. Es gilt als bakterielle Interaktionsplattform, da 10 verschiedene
Proteine als Interaktionspartner identifiziert wurden (241). Die Interaktionen mit den
Proteinen haben diverse Auswirkungen auf Wirtszellprozesse. So wird beispielsweise
durch die aktive Modulation zellularer Mechanismen, wie die Umgestaltung des
Zytoskeletts, Veranderungen der Mikrovilli oder sogenannter tight junctions, die Aufnahme
der Bakterien ermdglicht (241).

Die C-terminale Region von EspF besteht aus 3 PRRs, in denen SH3-Bindungsmotive
enthalten sind, ebenso wie eine Cdc42/Rac-interaktive Bindedomane und eine Aktin-
Bindedoméane (241). Durch ein konserviertes RxxPxxP-Motiv in den PRRs kann EspF
spezifisch an die SH3-Domane von SNX9 binden. Auflerdem kann EspF direkt an N-WASP
binden und aktivieren. Die Bindung von EspF hebt die intramolekulare Wechselwirkung der
N-WASP-CRIB-Doméane mit der VCA-Doméane auf und gibt die VCA-Domane frei.
Daraufhin kann N-WASP mit der VCA-Doméane an den Arp 2/3-Komplex binden, welcher
an die Seite bestehender Aktin-Filamente bindet. Dadurch wird das Wachstum eines neuen
F-Aktin-Filaments initiiert und ein verzweigtes Aktin-Netzwerk generiert (242). Wahrend der
bakteriellen Invasion von EPEC wird ein Proteinkomplex, bestehend aus EspF, SNX 9 und
N-WASP, gebildet, um die endogenen SNX9/N-WASP-Signalwege zu imitieren und die
Regulation der Membran und des Aktin-Zytoskeletts zu beeinflussen. Hiermit wird die
Kolonisierung und Internalisierung der pathogenen Bakterien in Darmepithelzellen
gefordert (243).

Ein ahnlicher Mechanismus scheint fir CPn0677 und CPn0678 wahrscheinlich, weshalb
schon in friiheren Arbeiten die Hypothese eines konvergenten Mechanismus geaulert
wurde (214). CPn0677, CPn0678 und EspF besitzen ein konserviertes RxxPxxP-Motiv in
den PRRs wodurch SNX9 als humaner Interaktionspartner fir CPn677 und CPn0678
identifiziert werden konnte. Zusatzlich wurde in dieser Arbeit die Interaktion von CPn0677
mit N-WASP bewiesen (Manuskript II). Chlamydien bilden eine einzigartige, bakterielle
Evolutionsgruppe, die sich vor etwa einer Milliarde Jahren von anderen Bakterien getrennt
hat (6, 244). Dennoch ist auffallend, dass zwei unterschiedliche Spezies ahnliche
Invasionsstrategien entwickelt haben, was ein Indiz flr eine konvergente Entwicklung

darstellt.
5.6.2 Oligomerisierung von CPn0678 — ein bifunktioneller Mechanismus

Durch die GréfRenausschluss-Chromatographie-Analyse von nativem rCPn0678 wurde ein
biologisch stabiles Trimer nachgewiesen (Kapitel 5.5.2). Die Trimer-Bildung von CPn0678
liefert eine mogliche Erklarungsgrundlage fur zwei funktionale Eigenschaften von CPn0678.

Die Ergebnisse des ersten Manuskripts zeigten, dass CPn0678 eine APH besitzt, die

143



5 Teil lll: Weitere Ergebnisse

negativ geladene Phospholipide bindet und Membrankrimmungen induziert. Das
Membrankrimmungsereignis ist dabei lokal begrenzt auf die Bindestelle von CPn0678.
Durch die Trimerisierung konzentrieren sich drei CPn0678-Molekile lokal an der Membran
und verstarken synergistisch den Membrankrimmungseffekt. Durch die halbseitige
Insertion der CPn0678 APH in die PM-Lipiddoppelschicht kann die Membran gespreizt
werden, was die Membran-Fluiditat erhéht und eine Krimmung initiiert (245). Eine ahnliche
Funktionsweise zeigen diverse BAR-Domanen-Proteine. Beispielsweise bildet SNX9, in
Abhangigkeit von der BAR-Domane, Homo- und Heterodimere aus, die nach der
Dimerisierung Membrankrimmungen detektieren und verstarken, was im Extremfall zur
Tubulation der Membran flhren kann (125).

Des Weiteren wird durch die Trimerisierung von CPn0678 die Anzahl an freien
Proteinbindestellen erhdht. Das wuirde erklaren, wie die Bindung einer Vielzahl von
potenziellen Interaktionspartnern an CPn0678 moglich ist (Kapitel 5.5.1). Die
Gemeinsamkeit der Mehrzahl der identifizierten potenziellen humanen Interaktionspartner
von CPn0678 liegt darin, dass sie SH3-Doméanen (SNX9, Syndapin 2 und Abi 1/2),
enthalten (246—249). Die Interaktion von CPn0678 mit SNX9 wird tber die PRR mit der SH-
3-Domane etabliert und eben diese Interaktionsart ist auch fur die weiteren SH-3-Domanen
enthaltende Proteine moglich. Unwahrscheinlich ist jedoch, dass alle Proteine zeitgleich an
ein monomeres CPn0678 binden, da es zu sterischen Hinderungseffekten kommen kann,
bzw. samtliche Bindestellen bereits durch humane Proteine, wie beispielsweise SNX9,
besetzt sind. Eine mdgliche Lésung dieser Problematik liegt in der Ausbildung des Trimers
von CPn0678. Dadurch wird die Anzahl an PRRs erhoht, was die zeitgleiche Bindung von
mehreren humanen Proteinen ermdglicht. Dieses Prinzip ist beispielsweise ein
grundlegender Mechanismus von Adapterproteinen. Bekannt aus dieser Protein-Kategorie
ist die 14-3-3 Proteinfamilie, die durch Dimerisierung simultan zwei Liganden binden kann
und somit raumliche Nahe der beiden Liganden erzeugt (250).

Wie sich diese Effekte auf die friihe Infektion auswirken konnten, ist im folgenden Modell
schematisch dargestellt. (1) CPn0678 wird in die Wirtszelle sezerniert. (2) Durch die APH
wird zunachst eine Bindung an die PM vermittelt, gefolgt von einer Insertion der APH von
CPn0678 in die PM und der Induktion lokaler Membrankrimmungseffekte. (3) CPn0678
rekrutiert SNX9 zur PM und bindet an SNX9. (4) Durch die Trimerisierung von CPn0678
und die Insertion weiterer APHs in die PM wird der Effekt der Membrankrimmung regional
verstarkt. Dies stellt ein Signal fur SNX9 dar, das zur SNX9-Dimerisierung fihrt und dadurch
die Membrankrimmung unterstitzt. Dies kdnnte eine positive Riickkopplung auslésen und
weiteres SNX9 rekrutieren, um die Membran dementsprechend zu verformen, sodass eine

effektive Aufnahme von EBs erleichtert wird. In diesem Kontext ist auch eine Rekrutierung
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von Syndapin 2 mit einem ahnlichen Effekt, bzw. die weitere Bindung der identifizierten
Proteine in der Massenspektrometrie, mdglich.

Zusammengefasst kann die Oligomerisierung von CPn0678 als bifunktioneller
Mechanismus betrachtet werden, da die Trimerisierung einerseits den Effekt der

Membrankrimmung verstarken kann und andererseits die Bindung mit weiteren humanen

Proteinen ermdglicht.

CPn0678 e® <:> e

&
SNX9 —

Abbildung 19: Oligomerisierung von CPn0678 und der potenzielle bifunktionelle Mechanismus.
Schematische Darstellung des bifunktionellen Mechanismus der CPn0678-Trimerisierung und dessen mogliche
Auswirkungen auf die Infektion.

5.6.3 Beeinflussung der intrazellularen Lokalisation von CPn0677 durch

einen EGF-Stimulus

Durch bioinformatische Analysen konnte eine N-terminale APH von CPn0677 identifiziert
werden, die experimentell an synthetische Membranen bindet (Manuskript Il). Allgemein
muissen APHs einige Kriterien erfiillen, um Lipide binden zu kénnen. APHs sollten ein
hydrophobisches Moment (<uH>) von ~ 0,5 und eine Nettoladung zwischen +1 bis +3
aufweisen. Zusatzlich missen polare AS, wie Lysin(K) und Arginin (R), sowie hydrophobe
AS, wie Isoleucin, innerhalb der alpha-Helix existieren (251). Im Rahmen dieser Parameter
bewegen sich die APHs von CPn0677 und CPn0678 (Abb. 20). In friheren Arbeiten wurde
bereits eine ahnliche Funktion der CPn0677-APH zu der von CPn0678 postuliert (216). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte fir die CPn0677 und CPn0678 APH eine Bindung an
synthetische Membranen (GUVs) mit hoher Affinitdt an negativ geladene Phospholipide

bewiesen werden (Manuskript | & II).
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CPn0677 APH CPn0678 APH
19QVASKAKQLWQTVREFFLgg s7QGLLARIKEAVTGFFSRMg,
Physikalisch- Nicht polare Physikalisch- Nicht polare
chemische Aminosauren chemische Aminosauren
Eigenschaften 9 (50 %) Eigenschaften 9 (50 %)
hydrophobizitét Ungeladene AS- Aromatische AS- Hydrophobizitit Ungeladene AS- Aromatische AS-
<H> Seiteketten Seitenketten TRP <H> Seiteketten Seitenketten
0.457 GLN 3, SER 1, 1, PHE 2 0.456 GLN 1, SER 1, PHE 2
THR 1 THR 1, GLY 2
Hydrophobisches Geladene AS- Hydrophobes Hydrophobisches Geladene AS- Hydrophobes
Moment <uH> Seitenketten Gesicht: Moment <uH> Seitenketten Gesicht:
0.430 LYS 2, ARG 1, FLVVAFWA 0.523 LYS 1, ARG 2, ALFIMVLF
GLU 1 GLU1
Gesamtladung Gesamtladung
2 2

Abbildung 20: Schematische Darstellung der APHs von CPn0677 und CPn0678.

Helikale Projektion der Aminosauren in den jeweiligen APHSs. Die Projektion sowie die gezeigten Werte wurden
mit ,heliQuest” erstellt. Der Pfeil in der Darstellung gibt die Richtung des hydrophoben Moments an. Die
chemischen Eigenschaften der AS-Reste sind farbkodiert: Ungeladene Seitenketten Amidisch (Rosa),
ungeladene Seitenketten hydroxyl (Lila), polare negative geladene Seitenkette (Rot), polare positive geladene
Seitenketten (Blau), hydrophobe Seitenkette (Gelb), sonstige (Grau). Die Aminosaurenabfolge ist von N nach
C angedeutet.

Interessanterweise filhrte jedoch die ektopische Expression von CPn0677 und CPn0678 in
HEp-2-Zellen zu unterschiedlichen Phanotypen und verschiedenen Lokalisationen von
CPn0677 und CPn0678 innerhalb der Humanzellen. Die Expression von CPn0677-GFP
resultiert in einem Uberwiegend zytosolischen Phanotypen (Manuskript Il). Im Vergleich
dazu flhrt die ektopische Expression von CPn0678-GFP in HEp-2-Zellen zu einem PM-
assoziierten Phanotypen (Manuskript 1). Dieser CPn0678-GFP Phanotyp konnte lediglich
bei der ektopischen Expression der N-terminalen CPn0677-Variante (CPn0677-N1)
beobachtet werden und ist definiert durch die Bindung an die PM und die Tubulation der
PM (Manuskript II).

Grundsatzlich deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die CPn0677-APH identische Binde-
und Tubulationseigenschaften wie die CPn0678-APH besitzt. Die gegensatzlichen
Ergebnisse der Phanotypen der Volllangen-Variante von CPn0677 und der CPn0677-N1-

Variante werden voraussichtlich durch die Deletion des C-Terminus bedingt. Prinzipiell ist
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jedoch auch ein Einfluss auf die Lokalisation von CPn0677 durch humane Proteine
denkbar.

Die Aktivierung des EGFR durch Pmp21 ist ein essenzieller Schritt der C. pn. Infektion und
fuhrt zur Rekrutierung Endozytose-relevanter Proteine zu der EB-Bindestelle (187). Da
CPn0677 ein friih sekretierter Effektor ist, sollte mit der EGF-Induktion der Endozytose
dieser Prozess in HEp-2-Zellen simuliert werden. Durch die ektopische Expression sollten
Anderung in der Lokalisation des CPn0677-Phanotyps analysiert werden.
Interessanterweise anderte sich die Lokalisation von CPn0677 nach der Induktion der
Endozytose und CPn0677 lokalisierte zur PM (Kapitel 5.5.3). Diese Beobachtung liefert
eine mogliche Erklarung fir die zytosolische Lokalisation von CPn0677 in HEp-2-Zellen, in
denen keine EGF-induzierte Endozytose stattfindet. Erst der EGF-Stimulus und die dadurch
initialisierten Signalkaskaden zur Aufnahme des EGF-EGFR-Komplexes fuhren zur
Rekrutierung von Endozytose-relevanten Proteinen zur PM. Infolgedessen werden
moglicherweise auch Interaktionspartner von CPn0677 zum EGF-EGFR-Komplex
rekrutiert, die daraufhin eine Interaktion mit CPn0677 eingehen kdnnen und deswegen flur
die Relokalisation von CPn0677 zur PM verantwortlich sind. Mdglicherweise induziert die
Bindung eine Konformationsanderung bei CPn0677, wodurch die APH freigesetzt wird, die
erst daraufhin in der Lage ist, an die PM zu binden. Dies kdnnte einen molekularen
Mechanismus darstellen, der die zeitliche Regulierung von CPn0677, wahrend der
Endozytose steuert. Erst ab einem definierten Zeitpunkt und durch die Rekrutierung
relevanter Proteine, wie Syndapin oder N-WASP, wird CPn0677 aktiviert und somit die
Funktionalitat von CPn0677 wahrend der EB-Internalisierung zeitlich abgestimmt. Das
Konzept der Aktivierung oder Inhibierung von bakteriellen Proteinen durch
Konformationsanderungen ist beispielsweise von der Aktivierung der Shigella flexneri Typ
3-Sekretion bekannt. Die Sekretion von Effektorproteinen von Shigella flexneri erfordert
eine Konformationsanderung der Translokon-Pore des T3SS, die durch Wirts-

Intermediarfilamente induziert wird (252, 253).
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6 Teil IV: AbschlieBRende Diskussion
6.1 Weiterer Ausblick fiir die Proteine CPn0677 und CPn0678

Die zahlreichen weiteren potenziellen Interaktionspartner fur CPn0677 und CPn0678
deuten auf weitere mdgliche funktionelle Aspekte in der frihen C. pn. Infektionen hin.
Interessant ist in diesem Kontext vor allem die mogliche Manipulation des Wirtszell-Aktin-
Zytoskeletts durch CPn0677 und CPn0678. Im zweiten Manuskript wurde gezeigt, dass
CPn0677 und N-WASP in transfizierten Zellen kolokalisieren und durch darauffolgende in
vitro-Pulldowns konnte eine direkte Interaktion der beiden Proteine bestatigt werden.
N-WASP gilt als einer der Hauptregulatoren des Arp 2/3-Komplexes (143). So kann N-
WASP in Reaktion auf vorgeschaltete Signale aktiviert werden. Durch die Bindung von Rho-
GTPasen, wie beispielsweise Cdc42, wird die intramolekulare Wechselwirkung der CRIB-
Doméane mit der VCA-Doméane von N-WASP aufgehoben, und die VCA-Domane wird
freigesetzt. Die N-WASP-VCA-Domane kann nun an den Arp 2/3-Komplex binden, wodurch
die Aktin-Keimbildungsaktivitat des Arp 2/3-Komplex reguliert werden kann (151). Der
aktivierte Arp 2/3-Komplex bindet wiederum an die Seiten bestehender ,Mutter“-Aktin-
Filamente und initiiert das Wachstum eines neuen ,Tochter“-Filaments. Dadurch wird ein
verzweigtes  Aktin-Netzwerk generiert (111). Die durch N-WASP-induzierte
Aktinpolymerisation wirkt kooperativ mit der durch Dynamin induzierten Vesikelabspaltung
bei der Endozytose (106). Fir das sekretierte Effektorprotein CPn0677 ist die
Einflussnahme auf den Mechanismus der Aktinpolymerisation durch die Interaktion mit N-
WASP modglich und kdnnte von CPn0677 effektiv zum Vorteil fir die chlamydiale EB
Internalisierung manipuliert werden.

In vielen anderen Pathogenen ist die Manipulation von Aktin-Regulatoren fir eine
erfolgreiche Infektion von Wirtszellen ein etablierter Mechanismus. Die Modulation des
Wirtszell-Aktin-Zytoskeletts fordert zahlreiche Prozesse, die fur Erreger von Vorteil sind,
einschlieBlich der Internalisierung von Bakterien, der strukturellen Integritat
bakterienhaltiger Einschlisse und der Verbreitung von Erregern (254). Ein prominentes
Beispiel fur diese Art der Manipulation von Aktin-Regulatoren stellt der bakterielle
sekretierte Effektor EspF von EHEC dar. Der T3SS-sekretierte Effektor bindet an die
Autoinhibitorische GTPase-Bindungsdoméane (CRIB) von N-WASP und ahmt die Cdc42-N-
WASP Interaktion nach (241). Ebenfalls, wie bei der Bindung von Cdc42 an N-WASP, fiihrt
die Bindung von EspF an N-WASP zur Auflésung der intramolekularen Wechselwirkung der
CRIB-Doméane mit der VCA-Domane, woraufhin es zur Konformationsanderung von N-
WASP kommt. Die durch die Konformationsanderung freigesetzte VCA-Domane von N-
WASP kann nun an den Arp 2/3-Komplex binden und dadurch die Aktin-Nukleation an

bereits existierenden Filamenten starten. In EHEC werden die notwendigen PM-
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Verformungen zur Aufnahme des Pathogens, in Zusammenhang mit der EspF-N-WASP-
Interaktion gebracht (255). Auch innerhalb der Chlamydien, ist die Manipulation des Aktin-
Zytoskeletts der Wirtszelle eine gangige Strategie, um die erforderlichen
Umgestaltungsereignisse der Wirtszell-PM in Gang zu setzen und final die Aufnahme der
EBs in die Wirtszelle zu unterstitzen. Der T3SS-sekretiere Effektor TmeA von C. fr. bindet
direkt an N-WASP, um die Arp 2/3-abhangige Aktinpolymerisation zu férdern (256, 257).
Die Daten der quantitativen Massenspektrometrie deuten auf eine Interaktion von CPn0678
mit den Proteinen des WRC hin (Kapitel 5.5.1). Der WRC steuert die Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts in der gesamten Zelle, indem er die Aktin-Keimbildungsaktivitat des Arp 2/3-
Komplexes an verschiedenen Stellen der Membran, in Reaktion auf spezifische Signale,
stimuliert. Die Rolle des WRC wird dabei maRgeblich mit der Lamellipodien-Ausbildung in
Zusammenhang gebracht. In Saugetier-Zellen werden die WAVE-Proteine konstitutiv in
einen konservierten, heteropentameren Komplex mit einer Grof3e von ~ 400 kDa eingebaut.
Der WRC wird als Reaktion auf Upstream-Signale, die durch Rac-GTPasen vermittelt
werden, induziert. Aufierdem wird der WRC von Uber 120 diversen Membranproteinen zur
Membran rekrutiert und aktiviert. Bedingt durch die Aktivierung von Rac-GTPasen kommt
es zu Konformationsanderungen im WRC. Die Auto-Inhibition, durch intrakomplexe
Sequestrierung der VCA-Domane der WAVE-Proteine, wird aufgehoben und die VCA-
Domane der WAVE-Proteine kann an den Arp 2/3-Komplex binden und diesen aktivieren
(238, 239). Es kommt zu einer rasanten Aktinpolymerisierung an der Membran. Das
polymerisierende Aktin Ubt eine gerichtete Kraft gegen die Zellmembran aus und induziert
dadurch lokal begrenzte Membranausstilpungen in Richtung des Extrazellularraums (240).
Sofern sich fir CPn0678 der WRC, oder einzelne Proteine des WRC, als
Interaktionspartner bestatigen, wiirde dies zeigen, dass die zwei Effektoren, CPn0677 und
CPn0678, unterschiedliche Aktin-Regulatoren manipulieren. Der WRC ist ebenfalls ein Ziel
fur sekretierte Effektoren, um das Aktin-Zytoskelett der Wirtszelle zu manipulieren.
Beispielsweise hemmt der Effektor EspG von EHEC indirekt die Aktivitat des WRC, um der
WRC-abhangigen Phagozytose entgegen zu wirken (258). Dahingehend erscheint die
Manipulation der beiden Aktin-Regulatoren, N-WASP und der des WRC-Komplexes, im
Zusammenhang mit der Aufnahme von chlamydialen EBs logisch.

Die in dieser Arbeit bestatigten Interaktionen von CPn0678 mit SNX9 (Manuskript 1), bzw.
CPn0677 mit N-WASP und Syndapin (Manuskript Il), bestatigen dass Chlamydien nicht
einen spezifischen Endozytose-Mechanismus bevorzugen. So beschreibt die Literatur fir
SNX9 eine Beteiligung an der CAE, CUE und der Makropinozytose (125), fir Syndapin eine
Beteiligung an der CUE und ADBE (100) und legt dar, dass N-WASP an der CUE, CAE und
Makropinozytose beteiligt ist (57, 259). Die Beteiligung von SNX9, Syndapin und N-WASP

in diversen Endozytose-Mechanismen, und die bestatigte Interaktion mit den Effektoren
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CPn0677 und CPn0678 deutet deswegen daraufhin, dass verschiedene Elemente der
Endozytose-Mechanismen manipuliert werden und keine klare Abgrenzung des
Endozytose-Mechanismus von Chlamydien mdéglich ist. Ein Beispiel fur die Rekrutierung
verschiedener Elemente von Endozytose-Mechanismen liegt in der Infektion von
Wirtszellen durch Listeria monocytogenes. Das Pathogen gelangt in Wirtszellen, indem es
Oberflachenrezeptoren aktiviert, die durch CAE, CUE und schnelle Endophilin-vermittelte
Endozytose aufgenommen werden kénnen (260). In diesem Kontext erscheint es sinnvoll,
das Wirkungsgeflige zwischen spezifischen Effektoren und Wirtszellproteinen zu
untersuchen und keine Begrenzung auf einen spezifischen Endozytose-Mechanismus zu
setzen. Dahingehend bieten CPn0677 und CPn0678 weitere Forschungsmdglichkeiten, da
die bereits verifizierten und die weiteren potenziellen Interaktionspartner in eine Vielzahl
von Endozytose-Mechanismen involviert sind (s. Kapitel 5.6).

Eine umfassende Betrachtung der frihen Infektionsprozesse konnte ebenfalls mogliche
Wirkungsgeflechte zwischen CPn0677, CPn0678 und durch die von Pmp21 induzierte
EGFR-Signalkaskade aufdecken (s. Kapitel 1.2.41.2.5 Die Endozytose dient als
Eintrittsmechanismus fir intrazellulare Pathogene). Die Ergebnisse im Kapitel 5.5.3 zeigen,
dass die EGF-induzierte Endozytose einen Effekt auf die Lokalisation von transfizierten
CPn0677 hat. Es kommt zur Relokalisation des im Zytoplasma befindlichen CPn0677 zur
PM. Wird der durch EGF-induzierte Signalprozess gleichgesetzt mit der Pmp21-EGFR-
Interaktion, ergeben sich Uberschneidungs-Effekte von Pmp21 und der beiden Proteine
CPn0677 und CPn0678 (187). Die Adhasionsprozesse von C. pn. sollten daher mit den
Wirkungsmechanismen von sekretierten Effektoren verknlpft und zusammenfassend
betrachtet werden. Zusatzlich kdnnten womdglich weitere Funktionen von sekretierten
Effektoren in Zusammenhang mit den Funktionen von CPn0677 und CPn0678 gebracht
werden. Beispielsweise konnte eine Betrachtung der Funktionen von TarP/CPn0572
Aufschluss Uber die Internalisierung von EBs geben. CPn0572 bindet und polymerisiert
Aktin an der bakteriellen Invasionsstelle und férdert die Internalisierung des Bakteriums in
die Wirtszelle (190, 261). Die mdglichen Einflisse von CPn0677 und CPn0678 auf die
Aktin-Regulatoren N-WASP und den WRC koénnten, zusammen mit der durch CPn0572

induzierten Aktinpolymerisation, synergistisch wirken.

6.2 CPn0677 und CPn0678 als Schllisselproteine der frihen
chlamydialen Infektion

Abschlie3end wird ein theoretisches Modell aufgestellt, das die moglichen Funktionen von
CPn0677 und CPn0678 in der frihen Infektion im Detail abbildet (Abb. 21).

(1) Nach der reversiblen Adhasion von OmcB an Heparansulfat-dhnliches

Glykosaminoglykan erfolgt die stabile Adhasion durch Pmp21 an EGFR und fuhrt zu dessen
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Aktivierung (187, 194, 207). Zusatzlich ist LipP an dem stabilen Adhasionsprozess beteiligt
(201). LipP wird vermutlich in die Plasmamembran eingebaut, wo es an PS bindet und
dieses auf die auRere Seite der PM externalisiert (202). Die Externalisierung von PS kann
ferner zur Relokalisierung von menschlichen membrangebundenen Proteinen, wie Rac-
Proteinen, und zur Membrankrimmung fuhren, was die Internalisierung des EBs unterstitzt
(202, 211). Infolge des stabilen Kontakts wird das T3SS der Bakterien aktiviert und
Effektorproteine werden in die Wirtszelle sekretiert. Ein solches Protein stellt CPn0572 dar,
welches in der Lage ist, Aktin zu binden und zu polymerisieren. Uber das T3SS werden
aullerdem die Effektorproteine CPn0677 und CPn0678in die Wirtszelle sekretiert. Nach der
Sekretion von CPn0677 und CPn0678 assoziieren die Proteine Uber die N-terminale APH
an die innere Seite der PM. Gleichzeitig kommt es durch die EGFR-Aktivierung zur
Rekrutierung von Endozytose-relevanten Proteinen, darunter SNX9 und Syndapin 2. (2)
Nach der initialen Assoziation von CPn0678 an die PM kommt es zur Insertion der APH,
wodurch erste, lokal begrenzte Membrankrimmungen induziert werden. Dieser Effekt wird
durch eine Trimerisierung von CPn0678 verstarkt. SNX9 detektiert die Krimmung der PM,
wodurch es in raumlicher Nahe zur Membran lokalisiert und von CPn0678 gebunden wird.
Wahrscheinlich wird SNX9 durch die Bindung an CPn0678 aktiviert, worauf es
infolgedessen dimerisiert und regional begrenzt unterstiitzend auf die Membrankrimmung
an der Internalisierungsstelle wirkt. Aktiviertes SNX9 kann N-WASP binden, was zu einer
Arp 2/3-induzierten Aktinpolymerisation und zur Generierung neuer F-Aktin Verzweigungen
an bereits existierenden Filamenten flihren kann. AuRerdem bindet CPn0677 an Syndapin
2, wodurch es aktiviert wird und wahrscheinlich infolgedessen dimerisiert und ebenfalls die
Membranverformungen unterstitzt. Analog zu SNX9 wird durch Syndapin 2 der Aktin-
Nukleator N-WASP rekrutiert. Unabhangig davon ist CPn0677 ebenfalls in der Lage, N-
WASP zu binden und damit die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts zu steuern. Das
Zusammenwirken der Membranverformungen durch die APHs von CPn0677 und CPn0678
und der BAR-Domanen von SNX9 und Syndapin 2 fiihrt dazu, dass die PM lokal in Richtung
des Zytosols ausgestlilpt wird und eine positive Membrankrimmung aufweist. Mit
Fortschreiten der Endozytose bildet sich eine Membranstruktur aus, die das EB umschlief3t,
welches Uber einen ,Hals“ mit der PM verknpft ist. (3) Im letzten Schritt wird durch die
SNX9- und Syndapin 2-induzierte Aktivierung von Dynamin die Vesikelabschnirung
ausgeldst. Moglicherweise vermittelt die durch N-WASP induzierte Aktinpolymerisation eine
Kraft, die den Abschnlrungsprozess unterstitzt. Vermutlich stabilisieren die APHs von
CPn0677 und CPn0678 das Vesikel, indem sie die notwendige Membrankrimmung

aufrechterhalten.
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F-Aktin == N-WASP ‘wwer OmcB
G-Aktin @ ARP23 ¥ LipP
Syndapin <> Dynamin V PS
SNX9 I CPn0677 PIPs
CPn0678 . Pmp21 ]

EGFR e TaP

Abbildung 21: Schematische Darstellung der durch CPn0677/0678 induzierten Prozesse wahrend der
Internalisierung von EBs.

Die einzelnen Aspekte mit den entsprechenden Nummerierungen werden im Flief3text erklart. Schwarze Pfeile
kennzeichnen Bewegungen, graue Pfeile implizieren die ausgetibten Krafte durch das Aktin-Zytoskelett.

Die sekretierten Effektorproteine nehmen somit eine zentrale Rolle bei der Internalisierung
von chlamydialen EBs ein. Durch die aktive Bindung von humanen Proteinen werden
sowohl die PM als auch das Aktin-Zytoskelett restrukturiert, um eine Aufnahme der EBs zu
gewahrleisten. Die weiteren potenziellen Interaktionspartner kdnnten die Theorie, dass
CPn0677 und CPn0678 bakterielle Interaktionsplattformen sind, untermauern. Die weitere
Erforschung der Wechselwirkungen zwischen den Effektorproteinen und den humanen
Proteinen koénnte die Funktion von CPn0677 und CPn0678 als chlamydiale
Schlusselproteine bestarken und weitreichende Einblicke in den Internalisierungsprozess

von C. pn. liefern.
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