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I Zusammenfassung 

 

Obligat intrazelluläre Bakterien sind für ihren Entwicklungszyklus vollständig auf ihre 

eukaryotische Wirtszelle angewiesen. Eine wichtige Gruppe obligat intrazellulärer Bakterien 

sind die humanpathogenen Chlamydien. Diese Gram-negativen Erreger sind weltweit für 

eine Reihe wichtiger Erkrankungen verantwortlich. So führt Chlamydia pneumoniae (Cpn) 

zu Erkrankungen des oberen und unteren Respirationstraktes und wird mit mehreren 

chronischen Krankheiten sowie Lungenkrebs assoziiert. Chlamydien manipulieren während 

ihres Entwicklungszyklus auf vielfältige Weise Prozesse ihrer Wirtszelle. Hierzu sekretieren 

Chlamydien im Rahmen ihres biphasischen Infektionszyklus über ihr Typ-III-

Sekretionssystem Effektorproteine, welche unter anderem das Zytoskelett manipulieren. 

Während hierbei die Rolle des Aktin-Zytoskeletts bereits gut belegt ist, ist unklar, welche 

Rolle das MT-Zytoskelett im Infektionszyklus spielt und welche Effektorproteine beteiligt 

sein könnten.  

Ich konnte zeigen, dass ein wildtypisches MT-Zytoskelett für den regulären Ablauf der 

frühen Cpn Infektion essentiell ist und der Verlust des MT-Zytoskeletts oder die 

Beeinträchtigung der MT-Dynamik zu einer massiven Reduktion der Infektionseffizienz 

führt. In einem umfangreichen Screen im Modell-Eukaryoten Schizosaccharomyces pombe 

konnte unser Labor insgesamt 13 neue MT-modulierende Cpn Proteine identifizieren, 

welche zu unterschiedlichen Zeiten im Infektionszyklus exprimiert werden. 

In weiteren Arbeiten konnte ich für das früh sekretierte Cpn Effektorprotein CPn0572, 

welches ein Mitglied der in Chlamydien konservierten TarP-Proteinfamilie und bei der 

Rekrutierung von Aktin an die chlamydiale Eintrittsstelle involviert ist, eine neue Funktion 

als MT-assoziiertes Protein zeigen. Mit seiner C-terminalen MT-Binderegion kann CPn0572 

in vitro und in vivo MT direkt binden und stabilisieren. Sowohl die ektopische Expression 

von CPn0572 in humanen Epithelzellen als auch dessen Sekretion während der Infektion 

führen zu einer massiven Modulation von Interphasen-MT. Damit ist CPn0572 das einzige 

bakterielle Protein, welches sowohl das Aktin- als auch das MT-Zytoskelett von 

eukaryotischen Wirtszellen binden und modulieren kann.  

Interessanterweise moduliert ektopisch exprimiertes CPn0572 nicht nur Interphasen-MT, 

sondern assoziiert und moduliert auch mitotische Spindel-MT. Dies führt zu einem 

massiven, statistisch signifikanten Anstieg an aberranten mitotischen Zellen, welche 

verschiedene Defekte in der Spindelformation und -funktion zeigen. Schließlich konnte ich 

zeigen, dass auch eine Cpn Infektion von Epithelzellen zu einer Erhöhung von 
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Mitosedefekten führt, was möglicherweise genomische Instabilität auslöst und damit zur 

Transformation der epithelialen Wirtszelle zur Tumorzelle beitragen könnte.  

Die Daten belegen die Relevanz des MT-Zytoskeletts für die Cpn Infektion, welchen Beitrag 

das Effektorprotein CPn0572 hierbei leistet und geben erste Hinweise darauf, welche 

Folgen die MT-Manipulation für die infizierte humane Wirtszelle haben könnte. 

 

II Summary 
 

For their development cycle obligate intracellular bacteria are completely dependent on their 

eukaryotic host cell. An important group of obligate intracellular bacteria are the human 

pathogenic chlamydia. These Gram-negative pathogens are responsible for a number of 

important diseases worldwide. Chlamydia pneumoniae (Cpn) causes diseases of the upper 

and lower respiratory tract and is associated with several chronic diseases and lung cancer. 

During the biphasic infection cycle Chlamydia manipulate processes of their host cells in a 

variety of ways. For this, chlamydia secrete effector proteins via the type-III-secretion 

system, which manipulate the host cytoskeleton. To date, the role of the actin cytoskeleton 

is well established, but the role of the MT cytoskeleton and its manipulation by chlamydial 

proteins is largely unclear. 

I have shown that a wild-type MT cytoskeleton is essential for proper early Cpn infection 

and that loss of the MT cytoskeleton or alterations of its dynamics massively reduced 

infection efficiency. In a comprehensive screen using the model eukaryote 

Schizosaccharomyces pombe, our lab identified a total of 13 new MT-modulating Cpn 

proteins, which are expressed at different times in the infection cycle. 

In further work, I was able to show that the early secreted Cpn effector CPn0572, which is 

a member of the conserved chlamydial TarP protein family involved in the recruitment of 

actin to the chlamydial entry site, also functions as a MT-modulating protein. With its C-

terminal MT binding region, CPn0572 binds and stabilizes MT in vitro and in vivo. Ectopic 

expression in human epithelial cells and secretion during infection led to massive 

modulation of interphase MTs. Thus, CPn0572 is unique in being the only bacterial protein 

that binds to and modulates both the actin and MT cytoskeleton of the eukaryotic host cell. 

Interestingly, ectopically expressed CPn0572 not only modulates interphase MTs but also 

associates with and alters spindle MTs of mitotic cells. This CPn0572-mediated alteration 

resulted in a massive, statistically significant increase of aberrant mitotic cells showing 

various defects in spindle formation and function. Finally, I was able to show that Cpn 
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infection of epithelial cells also leads to an increase of mitotic defects, potentially leading to 

genomic instability and the formation of tumor cells.  

The data demonstrate for the first time the relevance of the MT cytoskeleton for the Cpn 

infection and how CPn0572 is involved in this process. My work provides the first indications 

about the consequences MT manipulation could have for the infected human host cell. 
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1 Einleitung 
 

1.1 Evolution und Taxonomie der Chlamydien 
 

Chlamydien sind Gram-negative, obligat intrazelluläre human- und tierpathogene 

Bakterien, die für eine Vielzahl an Krankheiten verantwortlich sind. Dabei handelt es sich 

um eine sehr alte Gruppe von bakteriellen Organismen. Es wird vermutet, dass die Ordnung 

der Chlamydiales von einem gemeinsamen Vorfahren (Protochlamydia amoebophila) 

abstammt, dessen Ursprung schätzungsweise 700 Millionen Jahre zurückliegt. Im Hinblick 

darauf, dass die Entstehung von Primaten etwa 75 Millionen Jahren zurückliegt und die 

Abstammungslinie des modernen Menschen nicht älter als eine Million Jahre ist, schließt 

sich daraus, dass Chlamydien viel älter als ihre humanen Wirtsorganismen sind [1, 2]. 

Aktuell existieren allerdings nur Spekulationen über die Entwicklung von Chlamydien und 

den Übergang zu den heutigen Wirtsorganismen. Es gibt Hinweise darauf, dass die 

Reduktion der Genomgröße der modernen Chlamydien von etwa 2 Mb bei P. amoebophila 

auf etwa 1 Mb, auf die evolutionäre Anpassung der Chlamydien an ihre eukaryotischen 

Wirte zurück zu führen ist [3]. Erstmals wurde „Chlamydia“ 1907 beschrieben und da sich 

Chlamydien durch ihre obligat intrazelluläre Lebensweise und einen einzigartigen 

biphasischen Infektionszyklus (erstmals 1932 beschrieben) auszeichnen und damit von 

prokaryotischem Verhalten abweichen, wurde damals fälschlicherweise davon 

ausgegangen, dass es sich bei den Chlamydien um Protozoen oder Viren handelt [1]. 

Aufgrund der Entdeckung, dass Chlamydien sowohl DNA, als auch RNA, Ribosomen und 

eine Zellwand wie Gram-negative Bakterien besitzen, gelten die Chlamydiae seit 1966 als 

Bakterien [1]. Dem Genus Chlamydia wurden anschließend im Laufe der Zeit die Spezies 

C. trachomatis, C. muridarum, C. suis, C. pneumoniae, C. pecorum, C. caviae, C. psittaci, 

C. abortus und C. felis mittels 16S rRNA-Analysen zugeordnet (Abb.1) [3-6]. Chlamydien 

haben eine kleine Genomgröße und die Spezies weisen, trotz einer hohen Wirts-Spezifizität 

zwischen den Spezies, eine hohe genomische Ähnlichkeit auf [7]. 
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Abbildung 1: Taxonomische Einordnung des Phylums Chlamydiae. 

Schematische taxonomische Darstellung des Phylums Chlamydiae mit Schwerpunkt auf der Gattung Chlamydia 

(Erstellt nach [6]). Mit einem * versehene Spezies zeigen zoonotisches Potential [8-10]. Bei den eingekreisten 

Spezies handelt es sich um Humanpathogene. Als Nutzvieh gelten Schweine, Rinder, Ziegen, Pferde und 

Schafe.  

 

1.2 Humanpathogene Chlamydien und die Relevanz für menschliche 

Gesundheit 
 

Zu den humanpathogenen Chlamydienspezies zählen Chlamydia trachomatis (Ctr) und 

Chlamydia pneumoniae (Cpn). Diese lösen Infektionen aus, die zu schwerwiegenden 

Krankheiten führen können [11]. Während Ctr ausschließlich Menschen infiziert, konnte 

Cpn aus Menschen und auch aus bestimmten Tieren wie Amphibien, Reptilien, Pferde oder 

Koalas isoliert werden [12]. Das früher entdeckte Ctr ist mit der Existenz von verschiedenen 

Serovaren verantwortlich für Infektionen des Augenepithels oder des Urogenital-Traktes. 

Die lokalen Infektionen können sich auch systemisch über das Lymphsystem ausbreiten. 

Das später entdeckte Cpn führt hingegen zu Infektionen des Lungenepithels im 

Respirationstrakt [13]. Insgesamt zeigt sich jedoch eine sehr hohe DNA-Homologie 

zwischen den beiden Spezies. Beispielsweise konnte für 80 % der Gene von Ctr Orthologe 

in Cpn gefunden werden. Das Vorhandensein oder Fehlen von Genen sorgt schließlich für 

Unterschiede zwischen beiden Spezies bezüglich der Biologie, Virulenz und Pathogenität 

[14]. 
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1.2.1 Chlamydia trachomatis 
 

Ctr ist der häufigste vorkommende bakterielle Erreger für sexuell übertragbare Krankheiten 

(STIs) sowie für infektiöse Erblindung weltweit [15, 16]. Ausgehend von einer 

Antigenvariation im Protein MOMP (major outer membrane protein), wird Ctr in 19 einzelne 

Serovare (Genovare) eingeteilt [17]. Während die Serovare A – C mit okularen Trachomen 

(Augeninfektionen) assoziiert sind und vermeidbare Erblindung verursachen können, lösen 

die Serovare D – K lokale urogenitale Infektionen aus, die zu chronischen 

Unterleibsschmerzen, Eileiterschwangerschaften und zu Unfruchtbarkeit bei Frauen führen 

können. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schätzt die jährliche Infektionsrate mit 

Urogenital-infizierendem Ctr auf etwa 130 Millionen Menschen im Alter von 15 – 49 Jahren 

weltweit (Stand 2020) [18, 19]. Aufgrund des Vorkommens einer asymptomatischen oder 

minimal symptomatischen Infektion von Frauen und Männern (etwa 70 % Frauen und 50 % 

Männer), werden Infektionen meist nicht diagnostiziert und demnach nicht behandelt. Als 

Resultat, auch durch mögliche Reinfektionen, kommt es zu potentiellen Langzeitschäden 

wie Vernarbungen im Bereich der Eileiter. Diese Vernarbungen können schließlich zu 

Eileiterschwangerschaften oder sogar zu Unfruchtbarkeit der Frau führen [11, 20-24]. Ctr 

Infektionen (Serovare D – K) sind überwiegend bei der jüngeren Bevölkerung (18 – 25 

Jahre) zu finden und machen 73 % aller Infektionen aus. Dabei werden mehr Infektionen 

von Frauen als von Männern dokumentiert [22]. In einer Studie wurden etwa 4,0 % der 

Frauen und 2,8 % der Männer in einem reproduzierbaren Alter positiv auf Ctr getestet [19]. 

Weiterhin zählen Cervicitis, Salpingitis und Endometritis zu den durch Ctr Infektionen 

ausgelösten Krankheiten des Urogenitaltrakts von Frauen [25, 26]. Bei Männern kann eine 

Ctr Infektion zu Urethritis, Epididymitris oder zu Prostatitis führen [27]. 

Infektionen mit den Serovaren L1 - L3 treten hauptsächlich bei Männern auf, welche einen 

gleichgeschlechtlichen Lebensstil leben, und werden, wie die Serovare D – K, durch 

sexuellen Kontakt übertragen. Diese Serovare führen zunächst zu einer lokalen Infektion 

im Genitalbereich, welche auch die Lymphknoten und Lymphgefäße befallen kann und sich 

so zu einer systemischen Infektion entwickeln kann. Dies führt schließlich zu invasivem 

Lymphogranuloma Venereum (LGV) [10, 24, 25].   

Es kommt vor, dass eine Ctr Infektion des Urogenitaltrakts gemeinsam mit anderen 

Begleitinfektionen, wie Gonorrhö, bakterielle Vaginose oder humanem Papillomvirus, 

auftritt [25]. Ebenfalls wurde dokumentiert, dass Ctr in Verbindung mit verschiedenen 

Krebsarten wie zum Beispiel Gebärmutterhalskrebs steht. Eine epidemiologische Studie mit 

weiblichen Patienten konnte zeigen, dass eine Infektion mit Ctr ein erhöhtes Risiko für die 

spätere Entwicklung eines invasiven Karzinoms des Gebärmutterhalses birgt [28]. Wie eine 
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Ctr Infektion Krebs auslösen kann ist unklar. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass eine 

Ctr Infektion die Bildung von Krebszellen induzieren kann. Es wurde gezeigt, dass Ctr 

zentrosomale Defekte in sich teilenden Epithelzellen auslösen kann. Diese zentrosomalen 

Defekte, wie eine abnormal hohe Anzahl an Zentrosomen, können in Verbindung mit 

Fehlern bei der Chromosomensegregation stehen. Auch wurde gezeigt, dass Ctr 

Infektionen zu einer erhöhten Anzahl an multinuklearen Zellen führen, was ein weiterer 

Hinweis für die Bildung von Krebszellen darstellt [29, 30]. 

 

1.2.2 Chlamydia pneumoniae 

Cpn gilt als das am häufigsten vorkommende intrazelluläre bakterielle Humanpathogen und 

Infektionen sind in der Bevölkerung weltweit sehr stark verbreitet [31]. Infektionen treten in 

allen Altersgruppen auf und die prozentuale Anzahl an Cpn Infektionen steigt mit dem Alter 

an. Bei Kindern in einem Alter von etwa 5 – 10 Jahren liegt die Infektionsrate bei ca. 10%. 

Bis zu 50 % der Menschen in einem Alter von bis zu 20 Jahren besitzen Antikörper gegen 

Cpn aus früheren oder akuten Infektionen und die Antikörper-Prävalenz steigt im Alter auf 

bis zu 80 % an [32-34]. Weiterhin kann eine Cpn Infektion zu akuten und in Einzelfällen 

auch zu chronischen Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes führen. 

Beginnend mit Epithelzellen ist Cpn dabei in der Lage ein Spektrum von verschiedenen 

Zelltypen zu infizieren. Die Infektion breitet sich anschließend auf infiltrierende 

Immunzellen, wie Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Neutrophile aus [35, 36]. 

Eine Cpn Infektion kann auch schwerwiegende respiratorische Krankheiten wie 

Pneumonien, Bronchitis, Sinusitis, Laryngitis oder Pharyngitis auslösen [32].  Es wird 

geschätzt, dass etwa 10% der Cpn verursachten Infektionen als Pneumonie und etwa 5% 

als Bronchitis verlaufen [32]. Auch wurde Cpn mit chronischen Herz-Lungenkrankheiten wie 

atherosklerotischen Herzerkrankungen, Asthma und chronischer obstruktiver 

Lungenerkrankung (COPD) in Verbindung gebracht [32, 37]. Neben Herz-

Lungenkrankheiten steht Cpn immer häufiger auch mit weiteren chronischen Krankheiten 

wie Alzheimer, Multipler Sklerose, Arthritis, Sarkoidose und Lungenkrebs in Verbindung. 

Allerdings konnte die kausale Rolle, die Cpn bei diesen Krankheiten spielt, bislang nicht 

aufgeklärt werden [32, 38]. So gibt es bisher nur zwei Analysen, die einen Zusammenhang 

zwischen einer Cpn Infektion und Lungenkrebs herstellen konnten. (i) In einer Meta-

Analyse, welche 12 epidemiologische Studien umfasste, wurde festgestellt, dass Patienten, 

welche Antikörper gegen Cpn aufwiesen, ein erhöhtes Risiko haben an Lungenkrebs zu 

erkranken [39]. (ii) Eine experimentelle Analyse mit Ratten als Modellorganismus, welche 

inhalativ mit Cpn infiziert wurden, zeigte einen Zusammenhang zwischen Cpn Infektion und 
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einem erhöhten Lungenkrebs-Risiko. Im Vergleich zu nichtinfizierten Tieren, welche keine 

Lungentumore zeigten, wiesen 14,6 % der Cpn infizierten Tiere Tumore mit einem 

Durchmesser von bis zu 8 cm auf [40]. Wie eine Cpn Infektion mechanistisch das Risiko für 

Lungenkrebs erhöhen könnte, ist bisher völlig unklar. Ein möglicher Faktor, welcher zur 

Bildung von Krebszellen im Lungenepithel beiträgt, ist die sogenannte chromosomale 

Instabilität. Diese wird durch das Vorkommen von Fehlern während der 

Chromosomensegregation in mitotischen Zellen ausgelöst und beschreibt die fehlerhafte 

Segregation von Chromosomen, welche schließlich zu Abweichungen in der euploiden 

Chromosomenzahl (Aneuploidie) führen kann. Auslöser von chromosomaler Instabilität 

können beispielsweise Fehler in der Verankerung von mitotischen Spindel-Mikrotubuli an 

die Chromosomen oder Zentrosomen-Abnormalitäten darstellen. Im Vergleich zu Ctr (siehe 

Kapitel 1.2.1) gibt es bisher kein Wissen darüber, ob Cpn möglicherweise ebenfalls 

derartige Zentrosomen-Abnormalitäten und eine damit einhergehende chromosomale 

Instabilität induzieren kann [41].  

 

1.2.3 Zoonotisches Potential von Chlamydien 
 

Nicht nur Ctr und Cpn können beim Menschen Infektionen auslösen. Auch für die Spezies 

C. psittaci, C. abortus und C. felis konnte ein zoonotisches Potential identifiziert werden, 

bei denen Erreger dieser Spezies auf den Menschen übergehen und eine Infektion 

auslösen können [8-10]. Diese Infektionen können zu schwerwiegenden Krankheiten 

führen. Während C. psittaci in der Regel Vögel infiziert, kann eine Infektion durch Inhalation 

des Erregers auch auf den Menschen übergehen und dabei eine Psittakose 

(Papageienkrankheit) auslösen. Diese führt zu Influenza-ähnlichen Symptomen und kann 

Pneumonien und andere nicht-respiratorische Krankheiten auslösen [42, 43]. Auch für C. 

abortus (natürlicher Wirt: Schafe und Ziege) wurde dokumentiert, dass eine Infektion auf 

den Menschen übertreten und zu Schwangerschaftsabbrüchen und Totgeburten bei Frauen 

führen kann [44]. Eine weitere Spezies mit Verdacht auf ein zoonotisches Potential stellt C. 

felis dar. Eine C. felis Infektion löst bei Katzen (natürlicher Wirt) Bindehautentzündungen 

aus. Es gibt Hinweise darauf, dass eine zoonotische Übertragung von C. felis beim 

Menschen ebenfalls Bindehautentzündungen auslösen kann [10, 45].  
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1.2.4 Behandlung von Chlamydieninfektionen und Notwendigkeit eines Impfstoffes 
 

Heutzutage ist eine Chlamydieninfektion durch den Einsatz von Antibiotika (z.B. 

Tetracycline, Makrolide, Rifamycine und Chinolone) gut behandelbar; allerdings kann es 

durch eine direkte oder indirekte (über Fliegen) Übertragung von Augen- und Nasensekret 

(Ctr Serovar A – C), neuen sexuellen Kontakt (Ctr Serovar D – K and L1-L3) oder 

Tröpfchen-infektion (Cpn) immer wieder zu neuen Infektionen kommen [46-49]. Die 

Behandlung mit Antibiotika garantiert zudem keine vollständige Heilung, da sich teilende 

Chlamydien unter Stressbedingungen durch eine spezielle Differenzierung in ABs (aberrant 

bodies) umwandeln können. Das Ergebnis ist die Persistenz. Bei Reduktion der 

Stressbedingungen können die persistenten ABs wieder zu RBs differenzieren und die 

Infektion weiterführen (siehe Kapitel 1.4). In Einzelfällen wird auch von dem Auftreten von 

Antibiotika-Resistenzen berichtet, welche die Behandlung einer chlamydialen Infektion 

zusätzlich erschweren [50].  

Die Tatsache, dass eine Chlamydieninfektion immer wieder auftreten kann, zeigt, dass eine 

Impfung der einzig vollständige Schutz mit dauerhafter Wirkung darstellt. Bisher steht 

jedoch kein Impfstoff zur Verfügung [26, 51]. Die ersten Ganzorganismus-Impfstoffe (lebend 

oder inaktiviert) zeigten nur einen begrenzten Schutz gegen eine Ctr-Augeninfektion und 

führten bei erneuter Infektion häufig zu einer verstärkten Pathologie [52, 53]. Aufgrund 

dessen konzentrierten sich weitere Impfstoff-Forschungen auf Analysen auf einzelne auf 

der Oberfläche von Chlamydien lokalisierte Proteine. Aktuell stellt das Oberflächenprotein 

MOMP einen erstklassigen Impfstoffkandidaten dar, welcher in Tiermodellen und auch beim 

Menschen einen Schutz gegen eine Ctr Infektion entwickelt [52, 54-58]. 

 

1.3 Methoden zur Analyse chlamydialer Infektionsprozesse 
 

Zur Entwicklung eines Protein-Impfstoffes gegen Chlamydien-Infektionen kann 

beispielsweise, wie bei Hepatitis-B, rekombinantes Protein verwendet werden [59]. Dabei 

handelt es sich entweder um ein vollständiges Protein oder um eine Proteinuntereinheit, 

welche biotechnologisch z.B. in Hefen, E. coli, Pflanzen oder Tieren hergestellt, isoliert und 

aufgereinigt wird. Das Immunsystem des Wirtsorganismus erkennt das rekombinante 

Protein, bildet B-Lymphozyten (B-Zellen / Gedächtniszellen), welche bei einer Infektion 

Antikörper produzieren und sekretieren [60, 61]. Allerdings eignet sich nicht jedes Protein 

zur Herstellung eines Impfstoffes. Oft werden Proteine verwendet, die auf der Oberfläche 
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des Pathogens präsentiert werden. Derartige Proteine müssen allerdings zunächst 

identifiziert und ihre Funktion aufgeklärt werden.  

Auch müssen auftretende Chlamydien Infektionen medizinisch behandelt werden können. 

Dazu ist es notwendig ablaufende Infektionsprozesse und die Manipulationstechniken auf 

die Wirtszelle durch z.B. sekretierte chlamydiale Proteine genau zu verstehen. Hierzu 

bedient sich die Forschung einer Reihe an experimentellen Methoden. Im Folgenden wird 

auf die methodischen Möglichkeiten, aber auch auf die limitierenden Schwierigkeiten in der 

Forschung zur Identifizierung und Charakterisierung chlamydialer Proteine eingegangen.  

 

1.3.1 Chlamydien sind limitiert genetisch manipulierbar 

Viele Bakterien selbst tragen ein autonom-replizierendes zirkuläres extra-chromosomales 

genetisches Element (Plasmid). Durch Expression auf dem Plasmid kodierter Gene 

erhalten die Bakterien Überlebensvorteile, wie zum Beispiel Antibiotika-Resistenzen. Die 

Aufnahme exogener Plasmid-DNA, auch Transformation genannt, stellt einen natürlich 

ablaufenden Prozess bei vielen Bakterien dar [62, 63]. Für eine natürliche Transformation 

müssen Bakterien kompetent sein; d.h. sie benötigen Oberflächenproteine zur Erkennung 

von DNA und Proteine für die DNA-Aufnahme in die Zelle [64]. Die Methode der 

Transformation wird auch in der Forschung als Werkzeug benutzt, um spezifische DNA-

Sequenzen in Bakterien zu exprimieren und dadurch genetisch manipulieren zu können. 

Sind Bakterien natürlicherweise nicht kompetent, werden diese durch molekularbiologische 

Methoden, wie Stromimpuls oder durch Behandlung mit CaCl2 und einem Hitzeschock 

kompetent für eine Transformation gemacht [65]. Auch die meisten Chlamydien-Spezies, 

wie Ctr, enthalten natürlicherweise ein kleines Plasmid [63]. Allerdings sind Chlamydien 

aufgrund ihrer intrazellulären Lebensweise nur schwer transformierbar und demnach nur 

begrenzt genetisch manipulierbar. Chlamydien existieren innerhalb der Wirtszelle in einem 

membranumgebenen Kompartiment (Inklusion). Die zu transformierende Plasmid-DNA 

muss in diesem Fall durch eine Barriere von vier Membranschichten (Wirtszellmembran, 

Inklusionsmembran, doppelte Chlamydienmembran) dringen, bevor sie im Zytoplasma des 

Chlamydiums ankommt und exprimiert werden kann [66]. Auch die extrazelluläre infektiöse 

Chlamydienform ist durch eine Gram-negative Zellwand, die Anwesenheit des COMC 

(chlamydial outer membrane complex) mit Cystein-Verknüpfungen und eine geringe 

Stoffwechselaktivität nur schwer in der Lage externe DNA aufzunehmen [66-68]. Aus 

diesen Gründen war eine Transformation von Chlamydien eine sehr lange Zeit nicht 

möglich und es existierte demnach keine Möglichkeit Chlamydien genetisch zu 

manipulieren. 2011 konnte schließlich für Ctr die CaCl2-Transformation mittels Shuttle-
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Vektor als Transformationsmethode etabliert werden [67, 69]. Durch die erfolgreiche 

Transformation von Ctr wurden weitere genetische Manipulationen wie ein Gruppe II Intron-

basierter gezielter Gen-Knockout oder FRAEM (fluorescence-reported allelic exchange 

mutagenesis) möglich [67, 70, 71]. Für Cpn existieren diese Werkzeige nicht. 2018 konnte 

allerdings erstmalig eine erfolgreiche Plasmid-Transformation von dem Koala-infizierenden 

Isolat Cpn LPCoLN durchgeführt werden [72].  

 

1.3.2 Möglichkeiten zur Funktions-Identifizierung chlamydialer Proteine 

Trotz der limitierten Möglichkeiten Chlamydien genetisch zu manipulieren, existieren viele 

etablierte in vivo und in vitro Methoden, um einzelne chlamydiale Proteine zu identifizieren 

und ihre Funktionsweise zu charakterisieren.  

Die ersten Schritte zur Identifizierung von Genen und hypothetischen Proteinen einer 

Chlamydien-Spezies besteht in der Sequenzierung des Genoms und bioinformatischen 

Analysen bezüglich Proteindomänen und -Strukturen. Daran anschließend können Co-

Immunopräzipitationen und eine folgende Massenspektrometrie als Screening-Methode zur 

Identifizierung von hypothetischen Proteinen zum Einsatz kommen [73, 74]. Da chlamydiale 

Gene zu unterschiedlichen Zeiten in der Infektion exprimiert werden können, wird für die 

Identifizierung dieser Proteine Zelllysat von infizierten Wirtszellen aus unterschiedlichen 

Infektionszeiten hergestellt und analysiert [75]. Die Ergebnisse aus der 

Massenspektrometrie können dann mit den Daten aus der Genom-Sequenzierung 

abgeglichen werden. Die so identifizierten hypothetischen Proteine müssen anschließend 

in ihrer Funktion charakterisiert werden. Dazu eignet sich zunächst der Einsatz von 

genetisch einfachen Modellorganismen wie Hefen, in denen das chlamydiale Gen in einen 

Shuttle-Vektor kloniert und mittels Plasmid-Transformation unter Kontrolle eines 

induzierbaren Promotors exprimiert wird. Eine erfolgreiche Transformation wird durch 

Selektionsmarker, wie Aminosäure-Auxotrophien oder Antibiotikaresistenzen, auf dem 

Plasmid kontrolliert. Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) und die 

Knospungshefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) stellen dabei häufig genutzte 

Modellorganismen dar. Die Auswirkungen der Gen-Expression auf die Hefezellen werden 

anhand ihres Wachstumsverhalten bei unterschiedlichen Bedingungen analysiert und 

daraus Rückschlüsse auf die Funktion des chlamydialen Proteins gezogen. Auch 

Lebendzell-fluoreszenzmikroskopische Analysen mit fluoreszenzmarkierten 

transformierten Genen in Hefen dienen zum besseren Verständnis der Funktion 

chlamydialer Proteine [76, 77]. Eine weitere etablierte Methode zur Identifikation von 
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Proteinfunktionen stellt die Transfektion und eine anschließende Immuno-

fluoreszenzmikroskopische Analyse in humanen Epithelzelllinien dar. Das auf einem 

Plasmid kodierte und mit einem Fluoreszenz-Tag versehende chlamydiale Gen wird in 

Epithelzellen ektopisch exprimiert und die Lokalisation und phänotypische Veränderungen 

innerhalb der Zellen analysiert [74, 78]. Konnte eine mögliche Funktion des chlamydialen 

Proteins mit Hilfe dieser Methoden näher identifiziert werden, können Protein-

Interaktionsstudien weitere Aufschlüsse über eine spezifischere Funktion liefern. Um 

potentielle Interaktionsproteine zu identifizieren können erneut Co-Immunopräzipitationen 

und daran anschließende massenspektrometrische Analysen durchgeführt werden. Konnte 

ein oder mehrere potentielle Interaktionspartner identifiziert werden, können zum Beispiel 

in vitro Interaktionsanalysen mit rekombinanten Proteinen nähere Aufschlüsse auf direkte 

Protein-Interaktionen liefern.  Dafür wird das chlamydiale Gen bzw. der potentielle 

Interaktionspartner in Escherichia coli (E. coli) exprimiert und anschließend 

affinitätschromatisch über einen Tag (z.B. Histidin- oder GST-Tag) aufgereinigt. 

Anschließend können die hergestellten rekombinanten Proteine mit einander inkubiert und 

eine direkte Protein-Interaktion mittels Western Blot analysiert werden [78]. Zuletzt muss 

die Rolle des identifizierten und charakterisierten Proteins in der chlamydialen Infektion 

verstanden werden. Dafür eignet sich die bereits beschriebene Transfektion in humane 

Epithelzellen und eine darauffolgende Infektion. Eine Verbesserung oder Verschlechterung 

der Infektion liefert weitere Hinweise auf die Relevanz des Proteins für die Infektion [78]. 

Sofern eine Transformation von Chlamydien-Spezies möglich ist, kann diese schließlich 

genutzt werden, um die Lokalisation eines spezifischen Proteins mit Hilfe eines 

Fluoreszenz-Tags oder eines hergestellten Antikörpers immuno-fluoreszenzmikroskopisch 

zu Analysieren und um weitere genetische Manipulationen wie die Deletion eines Gens 

durch FRAEM durchzuführen [78, 79].  

 

1.4 Der chlamydiale Infektionszyklus 
 

Als obligat intrazelluläre Bakterien benötigen alle Chlamydien-Spezies zur Replikation eine 

eukaryotische Wirtszelle und teilen einen einzigartigen biphasischen Infektionszyklus. Die 

Infektionszyklen der Chlamydien laufen dabei trotz der unterschiedlichen Wirtsspezifität, mit 

Ausnahme der zeitlichen Zyklusdauer, nahezu identisch ab. Chlamydien existieren 

innerhalb ihres Infektionszyklus als zwei distinkte Formen, welche sich morphologisch und 

funktional unterscheiden. Die extrazelluläre, infektiöse Form wird als EB (elementary body) 

bezeichnet, besitzt einen durchschnittlichen Durchmesser von etwa 0,3 µm und ist 
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metabolisch inaktiv. Im Kontrast dazu ist die intrazelluläre Form (ca. 1 µm Durchmesser) 

nicht-infektiös, metabolisch aktiv, teilt sich und wird als RB (reticulate body) bezeichnet [80, 

81]. Neben EBs und RBs existiert ein weiterer Differenzierungszustand, die sogenannte 

Persistenz. Das sich teilende RB ist in der Lage bei Stress wie Nährstoffmangel, 

Immunantwort der Wirtszelle oder Behandlung mit ß-Laktam-Antibiotika, in ein AB (aberrant 

body) zu differenzieren [42] [43]. Die weiterhin nicht infektiösen ABs können sich auf 3 µm 

bis 5 µm vergrößern, da sie ihr Genom (mehrfach) replizieren, allerdings ohne eine 

Zellteilung durchzuführen. Wenn sich die Umgebungsbedingungen für die Chlamydien 

wieder verbessern, re-differenzieren die ABs zurück zu der metabolisch aktiven RB Form 

und die Infektion wird weitergeführt [44, 45]. Für den Einsatz von Penicillin G konnte 

beispielsweise in Zellkulturen gezeigt werden, dass Chlamydien bis zu 9 Monate in diesem 

Zustand verharren können. Nach Entfernung des Antibiotikums re-differenzieren die ABs 

zurück zu RBs und führen die Infektion fort [46, 47]. In vivo konnte im Maus-Modell 

festgestellt werden, dass die Behandlung mit Antibiotikum während einer C. muridarum 

Infektion einen persistenten Zustand auslöst [48, 49]. Interessanterweise konnten 

persistente Formen auch bei Ctr-infizierten Menschen im Biopsie-Material der Endozervix 

nachgewiesen werden [82]. 

 

1.4.1 Der biphasische chlamydiale Infektionszyklus am Beispiel von Chlamydia 

pneumoniae 

 

Zu Beginn bindet das infektiöse extrazelluläre EB an die Wirtszell-Oberfläche (i) und wird 

durch einen Endozytose-Mechanismus (Internalisierung (ii), 0 – 2 hpi) aufgenommen (Abb. 

2). Anschließend befindet sich das EB in einem Membran-umgebenen Einschluss, der als 

Inklusion bezeichnet wird. Für Ctr konnten anschließend Hinweise auf einen intrazellulären 

Transport der Inklusion zu der peri-Golgi-Region bzw. zum Haupt-MTOC (microtubule 

organizing centre) in Zellkernnähe beobachtet werden [83] [84, 85]. Nach etwa 8 Stunden 

beginnt innerhalb der Inklusion die Differenzierung des EB in das metabolisch-aktive RB 

(iii). Dieses ist in der Lage sich durch binäre Spaltung zu teilen (12 – 36 hpi). Nach mehreren 

Replikationsrunden (iv) erfolgt die asynchrone Re-differenzierung der RBs zurück zu EBs 

(48 - 72 hpi (v)). Etwa 84 Stunden nach der Infektion erfolgt schließlich durch Lyse der 

Wirtszelle oder Extrusion die Freisetzung der EBs (vi) [81, 86, 87]). Unter Lyse wird die 

Permeabilisation bzw. Auflösung der Inklusionsmembran und Wirtszell-PM und dadurch 

das Absterben der Wirtszelle verstanden. Dadurch werden die infektiösen EBs in den 

extrazellulären Raum entlassen, sodass diese weitere Wirtszellen infizieren können. Bei 

der Extrusion wird die intakte chlamydiale Inklusion an der Wirtstell-PM eingeklemmt und 
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abgeschnürt. Es entsteht ein extrazelluläres mit zwei Membranen (Inklusionsmembran und 

PM der Wirtszelle) umgebenes Kompartiment, welches die infektiösen EBs enthält. Im 

Vergleich zur Lyse bleibt die Wirtszelle bei der Extrusion intakt [86, 88]. Die Extrusion 

verbessert das Überleben der Chlamydien im extrazellulären Raum. Außerdem konnte für 

Ctr gezeigt werden, dass Makrophagen die Extrusion aufnehmen und die 

Extrusionsmembranen auflösen können. Dadurch erfolgt die Freisetzung der infektiösen 

EBs aus den Makrophagen [89].  

 

 

Abbildung 2: Der biphasische chlamydiale Infektionszyklus 

Schematische Darstellung des einzigartigen biphasischen Infektionszyklus von Chlamydien. Die angegebenen 

Zeiten gelten exemplarisch für eine Cpn Infektion [81, 88]. EB = elementary body, RB = reticulate body, AB = 

aberrant body, hpi = Stunden nach der Infektion. (i) bis (vi) zeigt die in der Reihenfolge ablaufende Schritte der 

Infektion. Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt. 

 

1.5 Die Adhäsion an die Wirtszelle 
 

Der erste Schritt der Infektion ist der reversible initiale Kontakt und die dann folgende 

Adhäsion des EBs an die Wirtszelloberfläche (0 – 2 Stunden nach der Infektion). Für den 

initialen Kontakt besitzt das infektiöse extrazelluläre EB das in der äußeren Membran 
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eingelagerte Adhäsin OmcB (outer membrane complex protein B). Für OmcB ist bekannt, 

dass es mit den Heparansulfat-ähnlichen GAGs (Glykosaminoglykanen) interagiert, welche 

sich auf der eukaryotischen Wirtszellmembran befinden. Die Bindung von OmcB an GAGs 

führt zu einer niedrig-spezifischen und reversiblen Verbindung zwischen Chlamydium und 

Wirtszelle  [90-93]. Für einen höher affinen und stabileren Kontakt zwischen EB und 

Wirtszelloberfläche kommen weitere Adhäsin-Proteine zum Einsatz. Es konnten bereits 

einige Cpn Proteine mit adhäsiven Eigenschaften beschrieben werden, allerdings ist der 

genaue Adhäsionsprozess noch nicht von allen verstanden. Ein charakteristisches Adhäsin 

bei Cpn ist das GroEL1. GoEL1 ist ebenfalls auf der Oberfläche von EBs lokalisiert und es 

konnte gezeigt werden, dass eine vorherige Inkubation von Wirtszellen mit rekombinanten 

GroEL1 Protein eine signifikante Reduktion einer Cpn Infektion zu Folge hat. Gleichzeitig 

führt die Expression und Präsentation von GroEL1 auf der Außenseite von Hefezellen zu 

einer Adhäsion von Hefezellen an humane Epithelzellen. Für GroEL1 konnte allerdings 

bisher noch kein Rezeptor auf der Wirtszelloberfläche identifiziert werden [94]. Auch das 

Cpn-spezifische LipP (Lipid-dependent internalization promoting protein) konnte als 

Adhäsin identifiziert werden. Bei LipP handelt es sich wie GroEL1 um ein an der Oberfläche 

von EBs präsentiertes Protein. Bei der Adhäsion kommt LipP in räumliche Nähe zur 

Plasmamembran (PM) der Wirtszelle. Es wird vermutet, dass LipP in die PM integriert wird, 

oligomerisiert und die Bildung einer Membranpore induziert. Anhand von Analysen mit 

Epithelzellen und künstlich erzeugten Membranen konnte gezeigt werden, dass LipP das 

Phospholipid Phosphatidylserin (PS) von der inneren Seite der PM auf die Außenseite 

externalisiert. Ein humaner Interaktionspartner für LipP ist bisher nicht bekannt [95, 96]. Die 

größte Gruppe von Adhäsinen stellt die Familie der Pmps (polymorphe Membranproteine) 

dar. In Cpn existieren 21 Pmp-Proteine. Für 16 Pmps konnte eine Expression 

nachgewiesen werden und sechs Proteine zeigen eine Lokalisation an der Oberfläche von 

Cpn EBs [97]. Als humaner Protein-Interaktionspartner konnte für das invasive Pmp21 

Protein der EGFR (epidermal growth factor receptor) identifiziert werden. Diese Interaktion 

führt zur Aktivierung und damit zur Dimerisierung und Phosphorylierung des EGFR. Die 

Aktivierung des EGFR durch Pmp21 induziert anschließend zelluläre Signalwege, wodurch 

die Endozytose des EBs eingeleitet wird [98].  
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Abbildung 3: Der Cpn Adhäsionsprozess 

Schematische Darstellung der Adhäsion und der relevanten Adhäsionsproteine und ihrer humanen 

Interaktionspartner am Beispiel von Cpn. (i) Initialer reversibler Kontakt des extrazellulären EBs an die 

Wirtszelle. (ii) Stabile Adhäsion des EBs an die Wirtszelloberfläche und Initiierung der Internalisierung durch 

Sekretion von Effektorproteinen. PM = Plasmamembran der Wirtszelle, P = Phosphorylierung, ? = Für das 

dargestellte Adhäsionsprotein ist kein Interaktionspartner bekannt. Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt. 

 

1.6 Internalisierung und Manipulation zellulärer Prozesse  
 

Parallel zur Adhäsion und kurze Zeit darüber hinaus (0 – 2 Stunden nach der Infektion) 

erfolgt die asynchrone Aufnahme der EBs in die Wirtszelle. Dabei kommt es zur Interaktion 

des chlamydialen Typ-III-Sekretionssystems (T3SS) mit der Wirtszelle. Die T3SS-Nadel 

wird durch den Kontakt mit der Wirtszell-PM aktiviert, durchdringt daraufhin die PM und 

verschiedene Effektorproteine werden in das Wirtszell-Zytoplasma transloziert. Diese 

Effektorproteine manipulieren anschließend zelluläre Prozesse, sodass eine effektive 

Aufnahme von EBs gewährleistet ist (siehe Kapitel 1.6.1). Einige sekretierte chlamydiale 

Effektorproteine zielen auf Signalwege zur vermehrten Assemblierung von F-Aktin im 

Bereich der Eintrittsstelle der EBs ab (siehe Kapitel 1.6.2). Bisher ist der genaue Prozess 

der Internalisierung allerdings nur unvollständig verstanden. Für Cpn wird bisher vermutet, 

dass die EB-Aufnahme einem Clathrin-unabhängigen Endozytose-Mechanismus entspricht 

[99] und über den „Zipper“- und „Trigger“-Mechanismus stattfindet. Für die Durchführung 
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des „Zipper“-Mechanismus wird bei Cpn der EGFR durch Bindung des Adhäsins Pmp21 

aktiviert (siehe Kapitel 1.5). Die EGFR Aktivierung führt dazu, dass die PI3 Kinase 

spezifische endozytotische Adapterproteine rekrutiert und eine EGFR-vermittelte 

Endozytose des Cpn EBs einleitet [98, 100, 101]. Auch der Effektorprotein-vermittelte 

„Trigger“-Mechanismus wird von Cpn zur Endozytose genutzt werden. Dabei induziert die 

Effektorprotein-ausgelöste erhöhte F-Aktin-Assemblierung starke Deformationen bzw. 

Ausstülpungen der PM an der Eintrittsstelle, wodurch die EB-Aufnahme erleichtert wird 

[101]. 

 

1.6.1 Chlamydien manipulieren die Wirtszelle 

Chlamydien replizieren sich ausschließlich innerhalb der Wirtszelle und evolutionär haben 

sich Chlamydien durch eine massive Reduktion ihres Genoms, von etwa 2 Mb bei P. 

amoebophila auf etwa 1 Mb, an diese intrazelluläre Lebensweise angepasst [3, 102]. Ein 

vollständig selbstständig durchgeführter Stoffwechsel ist durch die Entnahme von 

lebenswichtigen chemischen Verbindungen aus der Wirtszelle nicht mehr notwendig und 

so sind Chlamydien heterotroph für viele Kohlenstoff-, Stickstoff-, Phosphor- oder 

Fettsäureverbindungen [7, 103, 104]. Weiterhin versorgen sich Chlamydien, trotz der 

Fähigkeit zur ATP (Adenosintriphosphat)-Synthese, teilweise auch mit ATP aus der 

Wirtszelle [7]. Chlamydien haben darüber hinaus Mechanismen entwickelt, die das 

Überleben der Inklusion innerhalb der Wirtszelle sicherstellen. Damit das Bakterium-

enthaltende Kompartiment beispielsweise nicht durch Fusion mit Lysosomen abgebaut 

wird, interagieren verschiedene endosomale Rab-GTPasen mit bestimmten Inc Proteinen, 

welche in der chlamydialen Inklusion sitzen. Die Präsenz oder Abwesenheit dieser Rab 

Proteine schützt die Inklusion schließlich vor dem Abbau durch Lysosomen, in dem es sich 

als „recycling-endosome“ tarnt [100]. Um ihren Infektionszyklus vollständig durchlaufen zu 

können, verhindern Chlamydien zudem ein frühzeitiges Absterben der infizierten Wirtszelle. 

In dem Zusammenhang existieren Hinweise darauf, dass anti-apoptotische 

Wirtszellproteine durch Chlamydien hochreguliert werden [105]. Außerdem verfügt Ctr über 

das Membranprotein OmpA, welches mitochondriale Apoptose in Humanzellen inhibiert 

[106]. 
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1.6.2 Sekretierte Effektorproteine manipulieren das Wirtszell-Zytoskelett 

Zur Manipulation der eukaryotischen Wirtszelle sezernieren Chlamydien Proteine während 

des gesamten Infektionszyklus unter Verwendung eines T3SS. Diese Proteine werden als 

Effektorproteine (EPs) bezeichnet. Für Ctr sind beispielsweise mehr als 70 dieser EPs 

bekannt, welche Funktionen im Zytoplasma der Wirtszelle, am Zellkern, in der 

Inklusionsmembran und im Inklusions-Lumen, sowie im extrazellulären Bereich ausüben 

[107-109]. Die weitreichenden Funktionen dieser EPs reichen zum Beispiel von der 

Umorganisation des Wirtszell-Zytoskeletts bis hin zu intrazellulären 

Transportmechanismen, Metabolismus und Immunsignalwege. Diese EP-ausgelösten 

Wirtszell-Manipulationen unterstützen unter anderem die Aufnahme und den Austritt des 

infektiösen Chlamydiums in bzw. aus der Wirtszelle, die Proliferation und Aufnahme von 

Nährstoffen [109, 110]. Die größte Gruppe von chlamydialen EPs, welche Interaktionen 

zwischen Bakterium und Wirtszelle kontrollieren, sind Inklusionsmembranproteine (Incs). 

Mit Hilfe von mindestens einer hydrophoben Transmembrandomäne sind Incs in der 

Inklusionsmembran eingelagert. Drei dieser Ctr Inc Proteine, IncA, IncE und CpoS, sind 

direkt bei dem vesikulären Transport der Inklusion innerhalb der Wirtszelle involviert. 

Weiterhin wurde für IncA gezeigt, dass es für die Fusion von Inklusionen innerhalb der 

infizierten Zelle essentiell ist. Weitere Ctr Inc Proteine, wie IPAM oder InaC, sind in der 

Lage, mit dem Aktin- oder MT-Zytoskelett zu interagieren und sorgen für eine Golgi-

Umverteilung um die Inklusion herum (InaC) [84, 109] (siehe Kapitel 1.8.2). 

Es konnten auch sekretierte zytoplasmatische EPs identifiziert werden, welche vor allem 

eine Funktion während der frühen Infektion bzw. Internalisierung ausüben. Für diese EPs 

konnte gezeigt werden, dass sie das Zytoskelett der Wirtszelle beeinflussen. Die EP-

abhängige Manipulation des Aktin Zytoskeletts ist dabei bereits viel besser verstanden als 

die Manipulation des MT Zytoskeletts. In Ctr werden beispielsweise während der 

Internalisierung zwei sehr gut untersuchte Aktin-manipulierende EPs (TarP und TmeA) 

sekretiert [111]. In Cpn sind drei EPs bekannt, die während der EB-Aufnahme F-Aktin-

Rekrutierung induzieren (CPn0572, SemC und SemD) [74, 101, 112] (siehe Kapitel 1.8.1). 

Ein MT-modulierendes EP während der frühen Infektion (Adhäsion, Internalisierung) ist 

allerdings bisher weder bei Ctr noch bei Cpn bekannt. Um ein besseres Verständnis für die 

Rolle des MT Zytoskeletts während der chlamydialen Infektion zu erhalten, habe ich in der 

vorliegenden Arbeit analysiert: (i) Welche Rolle das Interphasen-MT-Zytoskelett bei der 

frühen Cpn Infektion spielt, (ii) wie das Cpn EP CPn0572 die MTs manipuliert und (iii) 

welche Auswirkungen eine Cpn Infektion auf die Mitose und die mitotische Spindel hat.  
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1.7 Das eukaryotische Zytoskelett 
 

Das eukaryotische Zytoskelett ist ein komplexes dreidimensionales aus Proteinfilamenten 

aufgebautes Netzwerk, welches für eine Vielzahl von zellulären Prozessen, wie die 

Erhaltung der Zellform, Mobilität der Zelle, intrazelluläre Organisation und Transport von 

Organellen und der Zellteilung beteiligt ist. Das Zytoskelett setzt sich aus vier 

Hauptkomponenten von Proteinpolymeren zusammen: Aktinfilamente, Mikrotubuli (MT), 

Intermediärfilamente und Septine [113, 114].  

In der vorliegenden Arbeit habe ich mich auf ein frühes Cpn Effektorprotein, CPn0572, ein 

Mitglied der TarP Proteinfamilie, konzentriert. Für CPn0572 wurde bereits gezeigt, dass es 

15 Minuten nach der Infektion in der Nähe von EBs lokalisiert und dort mit Aktin ko-

lokalisiert. Weiterhin führt CPn0572 zu einer Reorganisation des Aktin Zytoskeletts der 

Wirtszelle [74, 115]. Da die Manipulation des MT Zytoskeletts als eine weitere neue 

Funktion von CPn0572 innerhalb dieser Arbeit identifiziert wurde, werde ich mich im 

Folgenden hauptsächlich auf das dynamische MT Zytoskelett konzentrieren und das Aktin 

Zytoskelett, welches CPn0572 ebenfalls moduliert, nur zusammenfassend beschreiben. 

 

1.7.1 Aufbau und Funktion des Aktin Zytoskeletts 
 

Das unter anderem in Säugetier- und Hefezellen konservierte Aktin-Zytoskelett ist ein 

wichtiger Bestandteil des Wirtszell-Zytoskeletts und ist mit assoziierten Motorproteinen 

(Myosin) vor allem an intrazellulären Transport-prozessen beteiligt. Weiterhin unterstützt 

das Aktin-Zytoskelett die Regulation der Zellform und Zelloberfläche, Zell-Migration, 

Morphogenese von Membranorganellen und Zell-Zell-Kontakte [116]. Durch Nukleation der 

zytosolischen monomeren globulären Aktin-Form (G-Aktin) kommt es zur Formation von G-

Aktin Dimeren weitere G-Aktin Anlagerungen führen schließlich zur Bildung langer helikaler 

F-Aktin Filamente [117, 118]. Bei F-Aktin Filamenten handelt es sich um polare dynamische 

Strukturen. Sie besitzen ein langsam wachsendes Minus-Ende und ein schnell wachsendes 

Plus-Ende [118, 119].  

Da die spontan ablaufende Aktin-Nukleation abhängig von der G-Aktin Konzentration im 

Zytoplasma ist, läuft diese nur sehr langsam ab. Zusätzliche zelluläre Faktoren, wie 

Formine oder der Arp2/3 Komplex, können die Aktin Polymerisation stimulieren und die 

Bildung von Aktin-Netzwerken unterstützen [120]. Der Arp2/3 Komplex besteht aus 

insgesamt sieben Proteinuntereinheiten. Die beiden G-Aktin-ähnlichen Untereinheiten Arp2 

und Arp3 bilden ein Dimer. Dieses Aktindimer-ähnliches, aber stabileres Dimer dient als 
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Nukleationsursprung zur Formation neuer F-Aktin Filamente und zur Ausbildung von Aktin-

Netzwerken [121-123]. Der Arp2/3 Komplex wird durch NPFs (nukleation promoting 

factors), wie die WASP/WAVE (Wiskott-Aldrich Syndrom Protein) Protein Familie aktiviert, 

indem diese durch Bindung eine Konformationsänderung auslösen, wodurch Arp2 und Arp3 

in eine filamentartige Konformation gebracht werden. Dadurch bindet der Arp 2/3 Komplex 

an ein bestehendes F-Aktin Filament und initiiert einen Aktin Polymerisationsursprung, 

wodurch ein neues F-Aktin Filament in einem 70° Winkel zum bereits bestehenden F-Aktin 

Filament ausgebildet wird [122, 123].  

Formine stimulieren die Formation von linearen, unverzweigten F-Aktin Filamenten und 

können an der Bildung von Aktin Stress-Fasern, zytokinetischer Aktin-Ringe und verdickten 

Aktin-Kabeln beteiligt sein. Formine binden mit ihrer FH2-Domäne mit hoher Affinität an das 

Plus-Ende von F-Aktin Filamenten und stabilisieren so neu gebildete Aktin-Dimere oder  

-Trimere [124].  

 

1.7.2 Aufbau und Funktion des Mikrotubuli-Zytoskeletts 
 

Bei MT handelt sich um die dynamischste Komponente des Zytoskeletts, welche bei einer 

Vielzahl an zellulären Prozessen beteiligt ist. Unter anderem spielen MT bei dem Vesikel-

Transport, Zellmorphogenese, Organisation von Organellen und der Zellteilung eine 

wichtige Rolle [125, 126]. Der Hauptteil des eukaryotischen Zellzyklus besteht aus der 

Interphase mit einem definierten Interphasen-MT-Zytoskelett. Dieses Zytoskelett wird beim 

Eintritt in die Mitose-Phase komplett abgebaut und die mitotische Spindel wird aufgebaut. 

Die Spindel-MT übernehmen dabei die spezielle Funktion der Chromosomensegregation 

(siehe Kapitel 1.7.2.1) [127-129]. Die polaren und hochdynamischen MT bestehen aus 13 

linearen lateral angeordneten Protofilamenten, welche sich aus den α/ß-Tubulin-

Heterodimeren zusammensetzen. Die zylindrischen, links-gängigen helikalen MT besitzen 

einen äußeren Durchmesser von 25 nm und weisen, abhängig von der Anordnung der 

Heterodimere, eine Polarität mit zwei distinkten Enden auf [130, 131] (Abb. 4). Die 

Nukleation von MT beginnt bei Säugetierzellen an den MT-Organisationszentren (MTOC). 

MT sind an den MTOCs mit der α-Tubulin-Untereinheit (Minus-Ende) durch Bindung an den 

γ-TuRC (γ-tubulin ring complex) verankert. MT besitzen die Eigenschaft durch 

Polymerisations- und Depolymerisations-Ereignisse am Plus-Ende zu wachsen und zu 

schrumpfen und stellen dadurch eine hoch dynamische Struktur dar. Im Vergleich zum 

Minus-Ende weist das Plus-Ende eine sehr viel höhere Dynamik auf, indem es im 

Zytoplasma freie α/ß-Tubulin-Dimere bindet, die mit jeweils zwei GTP-Molekülen assoziiert 
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sind. Während das α-Tubulin ein nicht-hydrolysierbares GTP gebunden hat, besitzt das ß-

Tubulin ein hydrolysierbares GTP. Das an ß-Tubulin gebundene GTP ist zur Polymerisation 

von MT nötig und wird bei Anlagerung eines neuen Tubulin-Dimers zu GDP hydrolysiert. 

Wenn die Bindung neuer GTP-α/ß-Tubulin-Dimere an ein MT Plus-Ende schneller erfolgt 

als die destabilisierende GTP-Hydrolyse kommt es zur Bildung einer stabilisierenden 

sogenannten GTP-Kappe, wodurch MT zum Beispiel in der Lage sind bis zur Zellperipherie 

zu polymerisieren [131, 132]. Ein Pausieren der Polymerisation kann bei Säugetier-

Epithelzellen durch den Kontakt mit der Zellperipherie erfolgen, wodurch anschließend eine 

Hydrolyse von GTP zu GDP am Plus-Ende stattfindet. Diese GTP-Hydrolyse führt zu einer 

Instabilität von MT, wodurch eine De-polymerisation induziert werden kann [133]. So ist es 

möglich, dass MT in zeitlicher und räumlicher Abhängigkeit einen stetigen Wechsel von 

GTP-stabilisiertem Wachstum und GDP-destabilisiertem Schrumpfen durchlaufen können, 

was als dynamische Instabilität bezeichnet wird [134] (Abb. 4). 

 

 

Abbildung 4: Aufbau und Dynamik von Mikrotubuli 

A. MT bestehen aus α- und ß-Tubulin Dimeren, die sich zu langen Protofilamenten zusammenschließen. B. 13 

dieser Protofilamente bilden einen tubulären, polaren MT mit einem äußeren Durchmesser von 25 nm. MT 

haben ein Plus-Ende (freies ß-Tubulin) und ein Minus-Ende (freies α-Tubulin). C. Bei der Polymerisation von 

MT werden GTP-α-/ß-Tubulin Dimere an das Plus-Ende von MT angelagert und eine sogenannte GTP-Kappe 
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wird ausgebildet. Nach Abbau der GTP-Kappe werden MT am Plus-Ende instabil und es kommt zum rapiden 

Abbau/Depolymerisation von MT, auch „Katastrophen-Ereignis“ genannt. Durch Einbau von neuen GTP-Tubulin 

Dimeren am Plus-Ende wird die Depolymerisation gestoppt und es kommt zu der erneuten Polymerisation 

(Rettungs-Ereignis). Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt. 

 

1.7.2.1 Aufbau und Funktion des mitotischen Mikrotubuli-Zytoskeletts 
 

Wenn Säugetierzellen zur Zellteilung von der Interphase in die Mitose übergehen kommt 

es zu massiven strukturellen Veränderungen des Interphasen MT-Zytoskeletts. Am Anfang 

der Mitose, in der Prophase, werden die Interphasen MT kürzer und dynamischer, was 

schließlich zur Auflösung des Interphasen-MT-Zytoskeletts führt [135]. Auch das 

Interphasen-Aktin-Zytoskelett wird durch ein kortikales mitotisches Aktomyosin-Netzwerk, 

welches in Verbindung mit der Plasmamembran steht, ersetzt, sodass die mitotische Zelle 

ihre typische runde Form erhält [136, 137]. Zur anschließenden Orientierung der 

kondensierten Chromosomen und Segregation der Schwesterchromatide ist die Formation 

neuer MT zur Bildung der mitotischen Spindel essentiell. Dafür wurde in Säugetierzellen 

bereits das Zentrosom, welches gleichzeitig das MTOC darstellt, verdoppelt. Die beiden 

Zentrosomen werden anschließend separiert und auf die gegenüberliegenden Seiten der 

Zellen transportiert, wo sie Spindel MT bilden [129, 138]. In Säugetierzellen werden so, 

während des Übergangs von der Prophase zu der darauf folgenden Metaphase (Pro-

Metaphase), drei unterschiedliche Arten von MT gebildet, die gemeinsam die mitotische 

Spindel darstellen: (i) Astral-MT, (ii) interpolare MT (ipMTs) und (iii) Kinetochor-MT (kMTs) 

[135].  

Astral-MT wachsen ausgehend von den beiden Zentrosomen in Richtung des Zellkortex 

und spielen eine wichtige Rolle bei der Zentrosomensegregation während der Prophase 

und der Spindelpositionierung. Die ipMTs spiegeln den dynamischsten und den am 

häufigsten vorkommenden Teil der mitotischen Spindel wider. Diese MT werden ausgehend 

von den polaren Zentrosomen gebildet und polymerisieren in Richtung Spindelmitte, wo sie 

antiparallel mit den ipMTs des gegenüberliegenden Zentrosoms in Chromosomennähe 

überlappen und miteinander interagieren. IpMTs haben verschiedene Aufgaben. So dienen 

sie der Herstellung und Aufrechterhaltung der Spindelbipolarität und spielen eine Rolle bei 

der Chromosomenanordnung indem sie dynamisch mit den Chromosomen über Bindung 

von Chromokinesinen oder laterale Interaktionen mit dem Kinetochor am Zentromer der 

Chromosomen interagieren. Nichtsdestotrotz sind ipMTs nicht für die Segregation der 

Chromosomen während der Anaphase A verantwortlich. Für diese Aufgabe werden die 

kMTs ausgehend von den polaren Zentrosomen ausgebildet [135]. kMTs liegen in 
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gebündelter Form (20 – 40 parallel angeordnete MT) vor und binden, während der 

Metaphase, mit ihrem Plus-Ende über die Kinetochore an die Schwester-Chromosomen 

und organisieren diese zentral in der miotischen Spindel zu der sogenannten Metaphasen-

Platte. In der folgenden Anaphase kommt es zu dramatischen Änderungen in der Dynamik 

der kMTs, was zur Verkürzung dieser MT und schließlich zur Chromosomsegregation führt 

[135]. Die Anaphase stellt die zeitlich kürzeste Phase der Mitose dar und wird in Anaphase 

A und B unterteilt. In Anaphase A werden die Schwesterchromatide durch Proteaseaktivität 

der Separase, welche das Schwesterchromatid-verbindende Kohäsin (SCC1) proteolysiert 

und Ziehkräfte der schrumpfenden kMTs voneinander getrennt und beginnen sich zu den 

entgegengesetzten polaren Zentrosomen zu bewegen. In der Anaphase B befinden sich 

die getrennten Schwesterchromatiden an den jeweiligen Zentrosomen und es findet durch 

Elongation der ipMTs eine weitere Trennung der polaren Zentrosomen statt [129, 139, 140]. 

Bevor es zur finalen Zytokinese kommt, bilden sich in der Telophase um die separierten 

Chromatiden neue Zellkernhüllen und damit zwei neue Tochter-Nuklei. Gleichzeitig wird die 

Chromosom-DNA wieder de-kondensiert und die Spindel-MT beginnen sich durch 

Depolymerisation aufzulösen. Im Übergang von der Telophase zur Zytokinese führt die 

Kontraktion des kortikal lokalisierten mitotischen Aktomyosin-Netzwerks zur Spaltung des 

Zytoplasmas und schließlich zur Trennung der Tochterzellen [129, 141, 142].  

Für eine fehlerfreie Durchführung der Mitose existieren eine Reihe von 

Regulationsmechanismen, die sogenannten Zellzyklus-Kontrollpunkte. Bei Defekten dieser 

Kontrollpunkte kann es zu Problemen bei der Chromosomensegregation und somit zur 

Chromosomen-Fehlverteilung kommen. Dies begünstigt Aneuploidie, dem Gewinn oder 

Verlust ganzer Chromosomen. Aneuploidie ist schließlich mit einer Vielzahl an Krebsarten 

assoziiert [129, 143].  

 

1.7.2.2 Die Komplexität des Mikrotubuli-Zytoskeletts  

 

Das MT-Zytoskelett von Säugetieren zeichnet sich durch seine hohe Diversität, Komplexität 

und funktionelle Heterogenität aus. Die Struktur und Funktionen von MT innerhalb einer 

Zelle werden dabei von verschiedenen Faktoren, wie verschiedene Tubulin-Isotypen und 

post-translationale Modifikationen (PTMs) beeinflusst. Das Konzept der Kombination dieser 

molekularen Einflüsse auf MT wird als „Tubulin-Code“ bezeichnet [144]. 

Eukaryotische Zellen besitzen mehrere Tubulin-Gene, welche als Tubulin-Isotypen 

bezeichnet werden. Diese kodieren für verschiedene α- und ß-Tubulin-Proteine, die eine 

sehr ähnliche Funktion aufweisen. Tubulin-Isotypen bilden einen Teil des Tubulin-Codes 
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und beeinflussen durch ihre Anwesenheit die Struktur und Funktion innerhalb eines MT-

Polymers. Die Anzahl an Tubulin-Isotypen variiert dabei stark zwischen verschiedenen 

eukaryotischen Spezies. Im humanen Genom existieren beispielsweise neun α- und zehn 

ß-Tubulin-Gene [144]. In den Modell-Hefen S. pombe und S. cerevisiae existieren im 

Vergleich dazu zwei Gene, die für α-Tubulin codieren und nur ein Gen codiert für ß-Tubulin 

[145]. Die generischen Isotypen α1A (TUBA1A) und ßI (TUBB) sind in Humanzellen 

allgegenwärtig. Andere seltener vorkommende Isotypen haben sich offenbar mit der 

Entstehung neuer MT-Funktionen entwickelt und werden Zell- oder Gewebe-spezifisch 

exprimiert [144, 146, 147]. Ein Beispiel hierfür stellt das humane ß1-Tubulin (TUBB1) dar. 

Dieses hat sich gemeinsam mit Blutplättchen entwickelt, welche nur in Säugetieren 

vorkommen. Die für die Blutgerinnung verantwortlichen Blutplättchen bilden eine spezielle 

Anordnung von MT aus, für welches das ß1-Tubulin benötigt wird. Die MT werden in einer 

MT-Spirale mit exakt 12 Windungen angeordnet, was schließlich für die runde Form und 

den definierten Durchmesser dieser Blutplättchen verantwortlich ist [144, 148].  In vitro 

konnte gezeigt werden, dass die Expression bestimmter ß-Tubulin-Isotypen in humanen 

Zellen zu unterschiedlichen relativen MT-Stabilitäten führen kann, was einen Einfluss auf 

die Behandlung von Krebszellen mit Antitubulin-Medikamenten hat  [149-151].  

Neben Tubulin-Isotypen führt auch eine Reihe von post-translationalen Modifikationen 

(PTMs) der Tubulin-Untereinheiten zu einer Diversifizierung von MT Subpopulationen. 

Dabei kommt es zu enzymatisch induzierten, oft reversiblen, biochemischen 

Veränderungen der α- oder ß-Tubuline [146]. Die enzymatische zyklische Anheftung oder 

Entfernung der Aminosäure Tyrosin (Tyrosinierung bzw. Detyrosinierung) an das C-

Terminale Ende von α-Tubulinen ist evolutionär konserviert. In Humanzellen kodieren die 

Majorität von α-Tubulin Genen für ein C-terminales Tyrosin (sieben von neun α-Tubuline). 

Damit liegt der Hauptteil der α-Tubuline tyrosiniert vor und die primäre Modifikation besteht 

daher in der Entfernung des Tyrosins durch eine Tubulin-Carboxypeptidase (TCP). Es 

entsteht ein detyrosiniertes α-Tubulin mit einer freien C-terminalen Glutaminsäure (Glu-

Tubulin). Der Einbau des C-terminalen Tyrosins an α-Tubulin (Tyr-Tubulin) ist eine ATP-

abhängige Reaktion, welche durch die Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL) katalysiert wird [152, 

153]. Da detyrosinierte Tubuline nur in persistenten MT vorkommen, ist die Detyrosinierung 

ein Anzeichen für stabilere MT. Diese Modifikation führt zu einer höheren Resistenz 

gegenüber MT destabilisierenden Reagenzien wie Nocodazol. Im Vergleich dazu sind 

tyrosinierte MT dafür bekannt, sensitiv gegenüber Nocodazol zu sein [153]. 

Die meisten PTMs finden am dynamischen Plus-Ende von polymerisierten MT statt. Die 

einzige bekannte Ausnahme stellt die am Lumen von MT (MT Innenseite) stattfindende 

Acetylierung dar. Dabei handelt es sich um eine Modifikation des Lysin40 (K40) der luminar 
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lokalisierten α-Tubulin Untereinheit. Katalysiert wird die Acetylierung durch die α-Tubulin-

Acetyltransferase aTAT1 [154]. Wie das Enzym das zu modifizierende α-Tubulin erreicht 

war lange Zeit ungeklärt. Mittlerweile konnten jedoch zwei Möglichkeiten festgestellt 

werden: (i) Über die offenen MT-Enden oder (ii) durch Beschädigungen entlang des MT-

Polymers. Beschädigungen an MT-Polymeren können dabei durch fehlerhafte oder 

unvollständige Polymerisation, mechanische Kräfte oder Protein-Aktivitäten wie 

enzymatische Spaltung entstehen. Befindet sich aTAT1 innerhalb des MT Lumens, findet 

eine heterogene Acetylierung entlang von MT statt. Eine lokale Deacetylierung führt dazu, 

dass MT nur segmentartige Acetylierung aufweisen und nicht homogen acetyliert sind [155]. 

Deacetylierung erfolgt durch die Enzyme Histon-Deacetylase 6 (HDAC6) und Sirtuin Typ 2 

(SIRT2). Beide Enzyme sind dabei in der Lage die Acetyl-Gruppe des K40 unabhängig 

voneinander zu entfernen. Während HDAC6 für Deacetylierung von zytoplasmatischen MT 

verantwortlich ist, führt SIRT2 diese eher bei peri-nukleären MT aus und ist Zellzyklus-

abhängig [155]. Wie detyrosinierte MT gelten auch acetylierte MT als stabiler und lang-

lebiger. In Analysen wurde beobachtet, dass chemische Stabilisation zu vermehrter 

Acetylierung von MT führt und dass eine reduzierte Acetylierung mit einer reduzierten MT-

Stabilität einhergeht [154, 156]. 

Die MT-Dynamik wird durch das Zusammenspiel von Tubulin-Isotypen und PTMs stark 

moduliert. So kann die Zusammensetzung verschiedener Tubulin-Isotypen in einem MT-

Polymer bestimmte PTMs verringern oder erhöhen und dadurch die Stabilität von MT 

verändern. Ebenso kann eine bestimmte Isotyp-Zusammensetzung zu einer vermehrten 

oder reduzierten Anlagerung bestimmter MT-assoziierten Proteinen und damit ebenso zu 

einer Veränderung der MT-Dynamik führen [157]. Über den Einfluss des Tubulin-Codes auf 

mitotische MT ist bisher nur wenig bekannt. Es gibt aber Hinweise darauf, dass Tubulin-

PTMs von mitotischen Motorproteinen genutzt werden. So sind Subpopulationen der 

Spindel-MT detyrosiniert. Es konnte gezeigt werden, dass sich der MT Plus-End-gerichtete 

Kinetochormotor CENP-E entlang von detyrosinierten Spindel-MT bewegt, um 

Chromosomen während der Chromosomenkongression in Richtung der Spindelmitte zu 

bewegen [158, 159]. Unbekannt bleibt jedoch wie Tubulin-PTMs und -Isotypen die 

Eigenschaften der unterschiedlichen Arten von Spindel-MT verändern.  

 

1.7.2.3 MT-assoziierte Proteine regulieren die Mikrotubuli Dynamik 

 

Die Dynamik und Stabilität des MT Zytoskeletts werden in großem Maße durch an MT 

bindende MAPs (MT-assoziierte Proteine) reguliert. Die bereits hohe und immer 
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weiterwachsende Anzahl an identifizierten MAPs in verschiedensten Säugetierzell-

Systemen zeigt wie vielfältig der Einfluss von MAPs auf das MT-Netzwerk ist [160]. 

Klassifiziert werden MAPs in (i) Motorproteine, (ii) MT-End-bindende Proteine, die 

spezifisch mit dem Plus- oder Minus-MT-Ende assoziiert sind und dort die Dynamik 

beeinflussen, (iii) enzymatische MAPs, die MT durchtrennen und instabile MT 

depolymerisieren können, (iv) MT-Nukleatoren, die die Formation neuer MT beeinflussen 

und (v) strukturelle MAPs, die wie andere MAPs an MT binden und diese stabilisieren, aber 

ihre genaue Funktion bisher unklar ist [160, 161]. Einen besonders großen Einfluss auf die 

Dynamik von MT haben die am wachsenden MT Plus-Ende lokalisierten +TIP (plus-end 

tracking proteins) Proteine. Dabei handelt es sich um strukturell und funktionell 

unterschiedliche konservierte MAPs, welche auf das dynamische MT Plus-Ende 

stabilisierend oder destabilisierend Einwirken können oder an Interaktionen von MT mit 

zellulären Strukturen beteiligt sind [162].  

Ein sehr gut untersuchtes Beispiel für +TIP MAPs ist die EB-(end-binding) Proteinfamilie. 

Dazu gehören in Humanzellen die Familienmitglieder EB1, EB2 und EB3. Die etwa 300 

Aminosäure-großen Proteine tragen jeweils eine N-terminale CH (calponin homology)-

Domäne, zur Bindung an MT, eine flexible und unstrukturierte Linker-Region mittig im 

Protein und eine C-terminale Domäne, die unter anderem eine EBH (end-binding 

homology)-Domäne beinhaltet. Die EBH-Domäne dient dabei der EB-Homo- und 

Heterodimerisierung und Interaktion mit anderen Proteinbindepartnern [162-164]. Während 

EB3 hauptsächlich in Gehirn- und Muskelzellen vertreten ist, ist EB1 in den meisten 

vorkommenden Geweben stark exprimiert. Zusammen bilden diese beiden Proteine Homo- 

und Heterodimere im Zytoplasma von Humanzellen und zeigen vergleichbare Funktionen 

und Einflüsse auf MT Plus-Enden. Im Kontrast dazu heterodimerisiert das EB2 Protein nicht 

mit seinen Familienmitgliedern und zeigt im Vergleich eine schwächere Bindung an das MT 

Plus-Ende. Das meist analysierte EB1 ist nicht bei pausierenden oder depolymerisierenden 

MT zu finden, sondern akkumuliert ausschließlich am Ende von wachsenden MT. Dabei 

erkennt EB1 die am Plus-Ende befindlichen GTP/GDP-Moleküle, bindet mit Hilfe der CH-

Domäne an benachbarte GTP/GDP-Tubulin-Dimere, unterstützt dadurch die MT-

Polymerisation und schützt MT vor dem Pausieren [163, 165]. Eine der Hauptfunktionen 

von EB1 ist Bildung einer Plattform zur Bindung weiterer MAPs. Mittlerweile konnten mehr 

als 50 Proteine identifiziert werden, die eine EB1-abhängige Aktivität am MT Plus-Ende 

aufweisen [166]. Ein Beispiel stellt der MT Plus-End Faktor CLIP-170 (cytoplasmic linker 

protein 170) dar. CLIP-170 bindet an endozytische Vesikel und dient so dem intrazellulären 

MT-abhängigen Vesikel-Transport. Zusätzlich rekrutiert CLIP-170 den Dynein-Dynaktin 

Komplex an das MT Plus-Ende. Bisherige Studien zeigen, dass CLIP-170 mit seiner N-
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terminalen CAP-Gly (cytoskeleton-associated protein glycine-rich) Domäne an EB1 durch 

die im EB1 C-Terminus befindliche EEY-Domäne bindet, welche dem C-terminalen Teil von 

α-Tubulin ähnelt [163, 166]. In vitro Analysen zeigen zudem, dass die Abwesenheit von 

EB1 am MT dazu führt, dass CLIP-170 ebenfalls nicht mehr am MT Plus-Ende, sondern 

entlang von MT lokalisiert. Dies zeigt die EB1-Abhängigkeit der CLIP-170 Aktivität. Obwohl 

CLIP-170 auch selbst in der Lage ist an α-Tubulin zu binden, wird jedoch eine viel höhere 

Affinität zu EB1 als zu dem Tubulin vermutet [166].      

Verschiedene MAPs sind in der Lage durch Bindung an MT und Rekrutierung weiterer 

Proteine die Eigenschaften des MT Zytoskelett, wie Stabilität und Dynamik, zu verändern 

und so auch zelluläre Prozesse zu beeinflussen und zu unterstützen. Weiterhin zeigt auch 

die Anwesenheit einer Reihe von PTMs und Tubulin-Isotypen die hohe Komplexität dieses 

Zytoskeletts.   

 

1.8 Chlamydiale Effektorproteine manipulieren das dynamische 

Zytoskelett 
 

Chlamydien nutzen das Zytoskelett der eukaryotischen Wirtszelle um einen effizienten 

Infektionsverlauf zu gewährleisten. Die dafür T3SS-sekretierten Effektorproteine 

beeinflussen und modulieren die Struktur und Dynamik der einzelnen Zytoskelett-

Komponenten zu unterschiedlichen Zeiten der Infektion, wie Internalisierung, intrazelluläre 

Mobilität des Pathogens, Replikation oder Persistenz [84, 111, 167].  

 

1.8.1 Chlamydien manipulieren das Aktin Zytoskelett der Wirtszelle 

 

Bereits früh in der Infektion machen sich Chlamydien das dynamische Aktin Zytoskelett zu 

Nutze und die Assemblierung von F-Aktin ist für die Internalisierung entscheidend. In frühen 

Studien mit Ctr konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Cytochalasin D, ein 

Inhibitor der Aktin Polymerisation, während der frühen Infektion zu einer signifikanten 

Reduktion der Internalisierung führt [168]. Mittlerweile ist bekannt, dass die Sekretion von 

chlamydialen Effektorproteinen während der Internalisierung zur Rekrutierung von F-Aktin 

an der Eintrittsstelle führt. Das in Ctr identifizierte Effektorprotein TmeA (translocated 

membrane-associated effector A) besitzt eine Aktin-rekrutierende Funktion während der 

Internalisierung. TmeA bindet an das humane AHNAK, ein Phosphoprotein, welches an der 

apikalen Membran polarisierter Epithelzellen lokalisiert ist [169, 170]. Dadurch ist TmeA 
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selbst auch an der PM der Wirtszelle lokalisiert, wo es N-WASP durch Bindung aktiviert. 

Aktiviertes N-WASP aktiviert anschließend den Arp2/3 Komplex und die Aktin 

Polymerisation wird stimuliert [171]. Ein weiteres Schlüsselprotein im Prozess der 

Internalisierung ist das ebenfalls Aktin-rekrutierende, in Chlamydien konservierte lösliche 

TarP Protein. Die Eigenschaften und Funktionsweise von TarP wird in Kapitel 1.8.1.1 näher 

erläutert. 

Auch die T3SS-sekretierten Cpn Effektorproteine SemC und SemD spielen für den Prozess 

der Internalisierung eine wichtige Rolle. Bei diesen Proteinen handelt es sich nicht um 

zytoplasmatisch gelöst vorliegende Proteine, sondern in der PM der Wirtszelle eingelagerte 

Proteine. Das SemC bindet nach der Sekretion über seine amphipatische Helix (APH)-

Domäne mit der PM der Wirtszelle, rekrutiert dort SNX9 und induziert dadurch 

Membrandeformationen, welche die Aufnahme des EBs unterstützen [101]. Auch das 

SemD wird im Anschluss an die Sekretion über seine APH-Domäne in der Membran der 

Wirtszelle verankert und führt selbst und durch Rekrutierung von SNX9 und Pacsin zu 

Membranverkümmungen. Gleichzeitig induziert SemD, durch Bindung und Aktivierung von 

N-WASP, eine Arp2/3-abhängige F-Aktin Polymerisation, wodurch Kräfte entwickelt werden 

um die PM um das EB herum zu führen und anschließend abzuschnüren [112]. Diese 

molekularen Wechselwirkungen konnten in einem Co-Kristall aus SemD und einem Teil von 

N-WASP aufgeklärt werden [172]. 

 

1.8.1.1 Die TarP Effektorproteinfamilie induziert F-Aktin-Rekrutierung  
 

Während der Internalisierung ist die T3SS-sekretierte, in Chlamydien konservierte TarP 

(translocated actin recruiting phosphoprotein) Proteinfamilie beteiligt. Das Ctr TarP wurde 

mittels Immunopräzipitation durch Anwendung des Anti-phosphotyrosin-Antikörpers 4G10 

isoliert und zunächst als hypothetisches Protein (CT456) mit unbekannter Funktion 

identifiziert. Folgende Elektronenmikroskopie- und Immunofluoreszenz-Studien zeigten 

schließlich die Translokation, Lokalisation auf der zytoplasmatischen Seite der PM der 

Wirtszelle an der chlamydialen Eintrittsstelle, Tyrosin-Phosphorylierung von TarP und die 

Funktion der Rekrutierung von F-Aktin [167, 173]. In allen bisher sequenzierten Chlamydien 

Spezies konnten Mitglieder der TarP Familie identifiziert werden [173]. Zwischen den 

verschiedene Ctr Serovaren herrscht dabei eine sehr hohe Identität der 

Aminosäuresequenzen der TarP Proteine von etwa 94 % (Ctr L2 zu Ctr D). Doch obwohl 

die TarP Familienmitglieder der verschiedenen Spezies konservierte Proteindomänen 

enthalten, liegt die Identität der Aminosäuresequenzen der TarP Orthologe von C. 
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muridarum, C. caviae und Cpn zum Ctr TarP (Ctr L2) bei nur 40 – 60 % [173, 174]. 

Spezifisch für das Ctr TarP ist eine Tyrosin-reiche Phosphorylierungsdomäne im N-

terminalen Bereich des Proteins. Diese Domäne ist in den TarP-Proteinen in anderen 

Spezies nicht existent und ist daher Ctr spezifisch [174] (Abb. 5). Die konservierten 

Domänen befinden sich mittig und im C-Terminus der Proteine. Diese sind zum einen eine 

Prolin-reiche Domäne (PRD) zur Unterstützung der Oligomerisierung von TarP, was 

wiederum die Aktin-Polymerisation stimuliert [167]. Weiterhin besitzen TarP 

Familienmitglieder mindestens eine Aktin Bindedomäne (G-Aktin Bindedomäne (ABD) und 

eine F-Aktin Bindedomäne (FAB)) und mindestens eine Vinculin Bindesequenz (VBS) zur 

Bindung an Vinculin und einer damit einhergehenden Unterstützung der F-Aktin 

Rekrutierung. Zusätzlich konnte in den TarP Proteinen von Ctr, C. caviae, C. abortus, C. 

felis und C. muridarum ein Leucin-Aspartat Motiv (LD) im C-Terminus identifiziert werden, 

welches dem LD2 Motiv von Paxillin, dem Bindepartner der Fokaladhäsionskinase (FAK), 

ähnelt. Durch das LD-Motiv rekrutiert TarP FAK, welches wiederum eine Arp2/3 abhängige 

Rekrutierung von F-Aktin auslöst (Abb. 5) [111, 175-177].  

 

 

Abbildung 5: Vergleichende schematische Darstellung von TarP Familienmitgliedern 

Dargestellt sind die TarP Proteine und ihre Domänen der Spezies Ctr (Serovar L2 und D), Cpn, C. muridarum 

und C. caviae. Spezifisch für Ctr ist die Tyrosin-reiche Phosphorylierungs Domäne. Konserviert sind eine Prolin-

reiche Domäne (PRD), Aktin Bindedomänen (ABD und FAB), ein Leucin-Aspartat Motif (LD), welches eine 

Fokaladhäsionskinase bindet. Vinculin-Bindesequenzen (VBS) [74, 111, 115, 175-177].  

 

Für das Ctr TarP wurde gezeigt, dass wirtseigene Tyrosin-Kinase-Familienmitglieder wie 

AbI-, Syk- oder Src-Kinasen mit der N-terminalen Tyrosin-reichen 
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Phosphorylierungsdomäne interagieren und TarP an dieser Stelle phosphorylieren [178, 

179]. In dem phosphorylierten Zustand ist das TarP Protein in der Lage die GTPase Rac1 

zu aktivieren, welche wiederum zu einer Rac1- und WAVE-abhängigen Arp2/3-Aktivierung 

führt. Die ausgelöste Arp2/3 Aktivierung führt anschließend zu vermehrter Bildung von Aktin 

Nukleationsursprüngen an existierenden F-Aktin Filamenten an der chlamydialen 

Eintrittsstelle (Abb. 6) [180]. TarP ist auch unabhängig von einer Phosphorylierung in der 

Lage direkt an G-Aktin und F-Aktin zu binden und eine Aktin-Polymerisation auszulösen. 

Auch die Oligomerisierung von TarP durch die PRD unterstützt die Polymerisation von Aktin 

[167].  

 

 

Abbildung 6: Sekretiertes TarP rekrutiert Aktin während der Internalisierung 

Schematische Darstellung der Internalisierung eines chlamydialen EBs. (i) Das Effektorprotein TarP wird mittels 

T3SS in das Zytoplasma der Wirtszelle sekretiert. (ii) Sekretiertes Ctr TarP wird durch Kinasen der Wirtszelle 

phosphoryliert. Dies führt zu einer Proteinaktivierungs-Kaskade von Rac1, WAVE 2 und schließlich des Arp2/3 

Komplexes. Die Aktivierung des Arp2/3 Komplexes führt zur Rekrutierung von F-Aktin an der Eintrittsstelle des 

EBs für dessen Internalisierung. TarP ist auch durch den Besitz von Aktin-Bindedomänen in der Lage in der 

Nähe der EB-Eintrittsstelle Aktin zu binden und eine Polymerisation zu induzieren. Die Darstellung wurde mit 

BioRender erstellt. 
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1.8.1.2 Das Chlamydia pneumoniae TarP Ortholog CPn0572 
 

Innerhalb meiner Arbeit konzentrierte ich mich hauptsächlich auf das Cpn TarP Ortholog 

CPn0572. Bei CPn0572 handelt es sich um ein 755 AS großes Protein, welches 283 AS 

kürzer ist als das Ctr TarP. Im Vergleich zum Ctr TarP trägt es weder die 

Phosphorylierungs-Domäne noch das Leucin-Aspartat Motif. Wie für TarP konnte in 

CPn0572 eine Prolin-reiche Domäne, eine G-Aktin Bindedomäne und eine Vinculin 

Bindesequenz identifiziert werden. Außerdem besitzt CPn0572 im C-Terminus noch eine 

F-Aktin Bindedomäne (Abb. 5) [74, 115]. Bisherige Analysen haben gezeigt, dass 

sekretiertes CPn0572 mit Aktin-Akkumulationen während der frühen Cpn Infektion 

assoziiert und dass auch ektopisch exprimiertes CPn0572 in Hefe- und Humanzellen mit 

Aktin-Strukturen kolokalisiert und verdickte Aktin Filamente bildet. CPn0572-Expression in 

Hefe und in vitro Experimente zeigen außerdem eine durch CPn0572-Expression 

ausgelöste Stabilisation von F-Aktin Filamenten durch das Ersetzen oder durch Inhibierung 

von Cofilin [115]. Überraschenderweise wurde im Rahmen dieser Analysen beobachtet, 

dass CPn0572 neben Aktin auch mit einer weiteren zellularen filamentösen Struktur 

assoziiert, die dato nicht identifiziert wurde.  

 

1.8.2 Chlamydien nutzen das Mikrotubuli-Zytoskelett der Wirtszelle 
 

Es existiert bereits ein umfangreiches Wissen darüber, wie Chlamydien das Aktin-

Zytoskelett während verschiedener Stadien ihres Infektionszyklus nutzen. Allerdings war zu 

Beginn meiner Doktorarbeit unklar in welchem Maße Chlamydien das zweite dynamische 

Zytoskelett, das MT-Zytoskelett, während des Infektionszyklus nutzen.  

Für spätere Stadien der Infektion gibt es Hinweise für Ctr, dass die nach der Internalisierung 

gebildete Inklusion in nicht-polarisierten humanen Epithelzellen durch das MT Minus-Ende 

gerichtete Motorprotein Dynein entlang der MT von der Zellperipherie zu der peri-Golgi-

Region bzw. zum Haupt-MTOC in Zellkernnähe transportiert wird und dort für die Dauer der 

Infektion verbleibt. Diese Aussage beruht auf der Beobachtung, dass sich gerade gebildete 

Inklusionen innerhalb der Zelle in die gleiche Richtung und mit ähnlicher Geschwindigkeit 

bewegen wie über MT transportierte Vesikel [83] [84, 85]. Bei diesem Transportprozess ist 

das Ctr Inc CT850 involviert, welches an den Dynein-Motorkomplex bindet [84, 181]. Für 

Cpn konnte ein derartiger Transportprozess bisher nicht identifiziert werden, obwohl auch 

hier die Inklusionen in der Nähe des Haupt-MTOC lokalisieren.  
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Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass sobald sich die Ctr Inklusion in der peri-Golgi 

Region befindet, Ctr einen „Käfig“ aus post-translational modifizierten MT, Aktin Filamenten, 

Septinen und Intermediär Filamenten um die Inklusion herum bildet. Verantwortlich für die 

Assemblierung von MT um die Inklusion herum ist das Ctr Inklusion-lokalisierte 

Effektorprotein IPAM (Inclusion protein actin on MTs). IPAM rekrutiert und aktiviert dabei 

das zentrosomale Protein CEP170. Es konnte gezeigt werden, dass die Zusammenarbeit 

von IPAM und CEP170 die MT-Assemblierung in der Nähe der Inklusion fördert [84, 182]. 

In humanen Epithelzellen wird bei Ctr die Formation von detyrosinierten MT um die 

Inklusion herum induziert, welche stabil gegenüber chemischer MT-Depolymerisation durch 

Nocodazol sind. Reduzierung dieser detyrosinierten MT durch Behandlung mit Parthenolid 

und Constunolid führt zu einer verminderten Replikation von Ctr in Epithelzellen und zeigt 

die Relevanz dieser post-translational modifizierten MT für die Infektion [183, 184]. Für die 

PTMs soll unter anderem das Ctr Protein InaC verantwortlich sein, welches mit den 

GTPasen ARF1 und ARF4 der Wirtszelle interagiert. Der genaue Mechanismus dahinter ist 

allerdings noch unklar. Für Cpn konnten bisher keine Hinweise auf einen MT-abhängigen 

Transportprozess der Inklusion zur peri-Golgi Region identifiziert werden. Für eine 

Formation von MT um die Cpn Inklusion existiert bisher nur ein Hinweis. Dabei wurde 

gezeigt, dass bei einer 48 Stunden Cpn Infektion MT sich zwar um die Inklusion herum 

befinden, diese aber, im Vergleich zu Ctr, nicht als deutliche Ring-Struktur formiert sind 

[184].   

 

1.9 Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskelett verknüpfende MAPs 

 
Neben zahlreichen ausschließlich MT-bindenden bzw. -assoziierenden Proteinen existieren 

auch MAPs, für welche eine Fähigkeit zur Vernetzung von MT und dem Aktin Zytoskelett 

vorausgesagt wird. Dazu gehören beispielsweise die MAPs Adenomatous polyposis coli 

(APC) und Tau, sowie das Formin mDia1. APC besitzt die Fähigkeit, direkt mit MT und Aktin 

Filamenten zu interagieren und soll so eine Vernetzung beider Zytoskelette herstellen [185]. 

Mit Hilfe des C-Terminus ist APC in der Lage direkt an MT via EB1 am MT Plus-Ende zu 

assoziieren. Gleichzeitig wurde eine Lokalisation von APC an Aktin-reichen intrazellulären 

PM-Oberflächen in eukaryotischen Zellen beobachtet. In vitro-Studien zeigten zudem, dass 

APC Aktin Filamente direkt bindet, diese bündelt und eine Vernetzung von Aktin Filamenten 

und MT herstellt. Die Vernetzung beider Zytoskelette ist dabei durch die Assoziation von 

APC mit EB1 reguliert. Die direkte Bindung mit EB1 inhibiert dabei die Interaktion mit Aktin 

Filamenten [185]. Auch für das neuronale MAP Tau ist bekannt, dass es neben der 

Regulation der Dynamik und Organisation von MT, sowie dessen Bündelung und 
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Stabilisation auch Aktin Filamente bindet und bündelt [186, 187]. Tau soll zudem in der 

Lage sein eine Polymerisation von Aktin Filamenten entlang von MT zu induzieren und 

gleichzeitig das Wachstum von MT an gebündelten Aktin Filamenten auszulösen. Damit 

stellt Tau eine mögliche molekulare Verknüpfung beider Zytoskelett-Strukturen dar [188]. 

Formine, wie mDia1, stimulieren die Nukleation und Elongation von Aktin Filamenten und 

sind dabei für die Bildung von verschiedenen zellularen Aktin Strukturen, wie Aktin Bündel 

oder Stress-Filamente verantwortlich [189]. Gleichzeitig zeigen Analysen, dass mDia1 MT 

stabilisiert und parallel zu den gebündelten F-Aktin Filamenten organisieren kann [190, 

191]. 
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2 Ziel dieser Arbeit 
 

Das erste Ziel dieser Arbeit war es heraus zu finden, ob das wildtypische Mikrotubuli (MT)-

Zytoskelett der Wirtszelle wichtig für den erfolgreichen Ablauf der frühen Chlamydia 

pneumoniae (Cpn) Infektion ist. Dies konnte bestätigt werden, da eine Änderung der MT-

Organisation und -Dynamik während der Infektion mittels chemisch oder Kälte-induzierter 

Destabilisation oder MT-Hyperstabilisation durch ektopische Expression des Cpn 

Effektorproteins CPn0572 die Infektionseffizienz signifikant reduzierte. Somit ist das 

wildtypische Interphasen-MT-Zytoskelett der Wirtszelle für Cpn eine wichtige Zielstruktur. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifikation und Charakterisierung von Cpn 

Proteinen, die das MT-Zytoskelett modulieren können. Mit Hilfe eines umfangreichen 

Screens konnte eine hohe Anzahl an MT-modulierenden Cpn Proteinen identifiziert werden. 

Die Funktion des Aktin-modulierenden Cpn TarP-Orthologs CPn0572 wurde intensiv 

analysiert. Dabei wurde eine neue Funktion des Proteins identifiziert: die Fähigkeit zur 

direkten Bindung und Modulation von Interphasen und mitotischen MT.  
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3.1 Zusammenfassung 
 

Durch Sekretion spezifischer Effektorproteine manipulieren die Gram-negativen fakultativ 

intrazellulären Chlamydien während der Infektion eine Vielzahl an Wirtszellprozessen. 

Während die Manipulation des Aktin-Zytoskeletts durch Chlamydien bereits sehr gut 

verstanden ist, ist das Wissen über die Rolle die das Mikrotubuli (MT)-Zytoskelett in der 

Infektion spielt sehr begrenzt.  

Ich habe deshalb untersucht, ob Interphasen MTs für die frühe Infektion benötigt werden. 

Dies ist der Fall, da die Abwesenheit eines wildtypischen MT-Zytoskeletts in humanen 

Epithelzellen während der frühen Cpn Infektion die Infektionseffizienz signifikant reduziert. 

Zur Identifikation MT-modulierender Cpn Proteine wurde ein umfangreicher genetischer 

Screen mit Hilfe der Modellhefe S. pombe durchgeführt. Von 116 Cpn Gene, die in S. 

pombe exprimiert wurden, führten 13 (<10%) zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber MT-

destabilisierenden Chemikalien. Weiterführende fluoreszenz-mikroskopische Analysen 

zeigten, dass die Expression der Cpn Gene in S. pombe eine vielfältige Veränderung der 

Organisation des Interphasen-MT-Zytoskeletts und der MT-Dynamik auslöst. Bei der 

Expression eines dieser Gene, cpn0443, in humanen Epithelzellen wurde festgestellt, dass 

es mit dem MT-Zytoskelett und dem ER assoziiert und zu MT-Modulationen in Form von 

verdickten MT führt. In vitro bindet die C-terminale Variante von CPn0443 zudem direkt mit 

MT-Filamenten. Eine vorherige Expression von cpn0443 in humanen Epithelzellen führt 

außerdem zu einer signifikanten Reduktion einer nachfolgenden Cpn Infektion in Vergleich 

zu Kontrollzellen. Zusammenfassend wurde gezeigt, dass MTs eine wichtige Rolle bei der 

Cpn Infektion spielen.  
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Table S1. Alterations in DNA sequence of some Cpn genes and summary of growth 

phenotypes of S. pombe transformants expressing one of the 116 Cpn proteins. A 

Genes with sequence deviation leading to altered amino acids. Green: wildtype Cpn GiD 

amino acid sequence; red: aa sequence deviation verified by sequencing. B The 116 Cpn 

proteins chosen for analysis were selected as indicated: Inc proteins (i, [1]; ii, [2]), proteins 

affecting S. cerevisiae yeast growth (iii, [3]; iv, [4]) or being highly expressed (v, [5]). Growth 

phenotypes of transformants expressing one of the 116 Cpn genes were grouped into one 

of the 4 categories defined in Figure. 2C. 
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Table S2. Overview of the 13 Cpn proteins identified to modulate MTs. Characteristics 

of the 13 Cpn proteins identified in the screen include: aa length, localization of 

transmembrane domains (TM), predicted function and validated localization. Putative Ctr 

homologs are shown as are homologs from other chlamydia species. Inc: inclusion 

membrane protein; X: no homologue identified. i, [1]; ii, [6]; iii, [7]; iv, [8]; v, [9]; vi, [10]. For 

transmembrane domain prediction “Polyphobius prediction” was used and for protein 

identities PRALINE sequence alignment was used. 
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Figure S1. MT de-polymerization followed by re-polymerization after nocodazole 

removal. Confocal images of mock-treated (upper panels) or nocodazole-treated HEp-2 

cells. Cells were incubated with 10 µg/ml nocodazole for 30 min at 37°C leading to a 

disassembled MT cytoskeleton (2nd lane from top). Nocodazole washout was performed 

via media exchange. Re-formation of the MT cytoskeleton was monitored after nocodazole 

washout and was complete after 5 hrs. MTs were visualized with anti-α-tubulin antibody 

(green) in fixed cells and DNA with DAPI (blue). White boxes show enlargements. Scale 

bars, 10 µm. 
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Figure S2. Schematic illustration of the 13 CPn proteins and the localization of the transmembrane 

domains. Single illustrations were created using Protter. Signal sequences are in red; N-glyco motifs 

in green. 
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Figure S3. Yeast growth phenotypes caused by expression of Cpn proteins. A Serial dilution patch 

tests (104 -101 cells) of a wildtype (WT) yeast strain expressing either a control plasmid or one of 13 

plasmids with the indicated Cpn gene (systematic names on the left). S. pombe transformants were 

grown for 5 days at 25°C on plasmid-selective media without (-TBZ and -MBC) or with (+TBZ and 

+MBC). Concentrations used: 7 μg/ml TBZ or 2.5 µg/ml MBC; L and H: low or high expression of 

relevant Cpn gene. B and C Serial dilution patch tests of cold-sensitive nda2-KM52 and nda3-KM311 

strains transformed with a control plasmid or expressing the indicated Cpn genes. Cells were 

incubated at 25 °C or 22 °C for 6 days. The non-permissive temperature for the tubulin mutant 

strains is 20 °C. L; low expression. D Serial dilution patch tests of nmt81::GFP-atb2+ (GFP-α-tubulin) 

transformants. Cells were incubated at 25 °C for 6 days without or with 6 μg/ml TBZ, L; low 

expression, H; high expression. 
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Figure S4. GST-CPn0443164-417 forms macromolecular MT structures 

A SDS gel analysis of GST-CPn0443164-417-derived higher-order MT structures was 

performed as in Figure 7C at different centrifugal speeds. Quantification of the pellet 

fractions are shown. Error bars denote ±SEM, n=2 experiments. Two-tailed student’s t-test 

was used to determine statistical significance: 100 xg: p<0.0239 (*), 500 xg: p<0.0021 (**), 

1000 xg: p<0.0345 (*), 2000 xg: p<0.005 (***), 4000 xg: p<0.0019 (**). B Representative 

co-sedimentation assay of GST and GST-CPn0443164-417 showing that both proteins 

predominantly stay in the supernatant fraction in the absence of MTs, while in the presence 

of MTs (Figure 7C) they are found in the pellet fraction.  
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Figure S5. Graphical visualization of the transcriptomes of the 13 Cpn proteins. The 

transcriptome data were taken from [5] except for the proteins marked with *. These come 

from an unpublished transcriptome analysis from the Hegemann lab [11]. Transcripts were 

categorized as early, mid or late. 

 

Supplementary Movie Legends 

Movie 1 Live cell images of nmt81::GFP-atb2+ cells transformed with a control plasmid. 7 

seconds intervals, total 280 seconds. Scale bar, 5 µm.  
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Movie 2 Live cell images of cpn0216-expressing nmt81::GFP-atb2+ cells 7 seconds 

intervals, total 280 seconds.  

Movie 3 Live cell images of cpn0443-expressing nmt81::GFP-atb2+ cells 7 seconds 

intervals, total 280 seconds. 

Supplementary References 
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4.1 Zusammenfassung 
 

Zu ihrer Vervielfältigung sind obligat intrazellulären Chlamydien Meister in der Manipulation 

von Wirtszellprozessen. Die früh in der Infektion T3SS-sekretierte in Chlamydien 

konservierte TarP-Effektorproteinfamilie ist bekannt dafür, dass sie an der EB-Eintrittsstelle 

zu einer Remodulierung des Aktin-Zytoskeletts der Wirtszelle führt.  

Für das Cpn TarP-Ortholog, CPn0572, konnte in dieser Arbeit eine weitere, neue Funktion 

identifiziert werden; die Modulation des Wirts-Mikrotubuli (MT)-Zytoskeletts. CPn0572 

bindet in vitro an stabilisierte MT und in vivo in humanen Epithelzellen an MT-Filamente. 

Die Expression der von mir kartierten C-terminalen MT-Binderegion, CPn0572595-755, führt 

außerdem zu einer massiven Änderung der MT-Dynamik, welche MT gegenüber 

chemischer- und Kälte-induzierter MT-Depolymerisation schützt. Des Weiteren können 

CPn0572 und die verkürzte C-terminale Variante auch mit Spindel-MT von mitotischen 

Humanzellen assoziieren. Dies hat Auswirkung auf die Formation und Funktion der Spindel: 

die Expression von CPn0572595-755 führt zu einem massiven Anstieg an mitotischen Spindel-

Defekten, die einen Einfluss auf die korrekte Verteilung der Chromosomen haben. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die durch ektopische Expression von CPn0572 

induzierte Hyperstabilisation von Interphasen-MT zu einer signifikanten Reduktion einer 

folgenden Cpn Infektion und damit zu einer Beeinträchtigung der Infektionseffizienz führt. 

Bei Infektion von Epithelzellen mit CPn0572-exprimierenden Ctr EBs wurde beobachtet, 

dass sekretiertes CPn0572 zu MT-Assoziation und -Modulation im Bereich der Inklusion 

führt. Die Daten zeigen, dass CPn0572 das erste bakterielle Protein ist, welches sowohl 

das Aktin- als auch das MT-Zytoskelett humaner Epithelzellen binden und modulieren kann. 

Somit werden Funktionen vom Aktin und MT-Zytoskelett durch CPn0572 miteinander 

verknüpft, was auch bei einer Infektion relevant sein kann.  

Die Fähigkeit zur MT-Assoziation wurde auch für weitere C-terminale Varianten von TarP-

Orthologen aus Ctr L2, C. psittaci und dem Koala-infizierenden Cpn Stamm analysiert. 

Dabei wurde festgestellt, dass lediglich die Cpn TarP-Orthologe mit MT kolokalisieren 

können. Daher scheint die Fähigkeit der MT-Assoziation spezifisch für Cpn zu sein. 
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5 CPn0572 expression results in mitotic defects 
 

5.1 Objective of this analysis 
 

Previously, it was shown that the Cpn TarP family member CPn0572 expressed in 

mammalian cells associates with the host actin cytoskeleton and with the microtubule (MT) 

cytoskeleton [78] (chapter 4 of this thesis). During my analysis, I showed that full length 

CPn0572 and the C-terminal variant CPn0572595-755 expressed in human epithelial cells 

associate with interphase MTs and also with spindle MTs of mitotic cells [78]. Furthermore, 

CPn0572595-755 is able to associate with the spindle in all mitotic phases [78]. Interestingly, 

the expression of CPn0572595-755 variant in U2OS cells leads to altered spindle MTs in 

approximately 83% of transfected cells compared to GFP-expressing control cells [78]. Only 

17% of CPn0572595-755-expressing cells showed wildtype-like mitotic cells. Next, I wanted to 

analyze what causes abnormal spindles in mitosis induced by CPn0572595-755-expression 

and whether this results in genome instability such as aneuploidy. This means the gain or 

loss of whole chromosomes, which is a hallmark of cancer cells. Additionally, since Cpn is 

associated with a higher risk of lung cancer [39, 40], it was of interest if Cpn infections also 

can lead to mitotic defects.  

 

5.2 Results 

5.2.1 CPn0572595-755 association with spindle MTs results in aberrant mitosis 
 

To determine why and how CPn0572595-755-expression affects spindle MTs, the GFP-tagged 

MT binding region (MBR) of CPn0572, CPn0572595-755 (Fig. 1A), was expressed for 18 hours 

in U2OS cells. Various phenotypes of mitotic defects were observed. Approximately 38% 

of GFP-CPn0572595-755 expressing cells showed elongated anaphase spindles with aberrant 

pole-pole MTs and chromosomes distributed along the entire spindle (Fig 1B, C; panel i). 

14% of mitotic cells showed curved spindles with misaligned chromosomes (iii). 

Furthermore, approximately 15% of mitotic cells had monopolar-like spindles which possibly 

contain only one centrosome instead of two (panel ii) or collapsing spindles resulting in 

spindle breakdown as shown in life cell analysis with a GFP-CPn0572595-755-expressing 

U2OS cell (movie 1). 7.8% of GFP-CPn0572595-755 expressing cells showed apparently 

normal-looking spindles with mis-aligned chromosomes distributed along the entire spindle 

(iv) and 4.7% showed a chromosome-bridge (v). Multipolar spindles which have likely more 



 5.2 Results 

| 103 
 

than two centrosomes were found in 3.5% of GFP-CPn0572595-755 expressing mitotic U2OS 

cells (Fig. 1B, C). 

Alterations of spindle formation affect spindle function and the correct association of spindle 

MTs with the attachment points on chromosomes, the kinetochores. Thus, expression of 

CPn0572595-755 variant might affect the fidelity of chromosome transmission.  

 

 

Figure 7. CPn0572595-755 association with spindle MTs results in severe mitotic defects. 

A Schematic representation of CPn0572 full length protein (AS 1-755) and C-terminal protein variant 

previously defined as MT binding region (AS 595-755). PRD, proline-rich domain (orange box); ABD, 

actin binding domain (light blue box); FAB, F-actin binding domain (dark blue box); VBS, vinculin 

binding site (white box); MBR, MT binding region (purple box); [74, 78, 115]. B Confocal images of 

U2OS cells transfected with a plasmid encoding GFP-CPn0572595-755 for 18 hours. Images show 

phenotypes of aberrant spindle formations and/or chromosome mis-alignment as described in main 

text. The arrow head in iv points to chromosome bridge and non-properly segregated chromatin. MTs 

were visualized by using an anti-α-tubulin antibody (red) and DNA was stained with DAPI (blue). 

Scale bars, 10 µm. C Quantification of the different types of spindle defects and chromosome mis-

alignments shown in B. From approximately 83% of transfected cells the following phenotype-related 

percentages were measured: i: 37.8%; ii: 14.6%; iii: 14%; iv: 7.8%; v:4.7%; vi: 3.5%. The remaining 
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17% have optically wildtype spindles with regular chromosome alignment. n=3, a total of 100 mitotic 

cells each were analyzed; Error bars denote ±SEM.  

 

5.2.2 CPn0572595-755 expression leads to genome instability in yeast and 

mammalian cells 
 

As defects in spindle formation and chromosome misalignment can result in chromosome 

mis- segregation leading to aneuploidy, I next tested if the observed mitotic defects induced 

by CPn0572595-755 -expression had an effect on genome stability. Interestingly, after 18 

hours of GFP-CPn0572595-755 expression, U2OS cells that had exited mitosis show twice as 

many multinucleation phenotypes (which means more than one nucleus) compared to GFP-

expressing control cells (Fig 2A, B).  

Thus, to determine chromosome transmission fidelity in a quantitative manner, the 

Schizosaccharomyces pombe yeast system was chosen. First, Dr. A. Alcázar-Román in our 

lab checked if mCherry-tagged CPn0572595-755 associates with the mitotic spindle in yeast 

cells. Therefore, he transformed a GFP-atb2+-expressing S. pombe strain that shows green 

fluorescent α-tubulin and observed mCherry-CPn0572595-755 located with the mitotic spindle 

(Fig 2C; Dr. A. Alcázar-Román). Next, we used again a S. pombe system where 

chromosome loss can be measured by an easily analyzable color assay [192] (Fig 2D). For 

this, a strain with an additional non-essential mini-chromosome (Ch16 mini-chromosome) 

with centromere-distal markers of chromosome III was used. Loss of the mini-chromosome 

results in adenine auxotrophy, characterized by the appearance of red sectored colonies 

on adenine-limited medium. Colonies where the mini-chromosome is present are white. In 

our lab, E. Walla analyzed loss of the mini-chromosome in the appropriate strain 

transformed with control plasmid or plasmid expressing CPn0572595-755 via the thiamine 

regulatable S. pombe nmt1+ promoter (Fig 2E). In the absence of thiamine, CPn0572595-755 

is expressed. We found, that 0.23% of control transformants showed loss of the non-

essential chromosome. In contrast, this number increased 6-fold for transformants 

expressing CPn0572595-755 (Fig 2F; E. Walla). Thus, these data demonstrate that the spindle 

defects induced by CPn0572595-755 expression increase genome instability in mammalian 

and yeast cells. 
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Figure 8. Expression of CPn0572595-755 leads to genome instability. 

A Representative confocal images of GFP or GFP-CPn0572595-755 expressing HEp-2 cells 

transfected for 18 h prior fixation. MTs were visualized with anti-α-tubulin antibody (red) and DNA 

with DAPI. Scale bars, 10 µm. White dotted lines were put around nuclei. B Quantification of 

multinucleated (more than one nucleus) HEp-2 cells expressing either GFP or GFP-CPn0572595-755 

for 18 h. n=3 samples each representing 100 cells. Two tailed student’s t-test was used to determine 
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statistical significance, p<0.05 (*). Error bars denote ±SEM. C Confocal photomicrographs of mitotic 

S. pombe cells expressing green fluorescent α-tubulin under simian virus 40 (sv40) promoter 

(sv40::gfp-atb2+) transformed with plasmid encoding mCherry-CPn0572595-755 showing mCherry-

CPn0572595-755 (red) is associated with spindle MTs (green). First lane, untransformed cell; second 

and third lane, cells expressing mCherry-CPn0572595-755. (Experiment was done by Dr. A. Alcázar-

Román, our lab). D Diagrammatic illustration of the chromosome loss assay. Presence of the Ch16 

mini-chromosome will result in adenine prototrophy and thus white colonies on adenine-limited 

medium, loss of Ch16 will result in adenine auxotrophy and thus red colonies. When the Ch16 is lost 

in some cells in a colony, the colony will show a sectored phenotype. E Schematic representation of 

the S. pombe chromosome-loss assay. CPn0572595-755 was cloned behind the thiamine repressible 

nmt1+ promotor (P) in a S. pombe plasmid. The S. pombe strain harboring the extra chromosome 

was transformed with a control plasmid or the CPn0572 variant expressing plasmid. Loss of the non-

essential chromosome was assayed on indicator plates showing chromosome loss via the 

appearance of sectored colonies. F Quantification of the number of sectored versus non-sectored 

colonies for the indicted transformants (Experiment was done by E. Walla, our lab). Fisher's exact 

test was used to determine statistical significance, n=10,000 colonies per transformant, p<0.001 (***). 

 

5.2.3 Infection with Cpn results in mitotic defects of the host cell 
 

In the previous chapter, it was shown that ectopic expression of a CPn0572 variant affects 

spindle morphology and genome instability. In a natural system, cells will be infected by 

Cpn EBs. In this scenario, secreted effector proteins such as CPn0572 may come into 

contact with the spindle of mitotic cells and induce the effects shown for the expressed 

CPn0572 variant. Thus, U2OS cells were infected with Cpn EBs (MOI = 10) and (i) the 

localization of Cpn inclusions in mitotic cells and (ii) defects in spindle formation and 

chromosome alignment was determined 30 hrs after infection.  

 First, it was observed that the majority of analyzed inclusions were located at only one side 

of the spindle (Fig 3A, B). This phenotype was scored for 56% of mitotic cells (Fig 3C). In 

the remining 44% of mitotic cells, inclusions were distributed on both spindle sides, but one 

spindle side showed more inclusions than the other (Fig 3A, B). Co-staining of Cpn 

inclusions and pericentrin, a protein that is a component of the centrosome, showed that 

14% of Cpn inclusions (big green dot) visually colocalized to centrosomes (small green dots 

at both spindle sides) (Fig. 3D, E). 86% of inclusions were located in the vicinity of the 

centrosomes (Fig 3D, E). Interestingly, while 20% of non-infected U2OS cells in mitosis 

showed spindle defects or mistakes in chromosome segregation this number increased to 

48% when mitotic cells were infected with Cpn (30 hours post infection) (Fig 3F). Various 

phenotypes of aberrant mitotic cells were observed in non-infected and infected cells. In 
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both cases, (i) mis-aligned chromosomes with optically wildtype metaphase spindle (55% 

non-infected, 60% infected), (iii) mis-aligned chromosomes with abnormal spindle (18% 

non-infected, 12% infected), (iv) multipolar spindle (9% non-infected, 4% infected) or (v) 

abnormal spindle in combination with optically wildtype chromosome distribution (18% non-

infected, 4% infected) were observed. Interestingly, Cpn infected mitotic U2OS cells 

showed phenotypes which were not present in non-infected cells. For example, (ii) a 

chromosome bridge in ana- or telophase (20% of infected cells) or (vi) one-sided 

chromosome de-condensation in telophase (4% of infected cells) were observed only in 

Cpn infected cells. Based on this I conclude that Cpn infected interphase cells that go into 

mitosis result in mitotic cells harboring inclusions which increase the risk of mitotic defects 

and thus genome instability. 
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Figure 9. Cpn infection leads to mitotic defects. 

A Confocal fluorescence images of mitotic U2OS cells infected with Cpn for 30 hrs (MOI = 10). 

Inclusion membrane was visualized via anti-CPn0147 (Inc protein) antibody (red), MTs with anti-α-

tubulin antibody (green) and chromatin/Inclusions with DAPI (blue). Scale bar: 10 µm; white asterisks 

show inclusions. i, ii indicate spindle sides, i; spindle side with less inclusions, ii; spindle side with 

most inclusions. B Quantification of infected mitotic cells with inclusions at only one spindle side 

(dark grey) or distributed to both spindle sides (white) showed in A. C Average number of inclusions 

at defined spindle sides in infected cells showed in A. B and C n=3, each representing up to 181 

inclusions in 25 mitotic cells (metaphase and anaphase), Error bars denote ±SEM, p<0.005 (**). D 

and E Confocal fluorescence images and quantification of Cpn inclusions in mitotic U2OS cells (i) 
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colocalizing with centrosome (white) or (ii) in the vicinity to centrosome (dark grey). MOI 5, 30 hpi; 

For better visualization images with only one inclusion are showed. Inclusion membrane was 

visualized via anti-CPn0147 antibody (green), centrosomes with anti-pericentrin antibody (green), 

MTs with anti-α-tubulin antibody (red) and chromatin/inclusions with DAPI (blue); for better 

visualization of inclusions the fluorescence signal of DAPI was increased (second column); white box 

shows enlargement; white asterisks show inclusions; scale bar, 10 µm. n=3, each represent a total 

of 30 inclusions, error bars denote ±SEM, Student’s t-test; p<0.001 (***). F Quantification of aberrant 

mitotic cells in non-infected or Cpn infected U2OS cells (MOI 5, 30 hpi). Aberrant mitotic cells are 

defined as cells in prophase, metaphase, anaphase or telophase with aberrant mitotic spindles or 

mistakes in chromosome attachment or chromosome segregation. n=3, each represent up to 19 

mitotic cells, error bars denote ±SEM; student’s t-test, p<0.05 (*). G Quantification and confocal 

images of the aberrant mitotic cell phenotypes measured in F. Of the aberrant mitotic non-infected 

or Cpn infected cells, 55%/60% showed misaligned chromosomes or chromosomes not aligned on 

metaphase plate with optical wildtype spindle (i); 0%/20%, chromosome bridges or single lagging 

chromosomes (ii); 18%/12%, irregular chromosome distribution with abnormal spindle (iii); 9%/4%, 

multipolar spindles (iv); 18%/4%, abnormal spindle with optical wildtype chromosome distribution (v); 

0%/4%, one-sides chromosome decondensation in telophase (vi). Images show infected mitotic cells 

with defined phenotypes. Inclusions, chromatin and pericentrin were visualized as described in A 

and D. MTs were visualized via anti-α-tubulin antibody (magenta). White arrow head points to 

chromosome bridge. 
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5.3 Materials 
 

5.3.1 Equipment 
 

Tabelle 1: Equipment 

Equipment Manufacture 

-80 °C freezer 

-80 °C freezer twin cool 

Analytical balance cubis H110 

Cell culture flasks (75 cm2) 

Cell culture plates (24-Well) 

Cell culture – centrifuge tubes (12 mL) 

Cover slips Ø 12 mm 

Cuvettes, polystyrene 

Erlenmeyer flask 350 mL 

Falcon 15 ml and 50 mL 

Incubator forma steri-cycler CO2 

Magnetic stirrer KMO 2 basic 

Micropipette Pipetman (2 – 20 µL) 

Micropipette Pipetman (20 – 200 µL) 

Micropipette Pipetman (100 – 1000 µL) 

Microscope Axiovert 25C 

Microscope Eclipse Ti-E with A1R confocal laser 

Nitrile gloves 

Object slides 

Lab balance TE3102S 

Petri dishes 

Photometer DU-800 spectrophotometer 

Pipetus 

Pipette tips (1-20 µL, 2-200 µL, 100-1000 µL) 

Precision balance 

Reaction tubes 1.5 mL and 2.0 mL 

Safety workbench Herasafe 

Shaker Unitron 

Test tubes  

Vortex-Genie 2 

New Brunswick Scientific 

Haier Biomedical 

Satorius 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Greiner 

Roth 

Sarstedt 

Duran 

Sarstedt 

Thermo Scientific 

IKA-Werke GmbH & Co. KG 

Gilson 

Gilson 

Gilson 

Zeiss 

Nikon 

VWR 

Diagonal 

Satorius 

Sarstedt 

Beckmann 

Hirschmann Laborgeräte 

Sarstedt 

Scaltec 

Sarstedt 

Heraeus 

Infors 

Duran/Schott 

Scientific Industries 
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Centrifuge Heraeus Pico 17 

Centrifuge Heraeus Multifuge X3R 

Centrifuge Rotanta 460R 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Hettich 

  

 

 

5.3.2 Chemicals 
 

Tabelle 2: Chemicals 

Chemical Manufacture 

4’, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Merck 

Adenine Roth 

Biotin Merck 

Boric acid (H3BO3) Merck 

Calcium chloride dihydrate (CaCl2 x 2H2O) Grüssing 

Citric acid AppliChem 

Copper sulfate pentahydrate (CuSO4 x 5H2O) Merck 

Cycloheximide Merck 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) AppliChem 

Dorfmanite (Na2HPO4 x 2H2O) Roth 

Gibco amphotericin B 250 µg/mL Thermo Fisher Scientific 

Gibco DMEM (1x) + GlutaMAXTM Thermo Fisher Scientific 

Gibco Fetal bovine serum (FBS) Thermo Fisher Scientific 

Gibco gentamicin (50 µg/mL) Thermo Fisher Scientific 

Gibco HBSS (1x) Thermo Fisher Scientific 

Gibco MEM not-essential amino acids (100x) Thermo Fisher Scientific 

Gibco MEM vitamin solution (100x) Thermo Fisher Scientific 

Histidine Merck 

Inositol Merck 

Iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3 x 6H2O) Merck 

Leucine AppliChem 

Lithium acetate (LiAc) Roth 

Lysine Merck 

Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 x 6H2O) Roth 

Mangan sulphate (MnSO4) Merck 

Molybdenum oxide (MoO3) Merck 
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Nail polish Essence cosmetics 

Nicotinic acid Merck 

Paraformaldehyde (PFA) Fluka 

Polyethylene glycol (PEG) Merck 

Potassium chloride (KCl) Roth 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Fisher Chemical 

Potassium iodide (KI) Merck 

Potassium phthalate monobasic Merck 

Saponin Merck 

Sodium chloride (NaCl) Thermo Fisher Scientific 

Sodium hydroxide (NaOH) AppliChem 

Sodium pantothenic acid Merck 

Sodium sulfate (Na2SO4) Merck 

Uracil Merck 

Thiamine (5 µg/mL) Merck 

TurboFectTM Thermo Scientific 

Vectashield (anti-fade, mounting fluid) Linaris 

Yeast extract BD 

Zinc sulfate heptahydrate (ZnSO4 x 7H2O) Merck 

  

 

 

5.3.2 Solutions and buffer 
 

Tabelle 3: Solutions and buffer 

Solution or buffer Manufacture 

Lithium acetate 1 M            Lithium acetate pH 4.9 

In ddH2O 

Mineral stock solution 10,000x 10.0 g        Citric acid 

5.0 g          H3BO3 

4.0 g          CuSO4 x 5H2O 

4.0 g          MoO3 

4.0 g          MnSO4 

4.0 g          ZnSO4 x 7H2O 

2.0 g          FeCl3 x 6H2O 

1.0 g          Kl 

1 L             dH2O 

PEG (Polyethylenglykol) 50 % (w/v) PEG 

In ddH2O 
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PFA Stock solution 30 % (w/v) PFA 

60 mM       NaOH 

In PBS 

Phosphate-buffered Saline (PBS) 137 mM      NaCl 

2.7 mM      KCl 

10 mM       Na2HPO4 

1.8 mM      KH2PO4 

In ddH2O 

Salt stock solution (50x) 42.8 g        MgCl2 x 6H2O 

40.0 g        KCl 

1.6 g          Na2SO4 

0.58 g        CaCl2 x 2H2O 

800.0 mL    dH2O 

Saponin solution (10%) 5.0 g           Saponin 

50.0 mL      PBS (1x) 

Vitamin stock solution 1000x 10.0 g          Nicotinic acid 

10.0 g          Inositol 

1.0 g            Sodium pantothenic acid 

10.0 mg       Biotin 

1 L               dH2O 

 

 

5.3.3 Enzymes 
 

Tabelle 4: Enzymes 

Enzyme Manufacture 

Trypsin/EDTA Thermo Fisher Scientific 

 

 

5.3.4 Dye 
 

Tabelle 5. Dyes 

Dye Dilution Manufacture 

DAPI 1:500 Sigma 
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5.3.5 Antibodies 

5.3.5.1 Primary Antibodies 
 

Tabelle 6. Primary antibodies 

Antibody Specificity Origin Dilution IF Source 
 

Anti-α-Tubulin α-Tubulin Mouse 1:150 Origene 
Anti-Pericentrin Pericentrin Rabbit 4 µg/mL Thermo Fisher 

Scientific 
Anti-CPn0147 CPn0147 Rabbit 1:50 J. Hegemann 
     

IF = Immunofluorescence microscopy 

 

5.3.5.2 Secondary Antibodies 
 

Tabelle 7. Secondary antibodies 

Antibody Specificity Origin Dilution IF Source 
 

Alexa Fluor® 594 Mouse Goat 1:200 Thermo Fisher Scientific 
Alexa Fluor® 594 Rabbit Goat 1:200 Thermo Fisher Scientific 
Alexa Fluor® 488 Mouse Goat 1:200 Thermo Fisher Scientific 
Alexa Fluor® 488 Rabbit Goat 1:200 Thermo Fisher Scientific 
Alexa Fluor® 647 Mouse Goat 1:200 Thermo Fisher Scientific 
     

IF = Immunofluorescence microscopy 

 

5.3.6 Used plasmids 
 

Tabelle 8. Used plasmids 

Internal 
number 

Plasmid name Backbone 
Plasmid 

Construct 

#2571 pAL8 pAE67 GFP-CPn0572595-755  
#2301 pKM55 pEYFP-EGFR Human transfection plasmid with C-

terminal EYFP (K. Mölleken) 
#282 p282 p282 pJR2-3XU ura4+, AmpR, pREP3X, 

nmt1+promotor 
#1363 mCherry-CPn0572595-755 p282 nmt1+::cpn0572-g4-mcherry ura4+ 
#1362 CPn0572595-755 p282 nmt1+::cpn0572-g4 ura4+ 
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5.3.3 Cells and cell lines 

5.3.3.1 Eukaryotic cells 
 

Tabelle 9. S. pombe strains 

Internal number Name, genes, markers Origin 

#2333 leu1-32::SV40::atb2+-GFP[LEU2], ura4-D18, h- U. Fleig 
#103 h- nmt1+ his2 ade6-M210 Ch16 mini-chromosome Niwa et al. 1989 
   

 

Tabelle 10. Mammalian cell lines 

Strain name Characteristic Origin 

U2OS             Epithelial adherent bone osteosarcoma cells of 
human origin 

ATCC Nr.: HTB-96 

   
HEp-2 Epithelial laryngeal carcinoma cell line of human 

origin, HeLa morphology, 46 chromosomes 
ATCC Nr.: CCL-23 

   

 

 

5.3.3.2 Procaryotic cells 
 

Tabelle 11. Procaryotic cells 

Strain name Characteristic Origin 

Chlamydia 
pneumoniae GiD          

Isolate of a patient infected with acute 
bronchitis, from Giessen 

Jantos et al. 1997 

   
   

 

 

5.3.4 Media and cultivation 

5.3.4.1 Media for S. pombe cultivation 
 

Tabelle 12: Media for yeast (S. pombe) 

Medium Zusammensetzung 

Rich medium (Y5ES) 10 g            Yeast extract 
150 mL       Adenine (2.7 mg/mL adenine hemi sulfate) 
75 mL         Uracil (2.0 mg/mL) 
20 mL         Histidine (7.5 mg/mL) 
20 mL         Leucine (7.5 mg/mL) 
20 mL         Lysine (7.5 mg/mL) 
1515 mL     dH2O 

Minimal medium 
(MM) 

6.0 g           Potassium phthalate monobasic 
5.5 g           Na2HPO4 x 2H2O 
40 mL         50x Salt stock solution 
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2 mL           1000x Vitamin stock solution 
0.2 mL        10,000x Mineral stock solution 
1760 mL      dH2O 

 

 

5.3.4.1 Cell culture medium 
 

Tabelle 13. Cell culture medium 

Bestandteil Menge 

DMEM GlutaMAXTM 500 mL 
FBS (10% final concentration) 50 mL 
MEM not-essential amino acids (100x) 5 mL 
MEM vitamins (100x) 5 mL 
Amphotericin (200 mM) 5 mL 
Gentamicin (50 mg/mL) 500 µL 

 

Components of cell culture medium were mixed and stored at 4°C. 25 µg/mL plasmocin 

was added to the medium to prevent contamination with mycoplasm. To prepare cell culture 

medium for chlamydial infections 1.2 µg/mL cycloheximide was added 1 hour before 

infection. 
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5.4 Methods 
 

5.4.1 Cultivation and transformation of S. pombe cells 
 

• S. pombe cells were grown in 100 mL rich medium (YE5S) at strain optimal 

temperature conditions overnight. 

• 1x108 cells per transformation were centrifuged at 3,500 rpm for 3 min.  

• The cell pellet was washed one time with 2 mL 0.1 M LiAc pH 4.9, resuspended in 

70 µL 0.1 M LiAc pH 4.9 per transformation and then incubated for 1 hour at 30°C. 

• 100 µL LiAc-treated cells were mixed with 500 ng plasmid-DNA and 290 µL 50% 

PEG 4000 and incubated for 1 hour at 30°C. 

• After a heat-shock at 43°C for 15 min, the cell-mixture was centrifuged at 3,500 rpm 

for 5 min. 

• Then the cell pellet was resuspended in YE5S medium and incubated for 1 hour at 

strain optimal temperature. 

• After washing the cells with dH2O twice, the cells were resuspended in 1 mL dH2O 

and plated on minimal medium (MM) under plasmid selective conditions. 

 

5.4.1.1 Preparation of S. pombe cells for live-cell microscopy 
 

• Transformed S. pombe cells were pre-grown in 5 mL minimal medium (MM) under 

plasmid selective conditions with or without 5 µg/mL thiamine at 25°C overnight. 

• Cells were then diluted to 105 cells/mL and incubated at 25°C without thiamine for 

24 hrs. 

• 2 µl of cells were prepared for microscopy by patching on agarose pads on object 

slide. 

• The Olympus spinning-disk confocal microscope from the Center of Advanced 

imaging (CAi) at Heinrich-Heine University Düsseldorf was used for analysis. 
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5.4.1.2 Ch16 chromosome loss assay 
 

• The Ch16-containing strain was pre-cultured on minimal medium (MM) without 

adenine to select for the presence of the Ch16 mini chromosome. 

• The strain was transformed with plasmid and grown under plasmid and Ch16 

selective conditions in the absence of thiamine for 24 hrs at 30°C prior plating. 

• ≥ 10,000 cells per transformant were plated on plasmid-selective, thiamine-free 

plates with a limiting amount of adenine (5 µg/mL) for 7 days at 30°C to allow the 

loss of the Ch16 mini chromosome. 

• Grown colonies were then scored for loss of Ch16 mini chromosome by the 

appearance of pink sector(s) in a white colony. 

 

5.4.2 Cultivation, transfection and infection of mammalian cells 
 

Mammalian cells (U2OS) were cultivated in 75 cm2 cell culture flasks containing 15 mL cell 

culture medium at 37°C and 6% CO2. 

 

5.4.2.1 Trypsination and passaging of mammalian cells 

 

For passaging, mammalian cells were detached from the surface of the cell culture flask by 

treatment with the sequence-unspecific protease trypsin. 

• Cell culture medium was removed from confluent grown cells. 

• After washing the cells one time with 10 mL HBSS, cells were overlayed with 5 mL 

0.5x Trypsin/EDTA-solution and incubated at 37°C for 5 – 10 min. 

• Gently tapping and swirling results in detachment of cells from the cell culture flask. 

• Trypsin reaction was stopped by adding 5 mL cell culture medium. 

• The suspension was transferred to a 12 mL centrifugation tube and centrifuged for 

10 min at 500 rpm at RT. 

• Cell pellet was then resuspended in 5 mL cell culture medium. 

• For passaging in 75 cm2 cell culture flask, 500 µL trypsinized mammalian cells were 

added to 15 mL cell culture medium, transferred to flask and incubated for 2 – 4 

days at 37°C and 6% CO2. 
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• For passaging in 24-Well plates, cover slips were placed in each well before adding 

trypsinized mammalian cells. Cells were diluted with cell culture medium to reach 

50 – 70 % confluence (transfections-analysis) or 80 – 90% confluence (infection-

analysis) within 24 hrs of incubation at 37°C and 6% CO2. 

 

5.4.2.2 Plasmid transfection of mammalian cells 
 

During transient transfection, plasmid-DNA is transformed into human epithelial cells. 

Genes located on the plasmid are constitutively expressed via a viral promotor. As 

transfection reagent TurboFectTM was used. 

• Epithelial cells were pre-grown in a 24-Well plate on cover slips with 1 mL antibiotic-

free cell culture medium (without amphotericin or gentamicin) at 37°C and 6% CO2 

overnight to create a 50 – 70% cell confluence. 

• Cell culture medium was removed and replaced with 500 µL fresh antibiotic-free 

medium and cells were then incubated for 1 hr at 37°C and 6% CO2. 

• In a separate 2.0 mL reaction tube, 100 µL cell culture medium without FBS and 

antibiotics was mixed with 500 ng plasmid-DNA and 2 µL TurboFectTM reagent and 

incubated for 20 min at RT. 

• The mixture was then dropped onto the epithelial cells and incubated at 37°C and 

6% CO2 for 18 hrs. 

 

5.4.2.3 Infection of mammalian cells with Cpn 
 

• Epithelial cells were pre-cultured in a 24-well plate on cover slips in cell culture 

medium at 37°C and 6% CO2 overnight until a cell confluence of 80 – 90% was 

achieved. 

• An Aliquote with Cpn EBs were thawed at 37°C and added to 500 µL fresh cell 

culture medium. The amount of EBs was MOI-dependent. 

• Medium was removed from epithelial cells and replaced with EB-containing medium. 

• The cells were then centrifuged with 2,980 rpm at 37°C for 60 min. 

• After centrifugation, the medium was replaced with 1 mL fresh cell culture medium 

with 1.2 µg/mL cycloheximide. 

• Infected cells were incubated at 37°C and 6% CO2 for 30 hrs. 
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5.4.3 Fixation, permeabilization and staining of transfected or infected 

mammalian cells 

 

5.4.3.1 Fixation of transfected or infected mammalian cells 
 

After transfection or infection, mammalian cells were prepared for microscopic analysis by 

fixation, permeabilization, and immunostaining. For detailed visualization of the MT 

cytoskeleton, cells were fixed with pre-heated (37°C) PFA-solution. 

• Cell culture medium was removed and cell were washed two times with 1 mL HBSS. 

• 250 µL pre-warmed 3% PFA-solution was added to the cells and incubated for 10 

min at RT. 

• PFA-solution was removed and cells were washed three times with 1 mL HBSS. 

• Fixed cells were stored in HBSS at 4°C or stained for microscopy. 

• The inverse Nikon TiE Live Cell confocal C2plus with 100x TIRF objective was used 

for analysis. 

 

5.4.3.2 Permeabilization and immunostaining of transfected or infected 

mammalian cells 
 

To stain intracellular proteins or structures with antibodies or dye-solutions, the plasma 

membrane of PFA-fixed mammalian cells needs to permeabilized. Unconjugated primary 

antibodies are directed against the intracellular protein of interest. Secondary antibodies 

bind to the used primary antibody and are coupled to a fluorochrome for fluorescence 

microscopic analysis. 

• HBSS was removed from PFA-fixed mammalian cells and 100 µL of 2% saponin-

solution was added to the cells and incubated for 20 min at RT. 

• Primary antibody was diluted according manufacturer’s instructions in 30 µL 0.5% 

saponin-solution. 

• 2% saponin-solution was removed from cells and replaced with primary antibody 

solution. 

• After incubation at 30°C for 30 min, cells were washed three times with 1 mL 0.5% 

saponin-solution. 

• Secondary antibody was diluted according manufacturer’s instructions in 30 µL 

0.5% saponin-solution, added to the cells and incubated at 30°C for 30 min. 
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• Cells were then washed three times with 1 mL 0.5% saponin-solution. 

• For DNA-staining, 1mg/mL DAPI-stock solution was diluted 1:500 in 0.5% saponin-

solution. 

• 100 µL of DAPI-solution was added to the cells and incubated at RT for 10 min in 

darkness. 

• Cells were washed three times with 1 mL PBS. 

• The coverslip was removed from the well plate, dried under airflow and the side of 

cells was placed on 3 µL Vectashield mounting solution on top of an object slide. 

• The edges of the coverslip were then sealed with nail polish and the slides were 

stored at 4°C or used for microscopic analysis. 
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6 Abschließende Diskussion 
 

6.1. Der Einfluss des MT-Zytoskeletts der Wirtszelle bei der frühen Cpn 

Infektion 
 

Ich habe mich in der vorliegenden Arbeit hauptsächlich mit der Rolle des Wirtszell-MT-

Zytoskeletts bei der chlamydialen Infektion befasst. Dabei habe ich generelle Prinzipien um 

die Bedeutung von MT während der frühen Infektion des Humanpathogens Cpn untersucht. 

Das Wissen über die Bedeutung der MT-Modulation durch früh sekretierte Effektorproteine 

während der frühen chlamydialen Infektion ist bis heute nahezu ungeklärt. Ein Grund könnte 

darin liegen, dass bei der Chlamydienforschung in der Regel die Synchronisation der 

Infektion von Epithelzellen unter Bedingungen stattfindet, bei denen kein funktionales MT-

Zytoskelett existiert. Infektiöse Chlamydien werden für Analysen der frühen Infektion bei 

etwa 4°C auf die Wirtszellen gegeben bzw. zentrifugiert. Dabei wird das MT-Zytoskelett 

allerdings vollständig depolymerisiert. Im Kontrast dazu bleibt das Aktin-Zytoskelett bei 

niedrigen Temperaturen erhalten [193-196]. Möglicherweise hat sich aufgrund dieser 

Analysemethoden die Forschung auf die Rolle des Aktin-Zytoskeletts während der frühen 

Infektion konzentriert und die Bedeutung des MT-Zytoskeletts und damit auch chlamydiale 

MT-modulierende Effektorproteine wurden bisher übersehen. 

Innerhalb dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die chemisch-induzierte Abwesenheit des 

Interphasen-MT-Zytoskeletts zu einer signifikanten Reduktion von infizierten Zellen führt 

[76]. Diese erstmals für Cpn durchgeführte Analyse zeigt, dass die Effizienz der frühen Cpn 

Infektion in hohem Maße von der Anwesenheit eines wildtypischen Interphasen MT-

Zytoskelett abhängt. Bei dieser Analyse wurde das MT-Zytoskelett von Epithelzellen vor 

der Infektion chemisch vollständig depolymerisiert, sodass Cpn EBs auf Wirtszellen mit 

einem abwesenden Interphasen-MT-Zytoskelett trafen. Die anschließende Entfernung der 

MT-inhibierenden Reagenz bewirkte, dass sich das MT-Zytoskelett nach der frühen Phase 

der Infektion (Adhäsion, Internalisierung und Transport zum Haupt-MTOC) wieder 

vollständig aufbaute und spätere Infektionsstadien wahrscheinlich unbeeinflusst blieben.  

Zwei bisher für Ctr L2 durchgeführte Untersuchungen liegen schon längere Zeit zurück und 

wurden in dauerhafter Anwesenheit von chemischen MT-Inhibitoren über den gesamten 

analysierten Infektionsverlauf hinweg oder Herauswaschen von MT-Inhibitoren zu späteren 

Infektions-Zeitpunkten durchgeführt [197, 198]. Trotz der Beobachtung, dass die 

Chlamydien-Aufnahme ebenfalls reduziert ist [198], können durch die permanente 
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Abwesenheit von MT auch weitere zelluläre Prozesse beeinflusst worden sein und diese 

Analysen sind daher mit der von mir durchgeführten Analyse mit Cpn nicht vergleichbar. 

Somit existieren außer unseren Daten keine weiteren, die spezifisch analysieren, ob ein 

intaktes Interphasen-MT-Zytoskelett bei der frühen chlamydialen Infektion benötigt wird. 

Unsere Daten zeigen klar, dass die Anwesenheit eines Interphasen-MT-Zytoskeletts die 

Effizienz der frühen Cpn Infektion signifikant erhöht. 

In dem Bezug stellt sich die Frage, ob vergleichbare Analysen in anderen intrazellulären 

pathogenen Bakterien durchgeführt wurden, die zeigen, dass die Effizienz einer Infektion 

von der Anwesenheit eines intakten MT-Zytoskeletts abhängig ist. Wie bei Chlamydien ist 

das Wissen darüber, ob auch andere intrazelluläre bakterielle Pathogene das MT-

Zytoskelett zur Internalisierung benötigen sehr begrenzt. Es konnten jedoch ebenfalls 

Hinweise bei Listeria, und Yersinia gefunden werden.  

Während des Eintritts in die Wirtszelle soll bei dem fakultativ intrazellulären Bakterium 

Listeria monocytogenes das MT-Zytoskelett eine wichtige Rolle spielen. Um dies zu zeigen, 

wurde das MT-Zytoskelett in Wirtszellen vor der Infektion mittels MT-Inhibitoren aufgelöst. 

Dabei wurde beobachtet, dass die Vorbehandlung mit MT-Inhibitoren zu einer signifikanten 

Inhibition der bakteriellen Invasion führt [199]. Eine ähnliche Beobachtung konnte auch für 

das Gram-negative Pathogen Yersinia pseudotuberculosis gemacht werden. So führt auch 

hier der chemisch-induzierte Verlust des Interphasen-MT-Zytoskeletts der Wirtszelle zu 

einer Inhibition der Internalisierung, wobei die Stärke der Inhibition von der Höhe der 

Inhibitor-Konzentration und damit von dem Grad der MT-Depolymerisation abhängt. Es 

wurde darauf geschlossen, dass für eine effiziente Internalisierung ein funktionales und 

organisiertes MT-Zytoskelett erforderlich ist [200]. Im Gegensatz zu den Analysen mit Ctr 

sind die beiden Analysen mit Listeria und Yersinia eher mit der von mir durchgeführten Cpn-

Analyse vergleichbar. Zwar wurden die MT-Inhibitoren, wie bei Ctr, nicht herausgewaschen, 

allerdings belief sich die Analysezeit nur über den frühen Infektions-Zeitraum und nicht über 

eine vollständige Infektion. Entsprechend hatte die Depolymerisation des MT-Zytoskeletts 

durch den Einsatz von MT-Inhibitoren, wie bei der Cpn-Analyse, wahrscheinlich nur einen 

Einfluss auf die frühe Infektion und nicht auch auf spätere Infektionsstadien.  

Es stellt sich nun die Frage, ob neben der Destabilisierung bzw. Abwesenheit des MT-

Zytoskeletts auch die Stabilisation von MT einen Einfluss auf die Effizienz der frühen 

Chlamydien-Infektion hat. Eine Analyse mit Ctr hat gezeigt, dass eine Behandlung von 

infizierten Wirtszellen mit der MT-stabilisierenden Reagenz Taxol die Infektiosität signifikant 

verbessert [184]. Zusätzlich hat eine in unserem Labor durchgeführte bisher 
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unveröffentlichte Analyse gezeigt, dass die Anzahl an internalisierten Cpn EBs in Taxol-

vorbehandelten Epithelzellen ebenfalls erhöht ist (Katharina Schenk). Im Hinblick darauf, 

dass Taxol-stabilisierte MT vermehrt acetyliert werden und dadurch flexibler und langlebiger 

sind kann die Vermutung aufgestellt werden, dass stabilere MT für eine effiziente 

Chlamydien-Infektion benötigt werden [154, 156]. Außerdem kann postuliert werden, dass 

möglicherweise ein Zusammenhang zwischen der Endozytose von Chlamydien und der 

umgebenen post-translational modifizierten und stabilisierten MT existiert. 

Es ist bekannt, dass der EGF (epidermal growth factor) durch Bindung an den EGFR 

(epidermal growth factor receptor) mittels Endozytose internalisiert wird und dadurch 

intrazelluläre Signalwege ausgelöst werden, die unter anderem den Transport von 

endozytischen Kompartimenten zum Lysosom regulieren [201]. Eine Analyse zeigt zudem, 

dass nach der Stimulation von EGF im Bereich der Endozytose vermehrt acetylierte MT 

auftreten [201, 202]. Dies soll den anschließenden endozytischen Transport durch 

Interaktionen der stabilisierten MT mit Motorproteinen unterstützen. Gleichzeitig inaktiviert 

der EGFR die HDAC6 (histone deacetylase 6) was zu einer weiteren Erhöhung der 

Anwesenheit von acetylierten MT führt [201, 202]. Diese Analysen unterstützen die von uns 

durchgeführte Cpn-Analyse und damit die Vermutung, dass eine Endozytose von 

chlamydialen Partikeln in Zusammenhang mit einer erhöhten Anzahl an post-translational 

modifizierten bzw. acetylierten und damit stabileren MT steht, was anschließend den 

folgenden Transport der internalisierten Chlamydien unterstützen könnte.  

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen, dass die 

Anwesenheit eines intakten Interphasen-MT-Zytoskelett während der frühen chlamydialen 

Infektion wichtig ist. Unterstützt werden die Daten von den Erkenntnissen, dass für eine 

effiziente Endozytose post-translational modifizierte bzw. stabilisierte MT benötigt werden. 

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit bei einem Screen eine, im Vergleich zur 

reduzierten Genomgröße von Chlamydien, hohe Anzahl an MT-beeinflussenden Cpn 

Proteine identifiziert werden, wovon sechs Proteine früh sekretiert werden [76]. All diese 

Erkenntnisse deuten darauf hin, dass das Interphasen-MT-Zytoskelett der Wirtszelle für die 

frühe chlamydiale Infektion von hoher Relevanz ist. 
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6.2. Das Cpn Protein CPn0572 ist das erste bakterielle Protein, was beide 

dynamischen Zytoskelette der humanen Wirtszelle moduliert 
 

6.2.1 Die Aktin-Assoziations-Fähigkeiten von Ctr L2 TarP und CPn0572 
 

Die chlamydiale TarP Effektorproteinfamilie ist bekannt für ihre Assoziations- und 

Modulationsfähigkeit bezüglich des Wirtszell-Aktin-Zytoskeletts während der frühen 

Infektion. Das bisher am besten untersuchte TarP Familienmitglied ist das Ctr L2 TarP. Für 

dieses TarP konnte gezeigt werden, dass es nach der Sekretion in die Wirtszelle in der 

Nähe der chlamydialen Eintrittsstelle lokalisiert, mit Aktin assoziiert und dort, unter anderem 

durch die Aktivierung des Arp2/3 Komplexes, eine lokale Rekrutierung von F-Aktin induziert 

[167, 173, 174]. Ctr L2 TarP und das Cpn TarP Ortholog CPn0572 zeigen teilweise 

homologe Proteindomänen. Während die N- und C-terminalen Proteinbereiche zwischen 

dem Ctr L2 TarP und CPn0572 kaum Homologien aufweisen, befinden sich die homologen 

Aminosäure-Sequenzen (etwa 26% Identität) hauptsächlich in dem Bereich der Prolin-

reichen Domäne (PRD) und der Aktin bindenden Domänen (Abb. 10). Durch die 

Anwesenheit der konservierten Aktin-Bindedomänen sind sowohl Ctr L2 TarP als auch 

CPn0572 in der Lage in vitro und in vivo an G- und F-Aktin zu binden [74, 115, 167, 176].  

 

Abbildung 10: Domänenvergleich der Ctr und Cpn TarP Orthologe 

Schematische Darstellung der TarP Orthologe von Ctr L2 und Cpn (CPn0572). Die Domänen-

Homologie, welche die PRD und Aktin-bindenden Domänen enthalten (Ctr: 625-882 aa; Cpn: 454-

595 aa) ist jeweils eingezeichnet. Die Zahlen geben die Nummer der Aminosäuren an. Die 

prozentuale Identität zwischen den Domänen-Homologien zwischen Ctr L2 TarP und CPn0572 

beträgt 25,62% (Aminosäuresequenz-Vergleich durch Uniprot). [74, 78, 111, 115, 167, 176]. 

Trotz der konservierten Aktin-Bindedomänen, lassen sich in vivo erhebliche phänotypische 

Unterschiede bei der Modulation von F-Aktin durch die beiden TarP Orthologe beobachten. 
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Während Ctr L2 TarP, exprimiert in humanen Epithelzellen, assoziiert mit F-Aktin 

vorwiegend als punktförmige Akkumulation vorliegt, zeichnet sich die Assoziation von 

CPn0572 mit F-Aktin hauptsächlich durch einen filamentartigen Aktin-Phänotyp aus [74, 

177]. Die Gründe für diese phänotypischen Unterschiede sind ungeklärt. Es konnte jedoch 

beobachtet werden, dass in der frühen Infektion sekretiertes CPn0572 nicht mit 

filamentartigen, sondern mit punktartigen Aktin-Akkumulationen kolokalsiert [115]. Bei 

diesem Experiment wurden die infektiösen EBs allerdings bei 4°C auf die Wirtszellen zur 

Synchronisation zentrifugiert, sodass kein funktionales MT-Zytoskelett existiert. Eine 

Analyse in der eindeutig gezeigt wird, wie in der Infektion früh sekretiertes Ctr L2 TarP direkt 

mit Aktin kolokalisiert existiert nicht. Daher können hier keine Vergleiche gezogen werden.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte außerdem festgestellt werden, dass eine durch Kälte-

Behandlung vollständige Depolymerisation des MT-Zytoskeletts bei CPn0572-

exprimierenden Epithelzellen zu einer Veränderung des durch CPn0572-ausgelösten Aktin-

Phänotyps führt. Bei der Abwesenheit des MT-Zytoskeletts kommt es zu einer Änderung 

des filamentartigen Aktin-Phänotyps zu punktartigen Aktin-Aggregaten [78]. Dieser Aktin-

Phänotyp ähnelt eher der durch Expression von Ctr L2 TarP ausgelösten Aktin-Modulation 

und dem Aktin-Phänotyp der bei sekretiertem CPn0572 in der frühen Infektion beobachtet 

wurde.  

Mittlerweile gibt es Hinweise darauf, dass die beiden dynamischen Zytoskelette als 

einheitliches System betrachtet werden können. Der vollständige Verlust des MT-

Zytoskeletts hat daher möglicherweise auch einen Einfluss auf die Funktion des Aktin-

Zytoskeletts [203, 204]. Möglicherweise könnte die experimentelle Methodik und die An- 

bzw. Abwesenheit des MT-Zytoskeletts die Unterschiede zwischen den Aktin-Phänotypen 

von ektopisch exprimierten CPn0572 und Ctr L2 TarP, sowie in der Infektion sekretiertem 

CPn0572 erklären.  

 

6.2.2 CPn0572 moduliert massiv die Interphasen-Mikrotubuli in humanen 

Epithelzellen 
 

Interessanterweise konnte innerhalb dieser Arbeit für CPn0572, eine bisher für die TarP 

Familie neue Funktion identifiziert werden. CPn0572 ist, neben der Bindung an G- und F-

Aktin, in der Lage in vitro und in vivo an MT zu binden und diese bei Expression in humanen 

Epithelzellen massiv zu modulieren. Damit ist CPn0572 das erste bakterielle Protein, 

welches sowohl das humane Aktin- als auch das MT-Zytoskelett binden und verändern 

kann. 
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Durch Herstellung von Proteinvarianten wurde innerhalb dieser Arbeit im C-Terminus von 

CPn0572 eine MT-Binderegion (MBR) identifiziert (Abb. 10) [78]. Die Expression dieser 

Proteinvariante, CPn0572595-755, in Epithelzellen führt zu einer Hyperstabilisation von MT-

Filamenten, wodurch die CPn0572595-755-assoziierten MT resistenter gegenüber 

chemischer- und Kälte-induzierter Depolymerisation sind. Damit zeigt diese CPn0572-

Variante ein ähnliches Verhalten gegenüber MT wie ektopisch überexprimierte MAPs. 

Beispielsweise schützt das MAP6, überexprimiert in Epithelzellen, MT ebenfalls durch 

Stabilisation gegen chemischer- und Kälte-induzierter Depolymerisation [205]. 

Im Vergleich zu den in Kapitel 6.1 beschriebenen Analysen mit Taxol führt die vorherige 

ektopische Expression von CPn0572595-755 und damit die Anwesenheit von 

hyperstabilisierten MT-Filamenten nicht zu einer verbesserten Infektion, sondern zu einer 

signifikanten Reduktion. Die Frage, wie es zu diesem Unterschied kommt ist bisher noch 

offen. Die Taxol-Daten lassen vermuten, dass eine frühe Infektion stabilisierte bzw. 

acetylierte MT im Bereich des chlamydialen Eintritts benötigt. Die Daten mit der 

CPn0572595-755-Expression zeigen jedoch, wie auch bei der Expression von CPn0572 in Ctr 

EBs, dass die CPn0572-bedingte MT-Modulation vermehrt in der perinuklearen bzw. 

Inklusionsnahen Region und weniger distal vom Zellkern bzw. der Inklusion auftritt. 

Möglicherweise führt lediglich die Modifikation von MT im Bereich der chlamydialen 

Endozytose zu einer verbesserten Infektion. Eine starke Expression von CPn0572 löst 

hingegen eine Hyperstabilisation von MT in Inklusionsnähe aus und zeigt möglicherweise 

daher keine Verbesserung, sondern eine Verschlechterung der Infektion.  

Es ist jedoch bekannt, dass es sich bei CPn0572 um ein früh in der Infektion sekretiertes 

Protein handelt [101, 115]. Eine Analyse innerhalb meiner Arbeit zeigt, dass durch 

transformierte Ctr EBs sekretiertes CPn0572 früh in der Infektion an der Zelloberfläche 

lokalisiert [78]. Die nicht-wildtypische hohe Expression von CPn0572 in Epithelzellen könnte 

zu einer abweichenden Lokalisation innerhalb der Wirtszelle führen. In manchen 

Subpopulationen von Epithelzellen, welche CPn0572595-755 exprimieren, konnte ich 

beobachten, dass diese Proteinvariante beinahe vollständig entlang von MT-Filamenten 

lokalisiert und zu verdickten und daher möglicherweise zu gebündelten MT führt.  

Für das MAP EB1, welches bei wildtypischer Expression typischerweise am Plus-Ende von 

MT lokalisiert ist, konnte in dem Bezug beispielsweise gezeigt werden, dass eine 

ektopische Überexpression zu einer artifiziellen Lokalisation entlang des gesamten MT 

Filaments und zur Bündelung von MT führt [206]. Möglicherweise zeigt auch CPn0572 

durch die nicht-wildtypische starke Expression eine Fehllokalisation innerhalb der 

Epithelzellen. 
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Eventuell führt eine regulierte Expression von CPn0572, durch den Einsatz eines 

induzierbaren Promotors, zu einer wildtypischeren Lokalisation an der chlamydialen 

Eintrittsstelle, was zu einer lokalen Stabilisation von MT und damit zu einer verbesserten 

Internalisierung führen kann.  

Des Weiteren wurden die Analysen mit CPn0572 in nicht-polarisierten humanen 

Epithelzellen gemacht. Bei dem Lungenepithel, welches Cpn infiziert, handelt es sich 

jedoch vorwiegend um polarisierte Epithelzellen [207]. Der Aufbau des Zytoskeletts 

zwischen nicht-polarisierten und polarisierten Zellen unterscheidet sich jedoch stark. In 

polarisierten Zellen polymerisieren MT beispielsweise ausgehend von der apikalen 

Membran in Richtung der basalen Zellregion [208]. Im Gegensatz dazu polymerisieren MT 

in nicht-polarisierten Zellen ausgehend vom Haupt-MTOC in der Nähe des Zellkerns. Die 

MT bilden so ein Netzwerk durch die gesamte Zelle und die MT Plus-Enden zeigen zu 

verschiedenen Regionen der Zell-umgebenen Membran [208]. Möglicherweise 

unterscheidet sich die Lokalisation von CPn0572 aufgrund der unterschiedlichen 

Organisation des MT-Zytoskeletts zwischen den beiden Zelltypen und die Analysen mit 

exprimierten CPn0572 und sekretierten CPn0572 aus der Ctr Infektion heraus müssten mit 

polarisierten Zellen wiederholt werden. 

 

6.2.3 Die Modulation des MT-Zytoskeletts der Wirtszelle durch TarP ist spezifisch 

für C. pneumoniae 
 

Durch die Beobachtung, dass CPn0572 mit MT assoziiert stellt sich die Frage, ob auch 

andere TarP Orthologe diese Fähigkeit besitzen. Eine MT-Assoziation konnte innerhalb 

dieser Arbeit jedoch nur für die volllängen und die C-terminale Variante des Cpn TarP-

Orthologs des humaninfizierenden Cpn-Stamms (CPn0572) und für die C-terminale TarP-

Ortholog-Variante des Koala-infizierenden Cpn-Stamms beobachtet werden. Beide weisen 

im C-Terminus zueinander homologe Aminosäure-Sequenzen auf. Weitere getestete TarP-

Orthologe (C-terminale Proteinvarianten) aus C. psittaci und C. trachomatis L2, welche C-

terminal wenige bis kaum homologe Aminosäure-Sequenzen zu CPn0572 besitzen, zeigten 

im Vergleich dazu in vivo keine Assoziationen mit dem MT-Zytoskelett der Wirtszelle [78]. 

Innerhalb unseres Labors konnte auch für das Volllängen Ctr L2 TarP in vitro keine direkte 

Bindung an MT festgestellt werden (Bachelor Arbeit von Anna R. Teschke). Es kann derzeit 

nur spekuliert werden, warum die Fähigkeit zur MT-Bindung der Cpn TarP-Orthologe 

einzigartig für die gesamte TarP-Proteinfamilie ist. Möglicherweise liegt der Grund in der 

Gewebespezifität der verschiedenen Chlamydien-Spezies. Während Ctr L2 spezifisch 
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Epithelzellen von Urogenital-Geweben infiziert, ist Cpn auf Epithelzellen des 

Respirationstraktes spezialisiert. Epithelzellen können je nach Gewebe in ihrem Aufbau und 

Funktion sehr vielfältig sein. Beispielsweise besteht das Epithel im humanen 

Respirationstrakt aus einem pseudostratifizierten Zylinderepithel und weist Cilien auf. 

Dieses Epithel dient hauptsächlich als Barriere gegen Pathogene und schützt so vor 

Infektionen [209]. Im Vergleich zu anderen Epithelgeweben ist das Lungenepithel durch 

aktives ein- und ausatmen permanent der in der Atemluft enthaltenen Pathogenen 

ausgesetzt. Bis heute ist allerdings kaum etwas über die Art und Weise der initialen Infektion 

des Lungenepithels durch Cpn bekannt [210]. Einer der ersten Kontaktpunkte für 

eingeatmete Pathogene sind die hauptsächlich aus MT aufgebauten Cilien der obersten 

Schicht des Lungenepithels [211]. In der Regel sorgt die Kombination aus der beweglichen 

Cilienschicht in Verbindung mit Atemwegsschleim, dass angeheftete Pathogene aus den 

Atemwegen wieder ausgeschieden werden. Es ist allerdings bekannt, dass einige 

lungeninfizierende Bakterien gezielt mit den Cilien interagieren, deren Funktion 

beeinträchtigen und das Lungenepithel so anfälliger für Infektionen wird. Beispielsweise löst 

das Gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa durch Infektion des 

Respirationstraktes Schäden am epithelialen Gewebe aus, was zu einer erhöhten Infektion 

und schließlich zu einer Verschlechterung der Lungenfunktion führt [211, 212]. Dazu 

sekretiert P. aeruginosa bestimmte Virulenzfaktoren, die auf die Cilien abzielen und deren 

MT-basierte Ultrastruktur verändern, sodass es zu einer Inhibition der Cilien-Funktion 

kommt [211, 213]. Diese Cilien-Inhibition führt unter anderem zu einer Ciliostase des 

Respirationstraktes und es wird davon ausgegangen, dass dies der Grund dafür ist, dass 

derart beschädigtes Epithelgewebe der Lunge leichter durch P. aeruginosa und anderen 

Pathogenen zu infizieren ist [211]. Möglicherweise könnte sich auch Cpn durch die 

Fähigkeit zur Bindung und Modulation des MT-Zytoskeletts auf seine biologische Nische 

des Lungenepithels spezialisiert haben.  

 

6.2.4 CPn0572 Expression führt zu genomischer Instabilität 
 

Interessanterweise konnte ich innerhalb dieser Arbeit zeigen, dass CPn0572 und die C-

terminale MT-Binderegion CPn0572595-755 neben dem Interphasen MT-Zytoskelett auch mit 

den Spindel-MT in mitotischen Hefe- und epithelialen Humanzellen assoziieren. Darüber 

hinaus, kommt es bei der Expression von CPn0572595-755 zu einer massiven Erhöhung von 

Spindeldefekten in Epithelzellen und zu genomischer Instabilität in Hefe- und Epithelzellen 

im Vergleich zu Kontrollzellen. 
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Für Cpn konnte bisher nur ein Effektorprotein identifiziert werden, welches ebenfalls 

Auswirkungen auf mitotische Zellen hat. Für das MT-bindende Cpn Protein CopN konnte 

beispielsweise gezeigt werden, dass es exprimiert in Hefe- und Humanzellen durch seine 

MT-destabilisierenden Eigenschaften einen Einfluss auf den Zellzyklus der Wirtszelle hat. 

CopN führt dabei in Hefe- und Humanzellen zu einem Verlust des mitotischen 

Spindelapparats, was zu einem Arrest in der G2/M-Phase führt [214].  

Im Gegensatz zu CopN führt die Expression von CPn0572 nicht zu einer Destabilisation 

und damit zum Verlust von Spindel-MT, sondern zu einer Hyperstabilisation von MT [78, 

214]. Ich konnte zeigen, dass die Expression von CPn0572595-755 in Humanzellen zu 

massiven Modulationen der Spindel-MT führt was in abnormale Chromosomenverteilungen 

und Aneuploidie resultieren kann. Dahingehend konnten wir bestätigen, dass die 

Expression von CPn0572595-755 in der Hefe S. pombe zu Chromosomenverlust und die 

Expression in humanen Epithelzellen zu Multinukleation führt. Es stellt sich nun die Frage, 

in wie weit die CPn0572595-755-abhängige Modulation der Spindel-MT zu 

Chromosomenfehlsegregation und zu einer möglichen Aneuploidie führt.  

Für das Ctr sekretierte Effektorprotein CteG (chlamydia trachomatis effector associated with 

the golgi) konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es an Centrin-2, ein zentrosomales 

Protein, welches die Zentriol-Duplikation kontrolliert, bindet. Die Bindung und Modulation 

von Centrin-2 durch CteG unterstützt dabei die Ctr-induzierte Zentrosomenamplifikation 

[215]. Auch wurden weitere Ctr Proteine wie die Inc Proteine IPAM oder CPAF identifiziert, 

die an Zentrosomen lokalisieren und einen Einfluss auf deren Amplifikation und die Bildung 

multinuklearer Zellen haben [216]. Sekretiertes CPAF verhält sich wie ein Anaphase-

induzierender Komplex und führt dazu, dass Zellen die Mitose frühzeitig mit möglichen 

Fehlern in der Organisation von Chromosomen, beispielsweise durch falsche MT-

Chromosomen-Verbindungen, beenden. Dadurch kann es zu Chromosomen-

Fehlsegregationen kommen, die die Zytokinese inhibieren [217].  

 

6.2.5 Cpn Infektionen führen in Wirtszellen zu Mitosedefekten 

 

Da es sich bei der ektopischen Expression um eine artifizielle Methodik handelt, wurde 

anschließend die Cpn Infektion als wildtypischeres Analyse-System gewählt und 

untersucht, ob eine Cpn Infektion einen Einfluss auf mitotische Wirtszellen hat. 

Innerhalb dieser Arbeit wurde festgestellt, dass Cpn Inklusionen in infizierten humanen 

Mitosezellen in der Nähe der Zentrosome lokalisieren. Zusätzlich führt die Anwesenheit der 
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Inklusionen zu aberranten mitotischen Zellen mit Defekten in der Formation von Spindel-

MT und/oder der Chromosomenanordnung.  

Wie für Cpn, konnte zuvor auch für Ctr gezeigt werden, dass Inklusionen in infizierten 

epithelialen Mitosezellen nah an den Zentrosomen assoziieren [30, 218]. Darüber hinaus 

wurde für Ctr beobachtet, dass eine Infektion zu einer abnormal hohen Anzahl an 

Zentrosomen, Bildung von multipolaren Spindeln und Fehlern bei der 

Chromosomensegregation in mitotischen Zellen führt [30].  Interessanterweise sind sowohl 

Ctr als auch C. muridarum in der Lage auch unabhängig von einer abnormalen 

Zentrosomen-Anzahl, Defekte der Spindel-MT zu induzieren [218].  

Auch für das pathogene Bakterium Listeria monocytogenes wurde gezeigt, dass, im 

Vergleich zu nicht-infizierten Zellen, eine Infektion zu einer signifikanten Steigerung der 

Bildung von fehlorientierten Chromosomen während der Metaphase von mitotischen 

Wirtszellen kommt [219]. Hierbei sind einzelne Chromosomen nicht an der typischen 

Metaphasen-Platte lokalisiert. Dieser Zustand kann dazu führen, dass es zu nacheilenden 

Chromosomen (lagging chromosomes) oder Chromosomenbrücken kommt, was zu 

Chromosomen-Fehlsegregationen und Bildung von multinuklearen Zellen oder Aneuploidie 

führen kann [219-221].   

Möglicherweise haben Cpn Inklusionen durch ihre Zentrosomen-nahe Lokalisierung einen 

Einfluss auf die Amplifikation von Zentrosomen, wodurch es zu Fehlern bei der Ausbildung 

einer korrekten Spindel und damit zu Chromosomen-Fehlorientierung, -Fehlsegregationen 

und genomischer Instabilität kommen kann, was wiederum die Bildung von karzinogenen 

Zellen begünstigt. Im Hinblick darauf, dass Cpn in Verbindung mit Lungenkrebs gebracht 

wird [39, 40], ist es von Interesse die durch Cpn ausgelösten Fehler in der Mitose und die 

daraus resultierenden Konsequenzen für die Zelle weiter zu analysieren. 

 

6.2.6 Die Aktin- und MT-modulierenden Funktionen von CPn0572 unterliegen 

möglicherweise komplexen Regulationsmechanismen 
 

CPn0572 assoziiert mit dem MT- und Aktin-Zytoskelett und die innerhalb dieser Arbeit 

durchgeführten Analysen zeigen, dass CPn0572 beide Zytoskelett-Strukturen auch 

gleichzeitig binden kann. Als Protein mit derartigen Eigenschaften stellt sich die Frage, ob 

es sich dabei um kompetitive und/oder abhängige Assoziationen und Modulationen handelt.  

In vitro Analysen aus unserem Labor zeigen, dass CPn0572 in der Lage ist unabhängig 

voneinander MT- oder Aktin-Filamente zu binden (Dr. Abel Alcázar-Román) [74, 78]. Dies 
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deutet darauf hin, dass die beiden Funktionen von CPn0572 in vitro entkoppelt voneinander 

ausgeführt werden können. Im Kontrast dazu zeigt in vivo ektopisch exprimiertes CPn0572 

in Epithelzellen eine deutliche Präferenz für die Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett. Die 

Analysen zeigen, dass CPn0572 nur bei einer kleinen Subpopulation von Epithelzellen mit 

MT alleine oder gleichzeitig mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert. In vivo Infektions-Analysen 

mit CPn0572-exprimierendem Ctr zeigen im Gegensatz dazu eine eindeutige Assoziations-

Präferenz für das MT-Zytoskelett in Inklusionsnähe [78].  

Diese gegensätzlichen Analyse-Ergebnisse lassen sich möglicherweise zum einen anhand 

der artifiziellen Methodik erklären, bei der CPn0572 in vivo durch Transformation in 

Wirtszellen bzw. in Ctr stark exprimiert wird und es dadurch möglicherweise zu Lokalisation- 

und/oder Funktionsabweichungen im Vergleich zu wildtypischen Bedingungen kommen 

kann. Des Weiteren sind bei der Infektion mit CPn0572-exprimierendem Ctr noch weitere 

chlamydiale Proteine anwesend, unter anderem das wildtypische Ctr TarP, welche 

möglicherweise einen Einfluss auf die Infektion und die Funktion von CPn0572 haben 

können. Es könnte auch sein, dass CPn0572 weitere Wirtszell-Proteine oder Cpn-

spezifische Proteine benötigt, um mit beiden Zytoskelett-Strukturen gleichzeitig zu 

interagieren. 

Nichtsdestotrotz zeigen die in dieser Arbeit generierten Daten Hinweise auf eine 

Abhängigkeit oder Regulation zwischen den MT- und Aktin-bindenden Funktionen von 

CPn0572 in Raum und/oder Zeit. Möglicherweise existiert eine intra- oder intermolekulare 

Regulierung der Proteinfunktionen von CPn0572. Alle identifizierten Aktin- und MT-

Binderegionen existieren im C-terminalen Bereich des Proteins (siehe Abb. 10). Die 

Funktion des N-Terminus konnte noch nicht aufgeklärt werden und dieser Region wurde 

bisher keine bekannte Domäne oder Funktion zugeordnet. Es gibt aber einen Hinweis 

darauf, dass CPn0572 mit dem N-Terminus die Rekrutierung von Aktin reguliert [74]. 

Möglicherweise ist CPn0572 in der Lage durch den N-Terminus die Bindefähigkeit der 

Zytoskelett-Strukturen zu bestimmten Zeiten im Infektionszyklus zu regulieren.  

Eine weitere Hypothese bezüglich der unterschiedlichen Assoziations- und 

Lokalisationspräferenzen von CPn0572 könnte die Heterogenität des Zytoskeletts von 

humanen Wirtszellen darstellen. Im Vergleich zum Aktin-Zytoskelett ist das MT-Zytoskelett 

dynamischer und deutlich mehr Modifikationen ausgesetzt. Durch den Tubulin-Code sind 

MT sehr komplex aufgebaut und können in ihrer Struktur und Funktionalität stark variieren. 

So ist bereits bekannt, dass aufgrund von einer Vielzahl von MAPs und PTMs innerhalb 

einer Zelle co-existierende Subpopulationen verschiedener MT vorkommen, welche sich in 

ihrer chemischen Zusammensetzung und Stabilität unterscheiden [147, 148, 222, 223]. So 
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können in einer Zelle dynamische MT existieren, die schnelle Zyklen von Polymerisation 

und De-polymerisation aufweisen und sensibel gegenüber Kälte-Behandlung und 

chemischer MT-Depolymerisation sind. Zum anderen können in dieser Zelle gleichzeitig 

durch PTMs stabilisierte, langlebige MT vorkommen [222]. Die unterschiedlichen MT-

Subpopulationen weisen dabei in einigen Zelllinien bestimmte Lokalisationen auf. So 

kommen stabilisierte, langlebige MT in HeLa, COS-7 oder U2OS Zellen vorwiegend an der 

peri-nuklearen Region vor. Im Gegensatz dazu weisen dynamische MT in diesen Zelllinien 

eine homogenere Verteilung innerhalb der Zelle auf [222, 224, 225]. Möglicherweise ist die 

Assoziations-Präferenz von CPn0572 bezüglich der beiden dynamischen Zytoskelett-

Strukturen abhängig von der jeweiligen infizierten Wirtszelle und der darin vorkommenden 

MT-Subpopulationen. 

Zusammenfassend zeigt CPn0572, durch seine Aktin- und MT-bindenden und 

modulierenden Fähigkeiten und der Beobachtung, dass die Expression der MBR von 

CPn0572 in Epithelzellen zu acetylierten und gegen Kälte- und chemisch-induzierter MT-

Depolymerisation stabilisierte MT führt, Merkmale von überexprimierten MAPs. Ungeklärt 

ist bisher allerdings noch, wie genau CPn0572 die verschiedenen Zytoskelett-Strukturen 

moduliert, welche Regulationen dabei eine Rolle spielen und welche spezifische Funktion 

es in der Infektion hat. Möglicherweise ist die MT-Bindung viel bedeutsamer als bisher 

durch die durchgeführten Analysen angenommen. Beispielsweise konnte in unserem Labor 

gezeigt werden, dass in vitro die Anwesenheit von MT-Filamenten zu einer signifikanten 

Verbesserung der Aktin-Polymerisation durch CPn0572 führt (Bachelorarbeit von Anna R. 

Teschke, 2025) (Abb.11). 

 

Abbildung 11: Die Anwesenheit von MT verbessert die Fähigkeit zur Aktin-Polymerisation von 
CPn0572. 

1 µM 100% Pyrene-Aktin wurde mit 50 nM GST (Kontrolle, Grau), CPn0572 (Blau) oder der 5A-

Variante von CPn0572, welche Mutationen in der ABD trägt und kein Aktin bindet (Orange) inkubiert 
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und die Aktin-Polymerisation über die Zeit (min) mittels Fluoreszenz bei 407 nm ermittelt. Eine 

Inkubation erfolgte ohne oder mit 425 mM MT (GST; Hell-Grau, CPn0572; Hell-Blau, 5A; Hell-

Orange). Die Abbildung stammt aus der Bachelorarbeit von Anna R. Teschke (2025). 

 

Anhand der Analysen, die innerhalb dieser Arbeit durchgeführt wurden könnte für CPn0572 

postuliert werden, dass es möglicherweise nach der Sekretion in die Wirtszelle 

oligomerisiert und MT bindet und stabilisiert. Ebenfalls an CPn0572 gebundenes G-Aktin 

könnte so in Nähe der chlamydialen Endozytose gebracht werden, wo eine vermehrte Aktin-

Polymerisation ausgelöst wird um die Aufnahme des EBs zu unterstützen (Abb. 12). Die 

Bestätigung einer derartigen Theorie für CPn0572 bedingt allerdings noch weitere 

Analysen. 

 

Abbildung 12: Arbeitshypothese: Früh sekretiertes CPn0572 bindet und stabilisiert MT um G-

Aktin apikal anzureichern, was zu einer verbesserten Aktin-Polymerisation führt. 

Schematische Darstellung von polarisierten Ctr und Cpn infizierten Wirtszellen. A Durch Ctr EBs 

sekretiertes TarP kann oligomerisieren und führt durch Bindung von G-Aktin zu einer vermehrten 

Polymerisation von F-Aktin an der chlamydialen Eintrittsstelle. B Durch Cpn EBs sekretiertes 

CPn0572 könnte oligomerisieren und direkt an apikal polymerisierende Interphasen-MT binden. Dies 

führt zu MT-Stabilisation. Durch seine G-Aktin-Bindefähigkeit holt MT-gebundenes CPn0572 

verstärkt G-Aktin-Moleküle in räumliche Nähe des chlamydialen Eintritts, wodurch eine verbesserte 
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F-Aktin Polymerisation ausgelöst wird, was die Internalisierung unterstützt. CPn0572 kann auch 

unabhängig von einer MT-Bindung Aktin an der Eintrittsstelle polymerisieren. Das jeweilige MT-Ende 

ist mit „–“ und „+“ gekennzeichnet. Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt.  
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