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Zusammenfassung

4. Zusammenfassung

Chlamydia trachomatis, ein wichtiges humanpathogenes Bakterium, sekretiert
wihrend der Invasion in seine Wirtszelle das Typ III Effektorprotein Tarp. In silico Analysen
offenbarten eine Homologie zwischen Tarp und Src-Kinasesubstraten. Diese Analyse lief3
sich unter Verwendung verschiedener biochemischer Methoden bestitigen. So zeigte sich,
dass sich die Tarp Tyrosinphosphorylierung durch einen Src-spezifischen Inhibitor blockieren
lasst und dass Tarp durch rekombinantes Src in vitro phosphoryliert wird. In vivo konnte
bestétigt werden, dass Tarp nicht in src-, fyn- und yes-defizienten Zellen phosphoryliert wird.
Inhibiert man die Src-Kinasen wihrend der Invasion, so fithrt dies zu einer um 60%
abgeschwichten Chlamydieninfektion.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Interaktion von phosphoryliertem Tarp mit
zellularen Komponenten untersucht. Experimente mit SH2-Dominenarrays haben eine
Interaktion mit PLCy, Shc, Lck und Shp-2 gezeigt. Die Interaktion zwischen Tarp und PLCy,
bzw. Tarp und Shc lieB sich mittels Immunprézipitation bestitigen, eine morphologische
Charakterisierung mittels Immunfluoreszenz im Anschluss zeigte, dass PLCy mit den
Bakterien wihrend der Invasion kolokalisiert. Inhibiert man PLCy wihrend der Invasion
verhindert dies die Inklusionsbildung der C. trachomatis-Infektion nahezu vollstindig. Eine
Inhibition nach der Invasion hingegen hatte nur einen sehr geringen Einfluss auf die Infektion.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung die Rekrutierung
von PLCy fiir den Invasionsprozess hat. Mit Hilfe konfokaler Echtzeitmikroskopie wurde der
Phosphoinositolmetabolismus untersucht und es zeigte sich, dass Chlamydien eine
PtdIns(3.4,5)-Ps-angereicherte frithe Inklusion bilden. Biochemische Experimente lieBen
erkennen, dass die Bildung dieser frithen Inklusion PI3K- und PLCy- abhiéngig ist, und dass
die Inhibition dieser Enzyme zur lysosomalen Degradation der Bakterien fiihrt. Die Bildung
einer PtdIns(3,4,5)-Ps-angereicherten frithen Inklusion stellt demnach einen bisher

unbekannten bakteriellen Mechanismus zur Vermeidung der Degradation dar.
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Einleitung

5. Einleitung

5.1 Biologie von Chlamydia spp.

Die Chlamydiales sind eine Ordnung gram-negativer, obligat intrazelluldrer,
kokkoider Bakterien, welche einen spezifischen dimorphischen Entwicklungszyklus besitzen
(Abdelrahman and Belland, 2005). Eine Infektion beginnt mit der Adhision des metabolisch
inaktiven, sporenartigen Elemantarkorperchens (Zhang and Stephens, 1992), welches im
Infektionsverlauf zum metabolisch aktiven Retikularkorperchen differenziert (Matsumoto,
1982). Letzteres wichst und teilt sich in einer spezialisierten Vakuole, der Inklusion (Fields
and Hackstadt, 2002), und redifferenziert am Ende eines Entwicklungszyklus zuriick in ein

Elementarkorperchen (Wyrick, 2000).

Eine Eingruppierung in die Ordnung Chlamydiales erfolgt aufgrund von 16S- und
23S-rRNA Sequenzanalysen bei >80% Ahnlichkeit. Die rRNA Analysen von Everett und
Kollegen zeigten hierbei, dass die Ordnung der Chlamydiales eine wesentlich hohere
Heterogenitit aufweist, als bisher angenommen und dies fiihrte zur Einfithrung einer neuen

Taxonomie (Everett et al., 1999) (Abb. 1).

Ordnung Familie Genus Spezies Typischer Wirt
Chlamydi c Aceae c ydophil C. abortus Séugetiere
L C. psittaci Végel
C. felis Katzen
C. caviae Meerschweinchen
C. pecorum Séaugetiere
C. pneumoniae Mensch
Chlamydia C. trachomatis Mensch
C. suis Schwein
C. muridarium Maus und Hamster
Parachlamydiaceae [ N. hartmaneliae
P. acanthamoeba Amdben
——— W. chondrophila
Simkaniaceae S. negevensis
Neue Klassifizierung

Abbildung 1: Neue Taxonomie der Chlamydiales nach Everett et al., 1999. Linge der Linien ist nicht

proportional zu den tatsdchlichen phylogenetischen Distanzen.
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Einleitung

Von besonderem Interesse sind Chlamydia trachomatis und Chlamydophila
pneumoniae, da es sich bei diesen beiden Spezies um Humanpathogene handelt.
C. trachomatis ist primér ein sexuell {ibertragbarer Erreger und ist der Ausloser von Augen-,
Genital- und Atemwegserkrankungen. Er ist die hédufigste bakterielle Ursache von sexuell
iibertragbaren Erkrankungen in der westlichen Welt und ist verantwortlich fiir ~90 Millionen
neue Fille pro Jahr weltweit (World Health Organisation, 2001). Das Pathogen ist eine der
hiufigsten Ursachen fiir inflammatorische Nierenbeckenerkrankungen (Wiesenfeld et al.,
2002), und Langzeitfolgen einer Infektion konnen chronische Schmerzen, ektopische
Schwangerschaft und Unfruchtbarkeit sein (Buchan et al., 1993). C. pneumoniae hingegen
verursacht respiratorische Erkrankungen wund ist assoziiert mit kardiovaskuldren
Erkrankungen (Belland et al., 2004; Boman and Hammerschlag, 2002). Letztere stellen die
weltweit haufigste Todesursache mit derzeit ~16.7 Millionen Toten pro Jahr dar (World
Health Organisation, 2005), wobei der Anteil der C. pneumoniae Infektionen an dieser Zahl
noch nicht geklirt ist.

Chlamydien  durchlaufen = wihrend ihrer Vermehrung einen  dimorphen
Entwicklungszyklus (Abb. 2). Ihre extrazelluldre, infektiose Form, dass Elementarkorperchen
(EK), bindet passiv an die Wirtszelle und induziert seine eigene Aufnahme. Einmal in die
Zelle aufgenommen beginnt es innerhalb kurzer Zeit (~30-60 min.) mit der Redifferenzierung
in die metabolisch aktive, nicht infektiose Form, das Retikularkorperchen (RK) (Chi et al.,
1987; Rockey et al, 1996). Unter Vermeidung der zelluliren Pathogen-
,Degradationsmaschinerie”, den Phagolysosomen (Al Younes et al., 1999; Scidmore et al.,
2003), wird das differenzierende EK, wunter geschickter = Ausnutzung von
Wirtszellkomponenten, in eine perinukledre Position nahe Mikrotubuli-Organisationszentrum
(MTOC), endoplasmatischen Retikulum und Golgiapparat transportiert (Hackstadt et al.,
1995; Grieshaber et al., 2003). Dieser Prozess dauert ca. 4-8 Stunden und fiihrt zur Bildung
einer sogenannten Inklusion. Hat der Organismus einmal diese sichere Position erreicht,
erhilt er diese durch noch nicht vollstindig gekldrte, aber Proteinsynthese abhingige
Mechanismen, aufrecht. In der Inklusion teilt sich das RK durch bindre Spaltung und erzeugt
etwa 300-500 neue Bakterien. Am Ende des 48-72 Stunden dauernden Prozesses
redifferenzieren die RK zu EK, die Wirtszelle wird durch einen noch nicht genauer geklérten
Mechanismus lysiert (Perfettini et al., 2003) und die EK konnen einen neuen Infektionszyklus

starten.
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Einleitung

Fir Schwierigkeiten bei der Behandlung chlamydialer Infektionen sorgt ein
sogenanntes ,,persistentes Stadium®, in das die Chlamydien durch bestimmte Induktoren, wie
z.B. Interferon-y oder Antibiotika getrieben werden konnen (Hogan et al., 2004). Es bilden
sich sogenannte aberrante Korperchen, die durch ihre pleomorphische, vergroferte Gestalt in
der Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie erkennbar sind. In dieser Form konnen die
Chlamydien eine unbestimmte Zeit im Korper des Wirts iiberdauern und unter fiir das

Pathogen giinstigen Bedingungen wieder in eine produktive Infektion iibergehen (Abb. 2).

Nukleus

Infektiose EK

Replizierende RK

Inklusion

-

Aberrante
Kiérperchen Persistenz

Abbildung 2: Der chlamydiale Entwicklungszyklus. Nach der Adhision der Elementarkorperchen (EKs, rot)
an der Wirtszelle erfolgt die Aufnahme in ein eng anliegendes Phagosom. Transport und Beginn der
Replikation benétigen je nach Spezies ~4-8 Stunden. In Zellkulturen teilen sich die Retikularkdrperchen
(RKSs, griin) je nach Spezies ~24-48 Stunden in einer speziellen Vakuole, der Inklusion, um anschlieend zu
redifferenzieren. Ein neuer Infektionszyklus wird durch die Lyse der Wirtszelle nach ~48-72 Stunden
eingeleitet. Ein Persistentes Stadium kann durch bestimmte “Induktoren” wie z.B. IFN-y eingeleitet werden.
Wihrend der Persistenz teilen sich die EKs nicht, replizieren aber ihr Genom und schwellen zu sogenannten
aberranten Korperchen (AKs) an. Entfernt man den Persistzeninduktor kann der Zyklus wieder fortgesetzt

werden.

C. trachomatis EKs sind rund und elektronendicht mit einem Durchmesser von etwa
0,3-0,5 um (Eb et al., 1976). C. pneumoniae EK besitzen zwar die gleiche GroBe, werden
jedoch hédufig als birnenférmig beschrieben (Miyashita et al., 1993). Das EK gilt als die
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infektiose Form des Organismus, auch wenn es noch unbestiitigte Daten gibt, dass die RKs
des nahe verwandten Organismus Simkania negevensis (S. negevensis) ebenfalls infektios sein
konnten (Friedman et al., 2003). Funktionell kann das EK als eine Art ,,Sporen-Form”
angesehen werden, welche die Aufgabe hat, das Uberleben in einer fiir Chlamydien
lebensfeindlichen Umgebung zu sichern. EK gelten als metabolisch inaktiv, bis sie von einer

geeigneten Wirtszelle mittels Endozytose aufgenommen werden (Soloff et al., 1982).

Die Elektronendichte der EK resultiert aus der extremen Kondensation der DNA der
Chlamydien, die moglicherweise auf die histonartigen Proteine dieser Organismen
zuriickgefiihrt werden kann (Kaul and Wenman, 1998). Die Zellwand der Chlamydien enthilt
nur sehr geringe Mengen von Peptidoglykan als Gerlistsubstanz. Man nimmt an, dass die
Zellwand ihre Stablitdt durch Disulfidbriicken zwischen Cystein und Methioninresten der
zahlreichen in die Zellwand eingebauten Proteine, erhilt (Yen et al., 2005). Die Zellwand der
EKs wird an vielen Stellen von nadelartigen Fortsiitzen, den ,,Injektionsnadeln®, einem Teil

des Typ III Sekretionssystems (TTSS), durchdrungen (Matsumoto, 1982) (s. Kapitel 5.6).

Das RK stellt das intrazelluldre-replikative Stadium des chlamydialen Lebenszyklus
dar. RKs besitzen einen Durchmesser von ca. 1 um, sind metabolisch aktiv und nicht infektios
(Matsumoto, 1982). RK sind reich an Ribosomen, ihre DNA ist im Gegensatz zum
hochkondensierten Zustand der EK diffus und fibrillar. Mit ihrer trilaminaren Membran
zeigen sie den typischen Membranaufbau gram-negativer Bakterien (Zytoplasmamembran,
Mureinschicht, #uflere Membran) (Matsumoto and Manire, 1970). Die &duflere
Membranschicht weist, wie beim EK, zahlreiche Fortsitze und Rosetten auf. Ultrastrukturelle
Untersuchungen der Inklusion zeigen, dass diese Fortsidtze in die Inklusionsmembran
hineinragen (Matsumoto, 1973). Das Vorhandensein der zahlreichen Typ III-
Translokationkanéle in EKs und RKs deutet auf die starke Interaktion zwischen Pathogen und
Wirtszelle hin. Am Ende des chlamydialen Entwicklungszyklus redifferenziert das RK zum
EK mit ultrastrukturell gut erkennbarer Kondensation seiner DNA und bereitet somit einen

neuen Infektionszyklus vor.

5.2 Adhasion an der Wirtszelle

Eine Chlamydieninfektion wird durch die Adhision des EKs an die Wirtszelle
eingeleitet. Aufgenommen werden EKs nur bei Temperaturen iiber 20-22°C, darunter erfolgt

zwar eine Adhédsion jedoch keine Invasion (Carabeo and Hackstadt, 2001). EKs sind
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speziesabhiingig unterschiedlich stark negativ geladen und werden daher von der ebenfalls
negativ geladenen Wirtszelloberfldche abgestoBen (Vance, Jr. and Hatch, 1980). Einige
Stamme weisen eine deutlich hohere negative Ladung auf und bendtigen deshalb in vitro
zusitzliche MaBnahmen um Wirtszellen zu infizieren, wie z.B. Zentrifugation auf
Wirtszellmonolayer. Vertreter dieser stirker negativ geladenen Stimme sind z.B. die
Trachoma Biovarianten von C. trachomatis. Fir diese Stimme wurde auch beschrieben, dass
positiv geladene Makromolekiile wie DEAE Dextran oder Poly-L-Lysin die Infektivitit in
Zellkultur erhoht (Soderlund and Kihlstrom, 1982; Donati et al., 1995).

Die in unserem Labor verwendete Biovariante C. trachomatis LGV L2 dagegen hat
eine deutlich geringere negative Oberflichenladung und wird durch die oben genannten
Makromolekiile kaum beeinflusst. Es handelt sich um einen sehr invasiven Stamm, der zur
Infektion nicht auf Zentrifugation angewiesen ist und sich aufgrund seines schnellen

Wachstums als Modellorganismus sehr gut eignet (Hackstadt, 1999).

Versuche, chlamydiale Adhédsine oder Wirtszellrezeptoren zu identifizieren, welche
die Adhésion vermitteln, sind bis heute nicht schliissig. N-Acetylneuraminsdure und N-
Acetylglukosamin konnten in Zellkulturen, denen diese Molekiille aufgrund von
Neuraminidasebehandlung oder Mutation fehlen, nicht als Bestandteile eines
Wirtszellrezeptors bestidtigt werden (Allan and Pearce, 1987). Heparin und Heparansulfat
dagegen konnten als reversible, Adhésion-vermittelnde Molekiile identifiziert werden, auch
wenn ihr tatsdchlicher Wirkmechanismus immer noch umstritten ist (Zhang and Stephens,
1992). Sie gehoren zu den Glykosaminoglykanen (GAG), linearen, negativ geladenen
Polymeren, bestehend aus sich wiederholenden Einheiten von Aminozuckern und Uronséure.
Kovalent gekoppelt an Proteine bilden sie Proteoglykane und kommen auf den meisten Zellen
vor. Heparansulfat iibt verschiedene Funktionen aus, wie die Bindung an Komponenten der
extrazelluliren Matrix (z.B. Fibronektin, Kollagen und Laminin) (Coombe and Kett, 2005;
Iozzo, 2005). Interessanter- und widerspriichlicherweise inhibieren die anderen Mitglieder
dieser GAG-Familie (Hyaluronsidure, Chondroitin- und Keratansulfat) die Infektivitit von C.
trachomatis nicht signifikant und spiegeln somit die Kontroversitit der Diskussion um

potentielle Adhesine wieder (Zaretzky et al., 1995).

Vermutlich ist der Adhésionsprozess dynamisch und lduft unter Beteiligung mehrerer
Rezeptoren ab. Interessant sind auch diinnschichtchromatographische Versuche, die zeigen,

dass Chlamydophila psittaci an Phosphatidylethanolamin und die Glykolipide Asialo-GM1
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und Asialo-GM2 binden (Krivan et al., 1991). Dieser wichtige Befund wurde
iberraschenderweise nicht weiter verfolgt, obwohl spiter noch gezeigt werden konnte, dass
Arum maculatum Lektin, welches an die beiden Glykolipide bindet, die Aufnahme von

C. pneumoniae verhindert (Mladenov et al., 2002).

Auch die Proteinkomponenten auf der chlamydialen Seite, die eine Adhésion
vermitteln konnten, wurden bisher nur unvollstindig charakterisiert. Eine der
Hauptschwierigkeiten stellt hierbei das fehlende System zur genetischen Modifikation der
Chlamydien dar, was Gendeletions- (Knock-out) Strategien nicht zulédsst (Tam et al., 1994).
Verschiedene besonders hiufige Molekiile, welche sowohl auf, als auch in der duBeren
Membran lokalisiert sind, werden als potentielle Adhisine in Betracht gezogen. Das Major
Outer Membrane Protein (MOMP) ist eines dieser potentiellen Adhesine. Es wird mit einer
Mannose-Oligosaccharidseitenkette ~ N-glykosyliert, eine fiir Eubakterien  dulerst
ungewOhnliche Modifikation (Swanson and Kuo, 1991; Lechner and Wieland, 1989). Eine
Theorie ist, dass diese N-Glykosilierung von Wirtszellkomponenten ausgefiihrt wird.
Interessanterweise blockiert eine mit Glykanase abgespaltene Seitenkette die Aufnahme von

Chlamydien (Swanson and Kuo, 1991).

AbschlieBend bleibt zu bemerken, dass die zahlreichen Unterschiede zwischen den in
den Studien verwendeten Spezies eine eindeutige Aussage schwierig machen. Arbeiten aus
unserem Labor deuten darauf hin, dass auch die Familie der polymorphen Membranproteine
(Pmps) an der Adhésion beteiligt sein konnten, da Antiserum gegen diese Proteine die
Infektivitdt in Zellkulturen stark senkt (Wehrl et al., 2004). Auch die extreme Expansion
dieser Proteinfamilie iiber das chlamydiale Genom und die Oberflichenexposition dieser
Proteine deutet auf eine wichtige Rolle wihrend der Infektion hin (Christiansen et al., 2000;

Grimwood and Stephens, 1999; Grimwood et al., 2001).

5.3 Invasion der Wirtszelle

Chlamydien werden in eng anliegende endozytotische Vesikel aufgenommen
(Zeichner, 1982). Zwei Mechanismen der Aufnahme werden diskutiert: (i) sequentielle,
reifverschlussartige, Mikrofilament-abhéngige Phagozytose (Finlay and Cossart, 1997) und
(i1)) Aufnahme in Clathrin-ummantelte Vesikel durch rezeptorvermittelte Endozytose

(Hodinka et al., 1988). Der exakte Aufnahmemechanismus wurde noch nicht vollstindig

17



Einleitung

aufgekliart (Ward and Murray, 1984), problematisch ist hierbei vor allem, dass sich die
Aufnahme anscheinend abhéngig von den Inokulationsbedingungen (z.B. mit oder ohne
Zentrifugation) dndern kann (Prain and Pearce, 1989). Dies fiihrt insbesondere fiir den
zweiten Mechanismus zu einigen Unstimmigkeiten. Clathrin ummantelte Zellmembran-
vertiefungen besitzen normalerweise einen Durchmesser von ca. 50 nm, EK dagegen besitzen
einen Durchmesser von ca. 300 nm. Eine Aufnahme iiber diesen Mechanismus erscheint
daher zunéchst unwahrscheinlich. Dennoch wurden abhingig von Inokulation (statische oder
Zentrifugationsunterstiitzte Infektion) oder Kulturbedingungen (polarisierte Zellen auf
Kollagen oder Plastik), Chlamydien in Clathrin-ummantelten Vesikeln gefunden (Prain and

Pearce, 1989; Wyrick et al., 1989).

Im Gegensatz zu den Unstimmigkeiten, die bei der Erklirung des zweiten
Mechanismus auftreten, finden sich zunehmend mehr Beweise, welche auf eine Aufnahme
iiber eine sequentielle, zipperartige, Mikrofilament-abhingige Phagozytose hindeuten. So
konnte z.B. gezeigt werden, dass Cytochalasin D (ein Aktin-Polymerisationsinhibitor) die
Aufnahme von Chlamydien inhibiert (Schramm and Wyrick, 1995; Carabeo et al., 2002). Die
Invasion ist zusitzlich abhingig vom Mikrotubulinetzwerk, da eine Blockierung der
Motorproteine Kinesin und Dynein durch Antikdrpermikroinjektion die Infektion blockieren.
Vermutlich reflektiert diese Beobachtung das enge Zusammenspiel von Mikrofilamenten und
Mikrotubuli wihrend der Phagozytose (Clausen et al., 1997; Escalante-Ochoa et al., 1999;
Grieshaber et al., 2003).

Eine weitere Membranstruktur riickt hinsichtlich der chlamydialen Invasion
zunehmend in den Fokus: Die Rolle spezieller lipidreicher Membranmikrodoménen, den
,Lipidrafts®, wird momentan untersucht. Fiir verschiedene Pathogene konnte -eine
Abhingigkeit von diesen Membranmikrodoménen fiir die Infektion gezeigt werden (Manes et
al., 2003). Auch Chlamydien scheinen fiir ihre Aufnahme diese Dominen zu bendtigen, wie
durch Experimente mit Lipidchelatoren (Filipin und Nystatin) gezeigt werden konnte (Stuart
et al., 2003). Es sollte allerdings in diesem Zusammenhang erwihnt werden, dass auch diese
Beobachtung nicht unumstritten ist; so wurde die Assoziation mit Cholesterol kiirzlich
widerlegt und als experimentelles Artefakt bezeichnet (Gabel et al., 2004). Trotz der
widerspriichlichen Aussagen ist die Hypothese einer Lipidmikrodoménenbeteiligung sehr
attraktiv, da diese Doménen Zentren der Signaltransduktion darstellen und die Initiation der

Aufnahme durch eine Interaktion von Pathogen und Wirt sehr gut erklédren lieen.
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Interessant ist auch der Befund, dass Chlamydien kurz nach der Aufnahme aus dem
endozytotischen Transportweg in den exozytotischen Transportweg wechseln und dort mit
sphingomyelinreichen Vesikeln interagieren. Die Bedeutung dieser Lipidanreicherung in der
chlamydialen Vakuole konnte in der Vermeidung einer Ansduerung (Degradation in den
Lysosomen) oder in einer Transportsteuerung liegen (Fields and Hackstadt, 2002; Scidmore et

al., 2003).

5.4 Signaltransduktion und Trafficking

Beim Eintritt in die Wirtszelle kommt es innerhalb von 15 Minuten zur
Phosphorylierung von Wirtszellproteinen (Fawaz et al., 1997). Die Infektion fiihrt zu einer
schnellen Aktivierung der Kinasen MEK und ERK1/2, gefolgt von einer PI3K-abhingigen
Aktivierung von Akt (Su et al, 2004; Coombes and Mahony, 2002). Eine
Tyrosinphosphorylierung der Focal Adhesion Kinase (FAK) geht ihrer Assoziation mit der
p85-Untereinheit der  PI3-Kinase voraus. Die isoform-spezifische  Aktivierung
(Phosphorylierung) des Adapterproteins SHC begleitet ebenfalls die Invasion (Coombes and
Mahony, 2002). Inhibition der Kinasen MEK und PI3-Kinase fiihrt zu einer deutlichen
Abnahme der Invasion. Zu den zahlreichen, durch Phosphorylierung aktivierten
Signalmolekiilen kommt noch die vor kurzem entdeckte Abhéngigkeit der Aktinrekrutierung
von der kleinen GTPase Racl. Die Aktivierung von Racl scheint fiir die Chlamydieninvasion
spezifisch zu sein, da die GTPasen Cdc42 und Rho experimentell keine Rolle spielen

(Carabeo et al., 2004; Subtil et al., 2004).

»second Messenger werden bei beinahe allen Signaltransduktionsprozessen
freigesetzt, da sie eine Signalverstirkung und Ubertragung zu nachfolgenden
Signalkomponenten vermitteln. Verschiedene Studien haben den Einfluss von Second
Messengern auf die Chlamydieninfektion untersucht. So fiihrt das zyklische Nukleotid cGMP
zu einer Verstarkung der Infektion, wihrend cAMP die Infektion abschwicht (Ward and
Salari, 1982). Auflerdem erzeugt eine Infektion mit C. trachomatis in HelLa-Zellen einen
erhohten Kalziumfluf iiber die Zellmembran. Diese Beobachtung wird durch Experimente
mir Kalziumionophoren erginzt: Eine Inkubation mit diesen Substanzen fiihrt zu einer
schwachen Erhohung der Infektivitit in HelLa Zellen (Murray and Ward, 1984). Die

Kalziumumverteilung wird mit der Rekrutierung kalziumbindender Proteine, wie den

19



Einleitung

Annexinen, wihrend der Invasion in Zusammenhang gebracht (Majeed et al., 1999b; Majeed

et al., 1994b; Majeed et al., 1994a).

Kurz nach der Aufnahme weist die frithe Inklusion Marker der frithen Endosomen
(EEA1) auf (Wissel et al., 2003). Da die frithe Inklusion den normalen endozytotischen
Transportweg schnell verldsst, zeigt sie bereits nach 6 Stunden weder eine Assoziation mit
Markern der frithen oder der spidten Endosomen (Kationen-unabhéngigen Mannose-6-
Phosphatrezeptor), noch mit Markern der Lysosomen (Lysosomen assoziiertes
Membranprotein-1 oder -2) (Al Younes et al., 1999; Heinzen et al., 1996). Die friihe
Inklusion fusioniert auch nach UV-Inaktivierung oder Antibiotika-vermittelter Inhibition der
Proteinsynthese nicht sofort mit Lysosomen, was auf eine intrinsische Eigenschaft der EK
hindeutet, eine Fusion mit den Lysosomen zu blockieren. Erst kiirzlich wurde ein Protein
gefunden, welches zur frithen Inklusion von C. pneumoniae in Makrophagen transloziert.
Dieses Protein (Amphiphysin IIm) scheint die Fusion der frithen Inklusion mit Lysosomen zu
inhibieren (Gold et al., 2004), ganz @hnlich wie dies durch TACO bei Mykobakterien
geschieht (Pieters, 2001). Bei beiden Proteinen handelt es sich um Hiillproteine der
Endosomen. Werden diese nicht abgebaut, ist eine Fusion, bzw. Reifung zum Lysosom nicht

moglich.

Es wird zunehmend deutlicher, dass die Interaktion der Chlamydien mit der Wirtszelle
eine hohe Komplexitit aufweist. Unklar ist, wie bestimmte Prozesse durch die Bakterien
eingeleitet werden, da bislang die genetischen Moglichkeiten fiir Gendeletionsstrategien
fehlen. Zusammentfassend ldsst sich jedoch eine zeitliche Abfolge der Signaltransduktion
wihrend der Chlamydieninvasion formulieren: (i) Chlamydia spp. adherieren an der
Wirtszelle, (ii)) Rekrutierung und Aktivierung von Signalmolekiilen (u.a. PI3K, Ras, Raf,
MEK, Erkl1/2), (iii) Second Messenger werden freigesetzt (u.a. Ca®*, cGMP, cAMP), (iv)
Aktinremodellierung (GTPasen: wu.a. Racl), (v) Bildung der CV (unbekannte
Wirtszellmembrankomponenten), (vi) Rekrutierung von endosomalen Hiillproteinen (z.B.
Amphiphysin IIm, Annexine) und (vii) verlassen der endosomalen Aufnahmeroute sowie

Rekrutierung weiter Proteine (z.B. Rab GTPasen und 14-3-3f) (Abb. 3).
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1. Adhasion des EK

2. Injektion von Effektormolekilen und
Aktivierung von Wirtszellproteinen

3. Aktinremodellierung, induzierte Phagozytose
und Bildung einer frihen Inklusion

4. Intensive Modifikation der organellen Membran,
Differenzierung zum RK

9. Intrazellularer Transport

Abbildung 3: Schematischer Ablauf der Invasion. EK adherieren zunéchst wie unter 3.2 beschrieben
an der Wirtszelle (roter Pfeil) (1) um sofort einen Cocktail von Effektorproteinen in die Zelle zu
sekretieren (2). Die Effektorproteine modulieren die Wirtszellsignaltransduktion derart, dass es zu
einer induzierten Phagozytose kommt (3). Diesem Schritt folgen die intensive Modifikation der
Inklusionsmembran (mit bislang weitgehend unbekannten Proteinen) (4), die beginnende
Differenzierung zum RK und der intrazelluldre Transport (5) zum Replikationsort (perinukledre

Position).

5.5 Phosphoinositolmetabolismus

Eine bei den bisherigen Betrachtungen der Invasion kaum beriicksichtigte
Komponente soll an dieser Stelle ndher betrachtet werden, der Phosphoinositolmetabolismus
der Wirtszelle. Aus Abbildung 3 wird bereits ersichtlich, dass die Bildung einer CV nicht
ohne die Beteiligung von Wirtszellmembranlipiden ablaufen kann. Der entscheidenden Rolle,
die den Phosphoinositolen wihrend der Signaltransduktion an der Membran zukommt wird
dieses Schema jedoch kaum gerecht. Phosphoinositole spielen eine Schliisselrolle bei der
rezeptorvermittelten Signaltransduktion, der Aktinremodellierung und dem Membrantransport
in eukaryontischen Zellen (Corvera and Czech, 1998; Janmey and Lindberg, 2004).
Phosphoinositole regulieren diese Prozesse durch ihre Interaktion mit zelluldren
Proteindominen in einer zeitlichen und nach Membranorganellen rdumlich getrennten Weise

(Cockcroft and De Matteis, 2001). Bei den Phosphoinositolen handelt es sich um
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Glycerolipide, die aus zwei hydrophoben Seitenketten (meist Arachidonsdure und

Stearylsidure) und einer D-myo-inositol Kopfgruppe zusammengesetzt sind (Abb. 4).

o O
0
0-p-0
OH 0 o
p i/ —~0OH
o \1‘ . Abbildung 4: Chemische Struktur von sn-1-
//%
HO e o OH ™5 OH stearoyl-2-arachidonoyl phosphatidylinositol

Reguliert werden die Phosphoinositole durch spezielle Kinasen, Phosphatasen und
Phospholipasen, die durch ihre Rekrutierung und Aktivierung infolge bestimmter Stimuli, an
definierten Organellen, die oben beschriebene zeitlich und rdumlich begrenzte Aktivierung
herbeifiihren. Interessant ist auch, dass die meisten zelluldren Kompartimente eine spezifische
Phosphoinositolzusammensetzung aufweisen, so weist z.B. der Golgiapparat eine erhohte
Phosphatidylinositol(4)-P (PI(4)-P) Konzentration auf, die Plasmamembran dagegen eine
erhohte PI(4,5)-P, Konzentration, was den Organellen eine spezifische Lipididentitét gibt (Di
Paolo and De Camilli, 2006). Es wird deutlich, dass eine erfolgreiche Invasion, bzw. Infektion
einer Wirtszelle nur moglich ist, wenn neben der proteinvermittelten Signaltransduktion auch
der Lipidmetabolismus durch das jeweilige Pathogen gemeistert wird.

Wihrend der Invasion muss vor allem die von der PI3K vermittelte PI(3,4,5)-Ps -
Bildung kontrolliert werden, um der lysosomalen Degradation zu entgehen (Hilbi, 2006). Die
Bildung von PI(3,4,5)-P; ist normalerweise der Ausgangspunkt fiir eine bestimmte
Reihenfolge von Proteinrekrutierungen iiber z.B. PH (Pleckstrin Homologie) — Doménen
(Lemmon, 2003), mit dem Ziel ein ,,reifes* PI(3)-P positiven Phagosoms zu bilden (Gillooly
et al., 2001). Eine Deregulation des Phospholipidmetabolismus scheint meist diesen Effekt
auszuiiben (Abb. 5), so fiihrt beispielsweise die Infektion mit Shigella flexneri, zu einer
Umwandlung von PI(4,5)-P, an der Plasmamembran in PI(5)P, wihrend gleichzeitig die
PI(3,4)-P», PI(3,5)-P, und PI(3,4,5)-P3-Konzentration erhoht wird (Niebuhr et al., 2000).
Salmonella enterica dagegen degradiert zwar ebenfalls Inositolpolyphosphate (Abb. 5),
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allerdings bevorzugt PI(3,4)-P,, PI(3,5)-P, und PI(3,4,5)-P; und erhoht so die Konzentration
an PI(3)-P, was ebenfalls den normalen Ablauf der Phagosomenreifung unterbricht (Marcus et

al., 2001; Norris et al., 1998).

o
Nucleus /875 & 5=0 N N A
i sy | P1(4,5)P, @ PI(5)P

PI(3,4,5)P,

Shigella PI(4 5)P,
lpm 4,5)P,
i (A} PI3)P

riap @D PGP G

i

PI(3,4,5P,

PI(4,5)P,

Abbildung 5: Ubersicht iiber die von verschiedenen Pathogenen verwendeten Strategien zur Beeinflussung des
Phosphoinositolmetabolismus der Wirtszelle (aus Hilbi 2006). A, Legionella pneumophila repliziert in einer ER-
abstammenden Vakuole, die durch Klasse I PI3Ks reguliert wird. Das Protein SidC wird durch das Icm/Dot Typ
IV Sekretionssystem injiziert und bindet spezifisch an PI(4)-P. B, Shigella flexneri invadiert die Wirtszelle und
entkommt dem Phagosom durch Mxi/Spa Typ III abhingige Sekretion von IpgD und anderen Effektorproteinen.
Die Produktion von PI(5)P aus PI(4,5)-P, durch IpgD unterstiitzt die Invasion und aktiviert Klasse I PI3Ks, was
durch die darauf folgende Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt antiapoptotisch wirkt. C, Salmonella
enterica 16st die Aufnahme in die Wirtszelle durch Sekretion der Phosphatidylinositol-Phosphatase SigD/SopB
und verschiedener GEFs (engl.: guanine nucleotide exchange factors) aus. Das Pathogen erhilt eine hohe PI(3)-P
Konzentration iiber SigD/SopB aufrecht, um die Fusion mit PI(3)-P positiven Makropinosomen zu unterstiitzen,
aktiviert analog zu Shigella Akt und 16st durch die Erhohung des Inositol(1,4,5,6)-P, Spiegels eine
Fliissigkeitssekretion der Wirtszelle aus. D, Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) vermehren sich
extrazelluldr, wobei sie an ihrer Wirtszelle mittels induzierter Aktin-Podeste haften. Sie vermeiden die
Phagozytose durch Inaktivierung des Effektorproteins EspF, welches auf noch unbekannte Weise die PI3K
inaktiviert, was zu einer PI(4,5)-P, Akkumulation fiihrt. E, Mycobacterium tuberculosis unterbricht die

endosomale Reifung durch PI(3)-P Degradation. Das Phosphatidylinositolanalog LAM (Lipoarabinomanan)
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blockiert die Aktivierung der PI3K durch Unterbrechung der Ca**/Calmodulin/Calmodulin Kinase II-abhingigen
Signaltransduktion und durch die Aktivitit des Effektorproteins SapM, welches PI(3)-P dephosphoryliert. PIM
(Phosphatidylinositol Mannoside) fiihrt zur Fusion des Phagosoms mit friihen Endosomen. F, Yersinia spp.
werden durch den Kontakt zwischen einem Oberflichenmolekiil der Bakterien, dem Invasin, und zellulirem [,
Integrin phagozytiert. Die Interaktion zwischen den beiden Oberfldchenmolekiilen fiithrt zur Arf6-abhédngigen
Aktivierung der PI4P5Ka und somit zur P1(4,5)-P, Produktion an der Invasionsstelle. G, Listeria monocytogenes
invadiert die Wirtszelle durch rezeptorvermittelte Phagozytose. Es kommt zu einer Bindung zwischen dem InlB

und dem Wirtszellrezeptor Met, was zur Aktivierung von PI3K und Akt fiihrt.

Fir Chlamydia ist relativ wenig {iiber die Modulation des Phosphoinositol-
metabolismus bekannt. Wie unter 5.4 beschriecben kommt es 1im Verlauf der
Chlamydieninfektion zur Aktivierung der PI3K, inhibiert man dieses Enzym so blockiert dies
die Invasion (Coombes and Mahony, 2002). Diese Untersuchung wurde an C. pneumoniae
durchgefiihrt, was eine Verallgemeinerung schwierig macht, da die Invasionsmechanismen
sich zwischen den Spezies unterscheiden. Neuere Untersuchungen scheinen die PI3K
Abhingigkeit der Invasion jedoch indirekt fiir C. trachomatis zu bestigigen. So konnte
kiirzlich gezeigt werden, dass es wihrend der Invasion zur Rekrutierung des Rac-Abil-Wave2
Komplexes im Rahmen der Aktinremodellierung kommt (Carabeo et al., 2007), diese
Rekrutierung ist abhingig von der PI(3,4,5)-P; Bildung (Takenawa and Suetsugu, 2007) und
bestitigt damit die PI3K-Abhéngigkeit der Invasion fiir C. trachomatis.

Auch auf der bakteriellen Seite ist wenig {iiber die Beeinflussung des
Lipidmetabolismus der Wirtszelle bekannt. Es wurden bis jetzt keine Effektorproteine
beschrieben, die direkt in den Phosphoinositolmetabolismus eingreifen. Aus dem Vergleich
mit anderen Organismen, wie S. flexneri oder S. enterica, die entsprechende Effektoren iiber
ihre Mxi/Spa- oder SPI1/SPI2 — TTSS injizieren, lassen sich jedoch @hnliche Mechanismen
vermuten (Niebuhr et al., 2000; Zhou et al., 2001).

5.6 Das Typ lll Sekretionssystem

Den Schliissel zur Interaktion zwischen Chlamydia spp. und der Wirtszelle konnte das
TTSS, welches im Genom von Chlamydia spp. entdeckt wurde, darstellen (Stephens et al.,
1998; Subtil et al., 2000). Das TTSS ist eine Art molekulare Nadel, die es gram-negativen
Bakterien ermoglicht, virulenzassoziierte Proteine in das Zytoplasma der Wirtszelle zu

injizieren (Abb. 6) (Ghosh, 2004; Tampakaki et al., 2004).
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Abbildung 6: Schematische Reprisentation des bakteriellen Typ III Sekretionssystems (aus Tampakaki et al.,
2004) in Yersinia (A), Escherichia coli (B) und Pseudomonas syringae (C). Ein Fragezeichen im TTSS weist
darauf hin, dass z.B. die Kanalstruktur in der inneren Membran (IM) des Bakteriums noch nicht identifiziert
wurde. Die Hauptkomponente der Nadel in Yersinia ist YscF, EspA in E. Coli und HrpA in P. syringae. Die
porenbildenden Proteine sind alle mit der gleichen Farbe in die eukaryontische Membran (EM) eingezeichnet
worden: LerV, YopB, YopD fiir Yersinia, und EspB und D fiir E. coli. In Planzenpathogenen werden die
Translokatorproteine durch HrpZ (P. syringae) und HrpF (X. campestris) reprasentiert. Abkiirzungen aus dem
Original: Outer Membrane (OM); Peptidoglycane Layer (PL); Eukaryotic Membrane (EM); Cellwall (CW)

[Anm.: bei der Pflanzenzelle]. Der Maf3stab der Modelle stimmt nicht mit der Realitit {iberein.

Fiir eine Translokation von Proteinen in das Wirtszellzytoplasma ist ein direkter
Kontakt mit der Wirtszelle notig. Unter bestimmten Bedingungen ist es jedoch z.B. Yersinia
spp. moglich, durch das TTSS Proteine in das umgebende Medium zu sekretieren (Francis et
al., 2001). Interessanterweise findet man das TTSS in einer groen Zahl von phylogenetisch
entfernten gram-negative Bakterien: So weisen sowohl Salmonella spp., Yersinia spp.,
Shigella spp., Escherichia spp., Bordetella spp., Burkholderia spp. als auch

Pflanzenpathogene wie Ralstonia spp. diese supramolekulare Struktur auf (He et al., 2004).

Bakterielle Proteine, die durch das TTSS injiziert werden, dienen dazu,

Wirtszellfunktionen zum Nutzen der Bakterien zu beeinflussen. Fiir Chlamydia spp. nimmt
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man an, dass es zwei Phasen der Typ III abhédngigen Sekretion gibt. Zum einen werden
vermutlich in den EKs vorsynthetisierte Proteine direkt nach dem Kontakt mit der Wirtszelle
in das Wirtszellzytoplasma transloziert (Fields et al., 2003), zum anderen werden Proteine

iiber und in die Inklusionsmembran transloziert (Subtil et al., 2000; Subtil et al., 2001).

Eine genauere Betrachtung der Genomsequenz von Chlamydia hat gezeigt, dass in der
Tat die meisten Gene fiir ein TTSS vorhanden sind (Stephens et al., 1998). Interessanterweise
ist jedoch die genetische Organisation im Vergleich zu anderen Organismen grundlegend
verschieden. Wihrend bei den meisten Bakterien wie Salmonella spp. oder Yersinia spp. die
fir das TTSS kodierenden Gene in einem Cluster, der sogenannten Pathogenititsinsel,
zusammengefaBt sind, liegen die TTSS Gene von Chlamydia in mindestens 4 Regionen auf

dem Genom verstreut vor (Stephens et al., 1998; Tampakaki et al., 2004).

Obwohl die Einzelkomponenten fiir ein TTSS vorhanden sind, steht der direkte
Beweis, dass diese Komponenten auch ein funktionelles Sekretionssystem bilden noch aus.
Die Beweisfiihrung lduft vor allem iiber heterologe Expressionssysteme, da nur auf diese
indirekte Art und Weise Komponenten aus Chlamydia auf ihre Funktion getestet werden
konnen (Fields and Hackstadt, 2000). Dreizehn Gene in C. trachomatis und C. pneumoniae
weisen eine Homologie mit bekannten TTSS Komponenten auf und sind somit zumindestens
theoretisch in der Lage, ein vollstindiges TTSS zu bilden (Stephens et al., 1998; Fields et al.,
2003). Eine zusitzliche Schwierigkeit ergibt sich jedoch aus der differentiellen Expression
des TTSS. Einige Gene weisen eine frithe (1.5-8 Stunden), mittlere (12-18 Stunden) oder
spite (24 Stunden) expression auf (Slepenkin et al., 2003) und stehen somit anscheinend nur

zeitversetzt fiir die Synthese des TTSS zur Verfiigung.

Ein weiterer Beweis fiir ein funktionelles TTSS ist das Vorhandensein von
sogenannten Typ III Effektorproteinen (Effektoren) in Chlamydia. Zuerst entdeckt wurde
IncA, ein Protein, das in der Inklusionsmembran wihrend der Chlamydieninfektion gefunden
werden kann und fiir die Fusogenitidt multipler Inklusionen verantwortlich ist (Rockey et al.,
1995; Suchland et al., 2000). IncA wurde mit Hilfe eines heterologen TTSS sekretiert und
somit indirekt als Effektor charakterisiert (Subtil et al., 2001). Inc-Proteine haben ein
ungewoOhnliches Hydrophobizititsprofil, was die bioinformatische Identifikation weiterer in
der Mitte des Entwicklungszyklus exprimierter Inklusionsmembranproteine ermdoglichte
(Rockey et al., 2002). Die weitere Identifikation von Effektorproteinen wurde jedoch durch

die oben erwihnte ungewohnliche genomische Organisation des TTSS und das fehlende
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genetische System stark eingeschrinkt (Stephens et al., 1998; Tam et al., 1994; Heuer et al.,
2007). So wurde z.B. das Effektorprotein Tarp (eng.: translocated actin-recruiting
phosphoprotein) eher zufillig, bei dem Versuch phosphorylierte Wirtszellproteine zu
charakterisieren, entdeckt (Clifton et al., 2004). Andere Proteine, wie CADD (eng.:
chlamydial protein associated with death domains) wurden dagegen iiber bioinformatische
Suchen nach wirtszellihnlichen Dominen identifiziert (Schwarzenbacher et al.,, 2004;
Stenner-Liewen et al., 2002). Von Nachteil ist, dass fiir CADD auf diese Weise zwar eine
Funktion, nicht aber die Typ III Sekretion gezeigt wurde. Ein neuerer Ansatz zur
Effektoridentifizierung ist die Verwendung heterologer Sekretionssysteme, so konnten mittels
eines Shigella - Sekretionssystems 24 neue potentielle Typ III-Effektoren identifiziert werden,
deren Funktion jedoch zum groBten Teil ungeklirt ist (Subtil et al., 2005).

5.7 Fragestellung

Wihrend der Aufnahme von Chlamydia kommt es zur Tyrosinphosphorylierung
mehrerer Proteine (Clausen et al., 1997; Fawaz et al., 1997; Birkelund et al., 1994). Eines
dieser Proteine wurde als chlamydiales Protein identifiziert (Clifton et al., 2004). Dieses
Protein, CT456 oder Tarp scheint ein Typ Ill-Effektorprotein zu sein, da es in einem
heterologen Yersinia Typ IlI-Sekretionssystem exportiert wird (Clifton et al., 2004).
Transloziertes Tarp wird schnell tyrosinphosphoryliert, was der Aktinpolymerisation an der
Eintrittsstelle vorausgeht. Die Hypothese, dass die Tyrosinphosphorylierung von Tarp fiir die
Aktinrekrutierung notwendig ist, bestitigte sich nicht (Clifton et al., 2005). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass Tarp Aktin in vitro direkt nukleieren kann (Jewett et al., 2006). Wihrend
die Phosphorylierung im N-terminus des Proteins stattfindet, scheint die Aktinnukleation vom

C-Terminus des Proteins auszugehen.

Tyrosinphosphorylierung an bakteriellen Effektorproteinen ist ein hdufig beobachtetes
Phinomen der bakteriellen Pathogenese (Backert and Selbach, 2005; Covacci and Rappuoli,
2000). Enteropathogene Escherichia coli (EPEC) und Helicobacter pylori translozieren Tir
and CagA wund induzieren auf diese Art und Weise lokale bzw. globale
Aktinpolymerisationsreaktionen. Im Falle von EPEC fiihrt dies zu einer Aktinpodestbildung
an der Adhésionsstelle, wiahrend H. pylori durch CagA einen stark elongierten zelluldren
Phinotyp induziert (Kenny et al., 1997; Segal et al., 1999). Da die Tyrosinphosphorylierung

fir beide Effektorproteine funktionell essentiell ist, hat die Identifizierung der
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Phosphorylierungsstellen und der Wirtszellkinasen von Tir und CagA wichtige Einblicke in
die Funktion dieser Effektoren ermdoglicht (Backert et al., 2001; Kenny, 1999). Im Gegensatz
zu diesen beiden gut untersuchten bakteriellen Effektoren ist wenig iiber die Rolle der Tarp

Tyrosinphosphorylierung fiir die molekulare Pathogenese von Chlamydia spp. bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Funktion des Effektorproteins Tarp, bzw.
dessen Tyrosinphosphorylierung zu untersuchen. Zunéchst wird das Protein hierzu in silico
Analysiert um potentielle Phosphorylierungsstellen aufzudecken. Die so gewonnenen Daten
werden zur Charakterisierung der Wirtszellkinasen und der Phosphorylierungsstellen
verwendet. Es wird weiterhin untersucht, welche Rolle diese Kinasen fiir die Invasion und
Inklusionsbildung spielen. Im néchsten Schritt der funktionellen Analyse werden zellulire
Interaktionspartner identifiziert. Welche Bedeutung die identifizierten Proteine fiir die
Infektion haben wird dann molekularbiologisch und biochemisch charakterisiert. Ziel ist es
die von den Interaktionspartnern induzierten Signaltransduktionsprozesse mechanistisch zu
charakterisieren. Die Aufkldrung der von Tarp beeinflussten Signalwege soll helfen, ein
besseres Verstindnis der molekularen Pathogenese und der Wirtszellinvasion von Chlamydia

zu erlangen.
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6. Material und Methoden

6.1 Zellkultur

HeLa- (Cervixepithelzellen ATCC CCL-2), HeLa-EZ01 (stabile Expression von Calreticulin-ER-Motiv
fusioniert mit dsRed2), Hep-2 (Lungenepithelzellen ATCC CCL-23), SYF- (Mausfibroblasten ATCC CRL-
2459), SYF+Src- (Mausfibroblasten ATCC CRL 2498), 1.929- (Mausfibroblasten ATCC CCL-1) und
Endle6/e7-Zellen (Immortalisierte Cervixepithelzellen ATCC CRL2615) wurden in DMEM (Invitrogen),
supplementiert mit L-Glutamin, Na-Pyruvat und 10% FCS kultiviert. Transfektionen wurden mit
Lipofectamin2000 (Invitrogen), gefolgt von einer 20 stiindigen Inkubation, durchgefiihrt. Chlamydia
trachomatis LGV L2/434/Bu (ATCC VR-902B) und C. trachomatis D UW-3/Cx (ATCC VR-885) wurden in
Helazellen, C. pneumoniae TW-183 (ATCC VR2282) wurde in Hep-2 Zellen kultiviert. Als Infektionsmedium
wurde DMEM mit L-Glutamin, Na-Pyruvat, 1 pg/ml Cycloheximid und 5% FCS verwendet. Die Zellen wurden
bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert, Infektionen wurden bei 35°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt.

6.2 Aufreinigung von Chlamydia Elementarkérperchen

Infizierte Zellen (10 x 250 cm? Flaschen) wurden seriell in 20 ml Medium abgeschabt. Die
Zellsuspension wurde zur Lyse mit 10 ml 1-3 mm Glaskiigelchen versetzt und 3 Minuten bei 2500 u/min und
Raumtemperatur (RT) durchmischt. Kerne und grobe Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation bei 2000 g bei
4°C fiir 10 Minuten beseitigt. Im Anschluss erfolgte ein 30-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 18500 g und
4°C. Das entstandene Chlamydienpelett wurde mittels Spritze (G20, dann G18, je 3 Schlige) und
Ultraschallbehandlung (5 min) in 5 ml SPG (Saccharose Phosphat Glutamat) resuspendiert und auf einen 50%-
20% Urografingradienten (w/v) aufgetragen (7 ml 50%, 25 ml 20%). Nach der Ultrazentrifugation fiir 1 Stunde
bei 4°C und 18500 g, wurde die EK-haltige Interphase abgenommen und einmal gewaschen (10 ml SPG, 18500
g, 4°C, 30 min). Das entstandene Chlamydienpelett wurde erneut mittels Spritze (G20, dann G18, je 3 Schlidge)
und Ultraschallbehandlung (5 min) resuspendiert, aliquotiert und bei —70°C aufbewahrt. Fiir Experimente, die
keine gradientenaufgereinigten Chlamydien benotigten, wurden Kerne und Zelltrimmer wie oben beschrieben
beseitigt und die EKs einmal gewaschen (nach dem ersten Zentrifugieren: Pellet in 10 ml SPG resupendieren).

Anschlieend wurden die Chlamydien aliquotiert und bei —70°C eingelagert.

6.3 Infektions- und Inhibitionsexperimente

Zellen wurden mit der im Experiment angegebenen “Multiplicity of infection” (MOI), unter
Standardbedingungen (s.o.) infiziert. Die Kinaseinhibitoren Genestein und PP2 (Biosource) oder der PLCy-Inhibitor
Edelfosine (Calbiochem) wurden wie in den einzelnen Experimenten beschrieben zu den Zellen gegeben. Als
Kontrollen dienten die entsprechendem Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Ethanol. Nach der Inkubation
mit EKs und Inhibitoren wurden die Zellen entweder mit eiskaltem PBS gewaschen und in Ripa-Puffer (50 mM Tris
pH 7.5; 150 mM NaCl; 1% Nonident P-40; 1% Triton X-100; 0,1% SDS) mit 1 mM Na;VO, (Sigma-Aldrich)
und COMPLETE Proteaseinhibitoren (Roche) lysiert oder wurden fiir 24- (C. trachomatis) oder 48 Stunden (C.

pneumoniae) infiziert, bevor sie fixiert, gefirbt und ausgewertet wurden.
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6.4 Praparation von Plasmid-DNA

Bakterienstimme wurden iiber Nacht in 100 ml Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) (10 g/l Trypton
(Caseinhydrolysat); 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl) mit einem geeigneten Antibiotikum angezogen. Die
Plasmidaufreinigung wurde mit dem Midi-Plasmidkit (Machery-Nagel) aus 40 ml der Kultur durchgefiihrt.
Reinheit und Ausbeute wurden photometrisch bestimmt (1 Aygonm = 50 pg/ml). Die durchschnittliche Ausbeute
betrug etwa 100-150 ug DNA aus 40 ml Kultur. Die DNA-Konzentration wurde auf 1 pg/ul eingestellt und die

Plasmide wurden bei —20°C gelagert.

6.5 Auftrennung von Nukleinsduren mittels Gelelektrophorese

Die Analyse verschiedener DNA-Arbeitsschritte (Restriktion, Ligation, PCR) erfolgte mittels
horizontaler Gelelektrophorese. DNA-Auftrennung und Detektion erfolgten mit 0,5-2% Agarosegelen (Seakam)
in TBE (89 mM Tris Base; 89 mM Borat; 2 mM EDTA; pH 8.0) mit 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml; Sigma-
Aldrich). Alle Proben wurden vor dem Lauf mit einem entsprechenden Volumen 6x Ladepuffer (0,25%
Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol; 30% Glycerin; 1 mM EDTA) angefirbt und in je eine Geltasche
aufgetragen. Die DNA wurde bei 90-180 V fiir 30-120 Minuten im elektrischen Feld aufgetrennt und durch
Fluoreszenz des in die DNA interkalierten Farbstoffes Ethidiumbromid auf einem Transilluminator sichtbar

gemacht. Als Groenstandart dienten eine 50 bp- und eine 1 kb-DNA Leiter (Fermentas).
6.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Technik wurde fiir verschiedene Schritte verwendet: (i) Amplifikation von Fragmenten mit
definierten 3’- und 5’-Restriktionsschnittstellen fiir Klonierungen, (ii) Amplifikationen von Genen zu
Kontrollzwecken und (iii) gezielte Punktmutationen. Alle Reaktionen wurden in Perkin Elmer Gene Amp 2400
(Perkin Elmer) PCR Maschinen durchgefiihrt. In Tabelle 1 sind die verwendeten Reaktionsgemische und —

temperaturen dargestellt.

Tabelle 1: PCR-Ansitze und Reaktionsbedingungen

Standart PCR Klonierungs-PCR

2,5 ul 10x PCR Puffer
1 Minuten 94°C 5 ul 10x PCR Puffer

2 ul dNTPs (200 nM) 2 Minuten 94°C
30 Zyklen: 4 ul dNTPs (200 nM)

1 pl MgCL (2 mM) 30 Zyklen:
30 s bei 94°C 2 ul MgCl, (2 mM)

1 pl Primer Forward (400 nM) 305 94°C
30 s bei 55-60°C 2 ul Primer Forward (400 nM)

1 pl Primer Reverse (400 nM) 30 s 55-60°C
60 s (pro 1000 bp) bei 2 ul Primer Reverse (400 nM)

2 ul RedTaq Polymerase 60 s (pro 1000 bp) 68°C
72°C 0,4 ul Platinum Taq High Fidelity

(5 U/ul) 1 Zyklus:
1 Zyklus: (5 Ulul)

5-100 ng Probe . 2 Minuten 68°C
2 Minuten 72°C 5-100 ng Probe ad 50 ul dH,O

ad 25 pl dH,O

6.7 Restriktions- und Ligationsreaktionen

Restriktionsenzyme fiir Doppelverdaureaktionen wurden so gewihlt, dass beide Restriktionsenzyme ihr

Reaktionsoptimum im gleichen Puffer haben. Der Zusatz von BSA erfolgte, falls dies nach Hersteller
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vorgesehen war (New England Biolabs). PCR-Fragmente wurden vor der Restriktion mit dem PCR Purification
Kit (Qiagen) aufgereinigt. Nach 2 Stunden Restriktion bei 37°C wurde die Reaktion beendet und erneut iiber das
PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Restriktionsreaktionen setzten sich wie in Tabelle 2 angegeben
zusammen. Fiir die nachfolgende Ligationsreaktion wurde die Konzentration photometrisch bestimmt. Die
Menge an benétigtem geschnittenen PCR Fragment fiir die Ligation errechnet sich nach folgender Formel: x =
Masse Fragment [ng] = 125 ng x PCR Fragmentlinge [bp] / Vektorldnge [bp]. Die Ligation wurde fiir 1 Stunde
bei RT mit einer abschlieBenden 10-miniitigen Inaktivierungsreaktion bei 70°C durchgefiihrt. Die

Zusammensetzung der Ligationsreaktionen ist Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verschiedenen Restriktions- und Ligationsreaktionen

Standart Restriktionen PCR-Produkte Ligation

0,3-7 ug Vektor 30 ul PCR Produkt

20 U Restriktionsenzym 1 (NEB) 20 U Restriktionsenzym 1 (NEB) 25 ng geschnittener Vektor

20 U Restriktionsenzym 2 (NEB) 20 U Restriktionsenzym 2 (NEB) x ng geschnittenes PCR Fragment

5 ul 10x Puffer NEB (1-4) 5 ul 10x Puffer NEB (1-4) 1 ul T4 DNA Ligase (NEB) 2 ul 2x Ligasepuffer
0,5 ul 100x BSA (NEB) 0,5 ul 100x BSA (NEB) (NEB)

ad 50 ul dH,O ad 50 pl dH,0O

6.8 Herstellung und Transformation elektrisch kompetenter E. coli

2,5 ml E. coli - Vorkultur (DHS5a) wurden in 250 ml LB-Medium iiberimpft und bei 37°C bis zu einer
ODs¢s von 0,3 - 0,4 inkubiert. Die Kulturen wurden 15 Minuten auf Eis gekiihlt und ab hier auf Eis
weiterbearbeitet. 250 ml Kultur wurden 15 Minuten bei 5000 g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand
abgegossen. Das Pellet wurde mit 20 ml gekiihltem destilliertem Wasser vorsichtig gespiilt ohne das Pellet zu
16sen. AnschlieBend wurde das Pellet in 250 ml gekiihltem destilliertem Wasser resuspendiert. Es erfolgte eine
15-miniitige Zentrifugation bei 5000 g und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 ml 15%
Glycerin resuspendiert und erneut 15 Minuten bei 5000 g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1 ml 15% Glycerin aufgenommen. Die Zellen wurden in 50 pl-Aliquots bei -70°C
gelagert. Fiir die Transformation wurden 50 pl elektrokompetente Zellen in Elektroden-Kiivetten iiberfiihrt und
mit 50 ul 15% Glycerin gemischt. Die Elektroporation erfolgte mit 200 Q bei 2,5 kV (12 kV/cm Kiivettenweite)
und 25 pF. Im Anschluss wurden die Transformierten E. colis mit 200 pl vorgewdrmten SOC-Medium bei 37°C
fiir 1 Stunde inkubiert und auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Die anschlieende

Inkubation erfolgte bei 37°C fiir 24 Stunden.

6.9 DNA-Konstrukte

Verwendete Primer sind in Tabelle 3, Konstrukte, die in dieser Arbeit kloniert wurden, sind in den
Tabelle 4 aufgelistet. Alle Klonierungsreaktionen wurden entweder nach der Disec-Trisec-Methode (Dietmaier
et al,, 1993), iiber Invitrogen TA-Klonierung (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen) oder
konventionell (siehe 5.7) durchgefiihrt. Zielvektoren waren die Plasmide pGEX4T-3 (Amersham), eGFP-C1-3
(Clontech), pCR4-Topo (Invitrogen).
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Tabelle 3: Tarp Klonierungen. Primer, Zielregion, Schnittstellen und Vektorbezeichnungen. a: Mittels

Disec-Trisec kloniert (Dietmaier et al. 1993), b: Invitrogen TA-Cloning Kit fiir Sequenzierungen

Template

C. trachomatis 1.2

Tarp

C. trachomatis D
Tarp

pCR-ENIYE3x

peGFP-ENIYE

Zielregion
[bp]
5’-AAT TCC AAT TCT
6-1134
5’-GAC TTA GCC GAA
5’-ATT AGC AAC AAC
406-941
5’-GCC GAA TAC ACC
295-529 5’-CCA AGC TTG TAT
5’-GGC TGC AGC TAG
5’-TAC ATA TCT CGA
peGFP-
ENIYE

5’-TAG GAT CAG TTA

Tabelle 4: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit klonierten Konstrukte

Vektor

pGEX-N-Tarp

pCR-ENIYE3x

pCR-ENIYE

peGFP-ENIFE

Kloniertes Fragment [bp]
oder Literatur

6-818 von L2 Tarp

406-941 von D Tarp

406-538 und 815-941 von D Tarp

406-538 und 815-941 von D Tarp

Primer Restriktions- Ziel Vektor
schnittstellen Neue Bezeichnung
ATA TCA GGT GAT CAA CC Ca pGEXA4T-3
Keine®
TAC ACC CTC GTT AC pGEX-N-Tarp
TAC GAT GAC G b pCR4-Topo
Keine
CTC GTT AC pCR-ENIYE3x
TAG CAA CAA CTA CGA TGAC Hindlll peGFP-C1
Pstl
CCG AAT AAC ACC CTC GTT peGFP-ENIYE
GCT CAA GCT TG pKC689
Disec-Trisec
TCT AGA TCC GGT G pKC689-ENIYE
Modifikation Resultierender Vektor
keine -
Restrlklloq Imt Xbal und pCR-ENIYE
Religation
keine -

1. Zielgerichtete Mutation an Position 1466
(A->T)

57-AAG AAC TAC TGA AAA TAT TTT

TGA GAG TAT TGG TGG CTC TA peGFP-ENIFE
57_TAG AGC CAC CAA TAC TCT CAA
AMA TAT TTT CAG TAG TTC TT

Zusitzlich zu den in Tabelle 4 beschriebenen Konstrukten wurden noch die folgenden Vektoren verwendet:
eGFP-Btk-PH (zur Verfiigung gestellt von T. Balla), PLC3-PH-eGFP (Stauffer et al., 1998), Rabl1-eGFP
(Sonnichsen et al., 2000), Rab5-eGFP (Sonnichsen et al., 2000), Caveolin (Intern), Lgp120-eGFP (zur

Verfiigung gestellt von J. Lippincott-Schwartz) und Calreticulin-ER-dsRed2 (Invitrogen).

6.10 SDS-Page und Immunoblotting

Proteinlysate wurden durch Aufnahme von 5x10°-1x10° Zellen in 100-200 pl 2x Laemmli-Puffer (50
mM Tris/HCI; pH 6,8; 2 uM EDTA pH 8,0; 2% SDS; 125 mM B-ME; 10% Glycerin; 0,01% Bromphenolblau),
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gefolgt von 10 Minuten Erhitzen bei 94°C und 1000 rpm fiir 10 Sekunden alle 2 Minuten, hergestellt. Ein
Konzentrationsabgleich erfolgte spéter mittels Tubulinblot und Messung der integrierten Bandendichte.
Aufgetrennt wurden die Proben elektrophoretisch nach ihrem apparenten Molekulargewicht, unter Verwendung
der Methode von Laemmli, in kontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (Tabelle 3). Als Standard diente der
Bench Mark Prestained Protein-Marker (Invitrogen). Die Elektrophorese wurde 1-2 h bei einer Spannung von
90-140 V bei RT in SDS-Laufpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris; 3,5 mM SDS) durchgefiihrt. Nach
Auftrennung der Proteine durch SDS-Gelelektrophorese wurden diese mittels Semi-Dry-Blot auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran transferiert. Die Membran wurde mit Methanol aktiviert und mit Semi-
Dry-Transferpuffer (192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS; 25 mM Tris HCl; 20% (v/v) Methanol) dquilibriert. Der
Transfer wurde fiir 1-2 h bei 55 mA/Gel durchgefiihrt.

Fiir die nachfolgenden Immunreaktionen wurden die Inkubationsschritte entweder bei RT fiir 1 h oder
iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt, zwischen den einzelnen Schritten erfolgten 3 jeweils 10-miniitige
Waschschritte mit TBST (20 mM Tris/HCI; pH 7,6; 0,8% NaCl; 0,5% Tween 20). Zunichst wurde die PVDF
Membran mit 5% BSA in TBS-T Puffer geblockt, gefolgt von einer Inkubation mit dem Primir- und dem
Sekunddrantikdrper. Die  Signaldetektion erfolgte iiber an den Sekunddrantikbrper gebundene
Meerrettichperoxidase (HRP) und das Enhanced Chemoluminescence (ECL) Kit (Roche). Die
Chemilumineszenz wurde mit einem Phosphoimager detektiert (Fuji Luminescent Image Analyzer Las-3000).
Zur sequentiellen Detektion mehrerer Antigene wurden die Blots gestrippt. Hierzu wurde die Membran fiir 20
Minuten bei 56°C in Stripping-Puffer (62,5 mM Tris/HCl; pH 6,7; 100 mM B-Mercaptoethanol; 2% SDS)
inkubiert und danach zweimal in TBST gewaschen. AnschlieBend konnten wieder die oben beschriebenen

Immunreaktionen durchgefiihrt werden.

Tabelle 5: Zusammensetzung Polyacrylamidgele

Trenngel
Anteil Acrylamid 7,5% 10% 13%
Lower Puffer 2,5ml 2,5ml 2,5ml
Bisacrylamid (30%) 2,5ml 3,38 ml 4,3 ml
dH,0 Sml 4,15 ml 32ml

Polymerisation durch Zugabe von 75 ul APS und 7,5 pl TEMED pro 10 ml

Sammelgel
Upper Puffer 2,5 ml
Bisacrylamid (30%) 1,0 ml
dH,O 6,5 ml

Polymerisation durch Zugabe von 100 ul APS und 20 ul TEMED pro 10 ml

6.11 Immunpréazipitation

1x10° Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, in 1 ml nicht-denaturierendem RIPA-
Puffer (1% (w/v) Triton X-100; 50 mM Tris HCI pH 7,4; 300 mM NaCl; 0.02% (w/v) Natriumazid; Complete
Proteaseinhibitoren und 1 mM NaVO,) vom Boden einer 10 cm” Zellkulturplatte abgelost und bei gleichmiBiger
Rotation auf einem Orbitalschiittler fir 15 Minuten bei 4°C lysiert. AnschlieBend wurden die unloslichen
Proteine durch Zentrifugation (15 min, 4°C, 14.000 g) abgetrennt und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefil

iiberfithrt. Es wurden 1-5 pg eines prézipitierenden Antikorpers zugegeben, und die Proben wurden entweder 2
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Stunden oder ii/n bei 4°C mit dem Zelllysat im Orbitalschiittler inkubiert. Die Inkubation wurde nach Zugabe
von 30 pl Protein G-gekoppelten Magnetkiigelchen (Invitrogen) wiederholt. Die Proben wurden nun 3x mit je
1 ml PBS gewaschen und schlieBlich in 60 pl 1x SDS Probenpuffer aufgenommen und 10 Minuten bei 94°C

denaturiert.

6.12 In vitro Phosphorylierungsassays

Rekombinantes GST-Tarp-Fusionprotein oder Kontrollen wurden mit eiskaltem Kinasepuffer (25 mM
HEPES pH 7,0; 150 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1% Nonidet P-40; 5 mM Dithiothreitol; 1 mM NazVO,; 1x
Roche COMPLETE Proteaseinhibitoren), 5 U rekombinantem humanem c-Src oder c-Abl (Upstate
Technologies) und 40 uM ATP gemischt. Die Reaktion wurde dann fiir 30 Minuten bei 30°C durchgefiihrt und
durch Zugabe von 4x reduzierendem Probenpuffer (200 mM Tris-HCI; pH6,8; 10% B-Mercaptoethanol; 10%
SDS; 0,4% Bromphenolblau; 40% Glycerol) durch 10-miniitiges Denaturieren bei 94°C gestoppt.

6.13 Proteinarrays

GST-Tarp wurde, wihrend es noch an GST-Sepharosekiigelchen (Pharmacia) gekoppelt war, in vitro
phosphoryliert. Zur Phosphorylierung wurde Zelllysat von 1x10° Zellen in eiskaltem Kinasepuffer (25 mM
HEPES pH 7,0; 150 mM NaCl; 10 mM MgCl, ; 1% Nonident P-40; 5 mM Dithiothreitol; 1 mM Na;VOy; 1x
Roche COMPLETE Proteaseinhibitoren) verwendet. Die Phosphorylierungsreaktion wurde wie beschrieben
durchgefiihrt (siehe 5.12), jedoch erfolgten 4 Waschschritte mit eiskaltem Kinasepuffer bevor die GST-Tarp-
gekoppelten Sepharosekiigelchen weiterbehandelt wurden. GST-Tarp wurde eluiert (20mM Gluthation in 50
mM Tris pH 8,0), und 7,5 pg Phospho-GST-Tarp wurden mit dem SH2-Doméinenarray (Version von 2005,
Panomics) inkubiert. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde der Biotinmarkierungsschritt ausgelassen, und
alle Waschschritte wurden mit TBST durchgefiihrt. Da die SH2 Doménen auf dem Array mit GST fusioniert
waren, wurde zur Detektion der phosphotyrosin-spezifische monoklonale Antikdrper PY99 (Santa Cruz)
verwendet. Die Detektion erfolgte mittels Phosphoimager (siehe 5.10) in Intervallen von 30 s im Modus ,high
sensitivity”. Die Zuordnung der Spots erfolgte per Uberbelichtung, da eine Biotin-Avidin basierte Detektion

nicht moglich war.

6.14 Immunisierung zur Gewinnung von Anti-Serum

Das N-terminale GST-fusionierte Fragment von Tarp wurde mittels Gluthation-Sepharosekiigelchen
(Pharmacia Biotech) aufgereinigt und von der Firma SeqLab (Sequence Laboratories Gottingen GmbH) fiir eine
Standard-Immunisierung von Ratten verwendet. Ein Aliquot Priimmunserum wurde an Tag 0 genommen,
gefolgt von einer Injektion mit GST-Tarp und komplettem Freundschem Adjuvans (kFA). Den Ratten wurde
weiterhin an den Tagen 21, 49 und 77 GST-Tarp verabreicht. Blut wurde an den Tagen 35 and 63 zur Testung
der Immunreaktivitit des Serums entnommen. Die Ratten wurden an Tag 98 eingeschlifert und Seren wurden

per Western Blot von C. trachomatis-infizierten Zellysaten auf Spezifitit untersucht.

6.15 Immunfluoreszenzen

Zellen wurden auf Deckgldschen in 12, 24 Well-Platten oder ohne Deckgldschen in 48 Well-Platten
ausgesit und je nach Versuch fiir 1-48 h mit C. trachomatis LGV L2, C. pneumoniae TW-138 und einer MOI
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von 1-50 infiziert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 250-500 pl
Paraformaldehyd (2 % PFA) 10-20 Minuten oder eiskaltem Methanol fiir 10 Minuten bei RT fixiert. Nach dem
Fixieren wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen (PFA Fixierung) oder im Fall einer vorhergegangenen
Methanolfixierung iiber Nacht mit 70% Ethanol inkubiert. Zur Immunfluoreszenzfiarbung nach PFA-Fixierung
mussten die Zellen zunédchst mit 0,2% Triton X-100 in PBS (0,2 g KCI; 0,2 g KH,PO,; 8 g NaCl; 2,16 g
Na,HPO4x7H,0 ad 1 1 dH,0) 30 Minuten permeabilisiert werden. Danach wurde fiir beide Fixierungsarten 30-
45 Minuten in 2% FCS in PBS blockiert. Die Antikdrper wurden in 2% FCS in PBS verdiinnt, und jedes
Deckglas wurde mit 30 pl fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation mit Primér- bzw. Sekundérantik6rper
wurde jeweils dreimal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Am Ende der Fiarbung wurden die Deckglidschen einmal
kurz mit dH,O gespiilt und mit Mowiol (2,4 g Mowiol 4-88; 6 g Glycerin; 6 ml H,0; 12 ml 0,2 M Tris; pHS8,5)
auf einem Objekttrager aufgeklebt. Die Analyse erfolgte an einem konfokalen Leica TCS-SP Laser Scanning
Mikroskop mit Krypton/HeNe-Laser, mit einem Leica Epifluoreszenz-Mikroskop oder mit einem automatischen

Mikroskop Scan”R (Olympus Bioystems).

6.16 Automatische Mikroskopie

In jedem Well einer 48 Well-Platte wurden jeweils 4 Bilder, im UV- und rotem-Kanal, aufgenommen. Auf
jedem der Bilder wurden die Inklusionen und Zellkerne automatisch mittels der Scan”R Analyse Software
(Biosystems) identifiziert. Die auf diese Art und Weise ermittelte Anzahl und Groe der Objekte wurde zur

Datenanalyse und Visualisierung in Microsoft Excel importiert.

6.17 Konfokale Echtzeitmikroskopie

HeLa-Zellen wurden iiber Nacht in 3,5 cm’ Glasbodenzellkulturschalen (MaTek) ausgesit und
transfiziert (s. 4.1). Das Zellkulturmedium wurde 4 Stunden nach Transfektion durch neues Zellkulturmedium
(s.0.) ausgetauscht. 30 Minuten vor Beginn der Echtzeitmikroskopie wurden die Zellen in einer 37°C, 5% CO,-
Kammer mit einer Luftfeuchtigkeit von 95% platziert und mit Inhibitoren, wie in den entsprechenden
Experimenten angegeben, inkubiert (Edelfosine oder Wortmannin, Calbiochem). Im Anschluss wurden die
Zellen mit Alexa488- oder Alexa568-markierten Bakterien (C. trachomatis 1.2) infiziert (Subtil et al., 2004). Die
Echtzeitmikroskopie wurde dann nach Fokussierung auf transfizierte Zellen gestartet. Verwendet wurde ein VT-
Infinity-System (Visitron Systems) welches sich aus den folgenden Einzelkomponenten zusammensetzt: 1.
Mikroskop Olympus IX81 (Olympus, Japan), 2. VT-Infinity Galvo Scanner Confocal Head (Visitron Systems)
und 3. Hamamatsu C9100-02 CCD-Kamera (Hamamatsu Photonics K.K, Japan). Hellfeldbilder wurden mit
einem x63 Phasenkontrastobjektiv (NA 1,25 oil, Olympus) und einem Hochgeschwindigkeits-schlieBsystem
aufgenommen. Fluoreszenzbilder wurden bei 488 nm und 100 mV und 568 nm und 50 mV aufgenommen.
Verwendet wurde hierbei ein 488bp/568bp/6471p-Emissionsfilterset (Chroma Technologies). Die
aufgezeichneten Bilder wurden wie in den einzelnen Experimenten angegeben bearbeitet, hierzu wurden die

Bildbearbeitungsprogramme Metamorph (Universal Imaging Corporation) und Imaris (Bitplane AG) verwendet.

6.18 Immunoelektronenmikroskopie

Zellen wurden 45 Minuten nach der Infektion mit C. trachomatis in Mikrotubuli-Stabilisierungspuffer

(MBS) (1 mM EGTA; 4% Polyethylenglykol 6000; 100 mM PIPES ohne K*; pH6,9; Phenolrot) mit 4% PFA

35



Material und Methoden

und 0,05% GA fixiert. Nach dem Abldsen der Zellen wurden diese in Gelatine eingebettet und mit 2,3 M
Saccharose infiltriert (Peters et al., 2006). Ultradiinnschnitte wurden bei —120°C auf einem RMC MTX/CRX
Kryo-Ultramikrotom angefertigt (Boeckeler Instruments Inc). Die Schnitte wurden auf Kohlenstoff-Pioloform-
iiberzogene Gitter fiir die Elektronenmikroskopie aufgezogen. Blockierung und Markierung wurden in
Blockierungspuffer (1% BSA; 0,02 M Glycin; 10% CWEFG in PBS) durchgefiihrt. Der Ablauf der Markierung
entspricht einer Immunfluoreszenzfarbung. Nach der Markierung erfolgte ein Kontrastierungs- und
Einbettungsschritt mit Uranyl-Acetat/Methyl-Zellulose (Slot et al., 1991) und anschlieBend die Analyse auf
einem Leo906E- Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss) mit einer Morada-Digitalkamera (SIS). Schnitte

und Féarbungen wurden mit Hilfe der Core Facility Mikroskopie erstellt.

6.19 Rasterelektronenmikroskopie

Proben fiir die Rasterelektronenmikroskopie wurden nach einer Standartmethode vorbereitet (Lindroth
et al.,, 1992). Hierzu wurden auf einem Deckgldschen gewachsene Zellen in MBS fiir 15 Minuten bei 37°C
inkubiert und Lipide wurden durch 10-miniitige Inkubation in MTSB (MSB + 0,5% Triton X-100) bei 37°C
extrahiert. Fiir eine Immunogoldmarkierung wurden die Zellen 20-30 Minuten bei RT prifixiert (3% PFA;
0,05% GA), dreimal 5 Minuten in PBS bei RT gewaschen und mit 0,15 M Glycin in PBS fiir 15 Minuten bei RT
inkubiert. Die Proben wurden mit Blockpuffer (PBS; 1% BSA) eine Stunde bei RT blockiert und im Anschluss
1-2 Stunden bei RT oder ii.N. bei 4°C mit dem Primérantikorper markiert. Der Markierung folgten viermal 5
Minuten Waschen in Inkubationspuffer (PBS; 0,1% BSA) und die Behandlung mit dem Sekundérantikorper. Vor
der Postfixierung wurden die Proben viermal 5 Minuten in PBS gewaschen. Die Postfixierung bestand aus einem
10-miniitigen Fixierungsschritt in Fixativl (2% Glutaraldehyd (GA); 0,15 M Na-Cacodylat) bei RT, gefolgt von
einem Fixierungsschritt in Fixativ2 (2% GA in 0,1 M Saccharose; 0,1 M Na-Cacodylat; pH7,2) bei 4°C u.N.
Zum Abschluss wurden die Proben dreimal 5 Minuten gewaschen (0,1 M Saccharose; 0,1 M Na-Cacodylat) und
iiber eine aufsteigende Alkoholreihe 50%, 70%, 95% und zweimal absoluten Ethanol fiir jeweils 30 Minuten
dehydriert. Die Proben wurden anschlieBfend mittels CO, einer Trocknung am kritischen Punkt unterzogen und
auf Halterungen fiir die Rasterelektronenmikroskopie befestigt. Nach einer kurzen Bedampfung (2-3 nm
Platin/Kohlenstoff) konnten die Proben im Rasterelektronenmikroskop LEO 1550 betrachtet werden. Die CO,

Trocknung und Rasterelektronenmikroskopie wurden mit Hilfe von Dr. Hans Thorn durchgefiihrt.

6.20 Lipidisolation und PIP;— ELISA

Die Lipidisolation wurde im wesentlichen wie beschrieben durchgefiihrt (Bligh and Dyer, 1959; Schuetze and
Kroenke, 1995). Infektionen wurden in 125 cm? Zellkulturflaschen mit einer MOI von 400 fiir 45 Minuten unter
Standartbedingungen durchgefiihrt. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 1 ml Methanol
abgeschabt und in ein Glasgefd mit 1 ml H,O und 1,5 ml Methanol iiberfiihrt. Die Proben wurden nun 5
Minutes in einem Ultraschallbad behandelt und mit 1,25 ml Chloroform versetzt. Nach einem kurzem Vortexen
wurden die Proben bei 6000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand wurde in neue GlasgefiBe
transferriert. Das Pellet wurde erneut durch die oben beschrieben Schritte mit 1 ml H,O, 2,5 ml Methanol und
1,25 ml Chloroform extrahiert. Der Uberstand vom zweiten Schritt wurde mit dem Uberstand aus dem ersten

Schritt vereinigt und durch Zugabe von 4 ml Chloroform und 5 miniitige Zentrifugation bei 4000 g
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Phasengetrennt. Die untere Phase wurde in ein neues Glasgefidl transferiert, die obere Phase wurde mit 4 ml

Chloroform versetzt und erneut aufgetrennt. Die chloroformhaltige Phase wurde unter Stickstoff getrocknet und

die PIP; — Konzentration nach Herstellerprotokoll bestimmt (PIP; Mass ELISA Kit, Echelon Biosciences Inc).

6.21 Antikérper, Farbungen, Chemikalien

Tabelle 4: Verwendete Antikorper und Gegenfiarbungsreagenzien

Primérantikorper

Immunprizipitationen
und Western Blots

Immunofluoreszenz

Immunelektronen-
mikroskopie

Spezielle
Sekundiirantikorper

Immunoelektronen-
mikroskopie

Chemische Fiirbungen

Kanninchen (polyklonal) Mouse (monoklonal) Ratte (polyklonal)

anti-PLCy2 sc-5283 (Santa Cruz), HRP-

anti-GFP sc-8334 (Santa Cruz) gekoppelter phosphotyrosin-spezifischer
anti-GST (Pharmacia) Antikorper PY99 (Santa Cruz), anti-o-Tubulin anti-Tarp Antikdrper
anti-PI3K p85a sc-423 (Sigma-Aldrich), anti-GFP Antikorper sc-9996

(Santa Cruz), anti-PI3K p85a sc-1637
anti-PLCg2-Antikorper sc-5283 (Santa Cruz)
anti-C. trachomatis LPS-spezifischer anti-C. trachomatis L2 MOMP-Antikorper

Antikorper (Chemicon) KK12 (University of Washington, USA), anti-
PI3K p85a sc-1637

anti-GFP A11122 (Invitrogen-Molecular
Probes)

Ziege (polyklonal) Mouse (monoklonal)

anti-Kaninchen 12 nm Gold (Jackson Immuno Research anti-Maus 6 nm Gold (Jackson Immuno Research)

Hoechst33342 (Sigma-Aldrich), Phalloidin Alexa 488 (Invitrogen, Molecular Probes)

Chemikalien, Medienzusitze

Chemikalien stammten, falls nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich.
Medienzusitze stammten, falls nicht anders angegeben, von Invitrogen.
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7. Ergebnisse

7.1 Tarp Phosphorylierung

Tarp wird wihrend der Invasion von Chlamydia spp. durch das chlamydiale Typ III
Sekretionssystem in das Wirtszellzytoplasma transloziert. Kurz nach dieser Translokation
wird Tarp an Tyrosinresten phosphoryliert (Clifton et al., 2004). Funktionelle
Untersuchungen zeigten, dass die Transfektion von Tarp in eukaryontischen Zellen zur
Bildung von Aktinaggregaten fiihrt und legten die Vermutung nahe, dass die Tarp-
Translokation wihrend der Invasion ebenfalls der Aktinrekrutierung dient. Vor kurzem
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Aktinrekrutierung und die Phosphorylierung nicht -
wie urspriinglich angenommen - gekoppelt sind. Stattdessen zeigte sich, dass die
Aktinrekrutierung vom C-Terminus abhédngig ist, widhrend die Phosphorylierung im N-
Terminus stattfindet (Clifton et al., 2005). Wihrend Tarp von C. trachomatis phosphoryliert
wird, kann man diese Phosphorylierung fiir das C. pneumoniae Tarp Homolog Cpn0572 nicht
nachweisen (Virok et al., 2005). Ein Vergleich der Aminosduresequenz der Tarp Proteine von
C. trachomatis und C. pneumoniae zeigt, dass Cpn0572 um 250 Aminosduren kiirzer ist und
lasst vermutend, dass die Phosphorylierung in dieser Region stattfindet (Abb. 7). Es ist
wahrscheinlich, dass die Tarp Phosphorylierung eine wichtige Rolle fiir die Pathogenese von
C. trachomatis spielt. Da Tarp im Wirtszellzytoplasma von einer bislang unbekannten
Tyrosinkinase phosphoryliert wird (Clifton et al., 2004; Clifton et al., 2005), war das erste

Ziel dieser Arbeit die Identifizierung der eukaryontische Kinase.

7.1.1 Homologie zwischen ENIYESI-Motiven und Src-Substraten

Da Tarp von C. pneumoniae nicht phosphoryliert wird (Clifton et al., 2005, Virok et al.
2005), haben wir einen Homologievergleich aller sequenzierten Tarp-Homologe hinsichtlich
Linge und Existenz potentieller Phosphorylierungsstellen durchgefiihrt. Phosphorylierungs-
stellen wurde durch in silico Analyse mittels Scansite Motif Scanner im Modus “hohe Stringenz”
(www.scansite.mit.edu) identifiziert. Neun potentielle Tyrosin-phosphorylierungsstellen mit sehr
hohen Wahrscheinlichkeitswerten wurden in sechs nahezu identischen ungefihr 50 AS langen,
sich wiederholenden Einheiten in der N-terminalen Hilfte von C. trachomatis 1.2-Tarp

identifiziert (Abb. 7, 8). C. trachomatis D-Tarp hingegen zeigt nur drei ungefihr 50 AS lange

38



Ergebnisse

Wiederholungsregionen mit drei Phosphorylierungsstellen (Abb. 7, 8). Das Verhiltnis von
Wiederholungseinheiten zu Phosphorylierungsstellen bei C.trachomatis L2 (6 zu 9) deutete an,
was sich bei nidherer Analyse bestitigte: drei der sechs Wiederholungseinheiten enthalten eine
Doppelphosphorylierungsstelle ~ (ENIYENIYESI), und wurden daher als YY-
Wiederholungseinheiten  bezeichnet (Abb. 7, 8). Die ungefihr 50 AS lange
Wiederholungseinheit mit einer Einfachphosphorylierungsstelle (ENIYESI), welche in beiden
Serovarianten vorkommt, wurde als Y-Wiederholungseinheit bezeichnet (Abb. 7). Wir haben
aulerdem eine potentielle Phosphorylierungsstelle in C. muridarium, nicht jedoch in
C. pneumoniae, C. caviae oder C. abortus gefunden (Abb. 8). Da die beiden
Phosphorylierungsstellen in der YY-Wiederholungseinheit nicht zu 100% identisch sind,
wurde das erste Phosphorylierungsmotiv als Motiv A und das zweite als Motiv B bezeichnet

(Abb. 7). Wie zu erkennen ist Motiv A in beiden Serovarianten identisch (Abb. 7, 8).

1 755

l ] Cpn0572

1 136 194

1005
B I CtrL2456

[ ]
/
133 143 B |

ENIYENIYESI
LI |

YY- Wiederholungseinheit
Motiv A Motiv B

1171 27 1005
| iviv ] CtrD456
e
/ 168 174 —
ENIYESI
1 Y- Wiederholungseinheit
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Abbildung 7: In silico Analyse des Tarp-Proteins von Chlamydia spp. - Vergleich der homologen Tarp-
Proteine der verschiedenen Spezies und Serovarianten. Die Kurzbezeichnungen fiir Gen und Organismus
sind rechts angegeben (Ctr = C. trachomatis, Cpn = C. pneumoniae). Tarp der C. trachomatis
Serovarianten L2 und D hat sechs, bzw. drei Kopien einer ~50 Aminosdure (AS)-Wiederholungseinheit
(schwarze  Boxen). @ Wihrend  YY-Wiederholungseinheiten = zwei  vorhergesagte = Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen besitzen (Motive A und B) weisen Y-Wiederholungseinheiten nur eine
potentielle Phosphorylierungsstelle auf (Motiv B). Die Serovariante L2 verfiigt sowohl iiber YY- als auch

iiber Y-Wiederholungseinheiten, die Serovariante D dagegen besitzt nur Y-Wiederholungseinheiten.

39



Ergebnisse

lang, wihrend die Tarp-Homologen von C. pneumoniae, C. caviae und C. abortus nur 755,
880 und 870 AS lang sind. Interessanterweise korreliert die Linge der untersuchten Proteine
mit dem Vorhandensein der Phosphorylierungsregion im N-Terminus der Proteine, was

darauf hindeutet, dass diese Region erst nach der Trennung von Chlamydia und

Die Tarp-Homologen von C. trachomatis und C. muridarium sind 1005 und 1007 AS

Chlamydophila in zwei Genera gewonnen oder verloren wurde (Abb. 1, 8).

konnten z.B. entfernter verwandte Sequenzen von Simkania Stamm Z oder Waddlia
Chondrophila (s. Abb. 1) unsere Vermutungen mit Fakten untermauern. Leider sind diese

Genome noch nicht sequenziert, und eine phylogenetische Betrachtung ist nicht Schwerpunkt
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Original Sequenzabgleich aus dem N-Terminus der links angegebenen

Organismen. Es ist deutlich erkennbar, dass Chlamydia iiber zusitzliche Sequenzen in dem
dargestellten Bereich verfiigt. Homologe Bereiche sind schwarz, funktionelle homologe
Bereiche grau und potentielle Phosphorylierungsstellen rot markiert. Der Sequenzabgleich

wurde mittels BCM Search Launcher und Boxshade erstellt.

Fiir eine exakte phylogenetische Aussage werden jedoch mehr Sequenzen benétigt, so
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dieser Arbeit. Parachlamydia, die einzige Familie auBerhalb der Chlamydiaceae (Everett et
al., 1999), die zur Zeit einen sequenzierten Organismus enthilt (Horn et al., 2004) enthilt in
ihrem Genom kein Tarp-Homolog. Es scheint also, dass Tarp eine fiir die Chlamydiaceae

spezifische Funktion ausiibt.

Die Computeranalyse von Tarp hat nicht nur potentielle Phosphorylierungsstellen
identifiziert, sondern Tarp auch als ein potentielles Substrat fiir Kinasen der Src-Familie (SFK)
ausgewiesen. Um diese Vorhersage zu iiberpriifen, wurde zunéchst ein manueller Abgleich der
vorhergesagten Phosphorylierungsstellen mit der Konsensussequenz fiir Substrate der Src
Kinasen (EEIYE) erstellt. Tatsichlich stimmt die Sequenz der Tarp-Motive beinahe exakt mit
der Konsensussequenz iiberein (Abb. 9). Interessanterweise dhneln die ENIYE-Motive den
EHIYD- und EPIY A-Sequenzen, die als Tyrosin-Phosphorylierungsstellen fiir das EPEC-Protein
Tir und das H. pylori Protein CagA identifiziert wurden (Abb. 9). Wihrend CagA von Kinasen
der Src-Familie phosphoryliert wird, ist Tir ein Substrat verschiedener redundanter Kinasen,

einschlieBlich der Src-Familie (Backert and Selbach, 2005; Swimm et al., 2004).

Abbildung 9: Manueller Sequenzabgleich  der

-3 0 +3 vorhergesagten Tarp-Phosphorylierungsmotive mit der
DIRE ESF SrC Z|e|SequenZ Konsensussequenz fiir Substrate der SFK und bekannte

TN N@Y Ta rp MOth A Tyrosinphosphorylierungsstellen  anderer  bakterieller
TImN SID Ta fp Motiv B Effektorproteine. Position 0 stellt die potentielle

ERHIMDEVA Tir (EPEC)
PIiPIRMATID CagA (H. pylori)

Phosphorylierungsstelle dar. Bemerkenswert ist die hohe
Homologie der Motive A und B mit der Src

Konsensussequenz in den Positionen -3, -1, +1 und +3.

Zusammenfassend unterstiitzt der Sequenzabgleich die Hypothese, dass die ENIYE-
Motive Substrate fiir SFKs sind. In beiden vorhergesagten Tarp-Phosphorylierungsmotiven,
Motiv A und Motiv B (Abb. 7-9), stimmen die Amminosiduren an den Positionen -3, -1 and +1
mit der Src-Kinase-Zielsequenz iiberein. In der +3-Position befindet sich bei beiden Motiven
ein Isoleucin anstatt eines Phenylalanins, beides Aminosduren von nahezu identischer
Hydrophobizitit. Die Homologie zwischen SFK-Erkennungssequenz und Tarp-Motiven
deutet auf einen langen Prozess der Koevolution hin. Da von Src-Kinasen phosphorylierte
Proteine normalerweise mit zelluldren Proteinen interagieren ldsst sich vermuten, dass die

stark konservierten Tarp Motive A und B ebenfalls dazu in der Lage sind.

41



Ergebnisse

7.1.2 Chemische Inhibition der Tarp-Phosphorylierung

Um die mit Hilfe der in silico-Analysen gemachten Vorhersagen zu iiberpriifen, wurde
eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt. Zunichst wurde die Phosphorylierung von Tarp
an Tyrosinresten durch den Breitband-Tyrosinkinaseinhibitor Genestein unterdriickt (Abb.
10A). Eine Quantifizierung durch Messung der integrierten Bandenintensitdt, mit
Normalisierung auf die Bandenintensitit von Tubulin, zeigte eine dosisabhingige
Reduzierung der Tarp-Phosphorylierung mit steigender Inhibitorkonzentration. Bei einer
Inhibitorkonzentration von 350 uM Genestein liel sich die Tyrosinphosphorylierung um
~70% inhibieren (Abb. 10A). 350 uM Genestein ist laut Literatur die Konzentration
Genestein, die bendtigt wird, um die EGF-stimulierte Phosphorylierung des EGF-Rezeptors in
A431- Epidermoidkrebszellen vollstindig zu inhibieren (Dhar et al., 1990; Mustelin et al.,
1990; Tago et al., 2001). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass Tarp tatsdchlich

von einer Wirtszellkinase phosphoryliert wird.
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Abbildung 10: Pharmakologische Inhibition der Tyrosinphosphorylierung durch den Breitband-Tyrosin-
kinaseinhibitor Genestein (A) und den SFK-spezifischen Inhibitor PP2 (B). Die Inhibitoren wurden
zusammen mit EKs von C. trachomatis (MOI 200) appliziert. Nach einer Stunde wurden die Zellen
geerntet, und die Lysate wurden per Western Blot analysiert. Die Intensitdt der Tarp-Banden (schwarze
Pfeilkopfe) auf den Phosphotyrosinblots wurde durch eine Messung der integrierten Bandendichte
(ImageJ) bestimmt und auf die Tubulinladekontrolle (weiler Pfeilkopf) normalisiert. Fehlerbalken =

Standardabweichung (n=2). IB = Immunblot, P-Tyr = Phosphotyrosin
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Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung tatsdchlich auf Kinasen der Src-Familie
zuriickzufiihren ist, haben wir den Src spezifischen Inhibitor PP2 verwendet (Hanke et al.,
1996). Tatsdchlich ist PP2 in der Lage, die Tarp-Phosphorylierung dosisabhingig zu
inhibieren (Abb. 10B). PP2 inhibiert die Tarp-Phosphorylierung bei einer Konzentration von
10 uM um ~70% (Abb. 10B). Zusammenfassend unterstiitzen unsere Daten aus den
Experimenten mit chemischen Inhibitoren die Hypothese, dass Tarp von einer Wirtszellkinase
phosphoryliert wird, und dass Kinasen der Src-Familie eine Rolle fiir die Tarp-
Phosphorylierung spielen.

7.1.3 In vitro- und in vivo-Phosphorylierung von Tarp

Um zu kliren, ob weitere zelluldre Komponenten eine Rolle fiir die Src vermittelte
Tyrosinphosphorylierung von Tarp spielen, wurde ein Fusionsprotein aus dem N-Terminus
von Tarp (~500 AS) und der Glutathion-S-Transferase erzeugt (GST-Tarp). Dieses
Fusionsprotein wurde fiir eine in vitro-Phosphorylierungsreaktion mit rekombinantem
humanem Src verwendet. Tatsdchlich wird GST-Tarp von humanem Src phosphoryliert
(Abb. 11). Diese Phosphorylierung ist spezifisch, da entsprechende Kontrollen (Src+GST)
nicht phosphoryliert werden (Abb. 11). Dies bedeutet, dass Tarp direkt von Src phosphoryliert
wird und dass die Phosphorylierungsstelle -wie vorhergesagt- im N-Terminus von Tarp

lokalisiert ist.

rec. C-Src  + - - + Abbildung 11: In vitro -
Gst-T: = e = g
Gzt al - = + = + Phosphorylierung von GST-Tarp.
83 SFK  vermitteln die  Tarp
EE IB: P-Tyr Phosphorylierung in vitro. GST-
© Tarp (schwarze Pfeilkopfe) wird
o 33 4
i 25 9 . durch rekombinantes c-Src in
= 83 o = - vitro phosphoryliert. Der Pfeil
gg IB: Gst zeigt auf die Src
25 . i Autophosphorylierung.

Drei Mitglieder der Src-Familie, Src, Yes und Fyn werden ubiquitédr exprimiert und
man nimmt an, dass diese teilweise redundante Funktionen ausiiben. Um zu untersuchen, ob
SFK die Tarp-Phosphorylierung auch in vivo vermitteln, wurden Zellen, die von

Mausfibroblasten mit funktionellen Nullmutationen in den Genen fiir src, yes und fyn
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abstammen, verwendet (SYF-Zellen). Als Kontrolle wurden SYF-Zellen, die exogen src
exprimieren (SYF+Src), verwendet. Im Gegensatz zu einer Infektion in SYF+Src- und HeLa-
Zellen fiihrt eine Infektion in SYF-Zellen nicht zu einer Tarp-Phosphorylierung (Abb. 12).
Die Phosphorylierung von Tarp in HelLa-Zellen erfolgt innerhalb weniger Minuten und
erreicht nach etwa 20-30 Minuten ihren Hohepunkt. Diese Verzogerung entsteht dadurch,
dass der GroBiteil der Elementarkorperchen, die nicht iiber einen aktiven
Bewegungsmechanismus verfiigen, zeitverzogert auf die Zellen sinkt. Eine Analyse einzelner
Elementarkorperchen deutet jedoch darauf hin, dass Tarp sehr schnell transloziert werden
konnte, da es innerhalb von 90 Sekunden zu einer EK-assozierten Tyrosinphosphorylierung

kommt (Clifton et al., 2004).

SYF
Hela +Src SYF
+ - + - + - Ctr
- o a =k . B
= 175 o 4 - IB: P-Tyr
QO
< 175 e — < |B: Tarp
=
el - IB: Tubulin

Abbildung 12: Infektion von HeLa-, SYF- und SYF+Src-Zellen mit C. trachomatis
(MOI 500). Tarp wird nicht in src-, yes- und fyn- defizienten Zellen phosphoryliert
(schwarzer Pfeilkopf). Im Gegensatz dazu wird Tarp in SYF-Zellen, die stabil mit src
transfiziert sind (SYF+Src, untere Bande, weiller Pfeil), und in HeLa-Zellen
phosphoryliert. Als Ladekontrollen wurden Hsp60 und Tubulin verwendet. IB =
Immunblot, P-Tyr = Phosphotyrosin

7.1.4 ldentifizierung der Tarp-Phosphorylierungsstelle

Der Identifizierung der Phophorylierungsstellen kommt eine entscheidende Bedeutung
zu, da diese die Interaktion mit zelluliren SH2- und PTB-Doménenproteinen vermitteln
(Schlessinger and Lemmon, 2003). Um zu untersuchen, ob die oben beschriebenen ENIYE-
Motive in der Tat die Tyrosinphophorylierungsstellen des Tarp-Proteins darstellen, wurde ein
Fusionsprotein zwischen einer ENIYE-enthaltenden Y-Wiederholungseinheit von Tarp und
dem ,,Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) erzeugt (ENIYE-GFP). Der Tyrosinrest
wurde durch gezielte PCR-Mutagenese gegen einen Phenylalaninrest ausgetauscht (ENIFE-
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GFP). Beide Konstrukte, sowie der leere eGFP-Vektor, wurden in SYF- und SYF+Src-Zellen
transfiziert. Es zeigte sich, dass nur das ENIYE-GFP, nicht aber das ENIFE-GFP-Protein
nach Transfektion und Expression in SYF+Src-Zellen phosphoryliert wird (Abb. 13).
Weiterhin werden weder das ENIYE-GFP, noch das ENIFE-GFP-Fusionsprotein in SYF-
Zellen phosphoryliert (Abb. 13). Das ENIYE-Motiv stellt somit die Phorylierungsstelle auf
dem Tarp-Protein dar. Zusammenfassend 148t sich festhalten, dass das ENIYE-Motiv ein Src-

Kinase spezifisches Substrat ist.

SYF SYF+Src
Tarp-Y-GFP + - -+ - -
Tarp-F-GFP - + = = ok =
GFP - -+ - -+ IP: GFP
y -
© 33 >l IB: P-Tyr
Q a
e,

IB: GFP

Abbildung 13: SFKs phosphorylieren die Tarp-ENIYE-Motive. SYF-und SYF+Src-
Zellen wurden transient mit einem einzelnen ENIYE-Motiv (fusioniert mit GFP)
transfiziert. Das ENIYE-GFP wird nur in SYF+Src Zellen phosphoryliert, was
demonstriert, dass Src fiir die Tarp-Phosphorylierung in ENIYE-Motiven wichtig ist.
Wenn der Tyrosinrest gegen einen Phenylalaninrest ausgetauscht wird (ENIFE-
GFP), wird das Fusionsprotein weder in SYF- noch in SYF+Src-Zellen
phosphoryliert.

7.1.5 Rolle der Tarp-Phosphorylierung fur die Infektion

Die bisher durchgefiihrten Experimente haben gezeigt, dass Tarp Src-abhidngig an
ENIYE-Motiven phosphoryliert wird, und dass hierfiir auer Src keine weiteren zelluldren
Komponenten notwendig sind. Fiir Tir und CagA, von EPEC bzw. Helicobacter pylori,
konnte gezeigt werden, dass die Tyrosinphosphorylierung von diesen Pathogenen bendtigt
wird, um eine spezifische Funktion auszuiiben (Backert and Selbach, 2005). Fiir das Tarp-
Protein wurde gezeigt, dass es in der Lage ist, unabhéngig von der Phosphorylierung Aktin zu
rekrutieren (Clifton et al., 2005). Da die Tyrosinphosphorylierung unmittelbar nach der

Translokation in die Wirtszelle erfolgt, ist es wahrscheinlich, dass die Phosphorylierung eine
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wichtige Rolle fiir die Invasion spielt. Um zu iiberpriifen, welchen Einfluss die SFK-
vermittelte Tarp-Phosphorylierung auf die C. trachomatis-Invasion hat, haben wir die
Infektivitit in HelLa-, SYF-, SYF+Src- und 1.929- Zellen verglichen. 1.929 wurden als
Kontrolle verwendet, da es sich hierbei um wildtyp Mausfibroblasten ohne Gendeletionen
handelt. Hierbei lieB sich feststellen, dass sich SYF-Zellen bei niedriger MOI so gut wie nicht
infizieren lassen (Abb. 14). Betrachtet man die unterschiedliche Grof3e der Zellen, so erkennt
man, dass ein normaler Infektivititsassay mit konfluenten Monolayern kein exaktes
quantitatives Bild der Infektion liefert. Die Oberfliche der SYF-Zellen ist etwa 2-3 mal so
grof3 wie SYF+Src-Zellen, so dass jede SYF-Zelle von 2-3 mal mehr infektiosen EK getroffen
wird. Dies hat zur Folge, dass ein Infektivititsunterschied von 2-3 nicht detektierbar wire.
Weiterhin ist es wichtig, unter einer MOI von 1 bei der niedrigsten Zelldichte, also den SYF-
Zellen zu bleiben, da sonst eine Absittigung der Zellen mit EK eintritt und
Infektivitdtsunterschiede ebenfalls nicht mehr detektierbar sind.

Abbildung 14: Fluores-
zenzfirbung einer Infektion in
HelLa-, L1929-, SYF- und
SYF+Src-Zellen. Die  Pfeile
deuten auf C. trachomatis LGV-
L2-Inklusionen (rot). Zellkerne
sind mit Hoechst (blau) und das
Aktinzytoskelett mit Phalloidin
(griin) gefdarbt. In SYF Zellen
sind nur vereinzelte Bakterien zu

erkennen, jedoch keine

Inklusionen. Balken = 20 um

Die aus dem vorangegangenem Experiment gewonnen Daten wurden zur
Quantifizierung der Infektion in einer automatisierten Messung verwendet. L929-, SYF- und
SYF+Src-Zellen wurden in 48- Wellzellkulturplatten in serieller Verdiinnung ausgesit. Alle
Wells wurden am nichsten Tag mit mit der gleichen Zahl C. frachomatis L2 (5x10* IFU)
infiziert. Nach einem Wachstum von 24 Stunden wurden die Zellen fixiert und geférbt
(C. trachomatis und Zellkerne). Die Auswertung dieser Experimente zeigte, dass die
Infektivitdt sowohl in SYF- als auch in SYF+Src-Zellen im Vergleich zu 1.929 Zellen stark

verringert ist (Abb. 15). Da sich SYF+Src-Zellen in einem Uberexpressionsstadium (mit
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starker zelluldrer Hyperphosphorylierung) befinden (Abb. 12) und SYF-Zellen eine src-, yes-,
Jfyn- Dreifachgendeletion aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass die SFK-Deregulation die
Infektivitit im allgemeinen negativ beeinflusst. Nichtsdestotrotz lie3 sich ein Unterschied
zwischen den letzten beiden Zelltypen erkennen. Wihrend die Infektivitit in SYF-Zellen auf
6.9% +/- 4.1 verringert war, 148t sich in SYF+Src-Zellen eine partielle Wiederherstellung der
Infektivitit auf 19.4% +/- 7.6 erkennen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Infektivitdtsassay mit 1.929-, SYF- und SYF+Src-Zellen. Die Zellen wurden mit
C. trachomatis L2 infiziert und nach weiteren 24 Stunden fixiert, gefirbt und ausgewertet. Die
Analyse erfolgte mittels automatischer Mikroskopie, gezédhlt wurden Inklusionen und Kerne und
deren relatives Verhiltnis wurde oben graphisch dargestellt. Es zeigte sich, dass die Infektivitit in
SYF-Zellen stark verringert ist (6.9% +/- 4.1) und sich durch src-Rekomplementation partiell
wiederherstellen ldsst (19.4% +/- 7.6). n=3, Fehlerbalken = Standardfehler

Berechnet man das Verhiltnis der Infektivitit von SYF- zu SYF+Src-Zellen, so ergibt
sich ein etwa 3-facher Unterschied. Es bleibt jedoch aus dem oben beschriebenem Experiment
offen, ob dieser Unterschied auf der Invasion oder der spiteren Entwicklung der Chlamydien
beruht. Um die Hypothese zu iiberpriifen, dass die Invasion beeinflusst wird, wurde das
Experiment mit HelLa-Zellen und dem Src-Inhibitor PP2 wiederholt. Die Tarp-
Phosphorylierung wurde entweder wihrend der Invasion oder nach der Invasion inhibiert. Um
zu untersuchen, ob die Inhibition der Invasion spezifisch fiir C. trachomatis ist, wurde das
Experiment parallel mit C. pneumoniae durchgefiihrt. Die Infektion mit C. trachomatis
konnte durch PP2-Applikation wéhrend der Invasion auf 30.8% +/- 7.3 gesenkt werden, was
fiir C. pneumoniae nicht moglich war (70.6% +/- 8.7) (Abb. 16). Interessant ist auch, dass die
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Inhibition der SFKs nicht zu einer vollstindigen Blockierung der Infektion fiihrt, was auf eine
Redundanz der Kinasen in vivo oder einen alternativen Invasionsmechanismus hindeutet.
Letzteres erscheint wahrscheinlich, da C. pneumoniae auch in der Abwesenheit einer Tarp-
Phosphorylierung in der Lage ist, in die Wirtszelle einzudringen. Weder C. trachomatis noch

C. pneumoniae waren betroffen wenn die Inhibition nach der Invasion erfolgte (Abb. 16).

p<0,12

< 120 — W C. trachomatis
8 p<0,99 O C. pneumoniae
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Abbildung 16: Infektivititsassay - HeLa-Zellen wurden mit dem Src-Inhibitor PP2 behandelt zu
den angegebenen Zeitpunkten behandelt und fiir 24 Stunden mit C. trachomatis L2 oder 48
Stunden mit C. pneumoniae infiziert. Das Experiment wurde durch Fixierung gestoppt und die
Proben anschlieBend gefirbt und ausgewertet. Die Analyse erfolgte mittels automatischer
Mikroskopie, gezahlt wurden Inklusionen und Kerne. Wie zu erkennen ist, verhindert die PP2
Applikation wihrend der Invasion die Inklusionsbildung von C. trachomatis, wihrend die C.
pneumoniae Invasion kaum betroffen ist. Keiner der beiden Organismen ist betroffen, wenn die
Inhibition nach der Invasion erfolgt. Deren relatives Verhiltnis wurde oben graphisch dargestellt.

Fehlerbalken = Standardfehler (n=3).

7.2 Untersuchung der Tarp-Interaktionspartner

Die Deregulation der Src-Kinasen iibt -wie unter 7.1.5 gezeigt werden konnte- einen
negativen Einfluss auf die Infektivitit, genauer gesagt auf die Invasion von C. trachomatis
aus. Da die Tarp-Phosphorylierung nicht fiir die Aktinrekrutierung benotigt wird (Clifton et
al., 2005) und auch nur in Chlamydia, nicht aber in Chlamydophila stattfindet, 146t sich eine

fiir diesen Organismus spezifische Funktion postulieren. Von anderen tyrosinphosphorylierten
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bakteriellen Effektorproteinen ist eine Interaktion mit zelluldren SH2-Doménenproteinen
bekannt (Bourzac and Guillemin, 2005; Campellone and Leong, 2003). So interagiert z.B. das
H. pylori Protein CagA phosphorylierungsabhingig mit Src-homology (SH) 2-containing
protein tyrosine phosphatase 2 (SHP-2) (Higashi et al., 2002b), Growth factor receptor bound
2 (Grb2) (Mimuro et al., 2002), Carboxy-terminal Src kinase (Csk) (Selbach et al., 2003) und
Hepatocyte growth factor (HGF) (Churin et al., 2003). Um also zu erklidren, wie und welche
Funktionen Tarp ausiibt, ist es von entscheidender Bedeutung, zunidchst die Tarp
Interaktionspartner zu charakterisieren. In Analogie zum H. pylori-Protein CagA, welches
kurz nach der Adhésion in die Wirstzelle eingeschleust wird, dessen Wirkung aber iiber die
Adhisionsphase hinaus bestehen bleibt (Segal et al., 1999), ist auch fiir Tarp eine
langanhaltende Wirkung denkbar. Die Interaktionspartner des Tarp-Proteins konnte
entscheidende Hinweise auf molekulare Mechanismen der Pathogenese von C. trachomatis
geben und eine Differenzierung von der molekularen Pathogenese des verwandten

Lungenpathogens C. pneumoniae zulassen.

7.2.1 Identifizierung von Tarp-Interaktionspartnern

Zur initialen Identifizierung von Tarp-Interaktionspartnern wurde eine besonders
empfindliche und schnelle Methode verwendet: Auf PVDF-Membranen immobilisierte, GST-
markierte SH2-Doménen unterschiedlicher Proteine wurden mit in vitro phosphoryliertem
GST-Tarp inkubiert und mittels eines phosphotyrosinspezifischen Antikorpers detektiert
(Abb. 17). Wie sich zeigte interagiert GST-Tarp besonders stark mit Phospholipase C gamma
2 (PLCy2, Abb. 17, oben links), wihrend andere Proteine wie: Lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase (LCK), SHP-2 (Abb. 17, oben rechts) und Src homology 2 domain containing
(SHC) (Abb. 17, unten links) erst spiter ein Signal erzeugen.

Abbildung 17: Tyrosinphosphoryliertes GST-Tarp-
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Die Signalstirke der verwendeten Technik ist laut Hersteller linear zur Stirke der
Interaktion zwischen den Proteinen. Die oben angegebene Reihenfolge konnte also Hinweise
darauf liefern, dass Tarp unterschiedlich stark mit verschiedenen Molekiilen interagieren
kann. Um die Ahnlichkeit der optimalen Interaktionsmotive der detektierten SH2-Proteine
und die Tarp-Motive zu vergleichen, wurde ein manueller Sequenzabgleich durchgefiihrt. Die
identifzierten Proteine weisen in ihrer Bindungspriferez eine hohe Ahnlichkeit zueinander
und zu den beiden Tarp-Motiven auf (Abb. 18). Interessanterweise besitzt das optimale
PLCy2- Interaktionsmotiv an der +1-Position nach dem Tyrosinrest einen Isoleucinrest, was
in Kontrast zu den Tarp-Motiven steht, die an dieser Stelle jeweils einen Glutaminsdurerest

aufweisen.

P pE ShcA Abbildung 18: Manueller Sequenzabgleich
p Y EN Src

o YN Tarp Motiv A . o
pY sHl Ta p Motiv B Tarp Motiven A und B. Auffillig ist die
pY TT PLC'YQ. Homologie zwischen den Tarp Motiven und den

pYLX Shp-2 zellulidren Motiven.

optimaler SH2-Dominenbindungspartnern mit

Um die auf diese Weise identifizierten Interaktionspartner in vivo, d.h. im
Zellkulturmodell, zu bestdtigen, wurde zunéchst eine Koimmunprizipitation durchgefiihrt. Da
fiir C. trachomatis — Infektionen ein Epithelzellkulturmodell verwendet wurde, LCK jedoch
eine Lymphozyten-spezifische Kinase ist, wurden Koimmunprizipitationen iiber das
homologe Protein Src, welches in diesem Zelltyp ausreichend exprimiert wird, durchgefiihrt.
Tarp lieB sich aus C. trachomatis-infizierten HelLa- und End1e6/€7-Zellen mit PLCy2 und
SHC (Abb. 19), nicht jedoch mit Src und SHP-2 (Daten nicht gezeigt) koimmunprézipitieren.

Hela Ende6/7

IP: PLCy2 Shc PLCy2 Shc Abbildung 19: Koimmunprézipitation von
ctr- + - + - + - + Tarp (schwarze Pfeilspitze) mittels PLCy2-
175 > ﬂ| - *‘l"‘" IB: Tarp  (weiBe Pfeilspitze) und SHC- (graue
é 175 e < IB: PLCy2 Pfeilspitzen) Antikorpern aus HeLa- und
g Ende6/7-Zellen. 1B = Immunblot, IP =

= w8 She

e S

Immunprizipitation.

Interessanterweise zeigte sich bei der Koimmunprizipitation, dass PLCy2 in

Epithelzellen exprimiert wird, was der verbreiteten Meinung einer rein hdmatopoietischen
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Expression wiederspricht (Wilde and Watson, 2001). Es ist nicht klar, ob es sich hierbei um
einen Effekt der Transformation (HeLa) oder der viralen Immortalisierung (End1e6/€7)
handelt oder ob dies ein physiologischer Zustand ist. Eine Suche in einer Gewebemikroarray-
Expressionsdatenbank unterstiitzte unsere Beobachtung einer PLCy2-Expression in
verschiedenen Geweben wie z.B. dem Uterus, und deutet nicht auf ein Zellkulturartefakt hin
(Su et al., 2002). Um die Phosphorylierungsabhéngigkeit der Tarp-PLCy2- und der Tarp-
SHC- Interaktion zu iiberpriifen, wurden Immunprézipitationen aus SYF- und SYF+Src-
Zellen durchgefiihrt. Da Tarp in SYF-Zellen nicht phosphoryliert wird, sollte hier auch keine
Koimmunprizipitation zu beobachten sein. Diese Vermutung bestitigte sich, dass Tarp nur in

SYF+Src Zellen mit PLCy2 und SHC interagiert (Abb. 20).

SYF+src SYF

IP: PLCy2 Shc PLCy2 Shc Abbildung 20: Koimmunprizipitation

Ctr - + - + -+ - o+ von Tarp (schwarze Pfeilspitze) mittels

175 A - IB:Tarp  PLCY2- (weiBe Pfeilspitze) und SHC-
§175>,__ — — o (EaELE (graue Pfeilspitzen) Antikorpern aus
= : Y2 HeLa- und Ende6/7-Zellen. IB =
= " - Immunblot, IP = Immunprizipitation.

- -y - IB: She

Um die Koimmunoprizipitation mit morphologischen Informationen zu ergénzen,
wurden Kolokalisationsexperimente durchgefiihrt. PLCy2 translozierte bei diesen
Experimenten an die der Zelle zugewandte Seite der EK (Abb. 21). Aufgrund der groflen
Ahnlichkeit zwischen PLCy2 und PLCy1 wurde ein weiteres Kolokalisationsexperiment mit
PLCy1 durchgefiihrt und es zeigte sich, dass auch dieses Protein polar an die EK rekrutiert
wird (Abb. 21). Eine Kolokalisation mit SHC lie} sich nicht bestétigen (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend konnten in diesem Abschnitt die Interaktion von Tarp mit zelluldren SH2-
Dominenproteinen zeigen, von den vier identifizierten Interaktionspartnern konnte die
Interaktion von PLCy2 mit Tarp auf biochemischer und morphologischer Ebene bestitigt

werden.
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzfirbung von C. trachomatis L2 EKs (Rot) und PLCyl (griin, obere
Reihe) und PLCy2 (griin, untere Reihe). Es ist deutlich erkennbar, dass PLCy2 polar an die EK rekrutiert
(Pfeile).

7.2.2 Funktion der Phospholipase C gamma-Rekrutierung

Weder die Assoziation von PLCy mit C. trachomatis noch deren Funktion fiir die
Infektion sind bisher untersucht worden. Um zu klidren, ob PLCy eine Rolle fiir die Infektion
mit diesem Pathogen spielt, haben wir den PLCy Inhibitor ET-18-OCH(3) (Edelfosine)
verwendet (Sano et al., 2001). Applikation dieses Inhibitors verhindert, wie mikroskopische

Untersuchungen zeigen die Entwicklung von Inklusionen vollstiandig (Abb. 22).

+Edelfosine -Edelfosine

4

Abbildung 22: Immunfluoreszenzfirbung der Infektion mit C. trachomatis L2 nach Applikation
des PLCy-Inhibitors Edelfosine. C. trachomatis L2 wurde mit anti-OMP1 gefirbt (rot),
Wirtszellkerne wurden mit Hoechst gegengeférbt (blau). Es ist erkennbar, dass die Infektion in den

Edelfosine-behandelten Zellen nach 24 Stunden drastisch reduziert ist.
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Zur quantitativen Untersuchung dieses Effekts verwendeten wir den bereits fiir den
Src-Inhibitor PP2 entwickelte Messung (s. Abschnitt 7.6): In 48-Wellplatten kultivierte HeLa-
Zellen wurden entweder mit C. trachomatis oder C. pneumoniae infiziert und wihrend oder
nach der Invasion mit Edelfosine behandelt (PLCy inhibiert). Die Auswertung mittels
Immunfluoreszenz- und automatischer Mikroskopie ergab, dass die Infektion in
C. trachomatis-infizierten Zellen auf 2,8 % +/- 3,4 reduziert war (Abb. 23). Dem gegeniiber
steht eine um 41 % +/- 15,1 reduzierte Infektion von C. pneumoniae (Abb. 23). Die
Applikation des Inhibitors nach der Invasion erzeugte nur einen basalen Effekt auf die

Inklusionsbildung der beiden Pathogene.

Abbildung  23:  Quantifizierung  der

c 120 B C. trachomatis
q:’ p < 0.01 O C. pneumoniae Inklusionsbildung nach PLCy-Inhibition.
(@) ] PLCy wurde mit 7,5 uM Edelfosine (EF)
(T) p<0.04
= 80 1 wihrend (0 h) oder nach der Invasion (2 h)
Té p < 0.01 inhibiert. Nach 24 Stunden wurden die
— Zellen fixiert, gefarbt und  mittels
b
e 40 automatischer Mikroskopie analysiert. Die
Anzahl der Inklusionen war auf 2,8 % +/-
3,4 fiir C. trachomatis und 41 % +/- 15,1 fiir
0 i L L | C. pneumoniae gegeniiber der unbehandelten
PLCvV2 inh. Kontrolle  reduziert.  Fehlerbalken =
Y- oh 2h -
zur Zeit Pl Standartfehler, n=3.

Mit der Quantifizierung bestitigte sich die Vermutung aus der optischen Analyse
(Abb. 22). C. trachomatis weist im Gegensatz zu C. pneumoniae eine hohe Sensitivitit
gegeniiber der PLCy-Inhibition auf. Im néchsten Schritt wurde daher untersucht, welche
Auswirkung diese Inhibition auf die Chlamydien hat. Zwei Moglichkeiten scheinen besonders
wahrscheinlich und sind gut experimentell untersuchbar: (i) der Inhibitor konnte auf die
Internalisierung wirken, dann miissten alle EKs auf der Oberfldche der Zelle verbleiben oder
(i1) der Inhibitor verdndert den intrazelluldren Transport und fithrt zur Degradation der EK.
Um zwischen diesen Moglichkeiten zu unterscheiden wurden Zellen fiir 4 Stunden mit
C. trachomatis infiziert und wihrend der ersten 2 Stunden mit Edelfosine inhibiert. Die
Lokalisation der EK an oder in der Zelle wurde im Anschluss mittels Immunfluoreszenz und
konfokaler Mikroskopie untersucht. Es zeigte sich, dass die C. trachomatis-EK in die Zelle

transportiert werden, also deren Aufnahme nicht inhibiert wird. Eine Farbung gegen Lamp-1
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(engl.: Lysosomal associated membrane protein-1) bestitigte, dass C. trachomatis nach
Inhibition von PLCy in die Néhe lysosomaler Kompartimente transportiert wird (Abb. 24)

und demnach PLCy den intrazelluldren Transport der EKs entscheidend reguliert.

Chlamydia Lamp-1

Phasenkontras_t

Uberlagerung

Kontrol

Edelfosine

Abbildung 24: Konfokale Mikroskopie einer Immunfluoreszenzfirbung von HeLa-Zellen, die 4 Stunden mit

C. trachomatis (Griin) infiziert wurden. Die Bilder in der oberen Reihe zeigen den normalen nicht inhibierten
Zustand, die untere Reihe zeigt die Morphologie der Infektion nach Edelfosineinhibition fiir 2 Stunden. Die
Lamp-1 (rot) Firbung zeigt, dass EKs ohne Inhibition kaum mit Lysosomen in Kontakt kommen. Im Gegensatz

hierzu befinden sich EKs in inhibierten Zellen in engem Kontakt mit Lysosomen (Pfeilspitzen).

Um diesen Effekt quantitativ zu beschreiben, wurden in zwei Wiederholungen jeweils
25 Zellen pro Bedingung ausgezdhlt. Es zeigte sich, dass die Anzahl der Lysosomen-
assoziierten EKs von 15 % +/- 11 auf 58 % +/- 23 steigt (Abb. 25). Zusammenfassend lisst
sich also schlielen, dass der Transport von C. trachomatis PLCy- abhédngig reguliert ist. Eine

Inhibition fithrt zum Transport zu den Lysosomen und der Degradation der EK.

<0.02

5 100 ps Abbildung 25: Quantifizierung der Firbung von
E Abbildung 20. Lamp-1- positive und -negative
= 80
ﬁ Bakterien wurden ausgezihlt. Dargestellt ist der
@ g relative Anteil an Lamp-1-positiven EKs mit oder
+
E‘ 40 ohne PLCy-Inhibition. Es zeigt sich eine signifikante
3 Steigerung der Lamp-1- positiven EKs (p<0,02)
< 2 i nach PLCy-Inhibition. Fehlerbalken = Standartfehler

0 - (n=2; 25 Zellen pro Experiment).
P!..Cv2 - +
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7.3 Phosphoinositolmetabolismus wéahrend der C. trachomatis-Invasion

Warum fiihrt die Inhibition von PLCy zur Degradation in den Lysosomen? Um ein
molekulares Verstdndnis fiir die Funktion von PLCy fiir die Chlamydieninvasion zu
bekommen, wurde ein konfokales Echtzeitmikroskopiesystem eingesetzt. Zur
Echtzeitbeobachtung der Aufnahme von Chlamydien in die Wirtzelle wurde die Farbung von
Chlamydien durch Verwendung photostabiler Alexafarbstoffe oder DNA-Farbstoffe
(Hoechst) etabliert, was ermoglichte, die genetische Unzuginglichkeit der Chlamydien zu
umgehen (s. Materialien und Methoden). Ein weiterer Vorteil der chemischen Markierung
liegt darin, dass diese kaum Einschrinkungen bei der Auswahl der Fluorochrome unterliegt
und dass die Fluorochrome optimal an das eGFP (engl.: enhanced green fluorescent protein)

und die Filter des hier verwendeten Mikroskops angepasst werden konnen.

Um die Bedeutung der PLCy fiir die Invasion zu verstehen, ist es zunédchst wichtig,
einige grundlegende Fakten des Lipidmetabolismus zu betrachten. Eine optimale PLCy-
Aktivierung wird auf zwei Arten reguliert: (1) die Bindung der PLCy-SH2-Doméne an eine
tyrosinphosphorylierte Zielsequenz und (ii) die Bindung der PLCy-PH-Domine an
PstIns(3,4,5)-P; (PIP3) (Falasca et al., 1998; Wilde and Watson, 2001). Die erste Bedingung
ist durch die Interaktion mit tyrosinphosphoryliertem Tarp gegeben (Abb. 19-20). Die
Bildung von PIPs ist die Voraussetzung fiir die Interaktion mit der PLCy-PH-Doméne. PIP;
wird durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) gebildet, fiir die bisher nur eine
Aktivierung wihrend der Invasion von C. pneumoniae gezeigt wurde (Coombes and Mahony,
2002). Zur Uberpriifung der PI3K-Aktivitit wihrend der Invasion von C. trachomatis wurde
die Btk-PH-Domine, gekoppelt an eGFP, verwendet. Btk-PH-eGFP besitzt die gleiche
Bindungsspezifitit wie PLCy-PH, bindet also an PIP; (DiNitto et al., 2003). Uber die
Rekrutierung von Btk-PH-eGFP ist es also moglich, die Aktivitit der PI3K
fluoreszenzmikroskopisch zu analysieren und den Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die
PIP3-Bildung mittels Echtzeitmikroskopie zu untersuchen. Ein weiterer Vorteil dieser
Methode liegt darin, dass zusitzlich morphologische Informationen {iber den

Invasionsprozess gewonnen werden konnen.
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7.3.1 Bildung einer PstIns (3,4,5)-Ps-angereicherten frihen Inklusion

Das Ergebnis eines solchen echtzeitmikroskopischen Versuchs ist in Abbildung 26
dargestellt. Man kann erkennen, dass es zu einer massiven Rekrutierung von Btk-PH-eGFP,
und damit zu einer starken PIP; — Bildung, kommt (Abb. 26). Dieses Ergebnis ist dulerst
interessant, da PIP; normalerweise eine duflerst kurzlebige Lipidspezies ist, die nur fiir
membranassoziierte Signaltransduktionsprozesse benotigt wird (Yeung et al., 2006). Verfolgt
man jedoch den Verlauf der Chlamydieninvasion, so zeigt sich, dass die Rekrutierung von
Btk-PH-eGFP eher zunimmt (Abb. 26). Im Verlauf der Echtzeitmikroskopie wurden
zusitzlich hidufig tubuldre Fortsdtze beobachtet, welche in das Zytosol der Wirtszelle ragen
(Abb. 26, mittlere und untere Reihe Uberlagerungsbilder). Zur Kontrolle der Spezifitit der
Rekruitierung von Btk-PH-eGFP wurde die PH-Domiéne von PLCo1 (PLC61-PH-eGFP)
verwendet. Die PH-Domiéne von PLCO1 besitzt eine Bindungsaffinitit fiir Pstlnst(4,5)-P,
(PIP,) und sollte demnach kaum rekrutiert werden. In der Tat bestitigte sich diese Vermutung,
PLC61-PH wird nur kurz und schwach rekrutiert, was darauf hindeutet, dass PIP, nur
transient gebildet oder fiir andere Reaktionen verbraucht wird (Daten nicht gezeigt). Es lasst
sich vermuten, dass PI3K wihrend der C. trachomatis-Infektion aktiviert wird, und hierdurch
groBBere Mengen PIP; in der Membran des Pathogen-Endosoms bildet.

Um zu iiberpriifen, ob dieser Effekt nicht nur in einzelnen Zellen auftritt wurde eine
Messung der Fluoreszenzintensitit iiber mehrere Zellen durchgefiihrt und es bestitigte sich,
dass das PIP; -Niveau nach etwa 15 Minuten stark ansteigt und fiir die Dauer des Experiments
auf einem stark erhohtem Level verbleibt (Abb. 27). Zur biochemischen Unterstiitzung dieser
tiber Fluoreszenzmarkerdominen gewonnenen Daten wurde ein kompetitiver PIP; — ELISA
durchgefiihrt. Ergebnis dieses Versuchs war, dass die relative PIP; — Konzentration um ~27%
in einem fiir 45 Minuten infiziertem Ansatz ansteigt (Abb. 28). Der unerwartete Befund, dass
C. trachomatis eine PIP; — angereicherte frithe Inklusion bildet legt nahe, dass PLCy in der
Tat wiahrend der Invasion rekrutiert und aktiviert wird. Offensichtlich greift also
C. trachomatis in den Phospoinositolmetabolismus der Wirtszelle ein. Ein weiterer Aspekt
wird nun ersichtlich, ndmlich wie die PI3K aktiviert wird. PI3K wird durch die Bindung der
tandem SH2 — Dominen der regulatorische Untereinheit p85 rekrutiert (Okkenhaug and
Vanhaesebroeck, 2001). Da Tarp iiber eine grole Zahl potentieller Bindungsstellen verfiigt,
lag es nahe die Interaktion mit diesem Effektorprotein zu untersuchen. Sowohl eine

Immunprizipitation als auch ein Kolokalisationsexperiment iiber Immunfluoreszenzfiarbung
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bestitigten die Interaktion zwischen Tarp und der PI3K (Abb. 29A und B). Das zunichst
keine Interaktion zwischen Tarp und PI3K auf dem SH2 — Array detektierbar war (Abb. 17)
konnte darauf hindeuten, dass beide SH2-Dominen fiir die Interaktion mit Tarp bendtigt

werden (diese waren auf dem Array getrennt).

Abbildung 26: Konfokale Echtzeitfluoreszenzmikroskopie der Chlamydieninvasion. C. trachomatis
Alexa568 (rot) invadiert Btk-PH-eGFP-transfizierte HeLa Zellen (griin). Hierbei akkumuliert sich
Btk-PH um die EKs herum (weifle Pfeile). Héufig lassen sich, wenn sich die PIP; -Konzentration

erhoht tubulire Fortsitze, die in das Zytoplasma hineinragen, erkennen.

o
S 3 Abbildung 27: Messung der Intensitéit der chlamydialen
(%]
9,:) . Vakuolenbildung in Btk-PH-eGFP transfizierten Zellen
E
] J}% (n=8). Der scharze Pfeil markiert die Zugabe der
§ " & a'l! ' ‘,.?fl Bakterien. Die Messung wurde mittels Metamorph-
f:g Wk'r offline iiber gesamte Zellen durchgefiihrt und zeigt einen
g 3 . . "
< starken Anstieg der PIP; - Konzentration nach ungefihr
< 5 20 Minuten. Fehlerbalken = SEM
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135 p=0.002

-g Abbildung 28: Kompetitiver PIP; — ELISA. Gesamtzellipide wurden aus
% = mit Zellysat ,pseudo-infizierten® HeLa Zellen (Kontrolle) oder
5 s C. trachomatis infizierten Zellen (Infiziert, MOI 400 fiir 45 Minuten)
[ extrahiert und per kompetitivem ELISA auf ihre PIP; — Konzentration
E . untersucht.  Die relative PIP; — Konzentration steigt um 27 % * 3
g - (p=0.002, n=2) gegeniiber der Kontrolle an. Fehlerbalken = SEM.
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Abbildung 29: A, Konfokale Mikroskopie einer Immunfluoreszenzfirbung von HeLa-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 45 Minuten mit C. trachomatis (rot) infiziert (MOI 20) und zusitzlich gegen PI3Ka (griin)
gefirbt. Es ist erkennbar, dass die PI3K zu den EK rekrutiert wird. B, Koimmunpréizipitation von Tarp
(schwarze Pfeilspitze) mittels PI3Ka - (weille Pfeilspitze) Antikorper aus HeLa - Zellen. IB = Immunblot,

IP = Immunprizipitation.

Die Beobachtung tubuldrer Fortsdtze (Abb. 26) fiihrte zu der Vermutung einer
Interaktion mit dem endosomalen System. Diese Annahme bestitigte sich im weiteren
Verlauf der Experimente nur teilweise: So lieB sich zwar keine Interaktion mit Rabl1- und
Lgp120- (Golgi/Recycling-Endosomen und Lysosomen) Vesikeln in transfizierten Zellen
wihrend der ersten 45 Minuten der Infektion zeigen (Abb. 30), jedoch konnte im selben
Zeitrahmen eine Interaktion mit Rab5-eGFP Vesikeln (Friithe/*“Sorting Endosomen)

beobachtet werden (Abb.31) (Watson et al., 2005). Die Interaktion mit Rab5-positiven
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Vesikeln erfolgt in einer transienten Art und Weise, hierbei wird die frithe Inklusion jedoch

nicht dauerhaft Rab5-positiv.

Abbildung 30: Einzelzeitpunkte aus einer Konfokale Echtzeitfluoreszenzmikroskopie der Chlamydien -
Invasion. C. trachomatis Alexa568 (rot) invadiert Rab11 - oder Lgp120 - transfizierte Zellen (griin). Die
unteren Bilder zeigen den jeweiligen Phasenkontrast. Eine Assoziation von Chlamydien und markierten

Vesikeln ldsst sich nicht beobachten.

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt dargestellt werden, dass C. trachomatis
seine frithe Inklusion in einer einzigartigen Art und Weise durch Rekrutierung der PI3K mit
dem Membranlipid PstIns(3,4,5)-P; anreichert, und dass diese Vakuole vom endozytotischem
System weitgehend getrennt ist. Alle Voraussetzung fiir eine Rekrutierung und Aktivierung
von PLCy sind somit gegeben. Da eine PIPs-angereicherte endosomale Struktur fiir
Chlamydien noch nicht beschrieben wurde, wird dieses im weiteren Verlauf als
,PstIns(3,4,5)-P5 enriched early inclusion® (PEEI) bezeichnet. Die PEEI besitzt die in der
Literatur fiir die frithe Inklusion beschrieben Eigenschaften (s. 5.4), sprich Vermeidung der
endosomalen Route und der Lysosomen. Mit groler Wahrscheinlichkeit ist also die
PEEI-Bildung ein kritischer Punkt in der Invasion und stellt vermutlich den Angriffspunkt der
Edelfosine-vermittelten Inhibition der Inklusionsbildung dar (s. 7.2.2). Der Einfluss von PI3K

und PLCy fiir die Aufrechterhaltung der PEEI wurde daher im folgenden genauer untersucht.
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Abbildung 31: Einzelzeitpunkte aus -einer
Konfokale Echtzeit-fluoreszenzmikroskopie der
Chlamydien-Invasion. C. trachomatis
Alexa568 (rot) invadiert Rab5-transfizierte
Zellen (griin). Es ldsst sich eine transiente
Interaktion mit Rab5-positiven Vesikeln
beobachten (Kontakte zwischen EK und griinen
Vesikeln). Es wurden exemplarisch zwei
Zeitpunkte dargestellt (oben Links, in

Minuten). Die untere Reihe =zeigt den

Phasenkontrast.

7.3.2 PI3K- und PLCy-Abhéanigigkeit der PEEI-Bildung

Zur Uberpriifung der Abhingigkeit der PEEI-Bildung von Wirtszellenzymen wurde
Die unter Abschnitt 7.3.1 beschriebene Messung der Fluoreszenzintensitiat nach Zugabe von
von PI3K- und PLCy-Inhibitoren wiederholt. Tatsédchlich bestitigte sich, dass die Bildung der
PEEI mittels Wortmannin, einem PI3K-Inhibitor, nahezu vollstindig verhindert werden kann
(Abb. 32). Fiihrt man dieses Experiment mit Edelfosine durch, so ergibt sich ein anderes Bild:
Nach etwa 20 Minuten kommt es zu einem starken Anstieg des Btk-PH-Signals, dass im
Gegensatz zum Kontrollexperiment jedoch nicht aufrechterhalten werden kann und nach
weiteren 20 Minuten beinahe bis auf das Grundniveau absinkt (Abb. 33). Vergleicht man die
getesteten Konditionen (PI3K- und PLCy — Inhibition) direkt miteinander (Abb. 34), so kann
man erkennen, dass es unmittelbar nach oder wihrend der Invasion zu einer PI3K-
Aktivierung kommen muss, da nur so die PIP; — Bildung erklédrbar ist. Im Gegensatz hierzu
scheint die Rolle von PLCy ,,downstream* von der PI3K zu liegen, da die Inhibition erst nach
40 Minuten zu einem Absinken der Fluoreszenzintensitét fiihrt. Es 1dsst sich vermuten, dass

PLCy in einer noch unbekannten Art und Weise die Aufrechterhaltung der Struktur reguliert.
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Abbildung 32: Oben - Echtzeitfluoreszenzanalyse der PI3K-Inhibition mittels 100 nM Wortmannin. HeLa-
Zellen wurden mit Btk-PH-eGFP transfiziert (griin) und mit C. trachomatis infiziert (rot). Die ,,PEEI* lisst sich
nur stark abgeschwicht beobachten. Unten - Betrachet man die relative Fluoreszenzintensitdt iiber mehrere

Zellen (n=12), kann man erkennen, dass diese kaum ansteigt. Fehlerbalken = Standartfehler
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Abbildung 33: Oben: Echtzeitfluoreszenzanalyse der PLCy-Inhibition mittels 7,5 uM Edelfosine. HeLa-Zellen
wurden mit Btk-PH-eGFP transfiziert (griin) und mit C. trachomatis infiziert (rot). Die ,,PEEI* bildet sich zwar,
kann jedoch nicht wie in dem Kontrollexperiment (Abb. 22) aufrechterhalten werden. Unten: betrachet man die
Fluoreszenzintensitit iiber mehrere Zellen (n=16) kann man erkennen, dass diese sich nach einem initialen

Anstieg langsam wieder dem Grundniveau annihert. Fehlerbalken = Standartfehler
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Abbildung 34: Vergleich der Intensitdtsmessungen der chlamydialen Vakuolenbildung in
Btk-PH-eGFP-transfizierten Zellen, ohne Inhibition (rot), nach Inhibition mit 7,5 uM
Edelfosine (blau) oder nach Inhibition mit 100 nM Wortmannin (griin). Die
Einzelmessungen sind den Abbildungen 27, 32-33 entnommen und zum besseren

Vergleich kombiniert worden.

7.3.3 Ultrastrukturelle Charakterisierung der PEEI

Um die PEEI auf strukturellem Level zu charakterisieren, wurde zunichst eine 3D-
Rekonstruktion nach einer konfokalen Echtzeitmikroskopie durchgefiihrt. Wie man erkennen
kann, befinden sich Alexa568- markierte Bakterien innerhalb einer BTK-PH-eGFP positiven
Struktur (Abb. 35, weille Pfeile). Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass die
Bakterien nicht iiberall in die Zelle eindringen, sondern bestimmte Regionen bevorzugen
(Abb. 26). Treffen mehrere Bakterien wihrend der Invasion auf eine Region, so konnen sie
die bis zu 2-3 um PEEI Strukturen bilden (Abb. 35). Die Bildung dieser Strukturen ist
hochstwahrscheinlich das Ergebnis einer frithen Inklusionsfusion. In der 3D-Rekonstruktion
kann man ebenfalls die tubuldren Fortsitze erkennen, die auch in Filmen mit weniger ,,z-
Ebenen* zu erkennen waren (Abb. 26, 35). Eine Echtzeitmikroskopie in einem hdoheren
Geschwindigkeitsbereich (Sekunden- und Millisekundenbereich) offenbarte keine weiteren

Details, sondern zeigte, dass die PEEI im Minutenbereich stabil ist (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 35: 3D-Rekonstruktion einer PEEI-Struktur (griin), die mehrere
C. trachomatis-Elementarkorperchen (rot) enthilt. Die Elementarkorperchen befinden sich
in dichtem Kontakt mit der Membran (Pfeile). Das Endosom scheint nicht eng anzuliegen.
Es ist moglich tubulédre Fortsétze zu erkennen, die von der PEEI in das Zytoplasma ragen

(Sterne).

Um rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchzufiihren, wurden zunéchst
Zellmembranlipide extrahiert. Diese Extraktion sollte einen Blick in das Innere der Zelle
erlauben, um die Chlamydieninvasion zu verfolgen, ohne durch Ultradiinnschnitte verursachte
Strukturverdnderungen hervorzurufen. Interessanterweise wurde die PEEI hierbei nicht
vollstindig zerstort und in der Zelle erkennbare Strukturen stimmten sehr gut mit der 3D-
Rekonstruktion aus der Echtzeitmikroskopie iiberein (Abb. 36A). Betrachtet man die PEEI
genauer, erkennt man, dass diese Strukturen von einem Protein- und/oder Zytoskelettmantel
umgeben sind. Die Markierung von extrahierten Proben (die Zellen waren hier mit Btk-PH-
eGFP transfiziert) mit anti-eGFP-Antikorpern und 15 nm - goldmarkierten
Sekundirantikorpern zeigte, dass die Oberfliche der beobachteten Struktur wie erwarted
eGFP-positiv ist (Abb. 36B). Um das Innere der PEEI zu untersuchen, wurden
Ultradiinnschnitte mit Omp1 und eGFP-Antikorper markiert (Abb. 36C). Wie man erkennen
kann, befinden sich die Bakterien (6 nm Goldpartikel — Ompl) tatsdchlich im Inneren groBer
Endosomen/Vakuolenstrukturen (12 nm Goldpartikel — eGFP).
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GFP 15 pM gold

Abbildung 36: Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie von HeLa Zellen nach Infektion mit
C. trachomatis MOI 40 und 45 Minuten Infektion. A, PEEI in untransfizierten Zellen nach einer kurzen
Lipidextraktion. Die konservierten Strukturen #hneln den in der Echtzeitmikroskopie beobachteten
Strukturen. Tubulare Fortsdtze ragen in das Zytoplasma (unten rechts, Pfeile). Mehrere
Elementarkorperchen sind in unmittelbarer Néhe der PEEI zu erkennen und befanden sich scheinbar gerade
im Prozess der Fusion. B, PEEI in Btk-PH-eGFP-transfizierten Zellen nach Lipidextraktion und
Markierung mit anti-eGFP-Antikorpern. Die weilen Punkte stellen 15 nm Goldpartikel dar. Wie man
erkennen kann sind die im Rasterelektronenmikroskop beobachteten Strukturen Btk-PH-eGFP positiv. C,
Transmissions-Elektronenmikroskopie der PEEI nach Anfertigung von Ultradiinnschnitten und
Goldmarkierung: C. trachomatis Ompl(6 nm Gold, schwarzer Pfeil) und eGFP (12 nm-Goldpartikeln,
weille Pfeile). C. trachomatis ist von einer hohlen Endosomalen/Vakuolen-Struktur umgeben, welche
eGFP-positiv ist und tubulare Fortsitze aufweist. Die Elektronenmikroskopie wurde von der Core Facility

Microscopy des MPIIB durchgefiihrt.

Auch die zuvor beobachteten tubuldren Fortsitze sind hier zu erkennen und bestitigen
somit die zuvor gemachten Beobachtungen. Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die PEEI
eine vom Pathogen induzierte endosomale Struktur ist, in der EKs sich in einer
membranassoziierten Position befinden. Die Struktur weist tubuldre, in das Zytoplasma

reichende Fortsdtze auf und ist Btk-PH-eGFP-positiv.
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8. Diskussion

8.1 Die Rolle der Tarp-Phosphorylierung fur die Infektion

Effektorproteine und Modulation der C. frachomatis Invasion sind bis heute -
hauptsichlich durch das Fehlen eines genetischen Systems - kaum untersucht (Heuer et al.,
2007). Tarp ist gegenwirtig der einzige Faktor, fiir den bekannt ist, dass er wihrend der
Invasion sekretiert wird (Clifton et al., 2004). Das Protein vermittelt die Aktinnukleation tiber
eine Interaktion zwischen noch nicht genauer eingegrenzten Motiven im C-Terminus und
Aktin (Jewett TJ et al.,, 2006a). Interessanterweise enthilt der N-Terminus mehrere
Tyrosinphosphorylierungsstellen, von denen bisher nur bekannt ist, dass sie fiir die
C-Terminus vermittelte Aktinnukleation keine Rolle spielen (Clifton et al., 2005). Im ersten
Teil dieser Arbeit konnten initiale in silico Analysen bestitigt werden: (i) SFK wurden als
Kinasen fiir Tarp identifiziert und (ii)) ENIYE — Motive wurden als Phosphorylierungsstellen
eingegrenzt. Die Phosphorylierung von Tarp ist fiir den Infektions- bzw. Invasionsprozess
wichtig, allerdings fiihrte die SFK — Inhibition nicht zu einer vollstindigen Blockierung der
Invasion, was auf eine Redundanz der genutzten Kinasen oder der Invasionsmechanismen

hindeutet.

Die Tyrosinphosphorylierung translozierter bakterieller Effektorproteine hat sich als
ein von verschiedenen Pathogenen genutzter Mechanismus zur Manipulation der Wirtszelle
herausgestellt (Backert and Selbach, 2005; Covacci and Rappuoli, 2000). Die
Phosphorylierung  bakterieller Effektorproteine an Tyrosinresten ist hierbei von
entscheidender Bedeutung, da erst sie die Interaktion mit zelluldiren SH2-Doménen
ermoglicht. Tatsdchlich zeigte sich, dass Punktmutationen an den Stellen, an denen
Effektorproteine wie das EPEC-Protein Tir oder das H. pylori-Protein CagA normalerweise
tyrosinphosphoryliert werden, zu einer kompletten Blockierung der Funktion fithren (Backert
et al., 2001; Kenny, 1999; Gruenheid et al., 2001; Higashi et al., 2002a). Die Identifizierung
der Phosphorylierungsstellen bakterieller Effektorproteine und deren zelluldrer Kinasen gibt
wesentliche Einblicke in die Funktion dieser Faktoren, da die Phosphorlyierung eine

Manipulation der Wirtszelle ermdglicht.

Kinasen der Src-Familie (SFK) wurden zunichst als Kinasen des H. pylori-Proteins

CagA identifiziert und sind auflerdem in der Lage, das EPEC-Protein Tir zu phosphorylieren
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(Phillips et al., 2004; Selbach et al., 2003; Stein et al., 2002). Obwohl sich bereits seit einiger
Zeit ein Modell redundanter Kinasen abzeichnet, etabliert sich erst seit kiirzerem die
Erkenntnis, dass auch zeitliche Faktoren eine entscheidende Rolle bei der
Effektorphosphorylierung spielen. So ist fiir z.B. fiir Tir eine Redundanz der Kinasen
beobachtet worden (Swimm et al., 2004), wihrend CagA initial durch SFK und spiter durch
Kinasen der Abl Familie phosphoryliert werden kann (Poppe et al., 2007). Tarp ist somit das
dritte bakterielle Effektorprotein, fiir das eine Phosphorylierung durch Kinasen der Src-
Familie gezeigt werden konnte. Aber auch hier deutet sich an, dass noch weitere Kinasen
involviert sind. So ldsst sich in einem Phosphorylierungszeitverlauf zeigen, dass es im
Gegensatz zur urspriinglichen Annahme auch in SYF Zellen zu einer Tarp-Phosphorylierung
kommt. Diese Phosphorylierung weilit jedoch eine deutlichen Zeitverzogerung auf, was auf
eine Phosphorylierung durch andere Kinasen hindeutet (Daten nicht gezeigt). Somit dhnelt die
Situation fiir Tarp der H. pylori CagA-Phosphorylierung und es scheint als ob SFK eine Rolle
in der frithen oder schnellen Phosphorylierung der betrachteten Effektoren einnehmen. Ein
erst kiirzlich entdeckter Effektor, BepD aus Bartonella henselae, stellt vermutlich das vierte
bakterielle SFK-,,Substrat* dar und es wird spannend zu beobachten ob hier dhnliche Effekte
beschrieben werden (Schulein et al., 2005).

Eine zeitverzogerte Tarp-Phosphorylierung durch multiple Kinasen wiirde auch die
Beobachtung erkldren, warum die C. trachomatis-Invasion durch SFK-Inhibition nicht
vollstandig blockiert wird (Abb. 16) und warum es auch in SYF-Zellen noch zur
Inklusionsbildung kommen kann (Abb. 15). Interessanterweise zeigt ein Vergleich mit
C. pneumoniae, dass dieser Organismus nur schwach durch die SFK-Inhibition beeinflusst
wird (Abb. 16), was sehr gut mit dem Fehlen der Phosphorylierungsstellen in C. pneumoniae
korreliert (Abb. 7). Dies wiirde bedeuten, dass die Tarp-Phosphorylierung fiir die initiale
Invasion nicht unbedingt notwendig ist, sondern einen anderen Effekt ausiibt, der auch durch

eine spitere Phosphorylierung noch induziert werden kann.

Vergleicht man CT456 (Tarp) und Cpn0572 so bleibt offen, ob die N-terminalen
Wiederholungseinheiten von C. trachomatis hinzugewonnen oder ob diese genetischen
Elemente von C. pneumoniae verloren wurden (Abb. 7). Interessant ist jedoch, dass die
Anzahl der N-terminalen Wiederholungseinheiten auch innerhalb der Spezies C. trachomatis
nach Serovariante variiert, so besitzt die LGV-Serovariante 6 Wiederholungseinheiten,

wihrend  Urogenital- und  Trachoma-Serovarianten  jeweils nur 3  solche
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Wiederholungseinheiten aufweisen (Carlson et al., 2005). Da die LGV-Servovarianten
besonders invasiv sind und sich auch sehr gut in den Lymphknoten vermehren, ist eine
spezifische Rolle dieser Elemente wihrend der Infektion von Immunzellen oder
immunzellreichen Geweben unwahrscheinlich. Im Rahmen dieser Arbeit war es leider nicht
mehr moglich eine Untersuchung an Immunzellen durchzufiihren, es konnte sich jedoch als
interessant erweisen den Effekt der Tarp-Phosphorylierung in verschiedenen Wirtszelltypen

zu untersuchen.

8.2 ldentifizierung von Tarp-Interaktionspartnern

Um die molekularen Funktion von Tarp zu verstehen ist die Identifizierung zelluldrer
Interaktionspartnern der logische néchste Schritt. Initial konnte gezeigt werden, dass Tarp die
Aktin-Polymerisation induziert, womit es in seiner Wirkung an das EPEC-Effektorprotein Tir
erinnert und einen dhnlichen Wirkmechanismus impliziert (Clifton et al., 2004). Wihrend Tir
jedoch die Aktin-Polymerisation durch die tyrosinabhingige Rekrutierung des
Adaptorproteins Nck stimuliert (Gruenheid et al., 2001), ist dieser Prozess bei Tarp nicht von
der Phosphorylierung abhingig (Clifton et al., 2005). Unter Nutzung eines SH2-
Domainenarrays konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass phosphoryliertes Tarp mit den
verschiedenen zelluldaren SH2-Doménen interagiert (Abb. 17). Ein manueller
Sequenzabgleich der Tarp-Phosphorylierungsmotive mit den Bindungssequenzen der
potentiellen Interaktionspartner weist auf eine hohe Homologie hin. Wie wird die Spezifitit

dieser Interaktionen gesteuert?

Eine Analyse des SH2-Arrays zeigte, dass Tarp nicht mit SH2-Doménen der Grb2 —
artigen Gruppe interagiert. Die SH2-Doménen von PLCy2 und SHP-2 gehoren zur Gruppe
der PLCyl-artigen SH2-Dominen, wihrend die SH2-Doménen von LCK und SHC zu den
Src-artigen SH2-Doménen zidhlen (Roque and Lowe, 2005). Domidnen vom PLCyl — Typ
besitzen eine lange hydrophobe Spalte um aliphatische Aminosdurereste in der +1 und +5
Position zu binden (Ala, Val, lle, Leu). SH2 — Dominen vom Src — Typ binden negativ
geladene Reste in der +1 und +2 Position (Asp, Glu) und nutzen eine hydrophobe Tasche um
aliphatische Reste in der +3 Position zu binden (Yaffe, 2002). Grb2 — artige SH2 — Doménen
besitzen dagegen einen sperrigen Tryptophanrest, der die +3 Position des Phosphopeptids

blockiert, falls dieses nicht eine f-Drehung durchfiihrt. Dies ist nur moglich falls in der +2
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Position ein Asparaginrest vorliegt, der durch eine Wasserstoffbriickenbindung mit einem
Lysinrest in der SH2 — Domine die B-Drehung stabilisiert (Yaffe, 2002). Interessanterweise
bindet PLCy besonders stark an GST-Tarp, was der Aminosduresequenz eigentlich
wiederspricht (Asparaginsdaure in Position +1 und Glutaminsdure in Position +5). Zwei
mogliche Erkldrungen liegen nahe: (i) bei der in vitro Phosphorylierung mit HelLa-Lysat hat
ein weiterer Faktor an Tarp gebunden, der die Interaktion mit PLCy vermittelt oder (i1) die
Analyse der PLCy-artigen SH2-Doménen ist fehlerhaft oder unvollstindig. Die Bindung von
Src-artigen SH2-Doménen erscheint hingegen logisch, da die entsprechenden Positionen den
ermittelten Optima entsprechen, allerdings lieBen sich fiir SHC diese Interaktionen in vivo
nicht morphologisch bestidtigen, was jedoch an einer unzureichenden Markierung durch den
Antikorper liegen konnte. Theoretisch sollten auch Grb2-artige SH2-Doménen in der Lage
sein mit Tarp zu interagieren, da zumindestens in den YY-Wiederholungseinheiten die
Voraussetzungen fiir eine Interaktion gegeben sind (Asparaginrest in der +2 Position von
Motiv A, s.a. Abb. 7). Vermutlich spiegelt die Interaktion in vitro, auf dem SH2-Array jedoch
nur einen kleinen Teil der Komplexitit der in vivo moglichen Interaktionen wieder. In vivo
miissen auch rdumliche und zeitliche Faktoren beriicksichtigt werden, wie z.B. die
Tarp-Konzentration an der Invasionsstelle und die subzelluldre Lokalisation der
Interaktionspartner. Vorstellbar ist auch, dass verschiedene Faktoren nacheinander mit den

Phosphomotiven interagieren, abhédngig von der Anwesenheit anderer Faktoren.

Wihrend die Geschwindigkeit ein groBer Vorteil der SH2-Arraytechnologie bei der
Identifizierung von Interaktionspartnern ist, liegt der Hauptnachteil der Technologie darin,
dass die SH2-Doménen auflerhalb ihres normalen zelluldren Kontextes betrachtet werden.
Dieser Nachteil ist vermutlich auch die Erkldrung dafiir, warum einige Interaktionspartner
nicht detektiert wurden. Als Beispiel sei an dieser Stelle auf die Interaktion zwischen Tarp
und der PI3K verwiesen, die wir hier nur mittels Immunprézipitation und Immunfluoreszenz
nachweisen konnten. Vermutlich wurde die Interaktion mit PI3K mit dem SH2-Array
iibersehen, da fiir eine ausreichende Interaktion beide SH2-Dominen bendtigt werden

(Falasca et al., 1998) und diese auf dem verwendeten Array voneinander getrennt waren.

Von den vier potentiellen iiber den SH2-Array identifizierten Interaktionspartnern
konnte nur PLCy biochemisch und morphologisch als Interaktionspartner von Tarp
identifiziert werden. Fiir Shc gelang zwar eine Koimmunoprizipitation, jedoch konnte diese

im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht mehr {iiber Immunfluoreszenz bestitigt werden
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(fehlende Immunreaktivitit von zwei Shc Antikdrpern in der Immunfluoreszenz). PLCy ist
ein Schliisselenzym des Phospholipidmetabolismus, welches durch eine ganze Reihe von
extrazelluldren Stimuli reguliert wird (Cockcroft and Thomas, 1992). Die PLCy-
Signaltransduktion induziert eine Freisetzung von intrazellulirem Ca”* und die Aktivierung
von PKC iiber die Umwandlung von PI(4,5)-P; in IP; und DAG (Patterson et al., 2005). Die
PLCy - Aktivierung wirkt auf die Zelle mitogen und reguliert die Membrankriimmung,
zytoskelettale Organisation (Seedorf et al., 1994; Goni and Alonso, 1999) und Phagozytose,
letztere durch PI(4,5)-P,-Degradation (Yeung et al., 2006). Das Enzym existiert in zwei
Isoformen, PLCyl und PLCy2. Wihrend PLCyl als ubiquitir exprimiert betrachtet wird,
nimmt man an, dass PLCy2 hauptsédchlich in hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird, in
welchen PLCy2 an der T- und B-Zellsignaltransduktion beteiligt ist (Wilde and Watson,
2001). Hier konnte gezeigt werden, dass PLCy2 nicht nur in hdmatopoietischen Zellen,
sondern auch in Epithelzellen und Fibroblasten exprimiert wird. Es ist zur Zeit unklar, ob dies
ein Ergebnis der Immortalisierung der Zellen ist, oder ob es sich um eine physiologische

Situation handelt (Abb. 19).

Die Rolle, die PLCy bei verschiedenen Infektionen spielt, wurde bis jetzt kaum
untersucht. Ein erster Befund war die Interaktion von PLCy1 mit dem Listeria monocytogenes
Protein InIB, die funktionelle Bedeutung dieser Wechselwirkung fiir den Invasionsprozess
oder die Listeria-Infektion im Allgemeinen konnte jedoch nicht gekldrt werden (Bierne et al.,
2000). PLCyl wird ebenfalls wihrend der E. coli K-1 Invasion von Endothelzellen der
Mikrovaskulatur zur Adhésionsstelle rekrutiert und aktiviert. Eine PLCy -Inhibition fiihrte in
diesem Fall zu einer Blockierung der E. coli Invasion (Sukumaran et al., 2003). Fiir
C. trachomatis konnten hier ebenfalls eine Rekrutierung zur Invasionsstelle beobachtet
werden. Interessanterweise fiihrt die Inhibition von PLCy bei der Chlamydieninfektion nicht
zu einer Blockierung der Invasion, sondern zur lysosmalen Degradation der Bakterien und

verhindert somit die Bildung einer Inklusion (Abb. 24-25, 37).

PLCy scheint also den Transport der Bakterien in der Zelle zu regulieren. Mindestens
genauso wichtig ist jedoch die Interaktion zwischen Tarp und der PI3K, die den
,Initialziinder fiir die massive Modifikation der Inklusion darstellt. Verbindet man die
Ergebnisse der Phosphorylierungsstudie mit der Untersuchung der Interaktionspartner so
ergibt sich bereits ein relativ vollstindiges Bild der Invasion: (i) Die Bakterien dringen in

einer Tarp-Phosphorylierungsunabhéingigen Weise in die Wirtszelle ein, dort ,,verharren* sie
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eine bestimmte Zeit ohne degradiert zu werden, bis der nichste Schritt ihrer Invasion einsetzt,
(i1) Tarp wird phosphoryliert, dies kann sehr schnell geschehen, falls SFKs vorhanden sind
und (iii) Interaktionspartner werden rekrutiert (PI3K und PLCy) die den weiteren Transport
der Bakterien regulieren (Abb. 37). Die Tatsache, dass C. pneumoniae diesen Mechanismus
nicht tiber Tarp auslost deutet entweder auf einen redundanten Mechanismus oder weitere
involvierte Faktoren, die die beschriebenen Funktionen iibernehmen konnen, hin. Interessant
ist, dass weder die SFK- noch die PLCy-Inhibition einen starken Einfluss auf C. pneumoniae
ausiibt. Es zeigt sich also, dass es bei der Invasion der beiden Pathogene C. trachomatis und

C. pneumoniae einen deutlichen Speziesunterschied gibt.

8.3 PLCy und die Bildung einer ,PIP;— enriched early inclusion®

Wieso stort die Inhibition von PLCy den Transport der Chlamydien? Um die Frage zu
beantworten musste zunichst ein System etabliert werden, mit dem Invasion und Transport
von C. trachomatis beobachtet werden konnen. Bei der Entwicklung dieses Systems wurde
nach fluoreszenten Markerproteinen gesucht, die es ermoglichen sollten, den
Lipidmetabolismus wihrend der Invasion zu beobachten. Bei der Testung verschiedener
Markerproteine fiir ein echtzeitmikroskopisches System, fiel das Augenmerk auf die
PH-Domine von BTK, gekoppelt an eGFP stellt sie ein Markerprotein fiir PIP; dar.
Interessant fiir die hier durchgefiihrte Untersuchung war, dass diese BTK-PH-Domine die
gleiche Spezifitit wie die PLCy-PH Domine besitzt (DiNitto et al.,, 2003).
Uberraschenderweise zeigte sich, dass die frithe chlamydiale Inklusion mit BTK-PH-eGFP,
bzw. PI(3,4,5)-P5 angereichert ist (Abb. 26 und 39). Dieser Befund ist ungewohnlich, da man
angenommen hat, dass die PIP;-Bildung transient ist und nur bei bestimmten

membranassozierten Ereignissen -wie der Phagozytose- stattfindet (Yeung et al., 2006).

Da die PIPs;-Rekrutierung kurz nach der Adhésion der Bakterien an die Wirtszelle
beginnt, ldsst sich annehmen, dass es sich hier um einen von C. trachomatis ausgelosten
Prozess handelt. Die Modifikation der Phospholipid-Zusammensetzung durch verschiedene
Pathogene stellt eine Moglichkeit zur Vermeidung der Degradation in den Lysosomen dar.
Eine starke PIP;-Bildung, wie sie hier beobachtet wurde, steht jedoch in direktem Kontrast zu
Beobachtungen, die bei anderen Pathogenen gemacht wurden. So wurde z.B. gezeigt, dass

Salmonella eine hohe PtdIns(3)-P durch die Wirkung der bakteriellen Phosphatidyl-inositol
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Phosphatase SopB aufrechterhilt (Degradation von Phosphatidylinositolen mit mehreren
Phosphatresten). Fiir Salmonella-Mutanten mit einer Deletion des SopB-Gens wurde eine
Degradation des Pathogens in den Lysosomen gezeigt (Hernandez et al., 2004). Eine andere
Strategie zur Vermeidung der intrazelluldren Degradation wird von Mycobacteria verfolgt:
Mykobakterien verhindert die Bildung von PtdIns(3)-P durch ihre Phosphatasen und damit
die Fusion mit den Lysosomen (Deretic et al., 2006). Bei der Aufrechterhaltung hoher PIPs-
Konzentrationen wihrend der C. trachomatis-Invasion handelt es sich also vermutlich um
einen bisher unbekannten Mechanismus zur Vermeidung der Degradation. Die hohe PIPs-
Konzentration konnte auch die Fusion mit exozytotischen, sphingomyelin-reichen Vesikeln
wihrend der Invasion erkldren (Heinzen et al., 1996), da die langanhaltende PIP;-Bildung fiir
die Wirtszelle wie ein Prozess aktiver Endozytose erschient, so dass die Zelle weitere

Membranen zur Verfiigung stellen muss (Abb. 37).
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Abbildung 37: Modell des PEEI-Transports wihrend der chlamydialen Invasion. C. trachomatis
dringt PI3K/PLCy-abhingig in die Zelle ein und Bildet die hier als PEEI bezeichnete Struktur. Das
Pathogen vermeidet dabei die Fusion mit endosomalen Kompartimenten (spaten Endosomen und
Lysosomen). Die PEEI interagiert dagegen mit Rab5-positiven Vesikeln in einer transienten Weise
(,,sorting” Endosomen), dabei beginnt die PEEI etwa 2 Stunden nach der Infektion damit mit
spinghomyelinreiche Vesikel zu fusionieren. Wird PLCy-inhibiert, fiihrt dies zu einer lysosomalen

Degradation des Pathogens.

Die hier beobachtete Struktur wurde ,,PtdIns(3,4,5)-Ps-enriched early inclusion®

(PEEI) genannt. Sie bildet tubuldre, in das Zytoplasma ragende Fortsdtze (Abb. 26, 35-36),
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die endosomalen tubuldren Strukturen, wie sie fiir das endosomale Netzwerk der Zelle
beschrieben wurden, dhneln (Bonifacino and Rojas, 2006). Die funktionelle Bedeutung dieser
Strukturen konnte noch nicht aufgekldrt werden. Eine mogliche Bedeutung konnte jedoch
darin liegen, Kontakte mit dem endosomalen System herzustellen, was die transienten
Interaktionen mit Rab5-positiven ,,sorting“/frithen-Endosomen erklidren wiirde (Abb. 31 und
37). Eine Interaktion mit ,,Recycling“-Endosomen (Rab11) oder Lysosomen (Lgp-120) wurde
nicht beobachtet (Abb. 30). Die selektive Fusion mit dem endosomalen System ldsst
vermuten, dass dieser Prozess einer Steuerung durch das Pathogen unterliegt. Erst im spéteren
Verlauf der Infektion rekrutiert die PEEI Rab4, Rab11 und Rabl, und etabliert sich als eine
perinukleire ,.heranwachsende* Inklusion (Rzomp et al., 2003). Fiir Rab4, einen Marker des
exozytotischen endosomalen Systems und der ,,Sorting*“-Endosomen (Watson et al., 2005),
konnte inzwischen gezeigt werden, dass die Akkumulation an der Inklusionsmembran von
C. trachomatis iiber die Interaktion mit dem sekretierten Inklusionsmembranprotein (CT229)

vermittelt wird (Rzomp et al., 2006).

Kehren wir noch einmal zuriick zur urspriinglichen Frage nach dem Zusammenhang
zwischen der PLCy — Inhibition und der Transportstorung. Lokalisation und Aktivitdt der
PLCy werden iiber zwei wichtige regulatorische Elemente beeinflusst: (1) die
Membranlokalisation wird durch die PH-Domine vermittelt, welche an PIP; bindet (Anm.:
Die PH — Dominen von PLCy und BTK besitzen die selbe Spezifitit) und (i1) die Aktivitit
des Enzyms wird durch die Bindung der Src-Homologiedomine an tyrosinphosphorylierte
Zielsequenzen reguliert (Falasca et al., 1998; Wilde and Watson, 2001). Beide
Voraussetzungen fiir eine optimale Aktivierung sind gegeben: Wihrend Tarp die nétigen
tyrosinphosphorylierten Zielsequenzen zur Verfiigung stellt, weist die Membran einen hohen
PIP;-Gehalt auf. Tatsdchlich zeigte sich in den hier durchgefiihrten echtzeitmikroskopischen
Experimenten, dass die Inhibition von PLCy dazu fiihrt, dass die PEEI nicht mehr
aufrechterhalten werden kann. Unklar ist jedoch noch, wie die PLCy-Aktivitit die
PEEI-Aufrechterhaltung reguliert, und warum die Inhibition zu einer Verminderung des PIP3-
Signals fiihrt. PLCy spalted PtdIns(4,5)-P; und nicht PtdIns(3,4,5)-P; (Abb. 38), hier besteht
also kein direkter Zusammenhang. Es ist wahrscheinlicher, dass die von PLCy erzeugten
,»Second Messengern® (Diacylglycerol (DAG) und Inositol(1,4,5)-P3 (IP3)) eine entscheidende

Rolle spielen.
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Die DAG - Konzentration in der Membran der PEEI konnte eine mogliche Erkldrung
fiir die Storung der Aufrechterhaltung liefern. DAG reguliert nicht nur die Aktivitit von PKC,
sondern auch das Fusionsverhalten intrazelluldrer Vesikel (Goni and Alonso, 1999). Mit einer
Erhohung der DAG-Konzentration steigt die Wahrscheinlichkeit fiir die Vesikelfusion
(Herabsetzung der Membrankriimmung). Diese Fusionsereignisse konnten wichtig sein, um
die PEEI mit neuem Substrat fiir die PI3K zu versorgen und die hohe PIP; Konzentration
aufrechtzuerhalten. Ein weiterer Faktor, der die Stabilisierung der PEEI entscheidend
beeinflussen konnte, ist die PLCy-abhingige IPs;-Bildung. IP; reguliert die intrazellulédre
Kalziumfreisetzung und die kalziumabhingige Rekrutierung bestimmter Proteine. Tatsdchlich
wurde gezeigt, dass die Annexine wihrend der Chlamydieninfektion kalziumabhédngig
rekrutiert werden (Majeed et al., 1999a). Annexine regulieren Kalzium- und
Phospholipidabhéngig die Bildung bestimmter Membranmikrodoménen und scheinen an die
Regulation des endosomalen Systems beteiligt zu sein (Gerke, 2001; Gerke and Moss, 2002;
Gerke et al., 2005; Rescher and Gerke, 2004). Die exakte Regulation der PEEI und des
Lipidmetabolismus wéhrend der chlamydialen Infektion konnte hier noch nicht vollstindig

aufgekliart werden und ist Objekt aktuell laufender Forschung.

ATP
Ptdins(4,5)-P2 8K o pidins(3.4,5)-P3

Membran-
rekruitierung
L
PLCy2
Y =
v Aktivierung
Ins(1,4,5)-P3 + DAG pY - SH2 Interaktion

Abbildung 38: PstIns(4,5)-P, ist das Substrat von PI3K und PLCy. PI3K Bildet PtdIns(3,4,5)-P;
welches der Membranrekrutierung von PH-Dominenproteinen, wie z.B. PLCy dient. Die PLCy
Rekrutierung findet also ,,downstream” von PI3K statt. PLCy entzieht wiederum der PI3K durch
seine Aktivitdt das Substrat und Bildet daraus Ins(1,4,5)-P; und DAG. Falls kein neues Material
ngeliefert wird bricht die Reaktion an dieser Stelle ab. Weitere Enzyme wie z.B. die
Polyinositolphosphatase PTEN, die auch PtdIns(3,4,5)-P; abbaut sind hier der Einfachheit halber

nicht dargestellt.
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8.4 Zusammenfassung der Diskussion

Zusammenfassend 146t sich festhalten, dass die Aufrechterhaltung hoher PIPs-
Konzentrationen in der Membran des C. trachomatis-Endosoms von entscheidender
Bedeutung fiir die Infektion der Wirtszelle ist (Abb. 37). Wihrend der Invasion wird das
Effektorprotein Tarp in die Wirtszelle injiziert, wo es die Aktinpolymerisation durch seinen
C-Terminus vermittelt (Jewett TJ et al., 2006b) und sehr schnell an Tyrosinresten im
N-Terminus phosphoryliert wird (Abb. 39). PLCy wird durch die hohe PIP3;-Konzentration
zur Invasionsstelle rekrutiert und wahrscheinlich durch die SH2-Domédnenabhingige
Interaktion mit Tarp aktiviert (Abb. 39). Wihrend die PEEI-Bildung von PI3K abhingt, wird
die Aufrechterhaltung der Struktur zusitzlich durch die PLCy-Aktivitit reguliert (Abb. 37,
39).

2 Inklusions-
bildung

Abbildung 39: Modell der Tarp-Interaktionen und der Bildung der PEEI. Tarp wird durch Kinasen der
Src-Familie an ENIYE-Resten im N-Terminus phosphoryliert. Die SFK-Inhibition mit PP2 blockiert die
C. trachomatis-Inklusionsbildung um ~70%. PLCy2 wird wihrend der Bildung der PEEI rekrutiert.
Inhibition der PLCy-Signaltransduktion blockiert die Inklusionsbildung durch C. trachomatis um ~97%
und stort den Elementarkorperchentransport innerhalb der Zelle, was schlielich zu einer lysosomalen

Degradation fiihrt.

Die PEEI ist von der normalen endozytotischen Route getrennt, interagiert aber
transient mit Rab5-positiven Vesikeln (Abb. 37). Die hier erhaltenen Erkenntnisse werfen ein
neues Licht auf den Mechanismus der C. trachomatis-Wirtszellinvasion und enthiillen einen

neuen Mechnismus zur Vermeidung der lysosomalen Degradation. Weitere Untersuchungen
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dieses Invasionsmechanismus werden Riickschliisse darauf erlauben, wie Chlamydia
exozytotische Vesikel abfiangt und wie die PEEI durch den Lipidmetabolismus reguliert wird.
Die Untersuchung der PEEI konnte weiterhin als ,,Readout-System* zur Untersuchung des
zellularen Lipidmetabolismus verwendet werden. Vergleiche zwischen verschiedenen
Zelltypen (z.B. Epithel- vs. Immunzellen) konnten entscheidende Erkenntnisse iiber die

Pathogenitit oder Immunregulation in verschiedenen Geweben zulassen.

76



Ausblick

9. Ausblick

Welche Aussichten bietet die Entdeckung der PEEI fiir die Zukunft der
Chlamydienforschung im Allgemeinen und welche Perspektiven bieten sich fiir die Invasion
im speziellen? Die Entdeckung der PEEI bietet die Gelegenheit verschiedenste Aspekte des
Transports und der Etablierung der Inklusion aufzukldren. Wichtige Fragestellungen sind: (1)
mit welchen Vesikeln fusioniert die PEEIL (i1) wie wird der Transport in die perinukleédre
Position gesteuert und (iii) welche Bedeutung hat die PEEI —Bildung in vivo? Moglicherweise
konnen auch bisher unbekannte Wirtszellfunktionen aufgedeckt werden. Ungeklért ist z.B. ob
es auBer der Phagozytose noch weitere endogene Situationen gibt, in denen es zu einer
vermehrten Bildung von PIP; kommt. Besonderer Bedeutung konnten erhohte PIP; -
Konzentrationen fiir die Entstehung von Cervicalkrebs haben, da PIP; ein
proliferationsfordernder Stimulus ist und so bei chronischen Infektionen moglicherweise ein
Effekt auf das Krebswachstum erfolgt. Tatsédchlich sind C. trachomatis Infektionen mit
Cervicalkrebs assoziiert und 16sen, wie kiirzlich gezeigt werden konnte, zentrosomale Defekte
aus (Grieshaber et al., 2006).

Experimentell einfacher zu untersuchende Fragestellungen beziehen sich auf die
Interaktionspartner von PIP;: Bisher wurden nur PH-Doménenproteine untersucht, welche
Rolle aber z.B. polybasische Proteine fiir die Steuerung der Infektion spielen ist noch vollig
ungeklirt. Polybasische Proteine werden durch die Interaktion ihrer basischen Aminosduren
mit sauren Resten an der Membran rekrutiert (z.B. PstInst(4,5)-P,, Pstlnst(3,4,5)-P3). Zu den
polybasischen Proteinen gehort eine ganze Reihe interessanter Faktoren wie die Ras-, Rap-,
Rac-, Rab- und Arl-Proteine, die intrazelluldre Transportprozesse steuern (Heo et al., 2006).
Neben Molekiillen die den Transport regulieren sind natiirlich auch Signalkaskaden
interessant, die von PLCy ausgelost werden. DAG vermittelt z.B. die Aktivierung von PKC
und fithrt so zu transkriptionellen Verdnderungen bei Immunantwort und Zellwachstum.
Welche dieser transkriptionellen Signale direkt von der Invasion ausgehen ist bisher noch
nicht geklart. Es ist auch noch unbekannt welche dieser Signale fiir die Chlamydien von
Vorteil sind und welche Signale negativ wirken und von den Chlamydien wieder abgeschaltet
werden miissen. Ein wichtiges Ziel ist es auch, die anderen von Chlamydien sekretierten
Faktoren zu charakterisieren, um ein vollstindiges Bild von der Invasion zu erhalten.
Moglicherweise erlauben einige dieser Faktoren die Entwicklung antibiotischer Substanzen

oder fiihren zu einem tieferen Verstindnis der Wirtszell-Pathogeninteraktion.
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