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1 EINLEITUNG

1.1 Entdeckung und Taxonomie von Chlamydien

Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Chlamydien erstmals erwdhnt, mikroskopisch
beobachtet und mit einer menschlichen Erkrankung in Verbindung gebracht. 1907
beschrieben Ludwig Halberstaedter und Stanislaus von Prowazek die erfolgreiche
Infektion von Orang-Utan-Augen mit einem Abstrich eines an einem Trachom
erkrankten menschlichen Auges [HALBERSTAEDTER & PROWAZEK, 1907]. In
Giemsa-gefarbten konjunktivalen Epithelzellen erkannten sie intrazytoplasmatische
Vakuolen, die eine Vielzahl von kleinen und groferen Partikeln enthielten, die sie
richtigerweise fiir die urséchliche Pathologie des Trachoms hielten. Sie nannten die
neu entdeckten Erreger Chlamydozoa, gebildet aus dem griechischen Wort Chlamys,
Mantel, nach der fiir sie sichtbaren Partikel-Umbhiillung. Im Laufe der Zeit fand man
dhnliche Einschliisse auch in anderen epithelialen Zellen, z.B. von Neugeborenen mit
Nicht-Gonokokken-Einschlusskonjunktivitis sowie in Gebarmutterhédlsen von deren
Miittern, und auch bei maéannlichen Patienten mit Nicht-Gonokokken-Urethritis.
Aufgrund der Tatsache, dass der Erreger fiir Bakterien normalerweise undurchléssige
Filter passieren konnte und nicht angeziichtet werden konnte, ging man davon aus,
dass es sich um ein Virus handelte.

1929-1930 kam es zu weiter Verbreitung einer bis dahin unbekannten atypischen und
oft schwer verlaufenden Pneumonie, die durch Psittaciden (Papageien und Sittiche)
ibertragen und Psittakose genannt wurde. Man entdeckte sehr kleine, in der Giemsa-
Féarbung basophile Partikel und wies die dtiologische Beziehung dieser Partikel zur
Psittakose nach. AuBlerdem wurde erstmals der charakteristische Entwicklungszyklus
des nach Samuel Bedson obligat intrazelluldren Parasiten mit bakteriellen
Eigenschaften beschrieben [BEDSON & BLAND, 1932]. Die Tatsache, dass es sich bei
Chlamydien tatsdchlich um Prokaryonten handelte, wurde aber erst 1965 deutlich, als
man mittels neuer Zellkulturtechniken und der Elektronenmikroskopie auf das
Vorhandensein von Ribosomen und Zellwandstrukturen schlieBen konnte
[ANDERSON et al., 1965].

Zundchst wurden Chlamydien dann taxonomisch zusammen mit Rickettsien,

ebenfalls obligat intrazelluldiren Bakterien, gruppiert, bevor 1966 die Gattung
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Chlamydia eingefiihrt wurde. Uber Jahre allerdings war Chlamydiales die einzige
Ordnung, die nur eine Familie (Chlamydiaceae) und eine Gattung (Chlamydia)
der 80er Jahre,
molekularbiologische Methoden, wie z.B. DNA-DNA-Reassoziation und DNA-

beinhaltete. Das é&nderte sich erst Ende als durch neue

Sequenzanalysen, neue Arten entdeckt wurden, darunter auch Chlamydia
pneumoniae [GRAYSTON et al., 1989]. Man fand Chlamydien bei einer Vielzahl von
Tieren und beim Menschen auch in bis dahin als unbetroffen geltenden Geweben
(z.B. in Gelenken, in atheromatdsen Plaques, im Gehirn) und brachte sie mit
Krankheiten ungeklirter Atiologie in Verbindung (z.B. Arthritis, koronare
Herzerkrankung, Multiple Sklerose). 1999 wurde auf der Grundlage von
Genomanalysen, vor allem des /6S- und des 23S-rRNA-Gens, eine neue Taxonomie
der Ordnung Chlaymdiales vorgestellt, die auch evolutionsbiologische Erkenntnisse
einbezog [EVERETT et al., 1999] (Abb. 1). Diese teilte die Familie Chlamydiacea in
zwei Gattungen, nidmlich Chlamydia (3 Arten, darunter C. trachomatis) und

Chlamydophila (6 Arten, darunter C. pneumoniae und C. psittaci). Des Weiteren

kamen drei neue nicht-Chlamydophilaceae-Familien hinzu, ndmlich die
Parachlamydiaceae, Waddliaceae und Simkaniaceae.
Ordnung Familie Gattung Art Typischer Wirt
Chlamydiaceae Chlamydophila | — C.abortus Séugetiere
L C.psitacci Vogel C.psitacci
_|: Cfelis Katzen
C.caviae Guniae-Schwein c )
C.pecorum Saugetiere pecorm Chlamyd!ales
_|: ’ C.pneumoniae Chlamydiaceae
C.pneumoniae Mensch Chlamydia
Chlamydiales ) C.trachomatis Mensch
amy! Chlamydia Castis Schwein Ctrachomatis
|— C.muridarum Maus, Hamster
Neochlamydi
Parachlamydiaceae Skl I.a N.hartmaneliae
Parachiamydia P.acanthamoebae
Weddiaceae W.chondrophila
Simkaniaceae :
S.negevensis
Neue Taxonomie Alte Taxonomie

Abb. 1: Links: Neue Taxonomie der Ordnung Chlamydiales nach der Reklassifikation von 1999
[EVERETT el al., 1999]. Rechts: Alte Taxonomie.

Diagramm modifiziert nach BUSH und EVERETT [2001, S. 204].
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1.2 Eigenschaften und Lebenszyklus von Chlamydien

Alle Chlamydien-Arten sind obligat intrazelluldr, unbeweglich und besitzen eine
Zellwand, deren Aufbau bis auf den wesentlich geringeren Gehalt an Peptidoglykan
grundsidtzlich der anderer gramnegativer Bakterien entspricht, inklusive eines
familienspezifischen ~ Lipopolysaccharid (LPS)-Antigens.  Entgegen  friiherer
Vorstellungen, dass Chlamydien obligat auf den Metabolismus eukaryontischer
Zellen als Nukleotidquelle, z.B. von ATP, angewiesen, also so genannte
Energieparasiten sind, geht man heute davon aus, dass Chlamydien ATP selbst
generieren konnen, einen Teil ihres ATP-Bedarfs aber, wenn nétig, liber den
Metabolismus der Wirtszelle decken [STEPHENS et al., 1998; KALMAN et al., 1999].
Neben genetischen Unterschieden innerhalb der Familie Chlamydiaceae produzieren
Chlamydophila spp. im Gegensatz zu Chlamydia spp. kein nachweisbares Glykogen
[KUo et al., 1986] und besitzen nur ein ribosomales Operon (Chlamydia spp. zwei).
Das Genom ist mit 1,2 x 10° Basenpaaren und 1.073 Protein-kodierenden Sequenzen
(C. pneumoniae) relativ klein [KALMAN et al., 1999]. Es betrdgt damit nur etwa ein
Viertel der GenomgrdBe von anderen Bakterien wie Escherichia coli (4,6 x 10° bp)
und liegt nur wenig iiber der von Mykoplasmen (0,6-0,8 x 10° bp), den Bakterien mit
dem kleinsten bekannten Genom.

Als intrazelluldre Parasiten bendtigen Chlamydien eine Reihe essenzieller
Féhigkeiten. Sie miissen in eine geeignete Wirtszelle eindringen, sich dort von der
Immunabwehr des Wirtes ungehindert vermehren, die Zelle wieder verlassen und
extrazelluldr bis zu einer erneuten Infektion {iberleben konnen.

Im Rahmen ihrer Evolution haben sich Chlamydien an diese Anforderungen durch
den Erwerb eines einzigartigen Entwicklungszyklus adaptiert, der erstmalig 1932
lichtmikroskopisch beschrieben wurde [BEDSON & BLAND, 1932]. Dieser wird von
zwei unterschiedlichen Zustandsformen des Erregers reprisentiert, ndmlich einer
extrazelluldr lebensfihigen infektiosen Form, dem Elementarkérper (EK), und einer
obligat intrazelluldren replikativen Form, dem Retikularkdrper (RK). Der
metabolisch weitestgehend inaktive EK ist mit einem Durchmesser von 0,2-0,6 um
relativ klein, besitzt eine widerstandsfidhige Zellwand und stellt eine sporendhnliche
Zustandsform des Erregers dar, der das Uberleben des Bakteriums in unwirtlicher

Umgebung, also extrazellulér, iiber einen ausreichenden Zeitraum sichern und in
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Wirtszellen eindringen kann. Dort findet dann innerhalb der ersten zwei Stunden
nach Infektionsbeginn die Konversion des EK in den metabolisch aktiven RK statt,
der mit bis zu 1,5 pm im Durchmesser deutlich groBer ist, eine diinnere und
permeablere Zellwand besitzt und iiber bindre Teilungen die intrazelluldre
Vermehrung des Erregers sichert. Diese Konversion geht neben dem Verlust der
Infektiositdt und einer starken GroBenzunahme (ungefdhr 30-facher Volumen-
gewinn) mit einer Dekondensation der beim EK mit Hilfe von zwei Histon-dhnlichen
Proteinen stark verdichteten DNA einher [KAUL & WENMAN, 1998].

Der durch diesen Dimorphismus charakterisierte Lebenszyklus findet in einer
besonderen zelluldren Nische statt: Chlamydien werden durch aktive Endozytose in
die Wirtszelle aufgenommen und befinden sich von diesem Zeitpunkt an in einer mit
Wirtszellmembran umbhiillten Vakuole im Zytoplasma, dem so genannten
Einschlusskorper. Diese rundlichen, lichtmikroskopisch nachweisbaren Vesikel
dehnen sich im Zuge der Vermehrung der RK aus und koénnen im Fall einer
Mehrfachinfektion miteinander fusionieren. Ungefdhr 18 Stunden nach Eintritt in die
Zelle beginnt die Redifferenzierung der Retikular- in Elementarkdrper, die dann je
nach Art und Wachstumsbedingungen die Wirtszelle nach 48 bis 72 Stunden durch

Lyse oder Exozytose wieder verlassen (Abb. 2).

Abb. 2: Entwicklungszyklus

Infektion .
von C. pneumoniae. Der
Wirtszelle
Transformation gesamte Entwicklungs-
von EK in RK

und Replikation Einschlusskdrper

zyklus, von Infektion durch

e ° ° den Elementarkorper (EK)
® 0o © (
oo oo Retikularkérper (RK) X tiber  Transformation in

Retikularkorper,  Replika-

tion, Retransformation in

/ Retransformation EK, Zellaustritt und erneute

Lyse und von RK in EK

Infektion dauert zwischen
36 und 72 h. Schema
adaptiert nach  EVERETT
/2000, S. 110].
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1.3 Entdeckung und medizinische Bedeutung von Chlamydophila

peumoniae

Chlamydophila pneumoniae wurde erstmals 1965 aus einer kindlichen Bindehaut
isoliert und als Stamm TW-183 bezeichnet [GRAYSTON, 1965]. Nachdem bemerkt
wurde, dass es sich weder um C. trachomatis noch um C. psittaci handelte, wurde
dieser Stamm kurzerhand als ,,atypisches Isolat“ von C. psittaci eingeordnet. Der
erste Stamm aus dem respiratorischen Trakt (AR-39) wurde 1983 isoliert und es
wurde festgestellt, dass es sich bei TW-183 und AR-39 um die gleiche Erregerart
handelte. Daraufhin wurden diese Stimme 1986 als , TWAR“-Isolate
zusammengefasst [GRAYSTON et al., 1986], 1989 als neue Chlamydien-Art deklariert
und Chlamydia pneumoniae genannt [GRAYSTON et al., 1989]. 1999 wurde das
komplette Genom entschliisselt [KALMAN et al., 1999] und es erfolgte die neue
taxonomische Einteilung und Umbenennung des Erregers in Chlamydophila
pneumoniae [EVERETT et al., 1999].

Chlamydophila pneumoniae ist ein weltweit sehr hdufig auftretender Erreger, vor
allem von Atemwegsinfektionen. Nachdem vorerst vermutet wurde, dass
C. pneumoniae ein humanspezifischer Krankheitserreger ist, weill man heute, dass
auch Koalas, Pferde und bestimmte Frosch- und Reptilienarten infiziert werden
konnen [BODETTI et al., 2002]. Seroepidemiologische Studien zeigen, dass der
iiberwiegende Teil der erwachsenen Bevdlkerung in seinem Leben Kontakt mit dem
Erreger hat. Dabei steigt die Seropositivitit von sehr niedrigen Raten bei
Kleinkindern mit zunehmendem Lebensalter rapide an und erreicht ca. 50 % bei 20-
jéhrigen und bis zu 75 % bei dlteren Menschen [KUO et al., 1995b]. Dies korreliert
mit Erkenntnissen iiber die Inzidenz von akuten C. pneumoniae-Infektionen, die ein
Maximum von 6 bis 9 % bei Kindern zwischen 5 und 14 Jahren besitzt, wihrend die
Inzidenz bei iiber 19-jahrigen nur noch 1,5 % betrégt [ALDOUS et al., 1992]. Dabei
lassen sich geschlechtsspezifisch bei Médnnern ebenso wie in tropischen, weniger
entwickelten Léndern hoéhere Seropridvalenzen finden. Diese hohen Pridvalenzen
legen die Vermutung nahe, dass es bei praktisch allen Menschen im Laufe des
Lebens zu einer Infektion kommt und auch Reinfektionen auftreten [GRAYSTON,

1992]. Ein GroBteil dieser Infektionen (wahrscheinlich {iber 90 %) verlduft
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asymptomatisch [KLEEMOLA et al., 1988]. So konnte der Erreger bei bis zu 4,7 %
gesunder, asymptomatischer Studienteilnehmer aus dem Nasopharynx direkt
nachgewiesen werden [GNARPE et al., 1991; MIYASHITA et al., 2001]. Weiterhin
wurden sowohl persistierende Infektionen [HYMAN et al., 1991; HAMMERSCHLAG et
al., 1992], als auch ein zuweilen epidemichaftes Auftreten des Erregers beschrieben
[KLEEMOLA et al., 1988; KARVONEN et al., 1993; TROY et al., 1997].

Diagnostiziert wird eine akute Infektion {iber eine deutliche Serokonversion [FILE &
TAN, 1997], z.B. einen vierfachen IgG-Anstieg. Stehen keine Vergleichsdaten zur
Verfiigung, konnen auch hohe Antikorpertiter alleine auf eine akute Infektion
hinweisen, z.B. ein IgM-Titer iiber 16 E/ml oder ein IgG-Titer iiber 512 E/ml.
Zusitzlich stehen als diagnostische Mittel die Kultivierung und Isolierung des
Erregers und der Antigennachweis mit geeigneten Antikdrpern oder PCR zur
Verfiigung. Aufgrund der beschriebenen hohen Seroprdvalenz, den oft
asymptomatischen Verldufen und der Mdglichkeit der chronisch persistierenden
Infektion kann es allerdings im Einzelfall schwierig sein, mit den vorhandenen
diagnostischen Mitteln zwischen einer akuten, dtiologisch relevanten Infektion und
einer sekundéren Besiedlung zu differenzieren.

Die Infektion findet hdchstwahrscheinlich durch eine Ubertragung von Mensch zu
Mensch iiber die Atemwege statt, wobei von einer relativ geringen Kontagiositit
ausgegangen wird. Als Infektionsquelle spielen aufgrund der hohen Prévalenzraten

asymptomatische Tréiger eine wichtige Rolle [GRAYSTON, 1992].
1.3.1 Akute Infektionen der Atemwege

C. pneumoniae verursacht eine Reihe von Atemwegsinfektionen. Pneumonie und
Bronchitis sind darunter die beiden Hauptmanifestationen der akuten C. pneumoniae-
Infektion, daneben kommen Pharyngitis, Sinusitis und Otitis media hédufig vor.

Eine Vielzahl von Studien hat den Zusammenhang von ambulant erworbener
Pneumonie und Infektion mit C. pneumoniae untersucht. Dabei kann bei
durchschnittlich 10 % der Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie eine
C. pneumoniae-Infektion nachgewiesen werden [GRAYSTON, 1992]. Es handelt sich
dabei meist um den dritt- oder vierthdufigsten Erreger und bei bis zu 40 % der

Patienten liegt eine Koinfektion mit einem anderen Keim, meist mit Streptococcus
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pneumoniae, vor [FANG et al., 1990; KAUPPINEN et al., 1995]. Legt man eine
jéhrliche Pneumonie-Inzidenz von 12 auf 1.000 Menschen zu Grunde, ergibt sich
eine durchschnittliche Inzidenz fiir die C. pneumoniae-Pneumonie von 1,2 auf 1.000
Menschen pro Jahr, mit ansteigenden Werten bei édlteren Menschen.

Neben Atemwegsinfektionen wurden auch andere Manifestationen der akuten
C. pneumoniae-Infektion beschrieben, darunter Félle von Endokarditis [NORTON et
al., 1995], Myokarditis [WESSLEN et al., 1992], Meningitis [SUNDELOF et al., 1993],
Enzephalitis [FRYDEN et al., 1989] und dem Guillain-Barré-Syndrom [HAIDL et al.,
1992].

1.3.2 Chlamydophila pneumoniae und chronische Erkrankungen

Chlamydophila pneumoniae wird seit seiner Entdeckung mit den verschiedensten, in
ihrer Atiologie bisher nicht vollstindig aufgeklirten, chronischen Krankheiten in
Verbindung gebracht, wobei die Hauptaufmerksamkeit seit jeher auf Seiten der
Atherosklerose bzw. deren Hauptmanifestationen Koronare Herzkrankheit (KHK)
und Apoplex liegt. Aber auch Asthma, die chronisch-obstruktive Lungenkrankheit
(COPD), Multiple Sklerose (MS), Alzheimer-Demenz, das kutane T-Zell-Lymphom
(CTCL) und andere chronische Erkrankungen werden immer wieder genannt. Die

Studien beschéftigten sich dabei hauptsidchlich mit folgenden Punkten:

* Nachweis von C. pneumoniae im pathologisch verinderten Gewebe
» Assoziation zwischen Erregernachweis und Krankheit
* Assoziation zwischen C. pneumoniae-Antikdrpernachweis und Erkrankung

* Therapeutischer und prophylaktischer Nutzen von Antibiotika.

Es gilt als gesichert, dass C. pneumoniae in atheromatdsen Plaques und Gefdflen von
KHK- und Schlaganfallpatienten gefunden werden kann. Dies gelang zuerst 1992
[SHOR et al.] und wurde darauthin durch eine Vielzahl von Studien bestitigt [KUO et
al., 1995a; MAAS et al., 1997; PETERSEN et al., 1998]. Ebenso konnte der Erreger im
Liquor von MS- [SRIRAM et al., 1999; LAYH-SCHMITT et al., 2000], im Hirngewebe
von Alzheimer- [BALIN et al., 1998] und in der Haut von CTCL-Patienten [ABRAMS
et al., 2001] nachgewiesen werden. Fraglich blieb bisher allerdings, ob die

Gegenwart von C. pneumoniae ursiachlich fiir die Entstehung dieser Krankheiten ist,
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oder ob es nur, eventuell zusammen mit anderen Erregern, zu einer sekundéren
Besiedlung des entziindlich verdnderten Gewebes kommt, z.B. durch Anaphylaxie
und Einwanderung von Makrophagen mit internalisierten Chlamydien.

Der kausale Zusammenhang zwischen dem Nachweis von C. pneumoniae im
krankhaften Gewebe und Erkrankung konnte bisher nicht bewiesen werden. So
wurde der Erreger auch in Gefiflen gefunden, die normalerweise nicht von
Atherosklerose betroffen sind [TAYLOR-ROBINSON et al., 2002]; auBBerdem gibt es
Untersuchungen, die C. pneumoniae im atherosklerotischen Gewebe gar nicht
nachweisen konnten [WEISS et al., 1996; DAUS et al., 1998; PATERSON et al., 1998].
Auch konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Infektion und
thromboembolischem Ereignis bei Schlaganfallpatienten nicht eindeutig gezeigt
werden [GIBBS et al.,, 2000]. Zwar fand man den Erreger im Liqour von MS-
Patienten [LAYH-SCHMITT et al., 2000], aber eben auch bei Patienten mit anderen
neurologischen Krankheiten, bei denen dtiologisch eine Infektion keine Rolle spielt
[GIEFFERS et al., 2001b].

Die Assoziation zwischen C. pneumoniae-spezifischen Antikdrpern und KHK wurde
von 1988 an [SAIKKU et al., 1988] in einer Vielzahl von Studien diskutiert.
Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass durch Funnel-plot-Analysen (bei denen das
Studienergebnis im Hinblick auf die Studienprizision bewertet wird) gezeigt wurde,
dass in 17 von 33 Studien eine solche Assoziation nicht deutlich nachgewiesen
werden konnte, dass ein Grofiteil der Studien mit nicht ermittelter Assoziation
wahrscheinlich nicht publiziert wurde und dass die Studien mit der hdchsten
statistischen Prézision (z.B. durch hohe Teilnehmerzahl, doppel-blind randomisierte
Kontrollgruppen, prospektiven Studienansatz etc.) eher keine signifikante
Korrelation zeigten [EGGER et al., 1997]. Ahnlich verhilt es sich bei serologischen
Studien zu Asthma und COPD.

Die Frage, ob sich eine gegen C. pneumoniae gerichtete Antibiotika-Therapie, mit
Tetrazyklinen, Makroliden oder Chinolonen, positiv in Hinblick auf die Entwicklung
einer KHK auswirkt, konnte bislang noch nicht abschlieBend beantwortet werden.
Nach anfénglich sehr verheilungsvollen Ergebnissen [GUPTA et al., 1997; STONE et
al., 2002] konnte durch groBere, zum Teil epidemiologische Studien ein signifikanter

Effekt bislang nicht eindeutig gezeigt werden [MUHLESTEIN et al., 2000; DUNNE,
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2000; LUCHSINGER et al., 2001; CERCEK et al., 2003]. Entsprechend konnte auch ein
positiver Effekt von Antibiotika auf das Schlaganfallrisiko [LUCHSINGER et al., 2001]
oder auf die Entwicklung von Asthma [RICHELDI et al., 2005] nicht bewiesen
werden. Erschwert wird die Beantwortung der Fragestellung dadurch, dass aufgrund
statistischer Limitationen ein moglicherweise vorhandener sehr kleiner Effekt auch
durch die groffte der durchgefiihrten Studien nicht bewiesen werden konnte.
AuBlerdem steht eine verldssliche, vollstindige Therapie einer chronisch
persistierenden C. pneumoniae-Infektion, z.B. in Monozyten, bislang nicht zur

Verfligung [ GIEFFERS et al., 2001a].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es eher unwahrscheinlich ist, dass
C. pneumoniae die Ursache dieser zahlreichen chronischen, sehr unterschiedlichen
Krankheiten ist. So gibt es z.B. keinen Zusammenhang zwischen der Seroprivalenz
von C. pneumoniae (die weltweit ungefihr gleich hoch ist) und der KHK-Mortalitit
(die von Staat zu Staat sehr verschieden sein kann). Es ist wohl eher davon
auszugehen, dass der Erreger im Zuge des Krankheitsprozesses das entziindlich
geschiddigte Gewebe besiedelt. Entscheidend ist aber dann die Frage, ob die
Anwesenheit von C. pneumoniae im Gewebe einen Risiko- oder Stressfaktor
darstellt, der sich - wie stark auch immer - negativ auf das Krankheitsgeschehen
auswirkt, und ob man dieses Risiko reduzieren konnte, z.B. durch eine gezielte
antichlamydiale Therapie. Diese Frage konnte bislang fiir keine der angesprochenen

Krankheiten abschlieend geklart werden.
1.4 Interaktionen von Chlamydien mit der Wirtszelle

Wiéhrend des gesamten chlamydialen Entwicklungszyklus finden Interaktionen
zwischen Bakterium und Wirtszelle statt, die Uberleben und Vermehrung des
Erregers sicherstellen [WYRICK, 2000].

Bereits der Eintritt der Elementarkorper in die Wirtszelle geht auf Einfliisse der
bakteriellen Zelle auf den Wirtszellmetabolismus zuriick; so findet durch Anheftung
von C. pneumoniae-Elementarkorpern an die Wirtszellmembran die Induktion
verschiedener Signaltransduktionskaskaden, darunter Tyrosin-Phosphorylierungen

und eine Aktin-Mobilisation, in der Wirtszelle statt [COOMBES & MAHONY, 2002].
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Diese fiihren bereits 15 min nach Anheftung zu einer vermehrten Ausbildung von
Mikrovilli an der Wirtszelloberfliche [CARABEO et al., 2002], an deren Basis es
aufgrund geringerer elektrostatischer Gegenkréfte leichter zum Kontakt von EK und
Wirtszellmembran kommt. Die rezeptorvermittelte Endozytose des Erregers wird im
Anschluss an die Aktivierung des Zytoskeletts 30-120 min nach Anheftung
beobachtet [COOMBES & MAHONY, 2002]. Nach Endozytose befindet sich der
Elementarkorper als Wirtszellmembran-umhiillte Vakuole im Zytosol. Die
normalerweise liber Fusionsprozesse stattfindende Konversion dieser Vakuole zum
Endosom und Lysosom und nachfolgender Inaktivierung des Pathogens findet
allerdings bei internalisierten Chlamydien nicht statt, wodurch ein Uberleben der
Bakterien in der Wirtszelle moglich wird [FRriis, 1972]. Es konnte gezeigt werden,
dass chlamydiale Proteine fiir diese Inhibierung verantwortlich sind. Diese sind
schon zum Zeitpunkt der Infektion in der Zellwand der EK lokalisiert und sichern
damit das Uberleben des Erregers in den ersten Stunden nach Eintritt in die
Wirtszelle, bevor die chlamydiale Proteinsynthese diese Inhibierung aufrechterhalt
[HACKSTADT, 1998; SCIDMORE et al., 2003].

Bei C. trachomatis wurde beobachtet, dass zwei Stunden nach Endozytose des
Elementarkorpers in die Wirtszelle eine Translokation der Vesikel in Richtung des
Golgi-Apparates stattfindet [SCIDMORE et al., 1996b]. Hierbei scheint wiederum das
Zytoskelett des Wirtes involviert zu sein [CLAUSEN et al., 1997]. In der Nihe des
Golgi-Apparates beginnen die Einschlusskdrper damit, von dort sezernierte
Sphingomyelin- und Cholesterin-enthaltende Vesikel aufzunehmen, was auch bei
C. pneumoniae, aber bis jetzt bei keinem anderen intrazelluldr vorkommenden
Erreger beobachtet werden konnte [HACKSTADT et al., 1996; SCIDMORE et al., 1996a;
WOLF & HACKSTADT, 2001; CARABEO et al., 2003]. Diese Vorginge bediirfen der
aktiven  Modifikation der Einschlusskorpermembran  durch  chlamydiale
Genprodukte, da sie durch eine Blockade der bakteriellen Proteinsynthese inhibiert
werden konnten [SCIDMORE et al., 1996b, CARABEO et al., 2003]. Die Aufnahme
dieser Lipide ist ein fiir den Erreger essenzieller Prozess, der es ihm ermdglicht, den
im Zuge der Ausdehnung des Einschlusskorpers notwendigen Membranbedarf zu
decken [VAN OoU et al., 2000]. Zugleich erscheint der Einschlusskorper durch diese

Maskierung als eigenes Sekretionsvesikel, was wiederum der Fusion mit Lysosomen
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entgegenwirkt.

Neben diesen initialen Eingriffen kommt es im Zuge der fortlaufenden Entwicklung
im Einschlusskorper noch zu einer Vielzahl weiterer Interaktionen von chlamydialen
Proteinen mit Stoffwechselprozessen der Wirtszelle. So fand man z.B. bei
C. trachomatis einen in das Wirtszellzytosol sezernierten Protease-dhnlichen Faktor
(CPAF), der iiber einen Abbau von Transkriptionsfaktoren die Antigenprisentation
durch MHC 1 und II herabreguliert [ZHONG et al., 2001, FAN et al., 2002]. Ein
homologer Faktor mit gleicher Funktion fand sich auch bei C. prneumoniae
(CPAFcp), der ebenfalls ins Zytosol sezerniert wird und der die Entwicklung einer
persistierenden Infektion begiinstigen konnte [FAN et al., 2002].

Auch konnen Chlamydien aktiv die Apoptose infizierter Zellen beeinflussen. So fand
man einerseits ein konserviertes chlamydiales Protein (CADD), das vor allem spat
im Entwicklungszyklus exprimiert wird und Apoptose-aktivierend wirkt [STENNER-
LIEWEN et al., 2002]. Andererseits existieren mehrere Studien, die eine Inhibierung
der Apoptose von mit C. pneumoniae infizierten Zellen nachgewiesen haben [WAHL

et al., 2001; CARRATELLI et al., 2002; AIRENNE et al., 2002].
1.5 Das Typ-I11-Sekretionssystem von Chlamydien

Nachdem deutlich wurde, dass Chlamydien durch Eigensynthese von Proteinen aktiv
und direkt in Stoffwechselprozesse der Wirtszelle eingreifen, um eigenes Uberleben
und Vermehrung im Einschlusskorper zu sichern, stellt sich die Frage, wie die in der
bakteriellen Zelle gebildeten Effektoren die eigene Zellwand und die umgebende
Einschlusskorpermembran iiberwinden, um in das Zytosol der Wirtszelle zu
gelangen. Allein die Einschlusskorpermembran verhindert den Durchtritt von
Molekiilen, die groB3er als 520 Da sind [HEINZEN & HACKSTADT, 1997]. Nur kleinere
Molekiile wie z.B. Aminosduren und Nukleotide, die ein Molekulargewicht in der
GroBenordnung von 100-300 Da besitzen, konnten iiber freie Diffusion in den
Einschlusskorper gelangen, von wo sie fiir chlamydiale Transporter verfligbar wiren
[GRIESHABER et al., 2002]. Einen Weg fiir groBBere Molekiile, wie z.B. Proteine, diese
Barriere zu iiberwinden liefert das  Typ-III-Sekretionssystem.  Dieses
Sekretionssystem findet sich bei einer Vielzahl von gramnegativen Bakterien,

darunter den Gattungen Yersinia, Salmonella, Shigella, Escherichia, Pseudomonas
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und Bordetella [WINSTANLEY & HART, 2001] und ermdglicht es diesen,
Effektorproteine in die Membran und das Zytosol der Wirtszelle zu sezernieren
[HUECK, 1998].

Der Sekretionsapparat wird aus bis zu 20 Strukturproteinen gebildet, die die innere
Membran, den periplasmatischen Spalt, die Peptidoglykanschicht und die duBere
Membran der bakteriellen Zellwand iiberspannen und im aktiven Zustand aufen in
eine nadeldhnliche Struktur, den Translokator, {ibergehen [GALAN & COLLMER,
1999] (Abb.3).

Induziertes, inaktives Aktives, sezernierendes
Typ-lll-Sekretionssystem Typ-lll-Sekretionssystem
Zytoplasma .

Zielzelle translozierte

Effektorproteine &
und eukaryontische
Zielmolekile

e TITITITIRTINITY
= UL

L e A s
)

Translokator

Membran

Peptidoglykan-
schicht

Periplasma

innere
Membran

Bakterium

L .
ATP ADP+Pi Zytop|as ma O
. &ycd

Abb. 3: Arbeitsmodell des chlamydialen Typ-IlI-Sekretionssystems, basierend auf Homologien zu
Proteinen von Yersinia spp. Im aktiven Zustand durchqueren Proteine den Sekretionsapparat und
werden, zum Teil mit spezifischen Chaperonen (z.B. SycE und LcrH), iiber den Translokator in die
Zielzelle exportiert. Auf Wirtszellseite reguliert LcrE den Durchtritt sezernierter Faktoren (nicht
gezeigt). Die Energie fiir diesen Prozess liefert die membranstindige ATPase YscN in Interaktion mit

YscL. Schema modifiziert nach RAPPL [2001, S. 19] sowie FIELDS KA & HACKSTADT [2000, S. 1050].
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Nach der kompletten Entschliisselung der chlamydialen Genome fand man auch bei
allen Chlamydiaceae-Arten Gene, die fiir dieses Sekretionssystem kodieren
[STEPHENS et al., 1998; KALMAN et al., 1999; READ et al., 2000]. Typ-III-Sekretions-
systeme zeichnen sich dadurch aus, dass der Sekretionsvorgang im Gegensatz zu
anderen bakteriellen Sekretionssystemen iiber den direkten Kontakt des Bakteriums
mit der Membran der Zielzelle erfolgt [GALAN & COLLMER, 1999]. Im Fall von
Chlamydia also extrazelluldr bei Kontakt von EK mit der Wirtszell- und intrazelluldr
bei Kontakt von EK oder RK mit der Einschlusskorpermembran, woran sich der
Export und die Sekretion der Proteine ins Wirtszellzytosol oder deren Einbau in die
Einschlusskérpermembran anschliet [HSIA et al., 1997]. Weiterhin bendtigen die
meisten der Typ-IlI-sezernierten Effektoren die Hilfe anderer Proteine, so genannter
Chaperone, fiir eine erfolgreiche Sekretion. Typ-Ill-sezernierten Proteinen fehlt ein
erkennbares Signalpeptid fiir andere Sekretionswege; die Art und Weise, wie
Proteine vom Typ-III-Sekretionsapparat erkannt werden, ist bis jetzt unbekannt.
Elektronenmikroskopisch konnten Strukturen, die diese Sekretionsapparate
reprisentieren, auf der Oberfliche von EK und RK beobachtet werden, und zwar
jeweils an Stellen des Kontaktes zwischen Bakterium und Wirtszellmembran
[ROCKEY & MATSUMOTO, 1999]. Es gilt als gesichert, dass sowohl chlamydiale
Elementar- als auch Retikularkorper ein Typ-III-Sekretionssystem aufweisen [FIELDS
KA etal., 2003].

Auch bei C. pneumoniae fanden sich diese entsprechende Strukturen [MIYASHITA et
al., 1993] sowie bislang 13 Gene, die Homologien zu Strukturproteinen bekannter
Typ-III-Sekretionssysteme anderer Arten aufweisen und deren Transkription bis auf
eines (yscU) nachgewiesen werden konnte [SLEPENKIN et al., 2003]. Allerdings sind
diese Gene im Gegensatz zu allen anderen gramnegativen Bakterien bei Chlamydia
nicht zusammen gruppiert, sondern liegen iiber das gesamte Chromosom verstreut in
mindestens vier verschiedenen Subclustern vor [SUBTIL et al., 2000]. Auch weisen
diese nicht den sonst typischen um 10 % geringeren G/C-Gehalt im Vergleich zum
Gesamtgenom auf, da sich das gesamte chlamydiale Genom durch diesen geringen
G/C-Gehalt auszeichnet [STEPHENS et al., 1998; KALMAN et al.,, 1999]. Diese
Besonderheiten machen es schwierig, Typ-IlI-sezernierte chlamydiale Proteine zu

identifizieren, zumal diese - anders als die Strukturproteine des Sekretionsapparates -
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sehr geringe Homologien zu den Effektoren anderer Arten aufweisen. Kandidaten
zeichnen sich durch ihre Lokalisation in einem der beschriebenen Subcluster, die
Néhe zu moglichen Chaperonen und das Fehlen eines Signalpeptides eines anderen
Sekretionsweges aus.

Einer dieser moglicherweise Typ-Ill-sezernierten Effektoren ist das hypothetische
Protein CPn1020 (nach dem orthologen Gen von C. trachomatis auch CT861
genannt), das kein erkennbares Signalpeptid besitzt und dessen Gen sich an lcrH-2

anschlief3t (Abb. 4).

< cpn1019 < cpn1020 }{hlw cpn1022
< cpn0808 < cpn0809 épnoslom
< yopD < yopB |‘EII< lcrv

Abb. 4: Subcluster der hypothetischen Chaperone IrH-1 und lcrH-2 von C. pneumoniae (obere

Zeilen) und von IcrH von Yersinia enterocolitica (untere Zeile). Die Gene von cpnl019/cpnl020 und
cpn0808/cpn0809 zeigen Ahnlichkeiten zu den Typ-Ill-sezernierten Translokatoren yopD und yopB

von Yersinia spp.

LcrH-2 ist neben IcrH-1 eines der beiden homologen Gene zu /crH, das auch bei
anderen Organismen vorkommt, dort allerdings nur singuldr. In Yersinia spp. kodiert
lerH (= sycD) fiir das Chaperon der Translokatoren YopB und YopD, die Typ-III-
sezerniert werden und iiber eine Porenbildung in der Wirtszellmembran ihrerseits am
Export anderer Effektoren beteiligt sind [NEYT & CORNELIS, 1999]. Bei
C. pneumoniae wird IlcrH-2 im Entwicklungszyklus sehr frith (schon nach 1,5
Stunden) und lcrH-1 spit (erst nach iiber 24 Stunden) exprimiert [SLEPENKIN et al.,
2003]. CPn1020 zeigt keine Homologien zu YopB/YopD, wohl aber Ahnlichkeiten
deren GroBe und Hydrophobizititsmuster betreffend [SUBTIL et al., 2000].

Es konnte bereits fiir verschiedene chlamydiale Proteine die Sekretion iiber das Typ-

I11-Sekretionssystem demonstriert werden:
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Die so genannten Inc-Proteine, deren N-Termini von dem heterologen Typ-III-
System in Shigella flexneri erkannt und sezerniert wurden, sind fiir Chlamydien
spezifisch und werden nach Translokation in die FEinschlusskdrpermembran
eingelagert [SUBTIL et al., 2001; LUGERT et al., 2004]. IncA von C. trachomatis
interagierte in einem Yeast-Two-Hybrid-Screen mit sich selbst und ist damit
wahrscheinlich fiir die Fusion von Einschlusskérpern in mehrfach infizierten Zellen
verantwortlich [HACKSTADT et al., 1999]. Ebenfalls mit der Yeast-Two-Hybrid-
Methode wurde ein eukaryontischer Interaktionspartner von IncG gefunden, ndmlich
mit 14-3-3f ein Protein, das in eine Vielzahl von Signaltransduktionsprozessen
involviert ist [SCIDMORE & HACKSTADT, 2001].

CopN von C. trachomatis wird in Yersinia enterocolitica Typ-1ll sezerniert [FIELDS
KA & HACKSTADT, 2000]. Das zu CopN homologe YopN reguliert in Yersinia spp.
die Offnung des Sekretionsapparates und ermdglicht dariiber den Durchtritt von
Effektoren [RAMAMURTHI & SCHNEEWIND, 2002].

Das in Yersinia pseudotuberculosis Typ-1Il sezernierte Tarp-Protein (= translocated
actin-recruiting phosphoprotein, CT456) von C. trachomatis induziert nach Sekretion
in das Zytosol der Wirtszellseite mittels Tyrosin-Phosphorylierung eine Aktin-
Mobilisation und fordert so die rezeptorvermittelte Endozytose der extrazelluldren

Elementarkorper [CLIFTON et al., 2004].
1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch Analyse der Transkription, Expression
und Lokalisation in C. pneumoniae-infizierten menschlichen Epithelzellen das
hypothetische Protein CPn1020 zu identifizieren und charakterisieren, sowie iiber die
Verwendung eines Yeast-Two-Hybrid-Systems Hinweise auf die Funktion dieses
Proteins zu erlangen. Weiterhin sollten durch eine Untersuchung der Immunogenitit
von CPn1020 die Moglichkeiten der Einbeziehung dieses Proteins in die Diagnostik

von C. pneumoniae-Infektionen gepriift werden.
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2 MATERIAL

2.1  Organismen / Zelllinien

Zelllinie

HEp-2 Humane Epithelzellen, ATCC: CCL-23

Mikroorganismen Stamm Referenz

Chlamydophila pneumoniae AR-39 GRAYSTON et al., 1986

Escherichia coli DH5-a HANAHAN, 1983
BNN132 ELLEDGE et al., 1991

Saccharomyces cerevisiae AH109 JAMES et al., 1996
Y187 HARPER et al., 1993

2.2 Nukleinsauren

2.2.1 Plasmide

Plasmid Relevante Merkmale Referenz

pQE-30 T5/lacO-Promoter, 6xHis-Tag, amp' Qiagen

pGBKT7 GAL4 DNA-BD, TRP1, kan', c-Myc epitope | LOURET et al., 1997
pGBKT7-53 | murines p53 in pGBKT7

Clontech

pACT2 GAL4 AD, LEU2, amp' Lietal., 1994
pGADT7 GAL4 AD, LEU2, amp', HA epitope CHIEN et al., 1991
pGADT7-T | SV 40 large T-Antigen in pGADT?7 Clontech

pCLI komplettes wild-typ GAL4 Gen, LEU2, amp' | FIELDS S & SONG,

1989
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2.2.2 Oligonukleotide

Name

16S 1

16S 2
Cpnl1020 A
Cpnl020 B
pQE-30 5"Seq
pQE-30 3"Seq
Cpnl020 F
Cpnl020 R
YTH 1

YTH 2

YTH 3

YTH 4

YTH Seq 1
Lib 5'-Seq
Lib 3'-Seq

T7 5°-Seq

BD 3“-Seq

Sequenz (5"— 37)

GTC AAG TCA GCATGG CCCTT

CCC AGT CAT CAG CCT CACCT

TTT GTT TTT GAT TGG AAT CC

CGG AGA AAA CTT CAG AGA AG

CCC GAA AAG TGC CAC CTG

GTT CTG AGG TCATTA CTG G

NNN NNN GGA TCC ATG TCC TCT TGG TTA TCT

NNN NNN AAG CTT GCT TGG AGG AGG AAT TAC
NNN NNN GAA TTC TCC TCT TGG TTA TCT CAA GCA
NNN NNN CTG CAG GCT TGG AGG AGG AAT TAC AGG
NNN NNN GAA TTC ATA GGA GTG TTT ACA TTG AGC
NNN NNN CTG CAG TTA TCC TCT TAA GGA GTG GAG
GAA GGC TCT TGC AAA AATTT

TAA CCC ATA CGA TGT TCC

AGG CAA AAC GAT GTA TAA ATG

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC

ITT TCG TTT TAA AACCTA AGA G

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma ARK (Steinheim) bezogen.

2.2.3 DNA-Léangenstandard

100-bp DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

1 kb Ladder

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
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2.3 Proteine

2.3.1 Molekulargewichtsmarker

Pre-Stained Protein Marker New England Biolabs (Schwalbach)

2.3.2  Antikorper

Monoklonale Antikdrper

Maus-anti-His-Tag-1gG Qiagen (Hilden)
Maus-anti-c-Myc Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Maus-anti-C. pneumoniae Acris (Hiddenhausen)

Polyklonale Antikorper

AP-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG Dianova (Hamburg)
AP-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen-IgG Dianova (Hamburg)
AP-konjugiertes Kaninchen-anti-Mensch-IgG Dianova (Hamburg)
AP-konjugiertes Kaninchen-anti-Mensch-IgM Dianova (Hamburg)
AP-konjugiertes Kaninchen-anti-Mensch-IgA Dianova (Hamburg)
DTAF-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen-IgG Dianova (Hamburg)
Cy3-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG Dianova (Hamburg)

2.4 Nahrmedien und Zusatze

2.4.1 Nahrmedien fur die Zellkultur

EMEM (Earles modified Eagle Medium) Biochrom (Berlin)

mit 2 mM L-Glutamin und 1x nicht-essenziellen Aminosiuren
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2.4.2 Nahrmedien fur Bakterien

LB (Luria Bertani)-Medium, pH 7,0

1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)

0,5 % NaCl Merck (Darmstadt)
Fiir Platten zusitzlich 1,5 % Agar Merck (Darmstadt)
2.4.3 Nahrmedien fur Hefen

YPDA-Vollmedium (pH 6,5)

2 % Pepton Merck (Darmstadt)

1 % Hefeextrakt Becton Dickinson (Heidelberg)
2 % Glucose Merck (Darmstadt)
0,003 % Adenin-Hemisulfat Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Fiir Platten zusitzlich 2 % Agar Merck (Darmstadt)
SD-Selektivmedium (pH 5,8)

0,67 % Hefestickstoff Merck (Darmstadt)

10 % 10x Dropout-Losung sieche unten

2 % Glucose Merck (Darmstadt)
Fiir Platten zusétzlich 2 % Agar Merck (Darmstadt)
10x Dropout (DO)-L6sungen

10x -Leu/-Trp DO-Ldsung

6,4 g/l -Leucin/-Tryptophan-

Dropout-Supplement Clontech (Heidelberg)
10x -Ade/-His/-Leu/-Trp DO

5,0 g/l -Adenin/-Histidin/-Leucin/-Tryptophan-

Dropout-Supplement Clontech (Heidelberg)
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244 Zusatze

Antibiotika

Ampicillin (Sigma-Aldrich)
Gentamicin (Biochrom)
Kanamycin (Sigma-Aldrich)
Vancomycin (Sigma-Aldrich)
Amphotericin B (Biochrom)

Sonstige Zuséatze

L-Glutamin (Biochrom)

Nicht-essenzielle Aminosauren (Biochrom)
Cycloheximid (Sigma-Aldrich)

FCS (Biochrom)

X-a-gal (Clontech), in DMF

Stammldsung

50 mg/ml
10 mg/ml
50 mg/ml
125 mg/ml
250 pg/ml

200 mM
100x
50 pg/ml
100 %
20 mg/ml

Endkonzentration

100 pg/ml
25 png/ml
50 pg/ml
50 pg/ml
2,5 pg/ml

2 mM
Ix
1 pg/ml
10 %
20 pg/ml

2.5 Standardlésungen und Puffer

EDTA (Versen) | 1% in PBS ohne Ca*"/ Mg2+
1x PBS
1x TE 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5

alle Biochrom (Berlin)

140 mM NacCl, 2,7 mM KClI, 1,5 mM KH2 PO4, 4 mM Na2 HPO4
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2.6 Reaktionssets (Kits) und Enzyme

2.6.1 Kits

RNA Isolation

Qiashredder Qiagen (Hilden)
RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)
RNase free DNase Set Qiagen (Hilden)
RNase freie DNase Promega (Mannheim)

Reverse Transkription
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit

Plasmid-DNA lIsolation
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Genomische-DNA Isolation
QIAamp DNA Mini Kit

DNA-Elution aus Agarose-Gelen

QIAEX II Gel Extraction Kit

DNA-Aufreinigung
QIAquick PCR Purification Kit

Protein-Elution aus Polyacrylamidgelen

Biotrap Starterkit

Proteinkonzentrationsbestimmung

Pierce BCA Protein Assay Kit

Ligation
Quick Ligation Kit

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Schleicher & Schuell (Dassel)

Pierce (Rockford, IL, USA)

New England Biolabs (Schwalbach)
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2.6.2 Enzyme

Lysozym Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Lyticase Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Proteinase K Roth (Karlsruhe)
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Schwalbach)
Taq DNA-Polymerase Roche (Mannheim)

Trypsin Biochrom (Berlin)

2.7 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

2.7.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden, soweit im Text nicht
anders erwéhnt, von den Firmen Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Calbiochem (Bad Soden) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.
Alle Losungen wurden soweit nicht anders angegeben generell in doppelt

destilliertem Wasser angesetzt.
2.7.2 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen: Nunc (Roskilde,
Dénemark), Falcon, Becton-Dickinson (beide Heidelberg), Corning/Costar (Boden-

heim), Greiner (Frickenhausen), Braun-Melsungen (Melsungen).
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2.7.3 Gerate

Gerat Modell, Hersteller
Brutschrinke Heraeus (Hanau)
Fluoreszenzmikroskop DM R, Leica (Heidelberg)

Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoresekammern
Magnetriihrer

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Photometer
Schiittelinkubator
Semi-Dry Blotter

Spannungsgerite

Sterilbank

Thermocycler
Thermomixer
Uberkopfschiittler
UV-Tisch
Vortexer

Waagen

Wasserbad
Zellkulturmikroskop

Zentrifugen

BioDoc II, Biometra (Gottingen)

Mini Protean II, Biorad (Miinchen)

RCT basic, IKA Labortechnik (Staufen)

766 Calimatic, Knick (Berlin)

Reference, Eppendorf (Hamburg)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)

Ultraspec 1000, Pharmacia Biotech (Freiburg)
SM-30 Control, Johanna Otto GmbH (Hechingen)
Sartorius (Gottingen)

EPS 500/400 und 600, Pharmacia Biotech
(Freiburg)

BDK-S 1800, BDK Luft- und Reinraumtechnik
(Sonnenbiihl)

T3, Biometra (Gottingen)

Compact, Eppendorf (Hamburg)

Renner GmbH (Dannstadt)

TFX-20M, Gibco BRL (Eggenstein)

Reax Top, Heidolph (Kelheim)

* BP 221 S, Sartorius (Gottingen)

* LP 6200 S, Sartorius (Gottingen)

GFL (Burgwedel)

DM IL, Leica (Heidelberg)

* Megafuge 2.0 und 2.0 RS, Heraeus (Hanau)

* 5417 C und 5415 R, Eppendorf (Hamburg)

* RC-26 Plus, Sorvall-Kendro (Hanau)

* Optima LE 80-K, Beckman-Coulter (Krefeld)
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3 METHODEN
3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von HEp-2-Wirtszellen

Als Wirtszelllinie zur Kultivierung der Chlamydien wurden ausschlielich humane
Larynxkarzinom-Epitheloidzellen (HEp-2-Zellen) verwendet. Diese wurden in
125-cm2-Zellkulturflaschen in EMEM mit 2 mM L-Glutamin, 1x nicht-essenziellen
Aminoséduren, 10 % FCS (hitzeinaktiviert), 25 ng/ml Gentamicin, 50 pg/ml Vanco-
mycin und 2,5 pg/ml Amphotericin B kultiviert. Die Zellen wurden bei 37°C, 5 %
CO2 und 99 % Luftfeuchtigkeit bebriitet. Bei Erreichen einer konfluenten Zelldichte
wurde mit 1 % EDTA gewaschen und mit 2 ml 0,25 % Trypsin (in PBS ohne Ca®’,
Mg*") bis zur vollstandigen Zellabldsung inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
pelletiert (1300 g, 5 min, 20°C) und in komplettem Kulturmedium in subkonfluenter

Zelldichte neu ausgesiit.
3.1.2 Kultivierung von Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae wurde in HEp-2-Wirtszellen vermehrt. Dazu wurden
bereits mit HEp-2-Zellen konfluent bewachsene 6-Napfplatten mit je 1 ml
Chlamydien-Suspension pro Napf iiberschichtet und bei 2000 g und 35°C fiir 45 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand ersetzt durch Serum-freies EMEM,
komplementiert durch 2 mM L-Glutamin, 1x nicht-essenzielle Aminosduren,
25 pg/ml Gentamicin, 50 pg/ml Vancomycin, 2,5 pg/ml Amphotericin B und
1 pg/ml Cycloheximid. 72 h nach der Infektion wurde der Zellrasen abgeschabt, samt
Medium mit einer Kaniile (& = 0,90 mm) aufgenommen, die Wirtszellen mittels
Passage durch eine zweite Kaniile (& = 0,45 mm) lysiert und bei 800 g und 35°C fiir
10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand zur erneuten Infektion von

HEp-2-Zellen verwendet bzw. mit 10 % FCS versetzt bei — 70°C eingefroren.
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3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Chlamydophila pneumoniae

Pro Napf einer 24-Napfplatte wurden je 2x10° HEp-2-Zellen eingesit.
AnschlieBend wurden verschiedene Verdiinnungsstufen (1:1, 1:10, 1:100 und 1:200,
je 300 ul) der Chlamydien-Suspension aufzentrifugiert. Die Fixierung erfolgte nach
52 bis 56 h mit Methanol (-20°C, 500 pl, 1 min). Danach wurde mit gefilterter, 1:10
verdiinnter Giemsa-Losung (300 pl) fiir 30 min angefdrbt, drei Mal mit Wasser
gesplilt und die Zahl der Einschlusskorper pro 100 HEp-2-Zellen ermittelt.

3.2  Anzucht und Manipulation von Bakterien und Hefen

3.2.1 Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte bei 37°C iiber Nacht und in Gegenwart geeigneter
Antibiotika entweder auf LB-Agarplatten im Brutschrank oder in LB-Fliissigmedium
im Schiittler bei 250 U/min.

3.2.2 Praparation chemisch kompetenter Escherichia-coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte durch eine
Behandlung mit RbCI [nach HANAHAN, 1983]. Ausgehend von einer Einzelkolonie
oder einem gefrorenen Aliquot von E. coli-Zellen wurde eine Ubernachtkultur von
5ml angesetzt. 4 ml dieser Kultur wurden am néchsten Morgen mit 100 ml
vorgewarmtem LB-Medium versetzt, und die Bakterien nach dem Erreichen einer
ODs0onm von 0,4 bis 0,5 durch Zentrifugation bei 3300 g und 4°C fiir 10 min
sedimentiert. Die Zellpellets wurden mit je 40 ml eiskaltem TfB1 resuspendiert und
5 min auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 4 ml

eiskaltem TfB2 aufgenommen und Aliquots von 100 ul bei -70°C gelagert.

TfB1 (pH 5.8)
30 mM KAc, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15 % Glycerin

TfB2 (pH 6.5
10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI, 15 % Glycerin
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3.2.3 Transformation von Escherichia-coli-Zellen

Zur Transformation von E. coli [modifiziert nach HANAHAN, 1983] wurden chemisch
kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 1 (Plasmid-DNA) bis
100 ng (Ligationsansatz) DNA fiir 30 min auf FEis inkubiert. Nach einer
Hitzebehandlung fiir 45 s bei 42°C wurden die Zellen weitere 2 min auf Eis gehalten
und nach Zugabe von 900 pl LB-Medium 60 min bei 37°C und 250 U/min inkubiert.
Zur Selektion der transformierten Bakterien wurden unterschiedliche Mengen der
Bakterienkultur in Anwesenheit eines geeigneten Selektionsmarkers auf LB-
Agarplatten ausplattiert, bzw. LB-Fliissigmedium beimpft und liber Nacht bei 37°C
inkubiert.

3.2.4  Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte stets bei 30°C bis zum Erreichen der
gewiinschten Zelldichte bei 250 U/min im Schiittelinkubator oder nach dem
Ausstreichen mit einer abgeflammten Ose oder einem sterilen Drigalski-Spatel auf
Agarplatten, jeweils in Gegenwart von YPDA-Vollmedium oder geeignetem SD-

Mangelmedium.
3.25 Transformation von Saccharomyces-cerevisiae-Zellen

Die Hefezelltransformationen im Rahmen der Yeast-Two-Hybrid-Versuche erfolgte
als simultane Kotransformation mittels der Lithium-Acetat Methode [modifiziert
nach ITO et al., 1983; SCHIESTL & GIETZ, 1989; HILL et al., 1991; GIETZ et al., 1992].
Hefezellen wurden mit Lithiumacetat (LiAc), der zu transformierenden Plasmid-
DNA, einem Uberschuss an Carrier-DNA und Polyethylen (PEG) inkubiert und in
Anwesenheit von Dimethylsulfoxid (DMSO) einem Hitzeschock ausgesetzt,
wodurch DNA in die Hefezellen eindringen kann. AnschlieBend wurden die Zellen
auf Platten mit entsprechenden Selektionsmedien ausgestrichen.

Fir die Transformation der Genbank wurden einige 2 bis3 mm grof3e
Hefezellkolonien fiir 16-18h in 150 ml YPDA inkubiert, ein Teil davon
anschlieBend in 11 YPDA auf eine ODgponm von 0,2 - 0,3 verdiinnt und fiir weitere

3 - 5 h inkubiert, bis eine ODggonm von 0,4 - 0,6 erreicht war. Daraufhin wurden die
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Zellen bei 1000 g fiir 5 min bei Raumtemperatur sedimentiert, mit H,O gewaschen,
erneut zentrifugiert und in 8§ ml 100 mM LiAc (in TE-Puffer) resuspendiert.
Anschliefend wurden bei Kotransformation 850 ug Kdoder-, 500 pg Genbankplasmid
(im 2:1-molaren Verhiltnis von Koéder- zu Genbankplasmid), 20 mg Heringsperma
Carrier-DNA (Clontech) und 60 ml PEG/LiAc-Losung zu den kompetenten
Hefezellen gegeben, der Transformationsansatz 1 min gemischt und 30 min bei 30°C
unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden 7 ml DMSO addiert, vorsichtig gemischt,
die Zellen fiir 15 min bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und fiir 2 min auf Eis
gestellt. Nach Zentrifugation und Resuspension in 10 ml YPDA wurden je 200 pl auf
groe (J=130mm) und je 100 pul auf kleine (& =90 mm) Platten des ent-
sprechenden Selektionsmediums ausgestrichen.

Fir Vor- und Kontrollversuche wurden entsprechende Transformationen in

kleinerem MalBstab durchgefiihrt.
3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren

3.3.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus Chlamydophila pneumoniae

Genomische DNA von C. pneumoniae wurde aus dem abzentrifugierten
Chlamydien-Uberstand nach Zelllyse durch Proteinase K mit dem QIAamp DNA
Mini Kit nach den Angaben des Herstellers isoliert.

3.3.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Prédparation und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit den Qiagen-
Plasmid-Kits fiir Mini- und Maxi-Praparation nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Hierbei wurden die Bakterien in Gegenwart von RNase alkalisch
lysiert und die Lysate durch Zentrifugation von Proteinen und genomischer DNA
getrennt. Die klaren Lysate wurden darauthin auf Sdulen gegeben und die Plasmid-
DNA an die Silika-Membran der Siulen gebunden. Weitere Verunreinigungen
wurden durch Waschschritte entfernt und die reine Plasmid-DNA in entsprechenden

Puffervolumina aufgenommen.
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3.3.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus S. cerevisiae erfolgte mittels des QIAprep Spin
Miniprep Kits. Um aufgrund der im Vergleich zu E. coli widerstandsfdhigeren
Zellwand der Hefen eine ausreichende Lyse zu gewihrleisten, wurde diese vorher
enzymatisch angedaut. Hierfiir wurden die abzentrifugierten Hefezellen in 50 pl TE-
Puffer resuspendiert und mit 50 U Lyticase (in 10 pl) fiir eine Stunde bei 37°C und
900 U/min im Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurden 20 pl 10 % SDS
zugegeben, eine Minute gevortext und die Proben fiir 30 min bei - 20°C eingefroren.
Nach dem Auftauen und nochmaligen Vortexen wurde das QIAprep Spin Miniprep-
Protokoll nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt und die isolierte und
aufgereinigte Plasmid-DNA in 50 pl Puffer eluiert.

3.3.1.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus HEp-2-/Chlamydophila-pneumoniae-
Zellkultur

Die Gesamt-RNA von mit C. pneumoniae infizierten HEp-2-Zellen wurde mittels
des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers isoliert. Hierfiir
wurde der Zellrasen abgeschabt, in Lysepuffer (RLT) aufgenommen und mit einer
QIAshredder-Sdule homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 70 % Ethanol versetzt
und die RNA mittels Zentrifugation an die Matrix einer RNeasy-Sdule gebunden.
Eventuell kontaminierende DNA, die in anschlieBenden RT-PCR Reaktionen storen
wiirde, wurde durch einen DNase-Verdau direkt auf der Sdule mittels des RNase-
freien DNase-Sets (Qiagen) eliminiert. Nach mehreren Waschschritten wurde die

RNA mit RNase-freiem Wasser von der Saule eluiert.
3.3.1.5 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma SeqlLab (Géttingen) durchgefiihrt.
Neben 5 pmol Primer betrug die eingesetzte DNA-Menge fir PCR-Produkte
40 - 200 ng und fiir Plasmide ca. 600 ng.
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3.3.1.6 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Gemill dem Lambert-Beer-Gesetz ist die Konzentration einer Losung direkt
proportional zu ihrer Extinktion. Diese Relation macht man sich bei der
spektralphotometrischen Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren zu Nutze
[SAMBROOK et al., 1989]. Von einer Verdiinnung der gereinigten Nukleinsiure (die
gemessenen Extinktionswerte sollten im Bereich von 0,1 - 1,0 liegen, um eine
ausreichende Genauigkeit zu gewdhrleisten) wurde im Spektralphotometer die
Absorption bei 260 nm (Absorptionsmaximum der Nukleinsduren) und bei 280 nm
(Absorptionsspektrum von Proteinen) bestimmt. Die Messung erfolgte in 100-pl-
Quarz-Kiivetten.

Es gilt folgende Relation zwischen gemessener Extinktion und Konzentration der

Nukleinsaure:

. dsDNA: 1 OD2s0= 50 mg/ml
. ssDNA: 1 OD2s0=33 mg/ml
. RNA: 1 OD260 =40 mg/ml

Um ein MaB fiir die Reinheit der Nukleinsdureldosung zu erhalten, kann der Quotient
OD260nm/OD2sonm gebildet werden. Optimale Werte liegen fiir RNA bei 1,9 - 2,0 und
fiir DNA bei 1,8.

Im Normalfall waren nur Nukleinsdurekonzentrationen von mehr als 0,1 mg/ml mit
hinreichender Genauigkeit photometrisch messbar. Die Konzentration geringerer
DNA-Mengen konnte durch Ethidiumbromid-Fiarbung bestimmt werden. Die
Konzentration des in die DNA interkalierten Ethidiumbromids ist direkt proportional
zur Konzentration der DNA. Die auf dem UV-Schirm vom Ethidiumbromid
emittierte Fluoreszenzstrahlung stellt somit ein Mal} fiir die DNA-Menge dar. Die
Konzentration der DNA-Losung wurde durch den Vergleich mit einem DNA-

Standard bekannter Konzentration abgeschétzt.
3.3.1.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese [SAMBROOK et al., 1989] wird benutzt, um DNA-

Fragmente im elektrischen Feld ihrer GroBe nach aufzutrennen.
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0,8 - 2 % Agarose wurde in TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht, nach dem
Abkiihlen auf etwa 60°C 0,1 ug/ml Ethidiumbromid zugegeben und das Gel zum
Abkiihlen in eine mit einem Kamm bestiickte Flachgelapparatur gegossen. Nach
Erstarren wurde das Gel in einer Gelkammer mit TAE-Puffer iiberschichtet und der
Kamm entfernt. Die DNA-Proben wurden mit 6x Auftragspuffer versetzt und
zusammen mit einem DNA-Léngenstandard auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 5-10 V/em in der Flachgelapparatur. Durch die
Interkalierung des Ethidiumbromids in die DNA konnte diese unter UV-Anregung
sichtbar gemacht und fotografiert werden. Die Nachweisgrenze liegt dabei bei etwa

20 ng pro Bande.

TAE-Puffer
40 mM Tris, 1 % Essigsdure, | mM EDTA (pH 8,0)

6x Auftragspuffer
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

3.3.1.8 Extraktion von DNA aus praparativem Agarosegel

DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die entsprechende DNA-
Bande auf einem Transilluminator unter UV-Licht (70 % der normalen Intensitit, um
DNA-Schédden zu vermeiden) mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des
QIAEX II Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers isoliert. Dazu wurde das
ausgeschnittene Agarosegelfragment in den Puffern QX1 und QIAEX IT (Qiagen) bei
50°C gelost, die Agarose und der restliche Puffer durch Waschen an einer Silika-
Matrix entfernt und die DNA in H,O eluiert.

3.3.2  Amplifizierung von Nukleinsauren
3.3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der PCR [modifiziert nach MULLIS & FALOONA, 1987] wird mit Hilfe einer
DNA-Polymerase und zweier gegenldufiger Primer ein dazwischen liegender DNA-
Abschnitt  selektiv  amplifiziert. Durch Denaturierung und anschlieBende

Renaturierung wird den Primern die Bindung an deren komplementidren Sequenzen
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auf dem Matrizenstrang ermdglicht. Ausgehend von diesen Primern katalysiert eine
hitzestabile DNA-Polymerase (im Rahmen dieser Arbeit die Tag-DNA-Polymerase
aus Thermophilus aquaticus) die Synthese des komplementiren Strangs, der in
folgenden Zyklen ebenfalls als Matrize fiir die Bindung der spezifischen Primer und
DNA-Polymerisation dient. Durch Wiederholung des beschriebenen Zyklus kommt
es zu einer exponenziellen Vervielfdltigung des DNA-Abschnitts zwischen den

beiden Primern.

Standard-PCR-Reaktionsansatz

VVolumen/Reaktion Endkonzentration
Matrizen-DNA variabel 20-200 ng / Reaktion
5°- /3 -Primer 1 ul 50 uM
Desoxyribonukleotide (Roche) 0,4 ul 800 uM
10x Tagq-Puffer (Roche) Sul Ix (1,5 mM MgCl,)
Tag-DNA-Polymerase 0,2 ul 1U
H,O ad 50 pl

Nach Zugabe aller Reagenzien wurden die Reaktionsgefifle kurz anzentrifugiert und
in den bereits auf 95 °C vorgeheizten Block der PCR-Maschine mit beheizbarem

Deckel (100°C) gestellt.

Thermocycler-Reaktion (variable Werte im Ergebnisteil jeweils angegeben)

Initiale PCR-Aktivierung 5 min 95°C
3-Schritt Zyklus

Denaturierung 30s 94°C
Annealing 1 min 50-68°C
Elongation 15 s—2 min 72°C
Zyklenzahl 25-40

Finale Elongation 10 min 72°C

Die PCR-Produkte wurden anschlielend elektrophoretisch analysiert oder mit Hilfe
des QIAquick PCR Purification Kits aufgereinigt und umgepuffert.
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3.3.2.2 Semiquantitative RT-PCR

Unter RT-PCR versteht man die Kombination aus der Umschreibung von mRNA in
komplementdre DNA (cDNA) mittels Reverser Transkriptase, einer aus RNA-Viren
stammenden DNA-Polymerase, und einer sich anschlieBenden PCR-Reaktion, in der
die entstandene cDNA spezifisch amplifiziert wird.

Semiquantitativ wird diese RT-PCR, wenn verschiedene RNA-Pools, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnenen wurden, untereinander durch Vergleich
der Expression eines konstitutiv exprimierten Gens normiert werden. Die so
eingestellten RNA-Pools kdnnen bei Verwendung der gleichen RNA-Mengen, die
fiir das konstitutiv exprimierte Gen gleich starke Signale ergeben, hinsichtlich der
Expression verschiedener Gene miteinander verglichen werden. Zur Angleichung der
RNA-Proben wurde das /6S-Gen von C. pneumoniae verwendet. Nach einer RT-
PCR von 76S mit jeweils 100 ng Gesamt-RNA wurden die Proben in eine
Ethidiumbromid-Agarosegelelektrophorese eingesetzt und die Intensititsstirken der
Nukleinsdurebanden mit dem Programm ScanPack 3.0 (Biometra) ermittelt. Fiir die

RT-PCR-Reaktion wurde der OneStep-RT-PCR Kit (Qiagen) benutzt.

RT-PCR-Reaktionsansatz

Volumen/Reaktion Endkonzentration

Gesamt-RNA 1l 100 ng / Reaktion
5°-/ 3 -Primer 1 ul 50 uM
Desoxyribonukleotide 2 ul 1,6 mM

5x Reverse Transkriptase-Puffer 10 pl Ix (2,5 mM MgCl,)
5x Q-Solution 10 pl 1x
RT-PCR Enzym-Mix 2 ul

H,0, RNase-frei ad 50 ul
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Thermocycler-Programm (variable Werte im Ergebnisteil jeweils angegeben)

Reverse Transkription 30 min 50°C
Initiale PCR-Aktivierung 15 min 95°C
3-Schritt Zyklus

Denaturierung 1 min 94°C
Annealing 1 min 50-68°C
Elongation 15 s—2 min 72°C
Zyklenzahl 25-40

Finale Elongation 10 min 72°C

3.3.3 Enzymatische Modifikation von DNA
3.3.3.1 Restriktion

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basenpaarsequenzen und spalten
die Phosphodiester-Bindungen doppelstrangiger DNA. Zur Restriktion von DNA
[SAMBROOK et al., 1989] wurden die Enzyme gemdfl den Herstellerangaben bei
optimalen Puffer- und Temperaturbedingungen eingesetzt. Die Volumina der
Ansitze wurden so gewihlt, dass die Endkonzentration an Glycerin nicht mehr als
5% betrug. Da die meisten Enzyme in einem Puffer mit 50 % Glycerin gelagert

werden, entsprach der maximale Anteil an Enzym 10 % des Endvolumens.
3.3.3.2 Ligation

Die Ligation zweier doppelstringiger DNA-Enden erfolgte mit dem Quick Ligation
Kit (New England Biolabs). Hierfiir wurden in einem Endvolumen von 20 ul etwa
50 ng des restringierten Plasmids (= Vektor) mit einem 5-fach molaren Uberschuss
des zu integrierenden DNA-Fragments (= Insert), 10 ul 2x Quick Ligation Puffer und
1 ul Quick T4 DNA Ligase fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung und Aufreinigung rekombinanter His-Tag-

Fusionsproteine
3.4.1.1 Prinzip des QiaExpressionist-Systems

QiaExpressionist (Qiagen) ist ein System zur Klonierung, Expression und
Aufreinigung rekombinanter Proteine in E. coli. Die DNA-Sequenz, die fiir das
gewlinschte Protein kodiert, wurde mittels PCR amplifiziert und in die multiple
Klonierungsstelle des Expressionsvektors pQE-30 eingefiigt.

Auf dem Vektor befindet sich ein starker Phage-T5-Promotor mit zwei lac-Operon-
Sequenzen, ein eigenes ATG-Start-Codon mit einem Marker aus sechs Histidin-
Resten (,,Tag®), eine multiple Klonierungsstelle und anschlieBenden Stopp-Codons
in allen Leserahmen. Die lac-Operons dienen der effizienten Repression des T5-
Promotors. Ein lac-Repressor-Protein bindet an die lac-Operon-Sequenzen und
verhindert so die Transkription am T5-Promotor. Setzt man IPTG hinzu, kommt es
zu einer Konfirmationsdnderung und Ablosung des Repressorproteins, so dass eine
Transkription am T5 Promoter stattfinden kann und das rekombinante Protein
darauthin translatiert wird. Der Histidin-Marker am N-Terminus dient der
Aufreinigung und des spiteren Nachweises der Proteine. Sechs aufeinander folgende
Histidin-Molekiile bilden eine Struktur aus, die spezifisch an Nickel-
Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA) bindet, was man zur Aufreinigung der Proteine nutzt.
Ni-NTA-Agarose (Ni-NTA gekoppelt an Sepharose) dient dabei als Matrix, wodurch
sich das rekombinante Protein aus E. coli-Lysat isolieren lasst. Mittels Antikorpern,
die spezifisch den His-Marker erkennen, lassen sich die so aufgereinigten Proteine
im Western-Blot nachweisen. In dieser Arbeit wurde ein rekombinantes His-Tag-
Fusionsprotein aus der hydrophilen N-terminalen Hilfte von CPn1020 in pQE-30

kloniert, in E. coli exprimiert und aufgereinigt.
3.4.1.2 Expression des rekombinanten Proteins

Zur Expression des His-Tag-Fusionsproteins wurde {iber Nacht im Schiittelinkubator

bei 37°C eine Vorkultur des den entsprechenden Expressionsvektor tragenden
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E. coli-Stammes in LB-Selektionsmedium angelegt. Am nédchsten Tag wurden die
Bakterien 1:100 in Selektionsmedium verdiinnt und bis zum Erreichen einer
optischen Dichte von ODesoonm = 0,6 inkubiert. Das Kulturvolumen entsprach bei
Kontroll- und Vorversuchen 20 ml, bei Versuchen im groBen Malstab zwecks
Gewinnung groflerer Mengen des rekombinanten Proteins 1 1. Die Proteinexpression
wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM) induziert und die Zellen
nach weiteren 4 h Inkubation abzentrifugiert.

Zum Aufschluss der Zellen und Proteinextraktion wurden die Sedimente in 40 ml
Lysepuffer (im kleinen Mafstab 500 pl) resuspendiert und 20 min auf Eis in der
Gegenwart von Lysozym (Endkonzentration 200 pg/ml) und TritonX-100
(Endkonzentration 1 %) lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat fiir eine Stunde in
der Ultrazentrifuge bei 150.000 g und 4°C zentrifugiert, der (16sliche) Uberstand
abgenommen und die unlosliche Fraktion in 8 M Harnstoff bei 95°C aufgekocht. Die
verschiedenen Fraktionen konnten nun aufgereinigt, bzw. mittels SDS-PAGE und

Western-Blot analysiert werden.

Lysepuffer (pH 8.0)
50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol

3.4.1.3 Proteinaufreinigung

Nach Proteinexpression in 1 1 Kulturvolumen, Zellaufschluss und Ultrazentrifugation
wurde der Uberstand mit 1,5ml Ni-NTA (Qiagen) iiber Nacht bei 4°C im
Uberkopfschiittler inkubiert. Am niichsten Tag wurde dann das an die Ni-NTA-
Matrix gebundene Fusionsprotein iiber einer Sdule mit 30-70 ml Waschpuffer

gewaschen und in 1,5 ml Elutionspuffer gelost.

Waschpuffer (pH 8.,0)
50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 15 bzw. 30 mM Imidazol

Elutionspuffer (pH 8.0)
50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol
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3.4.2 Proteinextraktion aus HEp-2-/Chlamydophila-pneumoniae-
Zellkultur

Mit C. pneumoniae infizierte HEp-2-Zellen wurden mit einem Spatel vom Boden der
Kulturflasche abgelost, samt Medium mit einer Kaniile (=090 mm)
aufgenommen, mittels Passage durch eine zweite Kaniile (J = 0,45 mm) lysiert, fiir

10 min mit 830 g zentrifugiert und das Sediment bei - 20°C eingefroren.
3.4.3 Proteinextraktion aus Hefezellen

Die Proteinextraktion aus Hefezellen erfolgte iiber einen Harnstoff/SDS-vermittelten
Zellwandaufschluss [modifiziert nach PRINTEN & SPRAGUE, 1994]. Eine dicht
bewachsene 5 ml Hefe-Ubernachtkultur wurde nach Zugabe von 50 ml YPDA bis
zum Erreichen einer ODggonm von 0,4 - 0,6 bei 30°C unter Schiitteln inkubiert und
nach Zugabe von sterilem Eis fiir 5min mit 1000 g bei 4°C abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet mit eiskaltem Wasser gewaschen, die erneut
abzentrifugierten Zellen sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 70°C
gelagert.

Zur Proteinextraktion wurde das Zellpellet in 400 ul Aufschlusspuffer und 10 ul -
Mercaptoethanol resuspendiert, ca. 300 pl Glasperlen hinzugefiigt und fiir 10 min bei
70°C inkubiert. Danach wurde 1min gevortext und der Uberstand nach
Zentrifugation (16.000 g, 5 min, 4°C) auf Eis gestellt. Der zweite Uberstand wurde
nach 5 miniitigem Aufkochen des Pellets bei 99°C, einminiitigem Vortexen und
erneuter Abzentrifugation gewonnen, mit dem ersten Uberstand vereinigt und zur

Analyse in einer SDS-PAGE eingesetzt.

Aufschlusspuffer
8 M Harnstoff, 5 % SDS, 40 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,1 mM EDTA, 0,4 mg/ml

Bromphenolblau

Glasperlen
425-600 pm, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteingemischen wurde die
diskontinuierliche SDS-PAGE [LAEMMLI, 1970] unter denaturierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Im Proteinauftragspuffer enthaltenes Dithiothreitol 16st iiber eine
Aufspaltung von Disulfidbriicken vorhandene Sekundirstrukturen auf und bewirkt
zusammen mit dem Detergens Natrium-Dodecylsulfat (SDS) die Dissoziation und
Solubilisierung komplexer Proteinmolekiile. SDS lagert sich an Proteine in einem
festen Massenverhéltnis (etwa ein Molekiil SDS pro zwei Aminosédurereste) an. Im
elektrischen Feld wandern die vom SDS umgebenen und somit pro Masseneinheit
konstant negativ geladenen Proteine in Richtung Anode, wodurch es zur
Auftrennung der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes kommt.

Fiir die Herstellung der 0,75 mm dicken Gelsysteme wurde in einer vertikalen
Gelapparatur zunédchst ein Trenngel mit 12 - 15 % Acrylamid (AA) gegossen und
dieses zwecks Ausbildung einer geraden Lauffront mit Isopropanol iiberschichtet.
Nach Polymerisation des Acrylamids und Entfernung des Alkohols wurde ein
Sammelgel (4,4 % AA) auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm
luftblasenfrei eingesetzt. Die Proteinproben wurden mit Proteinauftragspuffer im
Verhiltnis 1:4 gemischt, 5 min auf 99°C erhitzt, nach vollstandiger Polymerisation
des Geles mit einem Molekulargewichtsmarker aufgetragen und in Laemmli-
Laufpuffer bei 25 mA fiir ca. 90 min aufgetrennt, bis die Bromphenolblaufront aus

dem Gel herauslief.

Trenngel
12-15 % AA, 0,2 % SDS, 375 mM Tris (pH 8,8), 0,04 % APS, 0,2 % TEMED

Sammelgel
4,4 % AA, 0,2 % SDS, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,05 % APS, 0,4 % TEMED,
0,004 % Bromphenolblau

4x Proteinauftragspuffer
250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 4 % SDS, 40 % Glycerin, 130 mM Dithiothreitol,
0,004 % Bromphenolblau
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Laemmli-Laufpuffer

25 mM Tris, (pH 8,3), 0,2 M Glycin, 0,1 % SDS

3.45 Coomassie-Farbung

Um Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen unspezifisch sichtbar zu machen, wurden
diese im Anschluss an die Elektrophorese eine Stunde bei Raumtemperatur in
Coomassie-Férbelosung geschwenkt und danach so lange mit Entfirbelosung
gewaschen, bis der Hintergrund von Farbriickstinden befreit war. AnschlieBend
wurde das Gel zwischen zwei angefeuchteten Einmachfolien in einen Rahmen

gespannt und fiir ein bis zwei Tage getrocknet.

Coomassie-Firbelosung

30 % Methanol, 10 % Essigséure, 0,025 % Coomassie Brilliant Blue

Entfarbeldsung
30 % Methanol, 10 % Essigsdure

3.4.6 Proteinisolierung aus praparativem SDS-Polyacrylamid-Gel

Um eine Proteinbande aus einem SDS-Polyacrylamidgel zu isolieren, wurde das Gel
nach elektrophoretischer Auftrennung kurz mit Coomassie-Féarbelosung und
Entfarber inkubiert, so dass die entsprechende Proteinbande mit einem Skalpell
herausgeschnitten werden konnte. AnschlieBend wurde das Protein mit Hilfe des
S&S Biotrap Starter Kits (Schleicher & Schuell) nach den Angaben des Herstellers
isoliert. Der Kit arbeitet mit einer mit Elutionspuffer gefiillten Elektrophorese-
kammer, in der zwei unterschiedlich permeable Membranen eine Elutionskammer
bilden, vor deren kathodenzugewandter Seite die herausgeschnittenen Gelstiicke
platziert werden. Nach Anlegen einer Spannung von 100 V iiber Nacht wandern die
Proteine aus dem Gel in Richtung der Anode durch die fiir Bestandteile des Geles
undurchléssige erste Membran hindurch in die Elutionskammer. Diese Kammer wird
anodenwirts von einer zweiten Membran begrenzt, welche wiederum fiir die
Proteine impermeabel ist. Nach 12 - 16 h wurde fiir 30 s bei 200 V umgepolt, um die
Proteine von der zweiten Membran zu l6sen, und die Elutionskammer mit dem darin

befindlichen Protein entleert.
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Elutionspuffer
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,025 % SDS

3.4.7 \Western-Blot

Ein Western-Blot wird dazu verwendet, Proteine spezifisch nachzuweisen. Im
Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Nachweis des rekombinant hergestellten
CPn1020-His-Tag-Fusionsproteins, des nativen CPn1020 in infizierten HEp-2-Zellen
und von gegen CPn1020 gerichteten Antikorpern in menschlichen Seren.

Ein Western-Blot gliedert sich in den Transfer von mittels SDS-PAGE aufgetrennten
Proteinen auf eine Membran und die sich anschlieBende Detektion mit spezifischen

AntikSrpern.
3.4.7.1 Proteintransfer auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Semi-Dry-Blotting
[modifiziert nach KYHSE-ANDERSEN, 1984] elektrophoretisch auf Polyvinyliden-
Difluorid (PVDF)-Membranen iibertragen.

Die Transfereinheit war luftblasenfrei wie folgt aufgebaut:

* Graphitelektrode (Anode), angefeuchtet mit H,O
6 Filterpapiere, dquilibriert in: 0,3 M Tris-HCI (pH 10,4), 20 % Methanol
* 3 Filterpapiere, dquilibriert in: 25 mM Tris-HCI (pH 10,4), 20 % Methanol
* PVDF-Membran, dquilibriert in 100 % Methanol
* SDS-PA-Elektrophorese-Gel
* 9 Filterpapiere, dquilibriert in: 40 mM Aminocapronsdure (pH 7,6),
20 % Methanol
* Graphitelektrode (Kathode), angefeuchtet mit H,O.

Die Proteine wurden mit 0,8 mA/cm® Transferfliche fiir 90 min auf die PVDE-

Membran iibertragen.

PVDF-Membran

Hybond-P, Amersham Biichler (Braunschweig)
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3.4.7.2 Immundetektion

Um Proteine mittels einer Immunfirbung spezifisch nachzuweisen, wurde die
PVDF-Membran mit den darauf transferierten Proteinen zundchst fiir 30 min bei
Raumtemperatur mit Blockierlosung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzusittigen.

AnschlieBBend erfolgte die Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
Primérantikdrper (in Waschpuffer verdiinnt) bzw. iiber Nacht bei 4 °C mit
polyklonalem Antiserum. Nach 3-maligem Waschen mit Waschpuffer wurde eine
Stunde bei Raumtemperatur mit einem geeigneten, gegen den Primirantikorper
gerichteten, alkalische-Phosphatase (AP)-konjugierten Sekunddrantikérper inkubiert
und erneut drei Mal gewaschen. Die Membran wurde bis zur Entwicklung
spezifischer Signale mit AP-Substratlosung inkubiert, die Firbereaktion durch

Waschen mit H,O gestoppt und die Membran getrocknet.

Waschpuffer
PBS, 0,1 % TritonX-100

Blockierlosung

5 % Magermilchpuler, 0,02 % NaNj; in PBS

AP-Substratlésung
9 ml Substratpuffer, 1 ml NBT-Losung, 0,1 ml BCIP-Losung

Substratpuffer
2 % Diethanolamin, 98 uM MgCl, in 0,9 % NaCl

NBT-Ldsung
1 mg/ml 4-Nitroblautetrazoliumchlorid in H,O

BCIP-Losung
5 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat in Dimethylformamid



3 METHODEN 41

3.4.8 Trichloressigsaure (TCA)-Proteinfallung

Nach Zugabe von TCA (Endkonzentration 10 %) wurde der Ansatz 1h auf Eis
inkubiert und die Proteine anschlieBend mit 30.000 g fiir 30 min bei 4 °C
sedimentiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem Aceton gewaschen, getrocknet und in

einem geeigneten Volumen PBS aufgenommen.
3.4.9 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration [modifiziert nach LOWRY et al., 1951] wurde mit dem BCA
Protein-Assay-Kit unter Zuhilfenahme einer mit BSA erstellten Eichgeraden nach

den Angaben des Herstellers ermittelt.
3.4.10 Immunisierung von Kaninchen zur Antikdrpergewinnung

Um Antiserum gegen CPn1020 zu gewinnen, wurde ein Kaninchen (New Zealand
White Rabbit) mit dem aufgereinigten His-Tag-Fusionsprotein immunisiert. Eine
Ampulle Adjuvans ABM-S (Antibody-Multiplier spezial) wurde mit 200 pg aufge-
reinigtem Protein in 2 ml PBS nach den Angaben des Herstellers rekonstituiert und
im Abstand von zwei Wochen je 1 ml dieser Emulsion subkutan an mehreren Stellen
auf dem Riicken injiziert. Nach weiteren 2 Wochen erfolgte eine dritte
Immunisierung mit 1 ml ABM-N (Antibody-Multiplier normal) in PBS, in welches
100 pg des rekombinanten CPn1020 gelost wurden. Nach weiteren zwei Wochen
wurden — wie schon vor der ersten Immunisierung - 8 ml Blut aus der Ohrarterie des
Kaninchens abgenommen, iiber Nacht bei 4°C koaguliert, zwei Mal mit 3.300 g
zentrifugiert, 1:1 mit Glycerin versetzt und bei - 20°C gelagert.

AnschlieBend konnte das vor und nach der Immunisierung gewonnene Serum

hinsichtlich des Immunisierungserfolges mit einem Western-Blot untersucht werden.

Kaninchen

New Zealand White Rabbit, Charles-River (Sulzfeld)

ABM-S, ABM-N

Linaris (Bettingen)
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3.4.11 Affinitatsaufreinigung von Antiseren

Zur Erhohung der Spezifitit des Kaninchenantiserums wurde eine
Affinitdtsaufreinigung an durch SDS-PAGE aufgetrennten HEp-2-Lysaten durch-
gefiihrt. Das HEp-2-Lysat wurde gewonnen, indem mit HEp-2-Zellen konfluent
bewachsene Kulturflaschen mit EDTA gespiilt, die Zellen unter Zuhilfenahme eines
Spatels in insgesamt 17,5 ml Lysepuffer aufgenommen und 30 min im Uberkopf-
schiittler inkubiert wurden. AnschlieBend wurde Proteinauftragspuffer (sieche SDS-
PAGE) zugefiigt, der Ansatz fiir 30 min bei 99°C aufgekocht und davon 500 pl
(darin ca. 270 pg HEp-2-Gesamtprotein) pro SDS-PAGE eingesetzt.

Die aufgetrennten HEp-2-Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran
transferiert (siche Western-Blot), die Membran mit 10 ml 1:100 verdiinntem
Antiserum 8 - 16 h bei 4°C inkubiert und orientierend mit AP-konjugiertem Ziege-
anti-Kaninchen-Antikérper und anschlieBender AP-Farbreaktion detektiert. Dieser
Vorgang wurde darauthin an weiteren proteinbeladenen Membranen wiederholt, um

die Konzentration unspezifisch bindender Antikdrper zu verringern.

Lysepuffer
1 % TritonX-100 in PBS

35 Immunfluoreszenztest

Um CPn1020 auf Einzelzellebene nachweisen und lokalisieren zu kénnen, wurde 2,
8, 24, 48, 55 und 72 h nach Infektionsbeginn ein Immunfluoreszenztest durchgefiihrt.
Dazu wurden HEp-2-Zellen auf runde Deckglédschen (Durchmesser 13 mm) in 24-
Napfplatten ausgesit.

Nach Adhidrenz und konfluentem Wachstum der Zellen erfolgte die Infektion mit
Chlamydien-Suspension. Zum jeweiligen Zeitpunkt erfolgte ein Waschschritt mit
PBS, um Reste des Mediums und extrazellulire Chlamydien zu entfernen.
Anschliefend wurde bei Raumtemperatur mit 4 % Paraformaldehyd in PBS fiir
10 min fixiert und danach die Zellen mit 0,25 % TritonX-100 in PBS fiir 15 min
permeabilisiert. Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden mit Blockier-
16sung zur Reduktion unspezifischer Antikdrperbindung tiber Nacht bei 4°C
blockiert. Die primiren Antikdrper wurden in PBS mit 1 % BSA verdiinnt und die
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Ansitze anschlielend eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS fiir jeweils 10 min wurden die Zellen mit einem an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekunddrantikdrper (in PBS verdiinnt mit
1 % BSA) fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und erneut drei Mal
mit PBS gewaschen. Danach wurden die Deckgldschen kurz in entmineralisiertes
Wasser getaucht, um eine Kristallisation des PBS zu verhindern, und mit 10 pl
Mowiol pro Deckgldschen auf Objekttriger gebracht. Nach dem Trocknen iiber
Nacht bei 4°C konnten die fertigen Préparate unter dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet werden.

Blockierlosung

1 % BSA, 0,02 % NaNj3, in PBS

Mowiol

2,4 ¢ Mowiol (4-88), 6,0 g Glycerin, 6 ml H,O, 12 ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)
bei 4°C riithren bis klare Losung entsteht

Inkubation bei 50°C, 10 min

Zentrifugation fiir 15 min, 5000 g

Aufbewahrung des Uberstandes bei —20°C

3.6 Das Yeast-Two-Hybrid-System

Mit dem Yeast-Two-Hybrid-System konnen physikalische Protein-Protein-
Interaktionen in Hefezellen in vivo nachgewiesen werden [FIELDS S & SONG, 1989;
CHIEN et al., 1991]. Man kann hiermit entweder die Wechselwirkungen von zwei
bekannten Proteinen charakterisieren oder, wie in dieser Arbeit, eine cDNA-Genbank
auf Interaktionspartner mit einem zu untersuchenden Kdderprotein untersuchen.

Moglich gemacht wird dies, indem die genetischen Informationen fiir die DNA-
bindende und die transkriptionsaktivierende Untereinheit eines Transkriptionsfaktors
auf zwei verschiedene Plasmide verteilt und zusammen mit den zu untersuchenden
Koder- bzw. Genbankproteinen als unabhingige Fusionsproteine exprimiert werden.
Erst wenn es zu einer physikalischen Interaktion und damit zu rdumlicher
Anndherung der beiden Fusionsproteine und folglich auch der beiden

Transkriptionsfaktor-Untereinheiten kommt (wie bei den als Positivkontrollen
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eingesetzten Plasmiden pGADT7-T und pGBKT7-53, deren exprimierte
Fusionsproteine interagieren), findet die Transkription der Reportergene statt, die
dann {iber entsprechende Selektionsmarker sichtbar gemacht werden kann.

Das benutzte MATCHMAKER Two-Hybrid System 3 (Clontech) arbeitet mit dem
GAL4-Transkriptionssystem. In Hefen bindet das GAL4-Protein an entsprechende
Promotoren und aktiviert so die Transkription verschiedener fiir den Galaktose-
Metabolismus essenzieller Gene [GUTHRIE & FINK, 1991]. Im benutzten
S. cerevisiae-Stamm AHI109 ist das GAL4-Gen deletiert. Dessen DNA-bindender
Bereich findet sich stattdessen auf dem Vektor pGBKT7 wieder, in den das Gen des
zu untersuchenden Proteins CPnl020 inseriert wurde. Der aktivierende Bereich
wiederum liegt auf dem Vektor pACT2, der verschiedene Inserts einer cDNA-
Genbank aus menschlichen HeLa-Zellen beinhaltet. Als Selektionsmarker fiir diese
beiden Plasmide dienen 7RPI bzw. LEU2, da AH109 fiir Tryptophan und Leucin
auxotroph ist, auf Medium ohne diese beiden Aminosduren also nur in Anwesenheit
beider Plasmide wachsen kann. Das LEU2-Gen kodiert fiir die B-Isopropylmalat-
Dehydrogenase, welches flir die Synthese von a-Ketoisocaproat, einer unmittelbaren
Leucin-Vorstufe, notwendig ist, 7TRPI kodiert fiir ein Enzym der Tryptophan-
Synthese (Phosphoribosylanthranilat-Isomerase). Die Reportergene unter der
Kontrolle von GAL4 sind HIS3, ADE2 und MELI. Nur Klone, die iiber Interaktion
und Anndherung der beiden Transkriptionsfaktor-Untereinheiten die Reportergene
HIS3 und ADE?2 exprimieren, konnen aufgrund der zusétzlichen Auxotrophie von
AH109 fiir Histidin und Adenin in Medien wachsen, denen beide Néhrstoffe fehlen.
HIS3 und ADE? kodieren ebenfalls fiir Enzyme der Aminosdurensynthese, ndmlich
Imidazolglycerolphosphat-Dehydrogenase (Histidin) und Phosphoribosylamino-
imidazol-Carboxylase (Adenin).

MEL]I-positive Klone sezernieren zusitzlich das Enzym a-Galaktosidase, das die
Spaltung von Melibiose in Galaktose und Glucose katalysiert und im Medium
enthaltenes X-a-Gal hydrolysiert, wodurch positive Kolonien eine blaue Farbe

annehmen.
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3.6.1 Genbank-Amplifizierung

Um wihrend der Vervielfiltigung der cDNA-Genbank zu verhindern, dass es zu
einem ungleichméiBigen Wachstum der individuellen Klone mit eventuellem
Wachstumsnachteil instabilerer Klone und negativen Auswirkungen auf die
Zusammensetzung des Préparationsproduktes kommt, wurde eine so genannte semi-
solid-Amplifizierung durchgefiihrt. Hierfir wurden 10,5 x 10° primédre Trans-
formanden der cDNA-Genbank in 21 semi-solid-Agarmedium (mit 200 pg/ml
Ampicillin) inokuliert und nach einer Stunde im FEiswasserbad fiir 44 h mit
gelockertem Deckel bei 30°C ohne Schiitteln inkubiert. Nach Zellernte wurde die
Plasmidprédparation mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit nach den Angaben des

Herstellers durchgefiihrt.

cDNA-Genbank
Human HeLa MATCHMAKER cDNA Genbank in E. coli BNN132 (Clontech)

mRNA-Quelle: HeLa (Humane Zervix-Karzinom
Kloniervektor: pACT2

Anzahl der unabhingigen Klone: 3,5x 10°

Durchschnittliche cDNA-Grofe: 2,0 kb

Semi-solid-Agarmedium

2 % Trypton Becton Dickinson, Heidelberg
1 % Hefeextrakt Becton Dickinson, Heidelberg
1 % NaCl

0,3 % Seaprep-Agarose BMA (Rockland, USA)

3.6.2 Tests auf Autoaktivierung der Reportergene

Vor einer Genbank—Transformation sollte sichergestellt werden, dass die
Fusionsproteine nicht autonom die Transkription der Reportergene aktivieren, wie es
z.B. von untersuchten Transkriptionsfaktoren beschrieben wurde.

Zu diesem Zweck wurde sowohl der cpnl020-tragende Kddervektor pGBKT7, als

auch verschiedene cDNA-Inserts beinhaltendes pACT2 unabhingig in S. cerevisiae
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AH109 transformiert und die Aktivierung von MELI auf X-o-Gal enthaltenen

Tryptophan- bzw. Leucin-Mangelplatten untersucht.
3.6.3 Genbanktransformation

Die Anzucht und das genaue Vorgehen bei Transformation von S. cerevisiae wurden
bereits in Kapitel 3.2 beschrieben.

Im Rahmen der Durchfiihrung einer Genbanktransformation mit dem Yeast-Two-
Hybrid-System zwecks Testung einer Genbank auf Interaktionspartner mit einem
bekannten Protein konnen dariiber hinaus verschiedene Strategien gewéhlt werden,
die die zeitliche Abfolge der Transformation und die Stringenz der Selektion
betreffen. Die Transformationsform kann entweder als simultane Kotransformation
mit beiden Plasmiden in einem Ansatz durchgefiihrt werden oder aber als
sequenzielle, hintereinander geschaltete Transformation mit zwischenzeitlicher
Zellselektion nach Einfiihrung nur eines Plasmides. Die Transformationseffizienz
liegt bei sequenzieller Transformation hoher, da in der Genbanktransformation nur
ein und nicht beide Plasmide erfolgreich eingefiihrt werden miissen.

Die Selektionsstringenz wird bestimmt durch die Selektivitit des Mangelmediums,
auf dem die Hefezellen nach Transformation ausplattiert werden. Die Stringenz
reicht dabei von niedrig (3-fach-Mangelplatten, denen neben Leucin und Tryptophan
nur Histidin fehlt) tiber mittel (4-fach-Mangelplatten, es fehlt zuséitzlich Adenin) bis
hoch (4-fach-Mangelplatten, die zusétzlich X-a-Gal enthalten und damit die sofortige
farbliche Selektion positiver Klone ermoglichen). Bei Transformationen mit
niedriger oder mittlerer Stringenz miissen gewachsene Kolonien anschliefend auf
Platten der néchst hoheren Stringenz tiberfiihrt werden. Niedrige Stringenz selektiert
lediglich auf eine erfolgreiche Kotransformation, mittlere Stringenz ldsst auch ein
Koloniewachstum von Klonen mit schwachen Wechselwirkungen zu. Beide
Methoden beinhalten daher das Risiko der groBeren Anzahl falsch-positiver Klone
und sind aufgrund der notwenigen Uberfiihrung einer woméglich groBen Anzahl von
Kolonien sehr aufwendig. Eine hohe Stringenz ist leichter durchfiihrbar, es konnen

allerdings schwache Interaktionspartner iibersehen werden.
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3.6.4 Yeast Mating

Yeast Mating ist eine zur Kotransformation alternative Methode, um zwei
unterschiedliche Plasmide in eine Hefezelle zu transferieren [FINLEY & BRENT,
1994; HARPER et al., 1993]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Yeast Mating dazu
benutzt, die durch einen Genbankscreen ermittelten Interaktionskandidaten
hinsichtlich moglicher falsch-positiver Reaktionen zu untersuchen. Hierzu wurde
jeder positiv getestete Genbankklon in drei Ansdtzen mit dem Kodervektor und darin
enthaltenen und jeweils variierenden Inserts in Hefezellen iiberfiihrt. Je ein Ansatz
beinhaltete ein Plasmid mit cpnl020 als Insert, stellte also das urspriingliche
Koderplasmid und somit eine Reproduktion und Positivkontrolle des
Genbankscreens dar, ein zweiter Ansatz enthielt ein Kontroll-Gen ungleich cpn1020
(lam) und ein dritter Ansatz das Plasmid ohne Insert. Die beiden letztgenannten
Ansitze stellten folglich Negativkontrollen dar. Nur Klone, die unter den
Genbankscreen-Bedingungen wuchsen, nach Austausch bzw. Eliminierung des
untersuchten cpn 1020 aber nicht, wurden als tatsdchlich positiv gewertet.

Zur Durchfiihrung des Yeast Mating wurde der S. cerevisiae—Stamm AH109 mit den
positiv getesteten Plasmiden transformiert, die zuvor zwecks Verbesserung der
Reinheit nach Transformation in E. coli amplifiziert und erneut isoliert wurden. Die
transformierten Hefezellen wurden dann auf SD/-Leu-Platten selektioniert. Ein
zweiter S. cerevisiae—Stamm, Y 187, wurde jeweils mit dem BD-Vektor ohne Insert,
mit dem cpnl020-Gen und mit dem /am-Gen transformiert und auf SD/-Trp-Platten
inkubiert. Der eigentliche Mating-Ansatz bestand in der Beimpfung von je 0,5 ml
YPDA-Medium mit einer AH109-Kolonie und jeweils einem der drei Y187-Klone.
AnschlieBend wurde der jeweilige Ansatz griindlich resuspendiert, bei 30°C ca. 20
Stunden bei 200 rpm inkubiert und 100 ul auf SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/X-a-Gal-

Platten ausgestrichen. Ein Wachstum mit Blaufarbung zeigte positive Klone an.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Eigenschaften von cpn1020

1999 wurde das komplette Genom von C. pneumoniae entschliisselt und
veroffentlicht [KALMAN et al, 1999]. Es konnten 1.073 wahrscheinlich
proteinkodierende Sequenzen identifiziert werden, darunter auch cpnl020. Der
offene Leserahmen von cpnl020 kodiert fiir 510 Aminoséuren, was einer errechneten
Molekularmasse von 58 kDa entspricht. Am N-Terminus konnte mithilfe der im
Internet zur Verfiigung stehenden Anwendungen PSORT (http://www.psort.org) und
SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) keine Sequenz ausgemacht
werden, die fiir ein Signalpeptid kodiert [BENDTSEN et al., 2004; GARDY et al., 2005].
Der Guanin-/Cytosin-Gehalt des Genes ist mit 39 % dem des gesamten Genoms

(40 %) praktisch identisch.
4.1.1 Hydrophobizitatsmuster

Mit dem Algorithmus Protscale (http://www.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl) wurde
ein theoretisches Hydrophobizitdtsmuster nach der Aminoséureskalierung von KYTE
& DOOLITTLE [1982] errechnet. Nach diesem Algorithmus besitzt CPn1020 eine
hydrophile erste (N-Terminus) und eine hydrophobe zweite Hilfte (C-Terminus)
(4bb. 5 links). Die drei hydrophoben ,Peaks* konnten dabei mogliche
Transmembrandominen reprisentieren. Diese Prognose wurde auch von dem
Programm DAS (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) unterstiitzt, das eine

Aminoséuresequenz auf mogliche Transmembranregionen untersucht (4bb. 5 rechts).
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0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
AS-Sequenz AS-Sequenz

Abb. 5: Links: Hydrophobizititsmuster von CPnl020, erstellt durch Protscale (http://www.expasy.
org/cgi-bin/protscale.pl) mit der Hydropathie-Aminosdureskalierung nach KYTE & DOOLITTLE

[1982]. Positive Werte weisen auf héhere Hydrophobizitdt hin. Rechts: Darstellung moglicher Trans-

membranregionen, erstellt durch DAS (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/). Die ,, Peaks* oberhalb

der Grenzwerte weisen auf 3 oder 4 mogliche Transmembranregionen hin.

4.1.2 Homologievergleich

Ein Homologievergleich auf Proteinebene wurde mit der Datenbank BLAST des
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) durchgefiihrt [ALTSCHUL et al., 1997].
Dieser lieferte groBte Ahnlichkeit mit dem Membranprotein CAB708 von
Chlamydophila abortus und dem hypothetischen Protein CCA00741 von
Chlamydophila caviae mit jeweils 39 % Identitdt, sowie mit den hypothetischen
Proteinen CT861 von Chlamydia trachomatis (33 % Identitit) und TC0251 von
Chlamydia muridarum (32 % Identitit). Ansonsten fanden sich keine nennenswerten

Homologien zu anderen bekannten Proteinen.
4.2  Transkription von cpn1020

Um die Transkription von cpnl020 nachzuweisen und festzustellen, wann diese sich
im Entwicklungszyklus von C. pneumoniae vollzieht, wurde eine semiquantitative
RT-PCR durchgefiihrt (4bb. 6). Ein konfluent bewachsener HEp-2-Zellrasen wurde
mit einer C. pneumoniae-Suspension infiziert und die Gesamt-RNA jeweils 2 h, 8 h,
24 h, 48 h und 72 h nach Infektionsbeginn isoliert. Als Negativkontrolle dienten
nicht-infizierte HEp-2-Zellen, deren RNA nach 24 h isoliert wurde. Um zu

bestimmen, wie hoch die Konzentration von infektiosen Chlamydien in der
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Suspension ~ war, wurden  weitere =~ HEp-2-Zellen mit  verschiedenen
Verdiinnungsstufen der Suspension infiziert und nach 52-56 h eine Giemsa-Farbung
durchgefiihrt.

Um eine durch die Proliferation der Chlamydien wihrend des Versuchszeitraums
bedingte vermehrte Transkription zu berilicksichtigen, wurden die in die Analyse
durch Gelelektrophorese eingesetzten cDNA-Mengen anhand der Transkriptions-
stairken der konstitutiv exprimierten bakteriellen /6S-Sequenz normiert. Die RNA-
Menge der gewonnenen Proben wurde dafiir spektralphotometrisch bestimmt und
jeweils 100 ng fiir eine entsprechende 16S-spezifische RT-PCR eingesetzt.

Die RT-PCR-Ansitze liefen unter folgenden Bedingungen:

16S cpn1020
5-Primer 16S 1 Cpnl1020 A
3-Primer 16S 2 Cpnl1020 B
Annealing-Temperatur 60° C 50°C
Extensionsdauer 15s 15s
Zyklenzahl 16 40

Im Vergleich zum konstitutiv transkribierten 76S-Gen wurde cpnl020 unter den
gewidhlten Bedingungen bereits zwei, besonders stark aber 8 bis 24 Stunden nach
Infektionsbeginn transkribiert. Allerdings war die Transkription insgesamt sehr viel
schwicher als die des 76S-Gens, da fiir den Nachweis eine um 24 Zyklen verldngerte
PCR durchgefiihrt werden musste. Die Ergebnisse waren dabei unabhingig von dem
jeweils ermittelten Verhdltnis von infektiosen Elementarkérpern zu HEp-2-
Wirtszellen, dieses lag zwischen 6:1 und 14:1.

Um auszuschlieBen, dass die RNA-Proben mit DNA kontaminiert waren, wurde
auBlerdem eine PCR mit den 16S-Primern unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt.
Diese ergab aufler der mitgefiihrten Positivkontrolle (isolierte Gesamt-DNA aus

C. pneumoniae) erwartungsgemil keine Signale (nicht gezeigt).
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Abb. 6: Analyse der Transkription
von 16S mittels RT-PCR und

— 2h 8h 24 h 48 h 72 h

16s semiquantitativer RT-PCR von 16S

168, normiert und  cpnl020  wdhrend  des

Entwicklungszyklus von C.pneu-

cpn1020, normiert moniae, 2h bis 72h nach

Infektionsbeginn von HEp-2-Zellen.
Als  Negativkontrolle (=) dienten
nicht-infizierte Zellen. Eine
Kontroll-PCR ohne Reverse

Transkriptase lieferte keine Signale.

4.3 Herstellung von rekombinantem CPn1020 und Generierung

von Antiserum

Die Herstellung des rekombinanten CPnl1020 erfolgte, um ein entsprechendes
CPn1020-spezifisches Antiserum zu generieren. Dieses sollte anschlieBend {iber
Western-Blot-Analysen und einen Immunfluoreszenztest Aufschliisse iiber die
Expression und zelluldre Lokalisation des nativen CPn1020 in infizierten HEp-2-

Zellen geben.
4.3.1 Klonierung und Expression des N-Terminus von CPn1020

Die die hydrophile N-terminale Hilfte von CPn1020 kodierende Sequenz wurde in
den Expressionsvektor pQE-30 kloniert. Hierfliir wurde diese Sequenz mittels PCR
aus isolierter genomischer DNA von C. pneumoniae amplifiziert (50°C Annealing-
Temperatur, 1 min Extension, 40 Zyklen). Die verwendeten Primer Cpn1020 F und
Cpnl020 R wurden so gewdhlt, dass das resultierende Amplikon am 5'-Ende eine
BamHI- und am 3'-Ende eine HindIII-Schnittstelle besall. Das PCR-Produkt, mit
einer inklusive der Restriktionsstellen erwarteten GroB3e von 795 bp, konnte durch
eine Agarosegelelektrophorese nachgewiesen werden, wurde aufgereinigt und
anschlieBend mit BamHI und HindIIl geschnitten. Der Vektor pQE-30 wurde
ebenfalls mit diesen beiden Restriktionsenzymen verdaut, die entprechende DNA-
Bande aus dem Agarosegel herausgeschnitten und aufgereinigt.

Nach Ligation des geschnittenen Inserts mit dem linearisierten Vektor und
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Transformation von kompetenten E. coli DH5-a-Zellen erfolgte die Selektion auf
Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA von 20
Klonen isoliert und nach Restriktion mit BamHI und HindIIl auf erfolgreiche
Insertion des PCR-Fragmentes untersucht (4bb. 7).

Bei drei der 20 gewachsenen Klone konnte neben der bei allen vorhandenen pQE-30-
Bande (3400 bp) eine DNA-Bande in der Hohe von ca. 800 bp detektiert werden,

was der erwarteten Fragmentgréf3e von cpnl020 entsprach.

Abb. 7: Plasmidprdparation und anschliefender Restriktionsverdau mit BamHI und Hindlll
(Plasmide #11-20). Bei allen Plasmiden konnte der restringierte Vektor pQE-30 (3400 bp)
nachgewiesen werden, bei #16 und #19 zusdtzlich eine Bande bei ca. 800 bp, was der Grifle des

integrierten cpnl020 (771 bp) entsprach und eine erfolgreiche Klonierung anzeigte.

Um nachzuweisen, dass das integrierte PCR-Fragment im gewlinschten Leserahmen
lag und keine Mutationen aufwies, wurde die DNA der drei Insert-tragenden Klone
mit den Primern pQE-30 5°-Seq und pQE-30 3'-Seq sequenziert. Bei den drei
Klonen lagen die Inserts im gewiinschten Leserahmen und wiesen keinerlei

Mutationen auf.

Zum Nachweis der Expression des His-Tag-Fusionsproteins in E. coli wurde bei den
drei Insert-haltigen Klonen die Proteinexpression in einem Kulturvolumen von 20 ml
durch 0,5mM IPTG induziert. Nach Lyse der Bakterien wurden gleiche
Proteinmengen der 16slichen Fraktion mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt,
elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran iibertragen und mit den Antikérpern
Maus-anti-His-Tag (1:2500) und AP-konjugiertem Ziege-anti-Maus IgG (1:2500)
detektiert. Als Negativkontrolle dienten nicht-transformierte E. coli-Zellen.

Bei den drei Transformanden war ein deutliches Antikorper-reaktives Protein mit der
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erwarteten Molekularmasse zu erkennen. Die Negativkontrolle zeigte wie erwartet
kein Signal. Dadurch konnte demonstriert werden, dass CPnl020 in E. coli

exprimiert wurde und sich in der l6slichen Fraktion der Lysate befand.
4.3.2 Reinigung des rekombinanten Proteins CPn1020

Da das rekombinante Protein CPn1020 in der loslichen Fraktion der E. coli-Lysate
nachweisbar war, wurde die Proteinaufreinigung unter nativen, nicht-denaturierenden
Bedingungen durchgefiihrt. Die Expression erfolgte in einem Kulturvolumen von 1 1
iiber 4 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG. Anschlieend wurden die Bakterien mit
Lysozym lysiert, die Lysate zentrifugiert und das rekombinante Protein im Uberstand
iiber Nacht mit 1,5 ml Ni-NTA inkubiert. Zur Aufreinigung wurde das an die Ni-
NTA-Matrix gebundene Protein iiber einer Sdule mit zwei mal 30 ml Waschpuffer
(darin 15 bzw. 20 mM Imidazol) gewaschen. Aliquots aller bei der Protein-
aufreinigung gewonnener Fraktionen wurden in SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt und sowohl mit Coomassie angefdrbt, als auch einer Western-Blot-
Analyse mit spezifischem Nachweis des His-Tag-Fusionsproteins durch anti-His-

Tag-Antikorper (1:2500) unterzogen (4bb. 8).

w, | W, | E | E DL | W, | W, | E, | E,
—175 kDA—

— 83 kDA—

— 62 KDA—
— 48 kDA—

p— — 33KDA— 2

4 — 25 kDA—

— 17 KDA—

Abb. 8: Coomassie-Farbung (links) und Western-Blot (rechts) des aufgereinigten, rekombinanten
CPnl020. Dargestellt sind die Durchlauf- (DL), Wasch- (W) und Eluatfraktionen (E). Das re-
kombinante Protein (W) besaf3 eine errechnete Proteingroffe von 35 kDa und befand sich
ausschlieflich in den Eluatfraktionen E; und E,.
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In den Durchlauf- und Waschfraktionen fand sich kaum rekombinantes Protein,
welches allerdings mit der ersten Eluatfraktion fast vollstindig von der Sdule gelost
werden konnte. Es traten neben Abbauprodukten des Zielproteins auch zwei weitere
Proteine (ca. 76 und 29 kDa) im Eluat auf, die nicht mit dem His-spezifischen
Antikorper reagierten.

Um diese potenziellen Proteinkontaminationen zu beseitigen, wurde die erste
Eluatfraktion (E;) mittels SDS-PAGE aufgetrennt, die Zielbande herausgeschnitten,
das Protein mittels der S&S Biotrap aus dem SDS-Polyacrylamidgel extrahiert und
nach erneuter gelelektrophoretischer Auftrennung einer kleinen Probe mittels

Coomassie-Farbung und Western-Blot analysiert (4bb. 9).

—175 kDA—
— 83 kDA —
— 62 kDA — Abb. 9: Aufgereinigtes rCPnl020 nach Extraktion aus
— 48kDA— SDS-PA-Gel.  Analyse  des  Proteineluats  mit
Coomassie-Firbung (links) und Western-Blot mit anti-
4 — 33kDA—]| "= | {
His-Tag Antikorper (rechts). Es zeigte sich eine
— 25 kDA — deutliche, mit anti-His-Tag detektierbare Proteinbande
bei ca. 35 kDa (W), die das gewiinschte rCPnl020
— 17 kDA—
reprdsentierte.

Die Proteinsuspension enthielt jetzt fast ausschlieBlich rekombinantes CPn1020. Da
tiber dieses Protokoll nur eine relativ kleine Menge des rekombinanten CPn1020
isoliert werden konnte, wurde der geschilderte Ablauf von Proteinexpression und
Aufreinigung noch vier mal wiederholt, bis eine fiir die Immunisierung von Kanin-

chen ausreichende Menge rekombinanten Proteins (300 pg) zur Verfiigung stand.
4.3.3 Gewinnung von Antiserum gegen CPn1020

Um ein Antiserum gegen CPnl020 zu gewinnen, wurden einem Kaninchen im
Abstand von jeweils 14 Tagen drei Mal 100 pg des aufgereinigten rekombinanten
Proteins subkutan injiziert. Vor dieser Immunisierung wurde ein Prdimmunserum
abgenommen, um spater mogliche unspezifische Kreuzreaktionen auszuschlieB3en.
Weitere zwei Wochen nach der letzten Immunisierung erfolgten die Abnahme des

Postimmunserums und die Austestung dieses Serums beziiglich des Immunisierungs-
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erfolges. Hierfiir wurden 100 ng rekombinantes Protein pro cm Lauffliche eines
SDS-PA-Geles elektrophoretisch aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert, die
Membran in 2-3 mm breite Streifen geschnitten, mit verschiedenen Verdiinnungs-
stufen des Pra- und Postimmunserums inkubiert und die Antigen-Antikdrperreaktion
mit AP-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen-IgG (1:2500) nachgewiesen (A4bb. 10).
Als Positivkontrolle dienten monoklonale Maus-Antikdrper (1:2500), die spezifisch
gegen den mit dem rekombinanten CPn1020 zusammen exprimierten His-Marker
gerichtet waren und mit AP-konjugiertem Ziege-anti-Maus-IgG (1:2500) detektiert
wurden.

Wihrend das Praimmunserum keinerlei Reaktivitit mit dem rekombinanten
CPn1020 zeigte, konnte bereits mit einer 1:10.000-Verdiinnung des Postimmun-
serums ein Signal beobachtet werden, das mit ansteigender Konzentration des

Antiserums an Deutlichkeit gewann.

Abb. 10: Erfolg der Immunisierung des

Post-Immun Pra-lmmun
Kaninchens mit dem rekombinanten
S & & Q
S & & & & S & & CPnl020. S d d h
S n . Serum wurde vor und nac
SIS ¥ S, S Y8
’ / Y N Y C o+ .. . . ..
YA Y Y ~ Immunisierung in verschiedenen Verdiin-
o |l | nungen im Western-Blot mit rCPnl020

eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) diente

monoklonales Maus-anti-His-Tag.

Um die Nachweisgrenze des generierten Anti-CPn1020-Serums zu ermitteln, wurden
unterschiedliche Mengen des rekombinanten CPnl020 in einen Western-Blot
eingesetzt und mit 1:200 verdiinntem Antiserum inkubiert (4bb. 11). Dabei konnte
eine deutliche Detektion von 200, 100, 30 und 10 ng rCPn1020 beobachtet werden.
Mit dem 1:200-verdiinnten Antiserum gegen CPn1020 konnten also bereits 10 ng des

rekombinanten CPn1020 deutlich nachgewiesen werden.

200ng 100ng 30ng 10ng 3ng 1ng Abb. 11: Nachweisgrenze von CPn

1020 im Western-Blot. Angegebene

— e —— v = -

Mengen von rCPnl1020 wurden mit

anti-CPnl020-Serum getestet.
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4.4 Nachweis von CPn1020 in infizierten HEp-2-Zellen

Um CPn1020 in mit C. pneumoniae infizierten HEp-2-Zellen nachzuweisen, wurden
2 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Infektionsbeginn Gesamtproteine isoliert. Eine
Proteinmenge korrespondierend zu etwa 3 x 10° HEp-2-Zellen wurde in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und mit 1:200 verdiinntem, affinititsaufgereinigtem anti-

CPn1020-Serum im Western-Blot getestet (4bb. 12).

Es konnte 24 h, 48 h und 72 h nach Infektionsbeginn eine reaktive Proteinbande in
der erwarteten Hohe zwischen 50 und 60 kDa detektiert werden, wobei die aufgrund
der Aminoséduresequenz errechnete Molekularmasse von CPn1020 58 kDa betrug.
Nach 8 h war nur eine sehr schwache reaktive Proteinbande zu erkennen; zu fritheren
Zeitpunkten konnte dagegen kein spezifisches Signal nachgewiesen werden.
Weiterhin fanden sich - mit Ausnahme zweier hohermolekularer Proteine hauptsich-
lich nach 8 h - fast keine anderen Signale, was auf eine hohe Spezifitit des Anti-

serums nach Affinititsaufreinigung schlieen lieB3.

_ 2h 8h oah | a8h | 72h Abb. 12: Expression von

e B ek nativem CPnl1020 (<) in
, = infizierten HEp-2-Zellen, 2 h
83 kDa— . bis 72 h nach Infektionsbeginn,
Baig dargestellt im Western-Blot.
62kDa—| i Als  Negativ-Kontrolle ()
i , < dienten nicht-infizierte HEp-2-

48 kDa— Zellen.
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4.5 Lokalisation von CPn1020 in infizierten HEp-2-Zellen

Mit Hilfe des generierten Antiserums sollte in Immunfluoreszenztests die
Lokalisation von CPn1020 in C. pneumoniae-infizierten HEp-2-Zellen untersucht
werden. Fiir diesen Zweck wurden die infizierten Zellen 2 h, 8 h, 24 h, 48 h, 58 h und
72 h nach Infektionsbeginn fixiert, permeabilisiert und mit dem hergestellten
Kaninchen-anti-CPn1020-Serum (1:50) inkubiert. Als Zweitantikdrper diente DTAF-
konjugiertes Esel-anti-Kaninchen-Serum (1:500). Zur Darstellung des bakteriellen
Einschlusskorpers wurden die Ansdtze zusétzlich mit monoklonalem Maus-anti-
C. pneumoniae (1:200) und Cy3-konjugiertem Ziege-anti-Maus-Serum als
Sekundirantikorper (1:200) gefirbt. Als Negativkontrollen dienten nicht-infizierte
Zellen im gleichen Préparat.

Durch Auswertung mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops und Uberlagerung der
Farbungen mit Bildern normaler Durchlichtmikroskopie konnte CPnl1020
hauptsdchlich im Grenzbereich zwischen Einschlusskérper und Wirtszellzytosol
lokalisiert werden (4bb. 13). Der Einschlusskorper und die darin enthaltenen
Elementar- bzw. Retikularkorper wurden mit anti-C. pneumoniae-Antikorper
deutlich dargestellt, mit anti-CPn1020 hingegen kaum angefédrbt. Im Bereich der
Einschlusskorpermembran sowie des angrenzenden Zytosols der Wirtszelle fand sich
hingegen eine reproduzierbare charakteristische Anfarbung mit dem hergestellten
anti-CPn1020-Serum, die mit wachsender Entfernung zum Einschlusskorper
schwidcher wurde und relativ scharf begrenzt zu sein schien. Der Zellkern der
Wirtszelle sowie Zytosolteile mit groBerer Entfernung zum Einschlusskorper liefen
sich nicht anfarben. Nicht-infizierte Zellen zeigten fiir beide verwendeten Antiseren
kein Signal. Die in Abb. 13 gezeigten Immunfluoreszenztests wurden 58 h nach
Infektionsbeginn durchgefiihrt. Zwei bis acht Stunden nach Infektionsbeginn konnte
hingegen keine CPnl1020-spezifische Reaktion und nach 24 h nur ein schwaches
Signal im sehr kleinen Einschlusskorper beobachtet werden (Bilder nicht gezeigt).
Die Farbung der nach 48 h fixierten Zellkulturen erbrachte nur hinsichtlich der etwas
kleineren Einschlusskorper Unterschiede zu den gezeigten Tests nach 58 h, nicht
hingegen, was die Lokalisation von CPnl020 betraf (4bb. 13). 72 h nach

Infektionsbeginn war bereits ein grofer Teil der Wirtszellen lysiert.
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Die Farbungen untermauerten die These, dass CPn1020 in das Zytosol der Wirtszelle
sezerniert wird, wo es mit steigender Entfernung vom Einschlusskorper und relativ

scharf gegrenzt an Konzentration abnimmt.

a)

Abb. 13: Immunfluoreszenztests mit C. pneumoniae-infizierten HEp-2-Zellen, jeweils in Uber-
lagerung mit Bildern normaler Durchlichtmikroskopie.

a) - c) Identischer Bildausschnitt von zwei HEp-2-Zellen, 58 h nach Infektionsbeginn. Linke Zelle
nicht infiziert (= interne Negativkontrolle), rechte Zelle infiziert und mit Einschlusskorper

a) Einschlusskérper-Anfiarbung mit anti-C. pneumoniae-Serum (Sekunddrantikorper Cy3-konjugiert)
b) CPnl020-Anfirbung mit anti-CPnl020-Serum (Sekunddrantikorper DTAF-konjugiert)

¢) Uberlagerung von a) und b)

d) Uberlagerungsbild einer infizierten Zelle mit Einschlusskorper, 48 h nach Infektionsbeginn

Es zeigt sich eine deutliche Anfirbung mit anti-CPnl1020 im Bereich der Einschlusskorpermembran
sowie des angrenzenden Zytosols der HEp-2-Zelle. Weiter entfernt liegende Zytosolanteile und Kern
der Wirtszelle zeigen keine Signale fiir anti-C. pneumoniae und anti-CPnl020, ebenso wenig wie die

nicht-infizierte Zelle.
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4.6 Untersuchung von Patientenseren auf das Vorhandensein

von Antik6rpern gegen CPn1020

In einer orientierenden Untersuchung sollte geklart werden, ob im Serum von
Menschen, die vermeintlichen Kontakt mit C. pneumoniae hatten, Antikorper gegen
CPn1020 gefunden werden konnen. Dies wire ein Hinweis darauf, dass CPn1020
wihrend einer Infektion tatsdchlich in vivo exprimiert wird und dem menschlichen
Immunsystem zugénglich ist.

Es wurden 23 Seren von Patienten untersucht, die in einer PCR-Untersuchung auf
Chlamydophila pneumoniae getestet und freundlicherweise von Prof. Maal, Liibeck,
zur Verfiigung gestellt wurden. Fiir die serologischen Tests wurden Western-Blots
mit dem rekombinanten CPn1020 (100 ng pro cm Lauffldche) und den zu testenden
Patientenseren (1:100 verdiinnt) durchgefiihrt. Die Immundetektion erfolgte mit AP-
konjugierten, gegen humanes IgG, IgA bzw. IgM gerichteten Antikorpern. Eine
Positivkontrolle mit anti-CPn1020-Serum (1:200) wurde mitgefiihrt.

Neben dieser Positivkontrolle zeigten einige Seren eine deutliche Reaktivitét
unterschiedlicher Intensitit als Zeichen fiir das Vorhandensein von rCPn1020-
spezifischen Antikorpern. Fiir die verschiedenen Immunglobulin-Klassen ergab sich
dabei fiir die eingesetzten Seren kein einheitliches Bild. Am héufigsten reagierten

Antikorper der Immunglobulinklasse G, seltener waren IgM- und IgA-Antikorper

nachweisbar.
PCR-positive Seren (n = 10) PCR-negative Seren (n = 13)
positiv negativ positiv negativ
19G 7 3 19G 7 6
IgM 6 4 IgM 3 10
IgA 5 5 IgA 3 10

Tab. 1. Ergebnisse der Western-Blot-Analysen von 10 mittels PCR positiv und 13 negativ getesteten
Patientenseren auf IgG-, IgM- und IgA-Antikorper gegen das rekombinante CPni1020.

Auf Grundlage der PCR-Untersuchungen als Referenz wurden unter dem Vorbehalt

der kleinen Fallzahlen Sensitivitdt, Spezifitit, positiv und negativ pradiktiver Wert
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fiir den Nachweis von IgG-, I[gM- bzw. IgA-Antikorpern gegen rCPn1020 in diesem

Test ndherungsweise bestimmt.

19G IgM IgA
Sensitivitat 70 % 60 % 50 %
Spezifitat 46 % 77 % 77 %
Positiv pradiktiver Wert 50 % 67 % 63 %
Negativ pradiktiver Wert 67 % 71 % 67 %

Tab. 2: Sensitivitit, Spezifitdt, positiv und negativ prddiktiver Wert des Nachweises von CPnl020-
spezifischen Antikérpern im Western-Blot. Als Referenz diente der PCR-Nachweis von

C. pneumoniae-spezifischer DNA.

Es wurde damit demonstriert, dass das menschliche Immunsystem Antikdrper gegen
CPn1020 bildet. CPn1020 konnte also prinzipiell auch in der Verbesserung der

Diagnostik einer C. pneumoniae-Infektion einen Beitrag leisten.
4.7 Untersuchung von CPn1020 im Yeast-Two-Hybrid-System

Da im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass cpnl020 in C. pneumoniae
transkribiert und exprimiert wird und die zelluldre Lokalisation des Proteins eine
Sekretion in das Zytosol der Wirtszelle vermuten lésst, sollte mit Hilfe des Yeast-
Two-Hybrid-Systems eine HeLa-cDNA-Genbank auf potenzielle Interaktionspartner
von CPnl020 untersucht werden, um Hinweise auf dessen Funktion zu erlangen.
Hierfiir wurde das ,,Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System 3* (Clontech) benutzt.
Dieses arbeitet in Saccharomyces cerevisiae mit dem GAL4-Transkriptionssystem,
bei dem die DNA-bindende (BD) und Transkriptions-aktivierende Doméne (AD) des
GALA4-Transkriptionsfaktors als unabhéngige Fusionsproteine mit CPn1020 bzw.
den verschiedenen HeLa-cDNA-Genbankproteinen exprimiert werden. Kommt es zu
einer Interaktion zwischen CPn1020 und einem HeLa-cDNA-Genbankprotein, findet
die Expression der Reportergene HIS3, ADE2 und MELI statt, wodurch ein
Wachstum auf entsprechenden Mangelmedien mit farblicher Selektion positiver

Klone moéglich wird.
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4.7.1 Klonierung und Expression von CPn1020 in

Saccharomyces cerevisiae

Zur Klonierung von c¢pnl020 in den Vektor pGBKT7 wurde der gesamte
Leserahmen von cpnl(020 mittels PCR amplifiziert (68°C Annealing-Temperatur,
1 min Extension, 30 Zyklen). Als Ursprungsmatrize diente isolierte genomische
DNA von C. pneumoniae. Die hierfiir verwendeten Primer YTH 1 und YTH 2
besallen jeweils eine synthetische EcoRI- bzw. Pstl-Schnittstelle. Das Amplifikat
hatte inklusive der Restriktionsstellen eine erwartete Grofle von 1554 bp und wurde
durch eine Agarosegelelektrophorese nachgewiesen. AnschlieBend wurden Insert
und Vektor mit EcoRI und Pstl restringiert und aufgereinigt. Nach Ligation wurden
kompetente E. coli DH5-a-Zellen transformiert und die Bakterien auf Kanamycin-
haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen.

Die erfolgreiche Insertion von cpnl020 in pGBKT7 wurde bei 28 Klonen durch
einen Restriktionsverdau préparierter Plasmid-DNA mit EcoRI und Pstl untersucht
(4bb. 15). Bei allen Plasmiden konnte eine Bande in Hohe von ca. 7000 bp
beobachtet werden, welche den restringierten Vektor pGBKT7 (7278 bp)
reprasentierte. Bei sieben Klonen zeigte sich dariiber hinaus eine Bande in Héhe von
ca. 1500 bp, die eine erfolgreiche Integration von cpnl020 (1536 bp) in pGBKT7

anzeigte.

Abb. 15: Restriktionsverdau
der prdparierten Plasmide

#1-10 mit EcoRI und Pstl.

Mittels Sequenzierung wurde ein Plasmid identifiziert, das keinerlei Mutationen und
den richtigen Leserahmen aufwies. Dieses Plasmid wurde fiir die Transformation von
S. cerevisiae verwendet.

Um nachzuweisen, dass das Fusionsprotein aus CPnl1020 und der GAL4-DNA-
bindenden Domine (GAL4-BD) in S. cerevisiae exprimiert wurde, erfolgte ein

Western-Blot mit einem Antikorper, der gegen das ,,c-Myc-Tag*“-Epitop gerichtet ist
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(Abb. 16). Hierbei konnte ein Protein mit einer Molekularmasse von ca. 75 kDa
detektiert werden, wihrend die Negativkontrolle - bestehend aus nichttransformierten
Hefezellen - kein Signal zeigte. Da die errechnete Molekularmasse des exprimierten
GAL4-BD-CPn1020 Fusionsproteins 78 kDa betrug, konnte somit gezeigt werden,

dass das Fusionsprotein in S. cerevisiae exprimiert wurde.

_ BD-CPn1020 Abb. 16: Expression des Fusionsproteins von
CPni1020 und GAL4-DNA-bindender Domdine (BD-
CPnl1020) nach Klonierung von cpnl020 in pGBKT7

83 kDa— und Transformation von S. cerevisiae. Western-Blot
mit Maus-anti-c-Myc (1:500) und AP-konjugiertem
62 kDa— Ziege-anti-Maus-Serum (1:2500). Als Negativkontrolle

(-) dienten nicht-transformierte Hefezellen.

4.7.2 Tests auf Autoaktivierung der Reportergene

Die GAL4-BD-cpni020- und GAL4-AD-HeLa-cDNA-Genbank-Konstrukte wurden
unabhingig in S. cerevisiae transfiziert und die Klone anschlieend auf SD/-Trp/X-
a-Gal- bzw. SD/-Leu/X-a-Gal-Platten ausgestrichen. Eine Autoaktivierung sollte
durch das MELI-Reportergen iiber eine Blaufdarbung der Kolonien sichtbar gemacht
werden. Als Positivkontrolle der MELI-Aktivierung diente pCL1, als
Negativkontrolle pGADT7-T, ausgestrichen jeweils auf SD/-Leu/X-a-Gal-Platten.
Bis auf die Positivkontrolle zeigte keine der gewachsenen Kolonien eine Blau-
farbung, eine autonome Aktivierung des Reportergenes MELI durch pGBKT7-
CPn1020 bzw. cDNA-Genbank-tragendes pACT2 konnte also ausgeschlossen und
die Konstrukte damit in einem grolen Genbanktransformationstest eingesetzt

werden.
4.7.3 Genbanktransformationen

Im Rahmen der Suche nach Interaktionspartnern der HeLa-cDNA-Genbank mit dem

C. pneumoniae-Protein CPn1020 wurden drei groe Genbank-Tests durchgefiihrt.

Der erste Test erfolgte als sequenzielle Transformation mit niedriger Stringenz. Im

groBen Transformationsansatz wurden Hefezellen eingesetzt, die bereits das
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cpnl020-tragende Koderplasmid beinhalteten und zusitzlich mit den HeLa-cDNA-
Genbank tragenden Plasmiden transfiziert wurden. Nach Transformation wurden die
Zellen auf 3-fach-Mangelagarplatten (im Medium fehlend: Tryptophan, Leucin und
Histidin) ausgestrichen und inkubiert. Die Transformationseffizienz betrug 3 x 10*
cfu/ug DNA, somit wurden 3 x 10° Klone getestet.

50 Kolonien mit der deutlichsten Blaufiarbung wurden erneut kultiviert und die
Plasmid-DNA nach enzymatischer Zellwandlyse mit dem Qiagen Spin Miniprep Kit
isoliert. Zur Kontrolle, ob wirklich alle gewachsenen Zellen das cpnl020-tragende
Koderplasmid und ein AD-Plasmid mit einem cDNA-Genbank-Insert beinhalteten,
wurden die jeweiligen Inserts per PCR mit den Primern BD 3‘-Seq / T7 5¢-Seq (BD-
Plasmid) sowie Lib 5°-Seq/Lib3‘-Seq (AD-Plasmid) amplifiziert. Die an-
schlieBende Elektrophorese zeigte fiir jeden untersuchten Klon eine Bande der
erwarteten Grofe des cpnl020-Inserts aus dem BD-Plasmid (theoretische Grof3e:
1756 bp) und jeweils ein cDNA-Genbank-Fragment variierender Gro3e (zwischen

500 und 4000 bp) aus dem AD-Plasmid (4bb. 17).

AD-Plasmide mit nachgewiesenen HeLa-cDNA-Genbank-Inserts wurden dann mit
den gleichen Primern (Lib 5°-Seq und Lib 3°-Seq) sequenziert. Von den 50
sequenzierten Inserts konnten mittels Homologievergleich auf Proteinebene 17
Sequenzen 15 verschiedenen humanen Proteinen im korrekten Leserahmen zu-
geordnet werden. Zwei Proteine, die Cytochrom C Oxidase (Subunit I), und das
hypothetische Protein E21G4 wurden doppelt gefunden. Die restlichen Sequenzen
lagen auBerhalb des richtigen Leserahmens oder zeigten keine Ubereinstimmungen
mit bekannten menschlichen Proteinen und mussten daher als falsch-positiv gewertet

werden.
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Abb. 17: Oben: PCR der BD-Plasmid-Inserts, die fiir jeden Klon ein Produkt der erwarteten Grofse
von cpnl020 (1756 bp) zeigt. Unten: PCR der HeLa-cDNA-Genbank-Fragmente unterschiedlicher
Grofe aus dem AD-Plasmid derselben zehn Klone. Alle zehn Kolonien enthielten somit im BD-

Plasmid das cpnl020-Gen in voller Gréfe sowie im AD-Plasmid jeweils ein Gen aus der Hela-
cDNA-Genbantk.

Aufgrund der hohen Anzahl gewachsener Kolonien, die liberwiegend als falsch-
positiv erachtet werden mussten, wurde im folgenden zweiten Test eine
Kotransformation durchgefiihrt und die Stringenz angehoben, indem direkt auf 4-
fach-Mangelmedium (im Agar fehlend: Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenosin)
ausplattiert, also gleich auf die Aktivierung von zwei Reportergenen (HIS3 und
ADE?2) getestet wurde. Die Transformationseffizienz war um 20 % geringer als im
ersten Versuch, so dass nur 6 x 10° Klone getestet wurden. Es wuchsen 121
Kolonien, von denen 13 nach Uberfiihrung auf X-o-Gal-haltige Platten eine
deutlichere Blaufdarbung als die restlichen zeigten (4bb. 18) und wie oben

beschrieben préipariert und sequenziert wurden.
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Abb. 18: Exemplarische
Agarplatte aus der zweiten
cDNA-Genbank-Transformation
mit 4-fach-Mangelmedium (SD/
-Trp/-Leu/-His/-Ade) ohne X-o-
Gal. Auf dieser Platte sind acht
deutliche Kolonien erkennbar
(102-109), die anschlieffend auf
X-a-Gal-haltige Agarplatten

umgesetzt wurden.

Die Unterschiede hinsichtlich der Intensitidten der Blaufirbungen waren grofBer als
im ersten Versuch, aber weiterhin nicht optimal. Nach Sequenzierung und dem
Ausschluss fehlerhafter Proteine oder unzuordbarer Sequenzen konnten im zweiten

Test letztendlich drei unterschiedliche mogliche Interaktionsproteine ermittelt

werden:

. LGALS1 = Lectin, Galactoside-binding, soluble 1
. NME7 = Nucleoside Diphosphate Kinase 7

. TMSB10 = Thymosin beta 10

Im dritten Test wurde die Stringenz maximal angehoben, indem der
Transformationsansatz auf X-o-Gal-haltigen 4-fach-Mangelplatten ausgestrichen
und direkt auf die Aktivierung aller drei Reportergene selektioniert wurde. Die
Transformationseffizienz war vergleichbar mit der des zweiten Versuches, es wurden
5 x 10° Klone getestet. Die Unterscheidung in positive und negative Kolonien fiel in

diesem Versuch wesentlich leichter (4bb. 19).
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Abb. 19: Zwei Agarplatten des dritten Genbank-Tests mit hoher Stringenz und direkter Selektion auf
Aktivierung von HIS3, ADE2 und MELI (4-fach-Mangelplatten, Medium: SD/-Trp/-Leu/-His/-

Ade/+X-a-Gal). Gewachsene Kolonien wurden mit Nummern versehen.

Es wuchsen 20 kriftig blaugefarbte Kolonien; schwicher oder nicht geférbte
Kolonien (siche Abb. 19) wurden nicht weiter untersucht.

Bei sechs der 20 Kolonien konnte kein Genbank-Insert isoliert werden. Nach
Sequenzierung der restlichen 14 Inserts und dem Ausschluss fehlerhafter Sequenzen,
die aullerhalb des richtigen Leserahmens lagen oder deren Zuordnung in
Datenbanken nicht moglich war, blieben sieben verschiedene Proteine als mogliche

Interaktionskandidaten bestehen:

. NPAT = Nuclear Protein, Ataxia-Teleangiectasia Locus

. MTCO1 = Cytochrome C Oxidase, Subunit 1

. PCBP1 = Poly(rC) Binding Protein 1

. SS18 = Synovial Sarcoma Translocation, Chromosome 18
. HNRPA2B1 = Heterogenous Nuclear Ribonucleoprotein A2/B1

. TAF9 = TATA-Box Binding-Protein Associated Factor

. FLJ22347 = Hypothetical Protein FLJ22347
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Die drei durchgefiihrten Genbank-Tests fasst Tabelle 3 zusammen.
Test1 Test 2 Test 3

Transformationsform sequenziell | simultan | simultan
Stringenz niedrig mittel hoch
Anzahl der getesteten Klone 3x10° | 6x10° | 5x10°
Positive Klone

- auf 3-fach-Mangelplatten >1000

- auf 4-fach-Mangelplatten 95 121

- auf 4-fach-Mangelplatten + X-a-Gal 50-90 13 20
davon erfolgreich sequenziert 50 12 14
davon mit Homologie zu humanen Proteinen 17 3 7

Tab. 3: Ubersicht iiber Transformationsform, Stringenz und Anzahl der getesteten und positiven
Klone der drei durchgefiihrten Genbank-Tests im Yeast-Two-Hybrid-System auf der Suche nach
zelluldren Interaktionspartnern von CPnl020. Die letzte Zeile gibt die Zuordnung einer Sequenz zu

einem bekannten menschlichen Protein im korrekten Leserahmen wieder.

4.7.4  Ausschluss falsch-positiver Klone

Die hohe Anzahl verschiedener positiver Klone in den drei Genbank-Screenings
legte die Vermutung nahe, dass es sich bei einem Grofiteil um falsch-positive
Ergebnisse handelte, was als limitierender Faktor des Yeast-Two-Hybrid-Systems
bekannt ist [BARTEL et al., 1993]. Um dieses zu iiberpriifen, wurden mit der Technik
des Yeast Matings verschiedene Kontrollversuche mit den ermittelten Klonen
durchgefiihrt. Dabei wurde untersucht, ob die positiven Klone die Reportergene auch
durch Interaktion mit dem GAL4-BD-Fusionsprodukt ohne cpnl020-Insert bzw. mit
einem anderen inserierten Gen (lam) aktivierten und damit als falsch-positiv gewertet
werden mussten. Eingesetzt wurden die zehn ermittelten Kandidaten des zweiten und
dritten Genbanktests.

Die aus Hefezellen gewonnenen Plasmide wurden in E. coli vermehrt und erneut
prapariert. Nach Transformation der Hefestimme wurden die Zellen nach
Ausstreichen auf 4-fach-Mangelmedium inklusive X-o-Gal inkubiert und erneut auf
Aktivierung von HIS3, ADE2 und MELI getestet. Alle Kandidaten zeigten in

Anwesenheit des cpnl(020-tragenden Plasmides, also der Positivkontrolle, durch ein
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Wachstum mit Blaufarbung eine Aktivierung der Reportergene inklusive MELI an.
Alle Klone reagierten jedoch auch mit der Negativkontrolle oder ohne Insert, also
anscheinend schon allein mit der DNA-bindenden Doméne der Transkriptions-
faktoruntereinheit von GALA4.

Ein eindeutig positiver Klon konnte nach diesen Kontrollversuchen folglich nicht

mehr benannt werden.
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5

DISKUSSION

Wie viele andere gramnegative Bakterien besitzen auch die obligat intrazelluldr

lebenden Chlamydien ein Typ-III-Sekretionssystem, das es diesen ermoglicht,

Effektorproteine in die Wirtszelle zu sezernieren [HSIA et al.,, 1997]. Diese

modulieren wahrscheinlich den Wirtsmetabolismus, um Uberleben und Vermehrung

der internalisierten Erreger zu gewihrleisten. Bakterielle Effektorproteine stellen

somit bedeutende Pathogenititsfaktoren dar. Als mogliche Angriffpunkte dieser

Effektoren kommen Prozesse in Betracht, deren Beeinflussungen durch eine

Chlamydien-Infektion bereits bekannt sind:

Tyrosin-Phosphorylierungen ~ und  Aktin-Mobilisation ~ vermitteln  die
rezeptorvermittelte Endozytose der extrazelluldren Elementarkdrper in die Wirts-
zelle [COOMBES & MAHONY, 2002; CARABEO et al., 2002]. Dieser Prozess wird
bei C. trachomatis auf Wirtszellseite durch Phosphorylierung des von extra- nach
intrazelluldr Typ-IlI-sezernierten Tarp-Proteins (CT456, homolog zu CPn0572)
induziert [CLIFTON et al., 2004].

Bislang unbekannte chlamydiale Proteine ermoglichen die Aufnahme
Sphingomyelin- und Cholesterin-enthaltener Vesikel [SCIDMORE et al., 1996a;
CARABEO et al., 2003] und verhindern damit eine lysosomale Inaktivierung

[HACKSTADT, 1998, SCIDMORE et al., 2003].

Der in das Wirtszellzytosol sezernierte Protease-dhnliche Faktor von
C. trachomatis (CPAF) und C. pneumoniae (CPAFcp = CPnl1016) reguliert {iber
einen Abbau von Transkriptionsfaktoren die Antigenprédsentation durch MHC I

und II herab [ZHONG et al., 2001; FAN et al., 2002].

Das konservierte chlamydiale Protein CADD wirkt Apoptose-aktivierend
[STENNER-LIEWEN et al., 2002]; andererseits existieren mehrere Studien, die eine
Inhibierung der Apoptose von C. pneumoniae-infizierten Zellen nachgewiesen

haben [WAHL et al., 2001; CARRATELLI et al., 2002; AIRENNE et al., 2002].
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Auch C. pneumoniae transkribiert die konstituierenden Strukturproteine des Typ-III-
Sekretionssystems [SLEPENKIN et al., 2003]. Uber sezernierte Effektoren ist allerdings

bisher wenig bekannt.

Ein potenzieller Typ-IlI-sezernierter Effektor ist das in dieser Arbeit untersuchte
Protein CPn1020, dessen offener Leserahmen sich an lcrH-2 (= cpnl021) anschlief3t.
LcrH-2 ist neben lcrH-1 eines der beiden homologen Gene zu lcrH (= sycD), das bei
Yersinia spp. fir das Chaperon der Translokatoren YopB und YopD kodiert. Diese
werden Typ-IIl-sezerniert und sind {iber eine Porenbildung in der Wirtszellmembran
ihrerseits am Export anderer Effektoren beteiligt [NEYT & CORNELIS, 1999].
CPn1020 zeigt neben méBigen Homologien zu Proteinen anderer chlamydialer Arten
(geweils 39 % Identitdit mit dem Membranprotein CAB708 von Chlamydophila
abortus und dem hypothetischen Protein CCA00741 von Chlamydophila caviae,
Funktion bei beiden unbekannt) keine nennenswerten Ahnlichkeiten zu anderen
bekannten Proteinen, insbesondere nicht zu YopB und YopD. Allerdings besitzt es
Analogien zu letztgenannten hinsichtlich Grée und Hydrophobizititsmuster [ SUBTIL
et al., 2000]. Es konnte gezeigt werden, dass der Amino-Terminus von CPn1020 von
dem heterologen Typ-IlI-Sekretionssystem von Shigella flexneri erkannt und
sezerniert wird. Dieser Umstand wird als Hinweis dafiir gesehen, dass eine Sekretion
von CPnl1020 iiber dieses System in vivo stattfindet. Eine weitere Charakterisierung
des vollstindigen Proteins erfolgte in der Arbeit von SUBTIL und Mitarbeitern indes
nicht, da aufgrund der Lage von CPn1020 eine Translokatorfunktion postuliert wurde,
welche fiir eine erfolgreiche Sekretion wahrscheinlich die Anwesenheit eines
Chaperons bendtigen wiirde [SUBTIL et al., 2005]. In einem bakteriellen Two-Hybrid-
System in E. coli, bei dem LcrH-2 als Koderprotein auf Interaktionen mit
Genprodukten von verschiedenen im chlamydialen Chromosom in dessen Nihe
liegenden offenen Leserahmen unbekannter Funktionen, darunter auch cpn/020 und
cpnl022, untersucht wurde, zeigte sich allerdings keine Wechselwirkung zwischen

CPn1020 und dem putativen Chaperon LcrH-2 [SLEPENKIN et al., 2005].
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In dieser Arbeit wurde die Transkription von cpnl020 in C. pneumoniae-infizierten
humanen Epithelzellen mittels semiquantitativer RT-PCR von 100 ng Gesamt-RNA
zu verschiedenen Zeiten des Entwicklungszyklus untersucht. Die cpnl020-RNA
konnte bereits zum ersten Messzeitpunkt, zwei Stunden nach Infektionsbeginn, und
darauf folgend wihrend des gesamten chlamydialen Entwicklungszyklus
nachgewiesen werden. Ein Transkriptionsmaximum fand sich 8 bis 24 Stunden nach
Beginn der Infektion. Somit wurde demonstriert, dass cpnl020 bereits in der
Friihphase der Entwicklung der internalisierten Chlamydien transkribiert wird.

Ein dhnliches Transkriptionsmuster zeigt das im Chromosom unmittelbar benachbarte
putative Chaperon lcrH-2, dessen RNA bereits ab 1,5 Stunden nach Infektionsbeginn
nachgewiesen wurde, mit ebenfalls schwicherer Transkription nach der 48. Stunde
des Entwicklungszyklus. Auch von einem Teil der Gene des Typ-III-
Strukturapparates (yscC, yscS, yscL und yscJ) und der Typ-Ill-sezernierten
Einschlusskorper-Membranproteine IncA, IncB und IncC konnte zu vergleichbaren
Zeitpunkten mRNA detektiert werden [SLEPENKIN et al., 2003; LUGERT et al., 2004].
Alle weiteren bislang untersuchten Gene des Typ-III-Sekretionssystems von
C. pneumoniae werden erst in der mittleren oder spidten Phase des
Entwicklungszyklus transkribiert: Die Strukturkomponenten yscV und yscR sowie die
ATPase yscN ab der 8. bis 12. Stunde, weitere konstituierende Proteine wie yscT, das
Chaperon lcrH-1 und der hypothetische Effektor cpn0809 nicht friiher als 24 Stunden
nach Beginn der Infektion. RNA eines weiteren Chaperons, sycE, und des
sekretionsregulierenden /crE wurde von LUGERT et al. bereits ab der 8. Stunde, von
SLEPENKIN et al. erst nach der 24. Stunde des Zyklus nachgewiesen. Im Gegensatz zu
diesen Untersuchungen konnte bei C. trachomatis eine Transkription von
Strukturkomponenten des Sekretionsapparates wie auch von /lcrH-2 erstmals nach 12
Stunden gezeigt werden [FIELDS KA et al., 2003].

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass es eine zeitabhingige Regulation der
Transkription von Genen des Typ-III-Sekretionssystems gibt, die sowohl die
konstituierenden Bestandteile des Sekretionsapparates, als auch potenzielle
Chaperone und vermutete Effektoren umfasst. Dieser Umstand konnte mit
unterschiedlichen Funktionen der jeweiligen Genprodukte im chlamydialen

Entwicklungszyklus  korrelieren. CPnl1020 scheint dabei aufgrund seiner
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Transkriptionskinetik eine Rolle im Rahmen des friihen Infektionsprozesses zu

spielen.

Im Gegensatz zur semiquantitativ durchgefiihrten RT-PCR, bei der die Signalstarken
im Verhiltnis zum konstitutiv transkribierten /6S-Gen normiert wurden, um damit
Aussagen iiber das Transkriptionsverhalten einer einzelnen chlamydialen Zelle treffen
zu konnen, wurde auf Proteinebene ein nicht-normierter Western-Blot mit
Gesamtprotein aus C. pneumoniae-infizierten Zellen durchgefiihrt.

Mit Hilfe eines im Rahmen dieser Arbeit generierten CPn1020-Antiserums wurde
demonstriert, dass neben der Transkription auch eine Translation der mRNA von
cpnl020 stattfindet. Die Expression von CPn1020 konnte 24 Stunden nach Beginn
der Infektion deutlich detektiert werden; acht Stunden nach Infektionsstart fand sich
dagegen nur ein sehr schwaches Signal. Da im Western-Blot eine konstante Anzahl
infizierter HEp-2-Zellen eingesetzt wurde, nahm die Signalstirke aufgrund der sich
vermehrenden Bakterien im Laufe der Entwicklung zu. Eine friihere Expression ist
aufgrund der Nachweisgrenze des Antiserums in Bezug auf CPn1020 allerdings nicht
auszuschlieBen. In einem mit rekombinantem CPn1020 durchgefiihrten Western-Blot
konnten mit dem CPn1020-Antiserum in der auch sonst verwendeten Verdiinnung
(1:200) 10 ng des Proteins sehr deutlich, 3 ng nur noch schwach und 1 ng nicht mehr
nachgewiesen werden. Dass CPnl020 tatsichlich aber bereits 2 Stunden nach
Infektionsbeginn exprimiert wird, kann anhand der vorgestellten Ergebnisse der RT-

PCR angenommen werden.

Um Hinweise auf die intrazelluldre Lokalisation von CPn1020 zu bekommen, wurden
mit dem generierten Antiserum Immunfluoreszenztests mit infizierten HEp-2-Zellen
durchgefiihrt. Reaktive Signale fanden sich am kriftigsten im Bereich der
Einschlusskorpermembran sowie des angrenzenden Zytosols, wobei die Anfarbung
eindeutig iiber die Membran des Einschlusskorpers hinaus in das Zytoplasma der
Wirtszelle liberging und dort mit relativ scharfer Begrenzung an Intensitét verlor. Der
Einschlusskorper selbst lie sich mit dem verwendeten Antiserum nur sehr schwach,
weiter entfernt liegende Zytosolbereiche und der Wirtszellkern gar nicht anférben.
Ebenso wenig zeigten sich in nicht-infizierten Zellen reaktive Signale, was fiir eine

hohe Spezifitit des Antiserums spricht.
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Bis jetzt konnten bei C. pneumoniae nur sehr wenige bakterielle Proteine im Zytosol

der Wirtszelle lokalisiert werden. Dazu zahlen:

* Der sezernierte Protease-dhnliche Faktor CPAFcp (= CPnl016), der iiber den
Abbau des Transkriptionsfaktors RFX5 die MHC-Klasse I- und II-vermittelte
Antigenreprasentation hemmt [FAN et al., 2002; SHAW et al.,, 2002]. Der
Sekretionsweg von CPAFcp ist wunklar, verlduft aber wahrscheinlich

Leadersequenz-abhéngig und damit nicht Typ-III-vermittelt.

*+ CPn0796, das Tber einen Autotransporter-Mechanismus sezerniert wird

[VANDAHL et al., 2005].

* Das wahrscheinlich Typ-IlI-sezernierte CPn0809 [LUGERT et al., 2004; SUBTIL et
al., 2005].

* Das zu CPn0705 homologe und Typ-IlI-sezernierte CCA00037 von C. caviae
[SUBTIL et al., 2005].

Die Funktion der letztgenannten Proteine ist bisher unklar. Daneben wurde fiir eine
Reihe Typ-Ill-assoziierter chlamydialer Proteine eine Lokalisation im Einschluss-
korper selbst bzw. in dessen Membran gezeigt. Dazu gehoren bei C. pneumoniae die
sezernierten Einschlusskorper-Membranproteine IncA, IncB und IncC, die ATPase
des Sekretionsapparates YscN und das den Export von Effektoren regulierende LcrE
[FIELDS KA & HACKSTADT, 2000; BROWN et al., 2002; LUGERT et al., 2004]. Die
intrazelluldre Lokalisation von CPnl020 legt damit die Vermutung nahe, dass
tatsichlich eine Sekretion ins Wirtszellzytosol stattfindet. Dass CPn1020 auch in vom
Einschlusskorper entfernt liegenden Zytosolbereichen zu finden ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, sofern es dort unterhalb der Nachweisgrenze des generierten
Antiserums vorliegt. Eine Konzentrationsabnahme des Proteins in zunehmender
Entfernung zum Einschlusskorper konnte am Verdiinnungseffekt im Verteilungsraum
Zytosol oder an einer Bindung von CPnl020 an bestimmte Kompartimente oder
Faktoren der Wirtszelle in Nédhe des Einschlusskorpers liegen. Diese Vermutung wird
durch die Tatsache gestiitzt, dass es zu einer relativ scharf abgegrenzten Anfarbung

des Einschlusskorper-nahen Zytosols mit dem CPn1020-Antiserum kam.
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Eine Struktur, die diesem Anfarbeverhalten entsprechen und damit einen Angriffs-
punkt von CPn1020 darstellen konnte, ist das Zytoskelett der Wirtszelle, zumal eine
Aktivierung des Zytoskelett durch chlamydiale Effektoren im Rahmen der
Endozytose der Erreger und Translokation der Einschlusskdrper in Richtung des

Golgi-Apparates bekannt ist.

Ob CPn1020 wirklich aktiv sezerniert wird und ob dieser Vorgang iiber ein Typ-III-
Sekretionssystem abléduft, kann mit dieser Arbeit bisher nicht eindeutig beantwortet

werden, es bestehen lediglich starke Indizien hierfiir. Hierzu zdhlen:

» die Lokalisation im Genom in Ndhe zu dem putativen Chaperon LcrH-2 mit

qualitativ vergleichbarer Transkription
+ das Fehlen eines erkennbaren Signalpeptides

+ die Ahnlichkeit zu den Typ-Ill-sezernierten Proteinen YopB und YopD

hinsichtlich Lage im Chromosom, Grée und Hydrophobizitdtsmuster
» die Lokalisation des Proteins im Zytosol infizierter HEp-2-Zellen

» die Erkennung und Sekretion des Amino-Terminus durch das Typ-III-System von

Shigella flexneri.

Da bis zum heutigen Zeitpunkt keine Methoden zur genetischen Manipulation von
Chlamydien verfligbar sind, kann die Frage einer Typ-III-Sekretion bestimmter
Proteine bis jetzt nur in heterologen Systemen, z.B. von Yersinia oder Shigella spp.,

untersucht werden.

Neben dem hypothetischen Chaperon lcrH-2, dessen offener Leserahmen sich direkt
an c¢pnl020 anschliet und ein &hnliches Transkriptionsmuster zeigt, besitzt
C. pneumoniae mit lcrH-1 (= cpn0811) ein zweites Homologon zum bei anderen
Bakterien nur singuldr vorkommenden /crH. Das Gen lcrH-1 wird mit 24 Stunden
nach Infektionsbeginn im Gegensatz zu IcrH-2 erst spit im Entwicklungszyklus
exprimiert und zeigt ebenfalls ein korrespondierendes Transkriptionsmuster zu dem

im selben Subcluster liegenden putativen Effektor cpn0809 [LUGERT et al., 2004].
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Wahrscheinlich besitzt C. pneumoniae also zwei Kopien des Chaperon-Genes /crH,
die auf zwei verschiedene Subcluster verteilt sind. In unmittelbarer Nachbarschaft zu
diesen befinden sich die offenen Leserahmen cpn0808 und cpn0809 (in Nachbar-
schaft zu lcrH-1 = cpn0811) sowie cpnl019 und cpnl020 (in Nachbarschaft zu /crH-
2 =c¢pnl021), die neben ihrer Lokalisation aufgrund eines fehlenden Signalpeptides
und der Ahnlichkeit zu YopB und YopD als Typ-IlI-sezernierte Effektorproteine in
Betracht kommen und deren Funktion bis jetzt unklar ist [SUBTIL et al., 2000].
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass das zu CPn0808 homologe CopD (= CT579)
von C. trachomatis in Salmonella enterica mittels des Typ-III-Sekretionssystems SPI-
2 ins Zytosol der Wirtszelle befordert wird [HO & STARNBACH, 2005]. AuBerdem
wurden die Amino-Termini der Produkte von cpn0808, cpn0809, cpnl019 und
cpnl020 von dem heterologen Typ-III-Sekretionssystem von Shigella flexneri erkannt
und sezerniert [SUBTIL et al., 2005]. Die Proteine beider Subcluster werden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert: lcrH-2 und cpnl020 bereits in den ersten
Stunden, lcrH-1 und cpn0809 erst ab der 24. Stunde des Entwicklungszyklus
[SLEPENKIN et al., 2003; LUGERT et al., 2004]. Damit konnten Chlamydien bei einem
einfachen Satz an Strukturproteinen ein zweiphasiges Typ-III-Effektorensystem
unterhalten, eventuell korrespondierend mit den zwei unterschiedlichen
Zustandsformen des Erregers, (i) dem infektiosen Elementarkorper, dessen Haupt-
funktion die Infektion potenzieller Wirtszellen ist, und (ii) dem metabolisch aktiven
Retikularkorper, der {iber parasitire Nutzung des Wirtszellmetabolismus die
bakterielle Vermehrung bis zur erneuten Freisetzung der Erreger gewéhrleistet.

FEine zeitabhdngige Regulation verschiedener Bestandteile des Typ-III-Sekretions-
systems ist nicht unbekannt. Salmonella enterica besitzt beispielsweise zwei
komplette Sétze von Proteinen des Sekretionsapparates, von denen der eine, SPII,
frith aktiviert wird und fiir die Invasion intestinaler Zellen notwendig ist, wéahrend der
andere, SP12, die Entwicklung einer systemischen Infektion ermdglicht [WINSTANLEY
& HART, 2001].

Man konnte also annehmen, dass LcrH-2 die Rolle des Chaperons fiir CPn1020
iibernimmt, sollte dieses tatsdchlich Typ-III-vermittelt sezerniert werden. In einem
bakteriellen Two-Hybrid-System zeigten sich allerdings in vivo keine Interaktionen

zwischen CPnl1020 und LcrH-2. Stattdessen interagierte LcrH-2 in diesem System
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mit LcrE (= CPn0324) [SLEPENKIN et al., 2005]. Das zu LcrE homologe YopN
reguliert in Yersinia spp. die Offnung des Sekretionsapparates iiber eigene
Freisetzung nach Kontakt mit der Wirtszellmembran oder nach einem Abfall der
intrazelluldren Kalzium-Konzentration und ermdglicht somit die Ausschleusung von
Effektoren [RAMAMURTHI & SCHNEEWIND, 2002]. Die Funktion von LcrE bei
Chlamydien ist bislang unklar. In C. trachomatis konnte aber bereits demonstriert
werden, dass das homologe CopN in Yersinia spp. liber ein Typ-III-System sezerniert
wird [FIELDS KA & HACKSTADT, 2000]. Immunfluoreszenzfiarbungen zeigten, dass
LcrE in C. pneumoniae zum Teil im Einschlusskdrper, vor allem aber in dessen
Membran zu finden ist [LUGERT et al., 2004]; ein Befund, der gut mit der Funktion
von LcrE als regulatorischer Bestandteil des Sekretionsapparates vereinbar ist. Die
von SLEPENKIN et al. [2005] nachgewiesene Interaktion des Chaperons LerH-2 mit
LcrE konnte also einen initialen Prozess reprasentieren, bei dem das Chaperon LcrH-
2 die sekretionsregulierende Funktion von LcrE ermdglicht und steuert, und woran
sich dann die Passage anderer Faktoren durch den Apparat anschlief3t.

Dabei ist zu beachten, dass LcrH-2, wie fiir so genannte Klasse-2-Chaperone von
Translokatoren charakteristisch, durchaus mit mehr als einem Protein interagieren
kann [PAGE & PARsoT, 2002], die Chaperon-Funktion fiir andere potenzielle
Effektoren wie z.B. CPn1020 also nicht ausgeschlossen ist, auch wenn diese von
SLEPENKIN und Mitarbeitern nicht detektiert werden konnte. Eine Sekretion und
Funktion von CPn1020 als Effektor und Virulenzfaktor im Zytosol infizierter Zellen

ist aber selbstverstidndlich auch ohne Chaperon denkbar.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CPn1020 in das Zytosol infizierter Wirtszellen
sezerniert wird. Uber die Funktion dieses Proteins ist allerdings nichts bekannt. Es
besteht die Moglichkeit, dass CPn1020 ein sezerniertes Effektorprotein darstellt, das
mit Stoffwechselprozessen der Wirtszelle interagiert, wie es bereits fiir einige andere
Typ-IlI-sezernierte chlamydiale Proteine (z.B. Tarp und CopN) demonstriert werden
konnte. Um Hinweise auf die Funktion von CPn1020 zu erlangen, wurde in dieser
Arbeit mit dem Yeast-Two-Hybrid-System eine menschliche HeLa-cDNA-Genbank
auf der Suche nach zelluldren Interaktionspartnern von CPn1020 durchmustert. Mit
dem gleichen System wurde in C. trachomatis das humane Protein 14-3-3-f als

Interaktionspartner des  Einschlusskorper-Membranproteins IncG  gefunden
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[SCIDMORE & HACKSTADT, 2001]. 14-3-3-f ist ein Phosphoserin-bindendes Protein,
das in eine Vielzahl von Signaltransduktionsprozessen involviert ist und bereits als
Interaktionspartner von diversen bakteriellen und viralen Proteinen bekannt war.
Ebenfalls in einem Yeast-Two-Hybrid-Test interagierte IncA von C. trachomatis mit
sich selbst und ist somit moglicherweise fiir die Fusion von Einschlusskorpern in
mehrfach infizierten Zellen verantwortlich [HACKSTADT et al., 1999].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei groBe Genbankscreenings durchgefiihrt, um
potenzielle zelluldre Interaktionspartner von CPn1020 zu identifizieren. Insgesamt
wurden dabei 4,1 x 10° Klone getestet. Die verwendete HeLa-cDNA-Genbank
beinhaltete 3,5 x 10° unabhingige Klone, so dass jeder Klon statistisch 1,1 Mal
getestet wurde. Im Vorfeld der Versuche wurde die Expression des zu
untersuchenden Kdderproteins CPn1020 in transformierten Hefezellen nachgewiesen
und dessen Nicht-Toxizitdt fiir die verwendeten Hefestimme gezeigt. Aullerdem
wurde ausgeschlossen, dass seine Expression alleine zur Aktivierung der
Reportergene fithrte. Es wurden 15 verschiedene potenzielle Interaktionspartner
gefunden, zwei davon doppelt. Es ist unwahrscheinlich, dass CPn1020 mit 15
vollkommen unterschiedlichen humanen Proteinen interagiert. Daher ist
anzunehmen, dass ein Grofiteil der ermittelten Kandidaten falsch-positiv getestet
worden war. Von diesen 15 Proteinen waren sieben, darunter auch die Cytochrom C
Oxidase, mitochondrialen oder ribosomalen Ursprungs und in Two-Hybrid-Systemen
als typischerweise falsch-positiv reagierend bekannt [http://www.fcce.edu:80/
research/labs/golemis/main_false.html]. In der zweiten und dritten Genbank-
transformation wurde daher mit dem Ziel der Reduktion der Anzahl vermeintlich
falsch-positiver Klone die Stringenz angehoben, sowie anstatt der sequenziellen
Transformation des ersten Tests Kotransformationen durchgefiihrt. Im zweiten
Versuch wurden 13 potenzielle Interaktionspartner identifiziert. Im dritten Genbank-
Screening wurde direkt auf die Aktivierung aller drei Reportergene getestet, es
mussten demzufolge keine Kolonien umgesetzt werden. Die Bedingungen des dritten
Screenings erwiesen sich als optimal hinsichtlich Durchfiihrbarkeit und der Selektion
positiver Kolonien. Allerdings lagen die Transformationseffizienzen des zweiten und
dritten Tests deutlich unter der des ersten Versuchs, so dass nur 6 bzw. 5 x 10° Klone

getestet wurden. Trotz vielfacher Variationen des Protokolls konnte die Trans-
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formationseffizienz jedoch nicht gesteigert werden.

Von den Klonen des zweiten und dritten Screenings konnten zehn Sequenzen
bekannten humanen Proteinen im richtigen Leserahmen zugeordnet werden. Die
restlichen kamen nicht als Interaktionspartner in Frage, da sie im Leserahmen
versetzt lagen oder keinem bekannten humanen Protein zugeordnet werden konnten.
Drei dieser zehn Proteine waren wiederum mitochondrialen oder ribosomalen
Ursprungs und wurden in Two-Hybrid-Versuchen héufig als falsch-positiv bewertet
[GOLEMIS et al., 2003]. Die zehn Kandidaten wurden mittels Yeast Mating in
verschiedenen Kontrolltransformationen auf falsch-positive Reaktionen getestet.
Danach mussten alle als falsch-positiv eingestuft werden, da diese Klone auch in
Abwesenheit von CPn1020 die Reportergene aktivierten, bzw. mit CPn1020 keine
starkere Interaktion als mit einer Negativkontrolle zeigten. Dabei konnte es sich nicht
um eine Autoaktivierung der Reportergene durch die verwendeten Plasmide allein
handeln, da diese im Vorfeld der Versuche ausgeschlossen wurde. Bei den positiven
Kandidaten handelte es sich also offensichtlich um Proteine, die iiber eine
unspezifische Interaktion mit dem GAL4-BD-Fusionsprotein die Reportergene
aktivierten. Es konnte demnach unter den beschriebenen Bedingungen aus der
verwendeten HeLa-cDNA-Genbank unter insgesamt 4.100.000 getesteten Klonen
keiner ermittelt werden, der als zweifelsfreier Interaktionspartner mit CPn1020 in
Frage kam. Vorausgesetzt, dass die durchgefiihrten Yeast-Two-Hybrid-Versuche
sensitiv genug waren und geniigend unabhéngige Klone getestet wurden, muss man
also den Schluss ziehen, dass kein zelluldres Protein existiert, an das CPn1020 bindet
und mit dem Wechselwirkungen stattfinden. Griinde fiir eine unzureichende

Sensitivitat der Methode konnten z.B. sein:

* Die Wechselwirkungen zwischen CPn1020 und dem Interaktionspartner sind zu

schwach.

* Das exprimierte Fusionsprotein liegt in der Hefezelle, z.B. durch fehlende
posttranslationale Modifikationen, nicht in der nativen Sekundir- oder
Tertidrstruktur vor oder gelangt nicht in den Zellkern, was zur Aktivierung der

Reportergene notwendig wire.
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* Der Interaktionspartner ist in der verwendeten HeLa-cDNA-Genbank nicht

enthalten.

Anstatt mit Wirtszellproteinen in Wechselwirkung zu treten, kdnnte sezerniertes
CPn1020 auch Aufgaben im Rahmen des Sekretionsprozesses selbst tibernehmen
und dabei mit chlamydialen Faktoren interagieren. Um dieses zu priifen, konnte man
CPn1020 auf Interaktionen mit chlamydialen Proteinen testen, ebenfalls durch Two-
Hybrid-Screeningverfahren im Test mit einer chlamydialen Genbank oder als
gezielte Untersuchung auf Interaktionen mit bestimmten Proteinen, die mit dem Typ-
IT1-Sekretionssystem assoziiert sind, wie es z.B. SLEPENKIN et al. [2005] fiir LcrH-2
und SycE durchgefiihrt haben.

Insgesamt muss der Einsatz des Yeast-Two-Hybrid-Systems im Rahmen dieser
Arbeit kritisch betrachtet werden. Auf der Suche nach Interaktionspartnern des im
Wirtszellzytosol vorliegenden und Typ-IlI-sezernierten Proteins CPn1020 wurde es
als Screeningverfahren eingesetzt, um eine humane HelLa-cDNA-Genbank auf
potenzielle Interaktionspartner zu durchmustern. Auf diese Weise benutzt, stellt sich
das Yeast Two-Hybrid-System als sehr zeit- und materialaufwendige Methode dar.
Im Gegensatz zu seit kurzem zur Verfligung stehenden bakteriellen Two-Hybrid-
Systemen bendtigen Hefen sehr lange Wachstumszeiten. Wenn mehrere
Reportergene aktiviert werden miissen, kann die notwendige Inkubation eines
ausgestrichenen Transformationsansatzes 10 bis 14 Tage betragen. Muss
anschlieBend noch, eventuell mehrfach, auf Platten hoherer Selektivitdt umgesetzt
werden, verldngert sich die Versuchsdauer schnell um ein Vielfaches. Verwendet
man stattdessen ein bakterielles Two-Hybrid-System, lassen sich notwendige
Inkubationszeiten und damit die Versuchsdauer wesentlich reduzieren. Daneben
stellen einfachere Transformations- und Plasmidprédparationsverfahren Vorteile der
Arbeit mit Bakterien gegeniiber Hefen dar. Ein weiteres Problem sind die vielen
falsch-positiven Klone, die ein Two-Hybrid-Screen ergeben kann. Diese sind als
limitierende Faktoren der Methode bekannt und fiihren zu einem betréchtlichen Zeit-

und Materialaufwand.

In einer orientierenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass in menschlichen

Seren Antikorper gegen rCPn1020 nachgewiesen werden konnen. Eingesetzt wurden
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Patientenseren, die mittels PCR auf C. pneumoniae getestet worden waren. Legt man
diesen PCR-Test als Referenz fiir eine akute oder chronische C. pneumoniae-
Infektion zu Grunde, ergab sich fiir den serologischen Nachweis einer Infektion eine
Sensitivitdt von 70 % fiir die 1gG-, 60 % fiir die IgM- und nur 50 % fiir die IgA-
Detektion. Die Spezifitit des IgG-Nachweises betrug dabei nur 46 %, fiir [gM und
IgA immerhin 77 %. Der positiv pradiktive Wert des Tests errechnete sich damit auf
nur 50 % fiir IgG, 67 % fiir IgM und 63 % fiir IgA. Ahnlich verhielt es sich mit dem
negativ pradiktiven Wert, er betrug 67 % fiir den IgG- und IgA- und 71 % fiir den
IgM-Nachweis. Fiir den Einsatz dieses Testes in der Routinediagnostik einer
C. pneumoniae-Infektion waren die berechneten Testgiitekriterien auf der Basis von
23 untersuchten Seren damit nicht hoch genug. Es miissten allerdings deutlich mehr
Seren untersucht werden, um eine abschlieBende Beurteilung der Testqualitét
erheben zu konnen. Gleichzeitig kann der C. pneumoniae-Antigennachweis mittels
PCR nicht als Goldstandard einer C. pneumoniae-Infektion gelten; auch hier miissen
falsch-positive und falsch-negative Testergebnisse erwartet werden. Fiir die
Verbesserung der diagnostischen Qualitét eines Western-Blot-Tests kdnnte zukiinftig
der kombinierte Nachweis von Antikorpern gegen CPn1020 und andere chlamydiale

Proteine hilfreich sein, um Sensitivitit und Spezifitit zu erhdhen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Chlamydophila pneumoniae ist ein bakterieller Erreger akuter Atemwegsinfektionen,
der weltweit fiir etwa 10 % der ambulant erworbenen Pneumonien verantwortlich
gemacht wird. Der gesamte Entwicklungszyklus des obligat intrazelluldren
Pathogens findet innerhalb des Einschlusskorpers statt, einer Vakuole im Zytoplasma
infizierter Zellen. Wie viele andere gramnegative Bakterien besitzen Chlamydien ein
Typ-1lI-Sekretionssystem, das es diesen ermoglicht, Effektormolekiile in das Zytosol
der Wirtszelle zu beférdern, um damit aktiv in deren Stoffwechsel einzugreifen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das putative Typ-Ill-sezernierte Effektorprotein
CPn1020 hinsichtlich Transkription, Expression, zelluldrer Lokalisation und
moglicher Funktion in infizierten menschlichen Epithelzellen charakterisiert.

Mittels RT-PCR-Analysen konnte gezeigt werden, dass cpnl020 besonders in der
Phase 8 bis 24 Stunden nach Infektion transkribiert wird und damit zu den Genen
gehort, die bereits zu Beginn der chlamydialen Infektion eine Rolle spielen. Nach
Herstellung von rekombinantem CPnl1020 und Generierung eines spezifischen
Antiserums wurde die Expression des Proteins in der Wirtszelle 24 Stunden nach
Infektionsbeginn nachgewiesen. Mit Hilfe des Antiserums konnte in Immun-
fluoreszenztests gezeigt werden, dass CPn1020 in der Ndhe des Einschlusskorpers im
Zytosol infizierter Zellen lokalisiert ist. Aufgrund einer relativ scharfen Abgrenzung
zur Zytosolperipherie kommt dabei eventuell eine Interaktion mit dem Zytoskelett
der Wirtszelle in Betracht. Die Tatsache, dass in menschlichen Seren Antikorper
gegen CPnl020 nachweisbar sind, kann als Indiz dafiir gesehen werden, dass
CPnl1020 trotz intrazelluldrer Lage dem Immunsystem zuginglich ist. CPn1020
konnte daher zukiinftig einen Beitrag fiir die Verbesserung der serologischen
Diagnostik einer C. pneumoniae-Infektion leisten. Um Hinweise auf die Funktion
von CPn1020 zu erhalten, wurde mit dem Yeast-Two-Hybrid-System eine humane
HeLa-cDNA-Genbank auf Wechselwirkungen mit CPnl1020 untersucht. Nach
umfangreichen Untersuchungen und Kontrollversuchen konnte dabei kein zelluléres

Protein als potenzieller Interaktionspartner identifiziert werden.
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