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Summary

Summary

Chlamydiae elicit a variety of diseases in humans with C. trachomatis being the most
prevalent species, infecting the eye and the genital tract. The members of the order
Chlamydiales share an obligate intracellular, parasitic life style. Inside its hosts Chlamydia
resides and replicates within a membranous vacuole in the cytoplasm termed the inclusion.
Throughout their developmental cycle the bacteria interfere with cellular functions, such as
vesicle and lipid trafficking, apoptosis or signal transduction events. It is hypothesized that
effector proteins secreted from Chlamydia are responsible for these alterations. A potential
key molecule in these processes is the secreted chlamydial protease “Chlamydial Protease-
like Activity Factor’ (CPAF). Although numerous CPAF-substrates have been identified in the
past, a definite function of this protease during infection has yet to be established.
The central focus of the research described here was the question whether CPAF-activity is
essential for intracellular survival of the bacteria and responsible for a number of biological
changes in host cells. The identification of two novel inhibitors of the chlamydial protease -
the modified peptides WEHD-fmk and VEID-fmk - allowed a new approach. These
substances, which were originally devised as caspase-inhibitors, not only suppressed CPAF-
dependent substrate cleavage events but also caused severe impairment of the pathogen's
developmental cycle. These data suggest that CPAF is an essential factor for Chlamydia
infections. Although the exact inhibitory mechanisms of WEHD-fmk and VEID-fmk have not
been fully determined, in vitro experiments using recombinant CPAF show that the activated
protease is inhibited by either peptide. Further experiments utilized a eukaryotic model of
CPAF expression and C. trachomatis infection to identify new CPAF substrates. These
studies found several putative substrates: septin-2, which forms filaments and interacts with
the cytoskeleton; Mst-4, a Ste20-like kinase; eEF-2 an essential, translational factor and alix,
a protein which has been proposed to have a role in apoptosis and protein degradation.
Additional experiments provided data that CPAF cleaves the NF-kB-family protein p65/RelA
and thus interferes with inflammation associated cellular pathways. Cleavage occurred after
ectopic CPAF expression and after infection with either C. trachomatis or C. pneumoniae in
both murine and human cells and resulted in a strong reduction of NF-kB-activity upon
inflammatory stimulation. As a consequence of this modification the secretion of the pro-
inflammatory cytokine IL-8 was also significantly reduced by human cells.
In conclusion, the results from this work extend the group of CPAF substrates by identifying
new substrates of diverse structure and function. In addition it introduces novel tools such as
the peptide inhibitors WEHD-fmk and VEID-fmk to study the function of CPAF during
chlamydial infections. Finally the demonstration that CPAF cleaves p65/RelA and the
consequential downregulation of NF-kB signaling provides insights into how this protease
could counteract cellular defense to ensure bacterial survival.
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Zusammenfassung

Infektionen mit verschiedenen Chlamydien-Spezies sind die Ursache unterschiedlicher
Krankheitsbilder des Menschen. Die meisten dieser Erkrankungen sind dabei auf C.
trachomatis zuriickzufihren und umfassen sowohl Infektionen der Augen als auch
Sexualerkrankungen. Allen Mitgliedern der Ordnung Chlamydiales ist ein obligat
intrazellularer, parasitarer Entwicklungszyklus gemein. Nach Invasion ihrer Wirte liegen die
Bakterien in einer membranumschlossenen Vakuole vor, in der sie sich replizieren, dem
chlamydialen Einschluss. Wahrend ihres gesamten Entwicklungszyklus modulieren
Chlamydien zellulare Funktion wie den Lipid- und den Vesikeltransport, die Apoptose oder
zellulare Signalwege. Nach bisherigen Erkenntnissen nimmt dabei die Sekretion
chlamydialer Effektorproteine eine wesentliche Rolle ein. Ein zentraler Faktor scheint die
chlamydiale Protease “Chlamydial Protease-like Activity Factor” (CPAF) zu sein, fir die
bereits eine Vielzahl an Substraten identifiziert wurde.

Im Zuge dieser Arbeit sollte CPAF weiter charakterisiert werden. Dabei sollte sowohl seine
Bedeutung fur die Chlamydienentwicklung als auch seine Beteiligung an Modulationen von
Wirtszellfunktionen analysiert werden. Neue Erkenntnisse konnten durch die Einfihrung
zweier CPAF-Inhibitoren - die Peptide WEHD-fmk und VEID-fmk- gewonnen werden. Beide
Substanzen waren in der Lage CPAF-Aktivitat bei ektopischer Expression und chlamydialer
Infektion zu blockieren. Ferner konnte in Infektionsexperimenten beobachtet werden, dass
CPAF fur das Voranschreiten des chlamydialen Entwicklungszyklus von entscheidender
Bedeutung ist. So hatte die Inhibition der Protease eine starke Retardierung chlamydialer
Infektionen zur Folge. Uber ein induzierbares Expressionssystem in eukaryotischen Zellen
sowie C. trachomatis Infektionen war es in weiteren Experimenten moglich, das bekannte
Substratspektrum von CPAF zu erweitern. Dieser methodische Ansatz ermdglichte die
Identifikation putativer CPAF-Substrate: Septin-2, ein Filament-bildendes Protein, welches
mit dem Zytoskelett interagiert; Mst-4, eine Ste20-artige Kinase; eEF-2, ein essentieller
Faktor der Translation und Alix, ein Protein, welches moglicherweise in der Apoptose und
der Degradierung von Proteinen beteiligt ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CPAF
verschiedener human-pathogener Chlamydien-Spezies p65/RelA spaltet, eine Komponente
des dimeren Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser Vorgang ermoglicht der Protease den
Eingriff in inflammatorische Prozesse. Spaltung von p65/RelA wurde sowohl nach
ektopischer CPAF-Expression als auch Infektion humaner und muriner Zellen mit
verschiedenen  human-pathogenen  Chlamydien-Spezies  beobachtet.  Aus  der
Fragmentierung von p65/RelA resultierte nach inflammatorischer Stimulation eine verringerte
transkriptionelle NF-kB-Aktivitat und Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit durch den Einsatz zweier neuer CPAF-Inhibitoren
dargelegt werden, dass es sich bei der Protease CPAF um einen essentiellen Faktor
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chlamydialer Infektionen handelt, ohne den ein normaler Ablauf des Entwicklungszyklus
unmoglich scheint. Im Zuge einer Erweiterung des Substratspektrums konnten wir zudem
nachweisen, dass CPAF durch die Spaltung von p65/RelA in einen zentralen Signalweg der

Wirtsabwehr eingreift, wodurch méglicherweise das Uberleben der Bakterien erleichtert wird.
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1 Einleitung

Im vergangenen Jahrhundert erméglichten die Einfihrung von Impfstoffen, die Entwicklung
von Antibiotika und die Anhebung hygienischer Standards eine zunehmend effektivere
Pravention und Bekampfung von Infektionskrankheiten. Trotzdem sind Infektionskrankheiten
weltweit fir etwa 15 Millionen Todesféalle pro Jahr verantwortlich [1]. In dieser Statistik
unbericksichtigt sind nicht letale, jedoch dauerhafte, Schadigungen von Menschen durch
Pathogene. Je nach Erreger und Krankheitsverlauf kdénnen diese in Art und Schwere
variieren und beispielsweise L&hmungen, Organschaden oder Unfruchtbarkeit umfassen.

Daher ist ein wesentliches Ziel infektionsbiologischer Forschung die Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze, sowie die Anpassung und Weiterentwicklung bestehender
Therapien. Dies erfordert ein weitgehendes Verstandnis der Funktionsweise eines Erregers,
sowie dessen Interaktionen mit dem Wirt bzw. Eingriffe in seine Funktionen. Zur Analyse der
genannten Prozesse dient ein breites Spektrum an Methoden, welche unter anderem
Genomsequenzierungen und genetische Veranderungen eines Erregers, die Isolation
einzelner Proteine und deren Strukturaufklarung und ,Microarray*“Studien zur Analyse der

Reaktion des Wirts umfasst.

1.1 Chlamydien

Chlamydien wurden erstmals Anfang des 20. Jahrhunderts von Ludwig Halberstadter und
Stanislaus von Prowazeck in Indonesien als Ausloser des sog. Trachoms, einer chronischen
Entzindung der Augen, beschrieben. Die in einer Vakuole residierenden Partikel, welche als
Ausldser der Infektion vermutet wurden, klassifizierte man zunéchst als Viren [2], spéater als
Zwischenstufe von Viren und Bakterien [3]. Mit der Einfihrung besserer
Gewebeschnitttechniken und der Elektronenmikroskopie in den 1960er Jahren erfolgte die
Anpassung der Klassifikation und die Zuordnung zu den Bakterien als Ordnung
Chlamydiales [4]. Grundlage hierfiir waren Architektur und Bestandteile der Zellwand [5], das
Vorhandensein von Ribosomen, die Lokalisation und Organisation chlamydialer DNS, sowie
der Replikationsmodus [4, 6]. Allen Mitgliedern der Chlamydiales gemein ist ein obligat
intrazellularer Entwicklungszyklus, in welchem die Bakterien in einem eigenen Kompartiment

vorliegen und mehrere distinkte Differenzierungsstufen durchlaufen [7, 8].

1.1.1 Taxonomie

Bis vor ca. 10 Jahren bestand die Ordnung Chlamydiales der ,Eubacteria“ aufgrund einer,
auf phanotypischen, morphologischen und genetischen Daten basierenden Einteilung,
lediglich aus drei Familien - Chlamydiaceae, welche pathoadaptive Erreger diverser

Vertebraten umfassen, Simkaniaceae und Parachlamydiaceae. Die beiden letzt genannten
1
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Familien enthielten Amdben infizierende, Chlamydien-artige Bakterien [9-11]. Durch neue,
PCR-basierte Techniken und die Sequenzierung ganzer bakterieller Genome erfolgte eine
Erweiterung der Ordnung. Die gewonnen Daten ermoglichten Einteilungen bzw.
Zuweisungen zu Chlamydiales auf der Grundlage von Sequenzidentitat ribosomaler RNS
(rRNS), ribosomaler DNS (rDNS) und von ,Housekeeping“-Genen [9, 12, 13]. Eine
Zuordnung zur Ordnung Chlamydiales erfolgte ab einer Sequenzidentitdt von mindestens
80% im Falle der rDNS bzw. 90% bei rRNS [14]. Die Ordnung wurde so auf acht Familien mit
insgesamt 13 Gattungen erweitert. Da die Mehrheit der Gattungen lediglich ein bis zwei
Mitglieder aufweisen, ist zu vermuten, dass die tatsachliche Diversitat der Ordnung deutlich
grofer ist als bisher bekannt [10].

Aufgrund der medizinischen Relevanz und der unterschiedlichen, mit der Infektion durch C.
trachomatis und C. psittaci verbundenen Erkrankungen wurden diese Spezies Uber
membranstandige Antigene einer zusétzlichen serologischen Klassifizierung unterzogen [15-
17]. Da in der vorliegenden Arbeit Wirt-Pathogen-Interaktionen von C. trachomatis
untersucht wurden, beziehen sich die nachfolgenden Erlauterungen im speziellen auf diesen

Vertreter der Chlamydiaceae.

1.1.2 Medizinische Relevanz von chlamydialen Infektionen

Die Mitglieder der Chlamydiales sind in der Lage, ein groRes Spektrum an Wirten, von
Saugern Uber Vogel bis hin zu einzelligen Organismen wie Amdben zu infizieren. Mit
Erkrankungen des Menschen sind vor allem Mitglieder der Chlamydiaceae assoziiert [18].
Die grofite medizinische Bedeutung kommt dabei C. trachomatis zu.

Serotyp-abhangig fuhrt C. trachomatis zur Infektion des Konjunktival-Epithels der Augen
oder der Epithelien des Genitaltrakts. Okulare Infektionen haben Entziindungen zur Folge,
welche bei manchen Serovaren ohne Behandlung zur Entstehung von Trachomen fiihren
kénnen. Diese Komplikation geht einher mit Vernarbungen der Cornea und kann die
Erblindung nach sich ziehen [19]. Weltweit wird die Anzahl an Trachomen auf 84 Millionen
geschétzt, welche in 10% aller Falle zu Defekten der Sehfahigkeit fihren [20, 21].

Infektionen des Genitaltrakts durch Chlamydia trachomatis sind mit ca. 90 Millionen
nachgewiesenen Neuinfektionen pro Jahr die haufigste bakterielle Geschlechtserkrankung
[21]. Ausgehend von einem initialen Befall der Zervikalschleimhaut ist der Ubergang der
Infektion auf das Endometrium, die Tuben oder den Peritonealraum moglich. Bekannte
Komplikationen umfassen Vernarbungen der Tuben, ektopische Schwangerschaften und
Infertilitat [20, 22]. Ferner haben genitale Chlamydieninfektionen der Mutter wahrend der
Schwangerschaft haufig eine Ubertragung auf das Neugeborene bei der Geburt zur Folge
[20]. Die Infektion des mannlichen Genitaltraktes besteht meist aus einer Urethritis.
Unbehandelte Félle kdnnen beim Mann zu einem Befall von Prostata und Nebenhoden

2



Einleitung

fuhren. In diesem Zusammenhang werden ebenfalls Beeintrdchtigungen der Fertilitat
diskutiert [23]. Neben den genannten Krankheitsbildern kdnnen C. trachomatis LGV Stamme
zu einer weiteren sexuell Ubertragbaren Erkrankung flihren, dem sog. Lymphogranuloma
venereum. Die entziindliche Infektion der Lymphbahnen und -knoten kann zu Symptomen
systemischer Infektionen und in chronischem Stadium zu Schadigungen des Lymphsystems,
sowie zu Geschwuiren im Genital- und Darmbereich fuhren [24, 25].

Eine zweite humanpathogene Spezies, Chlamydia pneumoniae, infiziert Gber
Tropfcheninfektion praferenziell den Respirationstrakt. Dort hat eine Infektion des
Epitheliums und anderer Zellen meist subklinisch verlaufende Erkrankungen wie Pharyngitis,
Sinusitis oder Bronchitis zur Folge [25, 26]. Im Vergleich zu C. trachomatis zeigt C.
pneumoniae einen deutlich schwacheren Wirtszelltropismus. Infiziert C. trachomatis vor
allem Epithelzellen, vermehrt sich C. pneumoniae anscheinend auch in glatten Muskelzellen,
Endothelien und Makrophagen [26]. Dadurch ist den Bakterien eine Verbreitung tber die
Lunge hinaus mdglich. Dies ist wahrscheinlich die Grundlage fir die postulierte Assoziation
von C. pneumoniae-Infektionen mit chronischen Erkrankungen [25]. So berichten
verschiedene Studien, dass C. pneumoniae-Infektionen maoglicherweise an der Entstehung
von Arteriosklerose beteiligt sind [27, 28]. In diesem Zusammenhang weisen Arbeiten eine
hohe Wahrscheinlichkeit fir das Vorhandensein des Erregers in arteriosklerotischen Plaques
aus [29]. Daneben, allerdings kontroverser diskutiert, wird auch die Beteiligung von C.
pneumoniae in neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer und Multiple Sklerose
postuliert [25, 30, 31].

Neben diesen beiden Spezies gibt es einige Vertreter der Chlamydiaceae, die
anthrozoonotisches Potential besitzen [18]. So sind Ubertragungen von Chlamydia psittaci,
und C. abortus auf den Menschen beschrieben. Beide kénnen zu Infektionen der Lunge
fuhren. C. abortus kann auch beim Menschen zum Tod des ungeborenen Kindes flihren [18,
32].

Eines der groRten Probleme der Behandlung von chlamydialen Infektionen ist deren haufiger
asymptomatischer bzw. chronischer Verlauf [33]. Nach erfolgreicher Diagnose werden
Infektionen mit Chlamydien durch Gabe von Antibiotika erfolgreich behandelt. Die
chemotherapeutische Behandlung umfasst Ublicherweise die Verwendung von Tetrazyklinen
(Doxycyclin), Makroliden (Erythromycin, Clarithromycin oder Azithromycin) und Chinolonen
(Levofloxazin) [20, 34].
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1.2 Molekulare Grundlagen des chlamydialen Entwicklungszyklus

Allen Chlamydien gemein ist ein biphasischer Entwicklungszyklus. So sind wéahrend
Infektionen verschiedene Differenzierungsstufen der Bakterien zu beobachten. Im Falle von
C. trachomatis waren Uber elektronenmikroskopische Methoden Zwei
Differenzierungsstadien zu identifizieren [8]. Extrazellular liegen Chlamydien als
Elementarkorperchen (,elementary bodies®, EBs) vor, welche sich durch einen Durchmesser
von 0,2-0,6 um und eine hohe Elektronendichte, als Konsequenz eines stark kondensierten
bakteriellen Chromosoms, auszeichnen [35]. In diesem Stadium sind die Bakterien infektios,
allerdings nicht bzw. kaum metabolisch aktiv. Einzig eine Expression Stress-induzierter Gene
- moglicherweise um ein langeres extrazellulares Uberleben zu ermdglichen - wird diskutiert
[7, 36]. EBs sind nicht zur Replikation beféhigt. Nach Eintritt in die Wirtszelle differenzieren
Elementarkorperchen innerhalb eines Lipiddoppelmembran-umschlossenen Kompartiments -
der chlamydialen Vakuole oder dem Einschluss - in ihre metabolisch aktive Form [7, 37]. Die
entstehenden Retikularkérperchen (,reticulate bodies, RBs) sind in Grofle (Durchmesser
von ca. 1 um) und Morphologie (eher pleomorphes Erscheinungsbild) eindeutig von EBs zu
unterscheiden und zeigen hohe metabolische Aktivitat und Replikation (Rockey 2000). Im
Verlauf des Entwicklungszyklus fiihren die Bakterien zu weitgreifenden Modifikationen des
chlamydialen Kompartiments, Anpassung zellularer Funktionen und der Wirtszellmorphologie
[37-39]. Gegen Ende der Infektion findet in der chlamydialen Vakuole eine
Ruckdifferenzierung der RBs zu infektiosen EBs statt. Nach Abschluss dieses Vorgangs, 48-
72 h Stunden nach Invasion, verlassen Chlamydien ihre Wirte, meist nach deren Lyse [40].
Eine schematische Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus ist Abb. 1 zu

entnehmen.
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. . - . Elementarkirperchen EB
LS . - Retikularkdrperchen RE

Retikularkdrperchen der
Persistenzphase

Abb. 1: Der chlamydiale Entwicklungszyklus

Chlamydien folgen einem biphasischen Entwicklungszyklus. So sind wahrend einer Infektion zwei
unterschiedliche Differenzierungsstufen der Bakterien nachzuweisen. Extrazellular liegen Chlamydien als
infektiose EBs vor. Nach Infektion befinden sich diese in einer membranumschlossenen Vakuole. Dort
differenzieren EBs zu RBs welche sich dann teilen. In Abhangigkeit der Menge an RBs beginnen die
Bakterien gegen Ende des Entwicklungszyklus zu EBs riickzudifferenzieren. Einen Abschluss findet der
Entwicklungszyklus durch Lyse der Zellen oder Extrusion der gesamten chlamydialen Vakuole. Bei einer
Beeintrachtigung des Entwicklungszyklus, beispielsweise durch Immunmediatoren oder bei Nahrstoffmangel,
kdénnen die Bakterien in ein Persistenzstadium eintreten, in dem wenige bergroBe RBs in der chlamydialen
Vakuole vorliegen. Nach Entfernung des Stresses erfolgt die Wiederaufnahme des Zyklus.
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1.2.1 Invasion von Wirtszellen

Der Eintritt von Chlamydien in ihre Zielzellen ist bisher noch nicht zur Ganze verstanden.
Das aktuelle Modell postuliert einen mehrstufigen Anheftungsprozess von EBs an die
Wirtszellen, gefolgt vom eigentlichen Eintrittsprozess [41-43]. Studien weisen darauf hin,
dass in einem ersten Schritt eine elektrostatische Bindung zwischen Elementarkdrpern und
Wirtszelle Uber Heparansulfat-Glukosaminoglykane (GAG) stattfindet [44, 45]. Beteiligte
Zellwandbestandteile und Proteine konnten bisher nicht identifiziert werden. Dem reversiblen
GAG-vermittelten Schritt scheint ein temperatursensitiver, irreversibler Schritt zu folgen;
vermutlich eine Rezeptor-Ligand-Interaktion zwischen Chlamydien und Zelle [42]. Auf
chlamydialer Seite wurden zwar verschiedene Zellwandbestandteile (MOMP, OmcB,
chlamydiales Hsp 70) mit den Anheftungsvorgédngen in Verbindung gebracht, ein endguiltiger
Nachweis konnte jedoch in keinem Fall gefiihrt werden [46, 47]. Auf Seite der Wirtszellen
scheint die membranstandige Proteindisulfidisomerse (PDI) sowohl fir EB-Anbindung, als
auch Eintritt in die Wirtszelle benétigt zu werden. Als zellularer Rezeptor agiert PDI wohl
nicht; moglicherweise ist ein Aufbrechen der Cysteinbriicken in chlamydialen
Zellwandproteinen wie MOMP fiir die Invasion notig [41, 47, 48].

Ein wesentliches Problem bei der Analyse der Invasion ist die Beobachtung, dass
verschiedene chlamydiale Spezies und Serovare unterschiedliche Ablaufe bei der Invasion
von Wirtszellen aufweisen [37, 46]. Diese Variabilitdt hat zu teils widerspriichlichen Daten
Uber die Bedeutung verschiedener endo- oder phagozytotischer Vorgange gefiihrt [37, 49]
53, Chen 2010). Trotzdem wird mittlerweile angenommen, dass der Invasion durch
Chlamydien ein Triggermechanismus unterliegt. So konnte nach EB-Anheftung die
Translokation eines chlamydialen Effektors (Tarp) dber ein chlamydiales Typ-3-
Sekretionssystem (T3S) gezeigt werden [50]; 55, Hackstadt 2001). Dieses Protein kann als
Aktin-Nukleator dienen und die Bildung von Aktinpodesten und Mikrovili am Infektionsort
ermdglichen [46, 51]. Beide Veranderungen scheinen fiir die Internalisierung essentiell zu
sein. Aktinpolymerisation wird vermutlich auch durch Chlamydien-abhdngige Anpassung
zellularer Signaltransduktion manipuliert [37, 52]. Nach Eintritt in den Wirt liegen

Elementarkdrperchen in membranumschlossenen Vesikeln vor [53].

1.2.2 Die chlamydiale Vakuole

Nach Eintritt residieren Chlamydien, wie zuvor erwdhnt, innerhalb eines
membranumschlossenen Vesikels. Diese Vesikel werden als chlamydiale Vakuole oder
Einschluss bezeichnet und stellen das natirliche sowie einzig bekannte Habitat dar, in
welchem sich Chlamydien vermehren [7, 37]. Das Kompartiment zeichnet sich direkt nach

Infektion der Wirtszelle durch fehlende Fusionsvorgdnge mit anderen Vesikeln aus [47, 49,
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54]. So scheint die Vakuole vom endo-lysosomalen Prozess abgekoppelt zu werden [55, 56].
Da die Blockierung bakterieller Proteinexpression zu einer sehr langsam ablaufenden,
lysosomalen Degradierung der Erreger fuhrt, sind vermutlich nach Infektion neu angelegte
sowie in EBs bereits vorhandene chlamydiale Strukturen an dieser Abkopplung beteiligt [57].
Noch wahrend der nicht fusogenen Phase migriert das chlamydiale Kompartiment in die
Peri-Golgi-Region der Zelle [47, 49]. Bekannt ist, dass die Vakuolenmembran nach Beginn
chlamydialer metabolischer Aktivitdt modifiziert wird. Bereits vor 25 Jahren konnte in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden, dass Vakuolen von nadelartigen
Strukturen bedeckt sind, welche mdglicherweise auf ein Typ-3-Sekretionssystem der
Bakterien zuruickzufiihren sind [58, 59]. Uber diesen und andere vermutete Transportwege
werden Proteine in die Membran integriert, welche unter anderem der Nahrstoffakquisition
dienen [60]. Somit hat die Vakuole als Barriere mehrere Funktionen; zum einen schiitzt sie
die Bakterien vor einer Detektion durch das Immunsystem und zum anderen ist sie Uber den

Transport von Nahrstoffen in metabolische Prozesse eingebunden.

1.2.3 Chlamdiale Differnzierungsvorgange und Komplettierung des

Entwicklungszyklus

Wie erwahnt folgen Chlamydien einem biphasischen Lebenszyklus. Infektibse EBs
differenzieren nach Eintritt in den Wirt zu metabolisch aktiven RBs. Dieser Vorgang ist durch
mehrere Veranderungen gekennzeichnet: Reduktion der Disulfidbriicken des AuReren-
Membran-Komplexes [61], VergréRerung des Durchmessers der Bakterien auf 1 um,
Dekondensation des Genoms, welches dann in fibrillarer Form vorliegt und eine Anpassung
der Zellmembranarchitektur [7]. Entscheidend fir den Beginn der Differenzierung scheint die
Degradierung chlamydialer histonartiger Proteine zu sein [62, 63]. Im Anschluss
synthetisieren RBs zunachst Proteine, die zur Transkription, Translation und DNA-
Replikation, sowie zur Prozessierung von Proteinen bendtigt werden [64-66]. Im weiteren
Verlauf beginnen Chlamydien, die Vakuole zu modifizieren und lber die Sekretion von
Effektoren in zellulare Prozesse einzugreifen. Viele dieser Prozesse haben entweder die
Akquisition von Nahrstoffen oder den Schutz der 6kologischen Nische zum Ziel [7, 60, 67].

Retikularkdrperchen scheinen praferenziell an der Innenseite der Vakuole angeheftet zu sein
[53]. Dort erfolgt die Replikation Uber bindre Teilung. Auf diese Weise vermehren sich
Chlamydien exponentiell Uber bis zu zehn Generationen [68]. Bei fortschreitender Zunahme
der Bakterienzahl ist neben dem Wachstum der Vakuole eine zunehmende Abkopplung der
Chlamydien von der Einschlussmembran zu beobachten. Dieser, ca. 18 h nach Infektion
beginnende Prozess [64], scheint mit einer asynchronen Ruckdifferenzierung zu EBs
einherzugehen, welche dann im Lumen der Vakuole vorliegen [68]. Gekennzeichnet ist

dieser Vorgang durch den Rickzug des Typ-3-Sekretionssystems aus der
7
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Vakuolenmembran, eine Neubildung von chlamydialen Histonen und der Bildung des
AuReren-Membran-Komplexes [64, 68]. Durch bisher unbekannte Signale wird nach der
zweiten Differenzierung das Verlassen der Zelle ausgeltst. Beschrieben wurden in der
Literatur sowohl der Austritt von Chlamydien nach Zelllyse [69], als auch Uber Exozytose
[70]. Neuere Daten postulieren einen geordnet ablaufenden, durch Proteasen-vermittelten
Lyseprozess, sowie einen Vorgang indem die komplette Vakuole intakt aus der Zelle
gepresst wird - die Extrusion. Letztgenannter Prozess ist mdglicherweise im Zusammenhang

mit persistenten Infektionen zu sehen [40].

1.2.4 Persistente Infektionen

Oft werden chlamydiale Infektionen nicht oder sehr spét diagnostiziert, da eine grof3e Anzahl
subklinisch verlauft. Des Weiteren sind haufig wiederkehrende wund chronische
Krankheitsbilder zu beobachten [71]. Entsprechend konnte in Zellkultur-basierten Studien ein
induzierbares, reversibles Dauer- oder Pesistenzstadium nachgewiesen werden [33, 72]. Als
Reaktion auf Stressoren unterschiedlicher Art, beispielsweise Na&hrstoffengpasse
(Aminosauren, Eisenmangel), Antibiotika (Penicillin) oder Mediatoren des Immunsystems
(IFN-y) kann der chlamydiale Entwicklungszyklus unterbrochen werden [33]. Anstatt zu
infektiosen EBs zu differenzieren, bilden sich stark vergroRerte RBs, welche sich nicht weiter
teilen. Ebenso scheint keine Expression von Genen, welche den Ubertritt zu EBs markieren,
sowie von Proteinen, die an der Teilung beteiligt sind (beispielsweise FtsZ), vorhanden zu
sein. Auch zeigen bisherige Daten, dass die metabolische Aktivitdt wahrend Persistenz der
Chlamydien global verringert wird. Dem entgegen gibt es Hinweise fir eine Hochregulation
von Stress-induzierten Genen wie Chaperonen [72, 73]. Auch das chlamydiale Chromosom
wird weiter repliziert. In diesem Zustand sind die Bakterien zwar noch lebensfahig, aber nicht
kultivierbar. Sie sind so in der Lage Uber mehrere Wochen in Wirtszellen zu tiberleben. Nach

Entfernen des Persistenzinduktors erfolgt die Komplettierung des Entwicklungszyklus [33].

1.2.5 Immunantwort nach Infektion mit C. trachomatis

Infektionen mit C. trachomatis sind haufig mit Langzeitschdden verbunden. Dabei scheinen
die Komplikationen eng mit der Immunantwort verbunden. Als Erstreaktion nach Infektion
humaner Epithelzellen erfolgt eine durch Chemokin- und Zytokinsekretion (unter anderem IL-
6, IL-8, GM-CSF) getriebene Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten zum
Infektionsherd [74-76]. Durch bakterielle Bestandteile (mdglicherweise cHsp60, MOMP) und
Zytokine kdnnen im Anschluss Uber ,pattern recognition receptors“PRRs (speziell ,toll-like*
Rezeptoren TLRs) starke Entziindungsreaktion ausgeldst werden. Vor allem die Sekretion

grolRer Mengen an TNF-a und IL-1a/B, sowie von Matrix-Metalloproteasen durch Zellen des
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angeborenen Immunsystems werden mit teils starken Schadigungen des Gewebes
verbunden [75, 77, 78]. Entsprechend wurde gezeigt, dass die Inhibition dieser Prozesse zu

einer Verringerung Chlamydien-assoziierter Pathologie fuhrt. Eine erfolgreiche Bek&mpfung

chlamydialer Infektionen erfordert nach derzeitigen Erkenntnissen hauptsachlich CD4"-T-
Zellen und deren Sekretion von IFN-y. Durch das Zytokin wird die Verknappung der
essentiellen Aminosaure Tryptophan Uber das Enzym Indol-2,3-Dioxygenase ausgelost, die
reaktive bakterizide Stickstoffverbindung Stickstoffmonoxid NO gebildet und eine

entzindliche Ty-1-Immunantwort induziert [74, 75]. Weniger eindeutig sind die Daten im Fall

zytotoxischer CD8"-T-Zellen. Wohl scheinen sie in der Lage den Organismus bei der
Bekampfung chlamydialer Infektionen zu unterstiitzen, Depletionsexperimente zeigen aber,
dass ihnen vermutlich keine essentielle Rolle zu zuordnen ist. Ahnliches wird fir B-Zellen
diskutiert, da hohe Titer Chlamydien-spezifischer Antikérper nicht mit dem Abtdten der
Erreger korrelieren [79]. Ob der Ineffektivitat der gegen Chlamydien-gerichteten, adaptiven
Immunantwort scheint kein dauerhafter Schutz vor entsprechenden Infektionen vermittelt zu
werden [74, 75].

1.3 Wirt-Pathogen-Interaktionen wahrend chlamydialer Infektion

Wahrend der Beschreibung des chlamydialen Entwicklungszyklus (Abschnitt 1.2) wurden
bereits bakterienabhangige Modulationen zellularer Funktionen erwahnt. Fir die Infektion
entscheidende Anpassungen der Zellphysiologie sind im Bereich des Zytoskeletts, des
Vesikeltransports, der Apoptose, sowie der Immunantwort zu beobachten (siehe Abb. 2).
Viele werden mit der Funktion chlamydialer Effektoren verbunden [60, 66] und werden im

Folgenden kurz beschrieben.
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. Retikularkérperchen o exozytotische Vesikel

#® Elementarkorperchen o Lipidtréopfchen

Apoptose

Immunantwort

Abb. 2: Wirt-Pathogen-Interaktionen wahrend chlamydialer Infektionen

Chlamydien interagieren im Laufe ihres Entwicklungszyklus mit verschiedenen zellularen Funktionen und
Signalwegen und manipulieren diese. So wird der interzellulare Transport beeinflusst. Beispielsweise werden
exozytotische Vesikel und Lipidtrépfchen werden zur Vakuole umgeleitet, und N&hrstoffe werden (iber
chlamydiale Transporter in der Vakuolenmembran aufgenommen. Daneben wird das Zytoskelett durch
Chlamydien verandert. Dies kann die Spaltung von Proteinen oder die Manipulation des Filamentaufbaus
beinhalten. Weiterhin blockieren Chlamydien (zumindest experimentell induzierte) Apoptose. Hier wird eine
Rolle der Rekrutierung von 14-3-38 und PKC® zum chlamydialen Einschluss diskutiert. Von zentraler
Bedeutung scheint die Spaltung proapoptotischer BH-3-Proteine zu sein. Chlamydien kédnnen vermutlich auch
eine gegen sie gerichtete Immunantwort beeintréchtigen. So konnte die Spaltung der Transkriptionsfaktoren
RFX-5, USF-1 und p65/RelA gezeigt werden. RFX-5 und USF-1 regulieren die MHC-Expression, p65/RelA
kann die Expression verschiedener inflammatorischer Zytokine beeinflussen. Daneben wurde auch die
Spaltung des MHC-&hnlichen, Lipidantigene-prasentierenden Proteins CD1d beobachtet.
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1.3.1 Zytoskelettveranderungen
1.3.1.1 Grundlagen des Zytoskelettaufbaus

Das Zytoskelett einer Zelle besteht aus einem Netzwerk verschiedener Filamente. In
Eukaryoten werden diese in drei Gruppen unterteilt: Aktin- oder Mikrofilamente, aus a/-
Tubulindimeren bestehende Mikrotubuli und Intermediarfilamente. Die Namensgebung
basiert dabei auf den unterschiedlichen Durchmessern der drei Filamentarten. Wahrend die
réhrenartigen Mikrotubuli am grof3ten (@ ~25 nm) und die helikalen Mikrofilamente am
kleinsten (@ ~5-6 nm) sind, liegen Intermediarfilamente dazwischen (&4 ~8-12 nm). Das
gesamte Netz steht im Kontakt mit der Zellmembran und den Zellorganellen und bietet
Schutz vor mechanischen Stressoren. Es dient so der Erhaltung der Zellmorphologie und
Gewebsorganisation und ist weiterhin an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt. Uber
assoziierte Motor- und Adaptorproteine sind die Filamente beispielsweise als intrazellulare
Transportwege von Relevanz und Mikrotubuli sind unter anderem an der
Chromosomensegregation wahrend der Zellteilung beteiligt; auch eine Funktion wéhrend der
Apoptose wird postuliert [80, 81]. Wahrend chlamydialer Infektionen weisen Daten auf

bakterienabhangige Modifikationen aller Filamentgruppen hin.

1.3.1.2 Zytoskelettveranderungen wéhrend chlamydialen Infektionen

Wie unter Abschnitt 1.1.2 eingefihrt, werden Mikrofilamente schon vor Eintritt der
Elementarkorperchen in  der Wirtszelle modifiziert. Verschiedene Arbeitsgruppen
beobachteten nach Anheften der Bakterien die Bildung von Aktinpodesten und Mikrovili im
Bereich der EBs [46]. Die Veranderungen scheinen mit der Chlamydien-abhéngigen
Modulation zellularer Signalwege, teils durch chlamydiale Proteinsekretion, verbunden.

So konnte die Translokation des Effektorproteins Tarp beobachtet werden, welches den
Neuaufbau von Aktinflamenten am Ort der Anheftung induziert [51]. Durch bisher
unbekannte Mechanismen ist auch die Rekrutierung von ARF 6, WAVE 2 und dem Arp 2/3-
Komplex an den Ort der Anheftung festzustellen. Aus einer Inhibition der Aktinpolymerisation
resultiert die Blockierung der Chlamydien-Invasion [82, 83]. Dies unterstreicht die essentielle
Bedeutung der Modulation des Zytoskeletts fur den Eintritt von Chlamydien.

Auch nach Infektion der Wirtszelle sind weitere Interaktionen zwischen den Bakterien bzw.
ihrem Kompartiment und Bestandteilen des Zytoskeletts beschrieben. So steht die Migration
der chlamydialen Vakuole in die Peri-Golgi-Region moglicherweise mit einer frihen
Assoziation zwischen dem chlamydialen Kompartiment und Mikrotubuli bzw. dem
Motorprotein Dynein-1 in Verbindung [49, 84].

Im weiteren Verlauf der Infektion wird diskutiert, ob Chlamydien aktiv eine Ummantelung

inrer Vakuole mit Zytoskelettfilamenten auslosen. So weisen Daten auf eine Rho A-
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abhangige Lokalisation von Mikrofilamenten um den Einschluss hin [85]. Das Netzwerk, in
welches das chlamydiale Kompartiment eingebettet sein soll, beinhaltet diesen Ergebnissen
zur Folge auch Bestandteile von Intermediarfilamenten. Zu den Erkenntnissen passen wirde
die Feststellung, dass chlamydiale Infektionen zur Spaltung der Intermediarfilamentproteine
Vimentin und Zytokeratin-8 (CK8) filhren. Beide Fragmentierungen wurden auf die Aktivitat
der chlamydialen Protease CPAF zurlickgefuihrt [86, 87]. Eine Huille aus Bestandteilen des
Zytoskeletts konnte sowohl fur die Stabilitaét als auch die Expansion der Vakuole von
Bedeutung sein.

Weiterhin scheint die Manipulation des Zytoskeletts beim Abschluss des chlamydialen
Entwicklungszyklus notwendig. Nach Ergebnissen von Hybiske et. al. ist Aktinpolymerisation
fur den Extrusionsmechanismus notwendig [40]. Damit gibt es Hinweise, dass Chlamydien in

allen Entwicklungsstadien mit dem Zytoskelett interagieren bzw. es verandern.

1.3.2 Anpassung des intrazellularen Transports

Als obligat intrazellulare Bakterien sind Chlamydien in ihrer Entwicklung auf N&hrstoffe ihres
Wirtes angewiesen. Trotzdem sind je nach Spezies verschiedene Proteine des
Energiestoffwechsels im  Genom  angelegt, Dbeispielsweise  Bestandteile des
Pentosephosphat-Weges und der Aminosaurebiosynthese. Eine Abhangigkeit vom Wirt
besteht im Besonderen bei Purin- und Pyrimidin-Nukleotiden [88].

Chlamydien scheinen unterschiedliche Mdoglichkeiten zur Akgquisition von N&hrstoffen zu
besitzen. Diese beinhalten neben der Einflussnahme auf den zellularen Vesikeltransport, der
Expression chlamydialer Transporter und Effektorproteine auch die Modifikation der
Vakuolenmembran mit wirtseigenen wie bakteriellen Proteinen sowie Veranderungen
zellularer Organellen. So konnte in bisherigen Studien gezeigt werden, dass Chlamydien
eine Umleitung exozytotischer Vesikel auslésen. Diese ist vermutlich mit der Aufnahme von
Cholesterin, Lipiden, Sterolen und Sphingomyelin verbunden [55, 60, 89]. Weiterhin
scheinen wahrend der Migration der chlamydialen Vakuole je nach chlamydialer Spezies
unterschiedliche Rab-Proteine an deren Membran gebunden zu werden. Bei dieser Gruppe
von Proteinen handelt es sich um Regulatoren des zelluldaren Transports [60, 90-92]. Die so
erreichte Umleitung von Vesikeln kénnte zusétzlich durch eine Chlamydien-induzierte,
gerichtete Vesikelfusion beeinflusst sein. Es konnte nachgewiesen werden, dass einige der
bakteriellen, membranlokalisierten Inc-Proteine strukturelle und funktionelle Homologe von
zellularen SNARES sind. Diese fuhren Uber Protein-Protein-Interaktionen zu Vesikelfusionen
[93].

Jingere Ergebnisse zeigen einen weiteren, mit der Akquisition von Lipiden assoziierten,
Eingriff von Chlamydien in die Zellphysiologie. Im Verlauf des chlamydialen
Entwicklungszyklus konnte die Fragmentierung des Golgikomplexes sowie die Translokation
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der entstandenen Teile in die Vakuole und als Folge die Aufnahme von Lipiden beobachtet
werden. Zurlckzufihren war der Vorgang auf die Spaltung des integralen Golgi-Matrix-
Proteins Golgin-84 [94]. Eine Blockierung der Modulation der Golgi-Architektur Gber einen
Inhibitor zog eine Unterdriickung bakterieller Replikation nach sich. Bisher konnte allerdings
noch nicht aufgeklart werden, ob wirtseigene oder chlamydiale Proteine die Anpassung der
Golgi-Morphologie bzw. Golgi-84 Spaltung auslosen [94].

Ferner wird eine veranderte Aktivitat von zellularen Lipasen ebenfalls mit der Mobilisation
von und der Versorgung der chlamydialen Vakuloe mit Lipiden in Verbindung gebracht [88].
Daten weisen zudem auf die Aufnahme von Nukleotiden und Aminoséuren durch ein
Spektrum spezifischer Transporter in der Vakuolenmembran hin. Fiur die Translokation von
ATP, GTP und UTP konnten beispielsweise entsprechende Proteine in verschiedenen
chlamydialen Spezies identifiziert werden [88, 95]. Trotz der Vielzahl der Beobachtungen ist
davon auszugehen, dass Chlamydien weitere Moglichkeiten zur Aufnahme von N&hrstoffen

und der parasitaren Ausbeutung ihres Wirts besitzen.

1.3.3 Unterdrickung der Apoptose

In héheren Eukaryoten ist zum Schutz des Organismus vor Infektionen und entarteten
Zellen, sowie zur Gewebshomobostase und Organentwicklung eine regulierte Form des
Zelltods angelegt. Zellen sterben so auf identische, kontrollierte Weise ab. Diese Art des
programmierten Zelltods bezeichnet man als Apoptose. Mit dem Vorgang verbunden sind
charakteristische morphologische Veranderungen sowie spezifische Spaltungsvorgange [96-
98]. Von zentraler Bedeutung fur die Apoptose ist eine Familie von Cystein-Proteasen - die
Caspasen. Entsprechend ihrer Funktion bezeichnet man an der apoptotischen
Signalkaskade beteiligte Vertreter als Initiator-Caspasen (Caspase-8, -9, -10) oder als
Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6, -7) [99].

1.3.3.1 Grundlagen apoptotischer Signalwege

In S&ugetieren unterscheidet man den extrinsischen und den intrinsischen Signalweg der
Apoptose, deren Gewichtung je nach Zelltyp variieren kann. Die extrinsische Kaskade wird
durch Ligandbindung an einen Oberflachenrezeptor (CD95, TNF-R etc.) initiiert [1L00]. Diese
induziert ein ,clustering® der Rezeptoren, was eine Bindung von pro-Caspase-8 Uber
Adaptorproteine zur Folge hat. Zusammen bilden Rezeptor, Adaptoren und pro-Caspase-8
den ,DISC* (Death Inducing Signalling Complex), in welchem die Caspase autokatalytisch
aktiviert wird. Im Anschluss prozessiert und aktiviert Caspase-8 Effektor-Caspasen, durch
die dann zellulare Proteine gespalten werden. Dies zieht Veranderungen der
Zellmorphologie (Zellschrumpfung, Chromosomenkondensation, etc.) nach sich [101, 102].

Schliel3lich beginnen sich Vesikel abzuschniren, welche Zellbestandteile und Organellen
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beinhalten und ohne Ausldsen einer Entziindungsreaktion von phagozytierenden Zellen
aufgenommen werden - die sog. apoptotischen Kdrperchen [96, 103].

Waéhrend der extrinsische Signalweg durch extrazellulare Signale induziert wird, dient der
intrinsische Weg der Reaktion auf Apoptosestimuli innerhalb der Zellen, beispielsweise nach
DNS-Schéaden oder einer Unterversorgung mit N&hrstoffen. ([98, 104]. Reguliert wird der
Vorgang durch die Familie der Bcl-2-Proteine. Diese teilt man in drei Gruppen ein: pro-
apoptotische BH3-Proteine, antiapoptotische Bcl-2-ahnliche Proteine und eine Klasse von
Effektorproteinen, bestehend aus Bax, Bak (und mdoglicherweise Bok) [104]. Pro-
apoptotische Stimuli kdnnen Uber BH3-Proteine eine Aktivierung von Bax und Bak auslésen,
was eine Permeabilisierung der aufieren Mitochondrienmembran nach sich zieht. Auf diese
Weise gelangen verschiedene pro-apoptotisch agierende Proteine in das Zytosol. Dabei ist
nicht abschlieRend geklart, ob die BH3-Protein-abhangige Aktivierung durch deren Bindung
an die Effektoren oder an anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie erfolgt [105].
Nach Mitochondrien-Permeabilisierung zytosolisch vorliegendes Cytochrom c bildet in der
Folge zusammen mit Apaf-1, und pro-Caspase-9 das Apoptosom. In dieser Formation
aktivieren sich, infolge der ,induzierten Nahe’ (hohe lokale Konzentration), Caspase-9-
Moleklle gegenseitig. Die aktive Initiator-Caspase ist dann befahigt Effektor-Caspasen zu
spalten [106, 107]. Abhangig von der Zellart kann der extrinsische an den intrinsischen Weg
gekoppelt sein. So kann Caspase-8 das BH3-Protein Bid in seine aktive Form tBid spalten,
welches zu Bax/Bak-Aktivierung fuhrt [108].

1.3.3.2 Zelltod nach chlamydialer Infektionen

Waéhrend viele, extrazellular replizierende Bakterien Apoptose verschiedener Zelltypen
induzieren, sind sich intrazellular replizierende Erreger oftmals darauf angewiesen, das
Uberleben der Wirtszellen zu sichern. Der Entwicklungszyklus human-pathogener
Chlamydien dauert (in vitro) je nach Spezies und Wirt zwischen 48 und 96 h. Uber diesen
Zeitraum hinweg geht die Infektion bzw. Replikation mit der Alterierung zellul&rer Funktionen
einher. Diese beinhalten starke Beeintrachtigungen des Zytoskeletts, der Zellteilung und des
intrazellularen Vesikeltransports. Die zunehmende VergroRerung der Vakuole hat zudem die
Verschiebung aller Zellorganellen zu Folge [60, 109]. Trotz dieses biochemischen und
mechanischen Stresses Uberleben Wirtszellen bis zur Beendigung des chlamydialen
Entwicklungszyklus. Der dabei ausgeltste Zelltod, verbunden mit der Freisetzung der
Bakterien, zeigt zwar verschiedene fur Apoptose charakteristische Eigenschaften (Exposition
von Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Plasmamembran, Kondensation des Nukleus),
ist jedoch nach heutigen Erkenntnissen unabhangig von Bax/Bak, Cytochrom c oder
Caspase-Aktivitat [110, 111]. Gleichzeitig konnten auch nekrosetypische Veranderungen,

beispielsweise die Freisetzung von HMGB-1, festgestellt werden [112]. Wegen der
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unterschiedlichen Natur der detektierten Marker erscheint der Begriff nicht-apoptotischer
Zelltod die Beobachtungen am besten zu beschreiben [87, 111].

Verschiedene Wege einer Chlamydien-abhangigen Unterdriickung apoptotischer Vorgange
wurden bisher beschrieben. Einer der wesentlichen, Serovar- und Spezies-Ubergreifend
vorhandenen Mechanismen scheint die Blockierung der Zytochrom-c-Freisetzung durch
Degradierung pro-apoptotischer BH3-Proteine zu sein [113, 114]. In diesem Vorgang nimmt
die chlamydiale Protease CPAF nach bisherigen Erkentnissen eine wichtige Rolle ein. Wir
und andere konnten zeigen, dass der chlamydiale Effektor, nach Translokation in das
Zytosol, die Spaltung verschiedener BH3-Proteine (vermutlich indirekt) auslést [87, 115].
Chlamydien scheinen, teils speziesspezifisch, weitere Mechanismen zur Unterdriickung der
Apoptose zu besitzen bzw. auszunutzen. So konnte nach Infektion von Zellen mit C.
trachomatis eine Rekrutierung des 14-3-3B-Protein Uber Interaktion mit IncG zur
chlamydialen Vakuole festgestellt werden. Normalerweise dient 14-3-38 dem
phosphorylierten BH3-Protein BAD als Interaktionspartner in den Mitochondrien, wodurch
Cytochrom c-Freisetzung induziert werden kann [116]. Die Bindung von BAD an die Vakuole
kénnte zu einer Unterdriickung der Apoptose im Bereich des intrinsischen Sighalweges
beitragen. Eine &hnliche Vorgehensweise wird in Bezug auf pro-apoptotisch agierende
Proteinkinase C& (PKCd) diskutiert. In groRen Mengen auf Mitochondrien akkumuliert, kann
die Kinase zur Freisetzung pro-apoptotischer mitochondrialer Proteine fiihren. Es wurde
beschrieben, dass die chlamydiale Vakuole Diacylglyzerol (DAG) bindet, welches als
Bindungspartner fir PKCd dient. Entsprechend zeigen Daten eine Assoziation der Kinase
mit dem Einschluss [117]. Daneben gibt es Ergebnisse, welche eine Beteiligung von
»inhibitor of Apoptosis“-Proteinen (IAPs) vorschlagen. Diese sollen nach chlamydialer
Infektion in der Lage sein auch den extrinsischen Signalweg zu unterdriicken [118]. Die
bisher prasentierten Daten werden allerdings kontrovers diskutiert. Trotz der Aufklarung
wesentlicher Prozesse des Chlamydien-vermittelten Zelltods ist zu vermuten, dass weitere,
gerade wirts- und speziesspezifische Modulationen apoptotischer Signalwege vorliegen

kdénnten.

1.3.4 Modulation der Immunantwort nach Infektion

Zur Detektion und Entfernung von Mikroorganismen besitzen Saugetiere ein komplexes
Immunsystem, welches durch seine verschieden Zelltypen in der Lage ist den Organismus
effektiv zu schitzen. Man unterscheidet angeborenes und adaptives Immunsystem. Nach
Infektionen fiihrt das angeborene Immunsystem erste Abwehrreaktionen aus. Dabei stellen
Epithelien bzw. Schleimhdute die ersten Barrieren dar. Diese dienen oft nicht nur als
physische Hirden, sondern sind Uber die Sekretion von Mukus und anti-mikrobiellen

Proteinen und Peptiden (beispielsweise Lipasen oder Defensinen) aktiv an der Bekdmpfung
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von Mikroorgansimen beteiligt. Werden die Epithelien Gberwunden und Mikroben wandern
ins Gewebe ein, dienen phagozytierende Zellen wie Makrophagen deren Entfernung.
Unterstitzt werden diese durch die Einwanderung anderer Zellen des angeborenen
Immunsystems vor allem Neutrophilen, aber auch anderen Granulozyten und ,natural killer*
NK-Zellen. Die Erkennung der Mikroorganismen erfolgt in diesen Zellen Uber ,pattern
recognition receptors® (PRRs) auf der Zelloberflache oder im Zytosol der genannten Zellen.
Durch Zytokinsekretion der Zellen des Immunsystems und das Auslésen einer
Entziindungsreaktion werden weitere an der Abwehr von Infektionen beteiligte Zellen
rekrutiert [119, 120]. Auch kann das adaptive Immunsystem aktiviert werden. Bestandteile
des adaptiven Immunsystems sind T-Lymphozyten und B-Lymphozyten. Die Rezeptoren
dieser Zellen sind im Gegensatz zu den PRRs Uber klonale Reorganisation spezifisch fir
Antigene [119, 121]. Nach Antigenerkennung durch T- und B-Lymphozyten kann eine
Differenzierung in mehrere Untergruppen erfolgen, welche Effektor- oder ,memory“ bzw.
Gedachtnis-Funktion haben. Gedéachtniszellen Uberleben auch nach erfolgreicher
Bekampfung von Mikroorganismen und ermdglichen eine schnellere, gezielte Reaktion auf
Sekundarinfektionen. Effektor-B-Lymphozyten bekampfen Infektionen durch Sekretion
spezifischer Antikorper. Bei T-Lymphozyten unterscheidet man verschiedene Gruppen an
Effektorzellen dazu gehdren zytotoxische T-Zellen, welche nach Antigenerkennung ihre
Zielzellen abtdten, Tyl-Zellen, welche vor allem Makrophagen und Bildung von IgG-
Antikorper induzieren und Ty2-Zellen, welche B-Zellen zur Bildung anderer Antikérpertypen
anregen. Eine wichtige Rolle bei der Ausiibung dieser unterschiedlichen Funktionen kommt
den jeweils sezernierten Zytokinen zu [122-124]. Obwohl die verschiedenen Bereiche des
menschlichen Immunsystem in den allermeisten Fallen ausreichen um Mikroorganismen zu
entfernen, kann es Erregern trotzdem gelingen Abwehrmechanismen zu tberwinden. Um die
Chancen einer Infektion des Wirtes zu erh6hen haben sich viele Keime zumindest teilweise
angepasst. Dies zeigt sich beispielsweise durch in Pathogenen angelegte Mechanismen und
Strukturen, welche die Erkennung ihrer Zielzellen und Wirte erleichtern, der Umgehung einer

Detektion dienen oder auch die Abschwéachung der Immunantwort bewirken.

1.3.4.1 Detektion von Chlamydien und Abschwachung der Immunantwort

Als intrazellulare Bakterien sind Chlamydien nach Invasion ihrer Wirte vor extrazellular-
agierenden Faktoren des angeborenen Immunsystems wie Defensinen oder
phagozytierenden Zellen geschitzt. Eine der wesentlichen, das Uberleben erméglichende,
Eigenheit chlamydialer Infektionen ist deren einzigartige Replikation innerhalb der membran-
umschlossenen Vakuole [125]. Die fehlende intrazellulare Degradierung von Chlamydien
Uber den endo-lysosomalen Weg sowie die raumliche Trennung der Bakterien vom Zytosol
limitiert die Detektions- und Abwehrmaoglichkeiten des Wirtes. Ein Ergebnis ist beispielsweise
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eine Verknappung an moglichen Epitopen fur die Prasentation an der Wirtszelloberflache
[67, 79]. Zudem zeigen Daten, dass die chlamydiale Vakuole durch die Anlagerung
wirtseigener Proteine maskiert werden kdnnte. So wird neben der Anbindung von Rab-
Proteinen an die Einschlussmembran, auch eine Assoziation von Zytoskelettproteinen mit
der chlamydialen Vakuole diskutiert [126, 127].

Des Weiteren besitzen Chlamydien nach bisherigen Erkenntnissen die Moglichkeit Uber die
Sekretion von Effektorproteinen in die zellulare Immunantwort einzugreifen. So wurde
nachgewiesen, dass die chlamydiale Protease CPAF fir die Spaltung der
Transkriptionsfaktoren RFX-5 und USF-1 verantwortlich ist. Beides sind positive Regulatoren
der Expression von Proteinen des MHC-Komplexes [128, 129]. Daher erscheint eine
verringerte MHC-abhangige Antigenprasentation auf der Oberflache infizierter Zellen
mdglich. Als  Konsequenz ware eine abgeschwéachte Immunantwort nach
Chlamydieninfektionen denkbar.

Die Aktivitat von CPAF wird mittlerweile auch mit einer méglichen Abschwéchung der
Detektion durch NKT-Zellen in Verbindung gebracht. Diese téten nach Erkennung von
Lipidantigenen auf der Zelloberflache infizierte Zellen ab, einem gerade bei intrazellularen
Erregern wichtigen Vorgang [130]. Die angesprochene Prasentation der Lipidantigene erfolgt
unter anderem durch das MHC-&hnliche Glykoprotein CD1d. Publizierte Daten zeigen, dass
die chlamydiale Protease CPAF (zumindest in vitro) in der Lage ist, CD1d zu spalten.
Dadurch konnte eine NKT-Zell-abhéngige Entfernung infizierter Zellen erschwert oder
verhindert werden [131](124, Kawana 2007). Daneben wird die Detektion und Entfernung
Chlamydien-infizierter Zellen vermutlich auch durch Unterdriickung der Apoptose (siehe
Abschnitt 1.3.3) und das chlamydiale Persistenzstadium (siehe Abschnitt 1.2.4) behindert.
Diskutiert wird zudem die Mdoglichkeit, dass die Chlamydien-abhangige Produktion des
Zytokins TNF-a Apoptose in T-Zellen induziert, was eine Abschwéchung der Immunantwort

nach sich ziehen kdnnte [132].

1.3.4.2 Modulation inflammatorischer Prozesse

Erkenntnisse der letzten beiden Dekaden sehen durch Entziindungen im Bereich der
Infektionen ausgeloste Gewebsschadigungen als Ursache Chlamydien-abhéngiger
Langzeitschaden. Typischerweise dienen inflammatorische Prozesse der Unterstiitzung der
Immunantwort. Allerdings kann eine zu starke oder unkontrollierte Entziindung zu
ausgepragtem Kollateralschaden in betroffenen Geweben fihren [74, 75, 78].

Eine zentrale Rolle in der Ersterkennung von Mikroorganismen kommt den PRRs- auf der
Zelloberflache oder im Zytosol der Wirtszelle zu. Diese erkennen “pattern associated
molecular patterns” (PAMPSs) der Erreger und stimulieren inflammatorische Signalwege. Als

Folge werden an Entziindungsvorgangen beteiligte Proteine (Zytokine, Chemokine etc.)
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translatiert und sezerniert. Diese unterstiitzen durch Rekrutierung von Zellen des
Immunsystems und Induktion der Zytokinproduktion die Entfernung der Erreger [119, 120].
Auch Chlamydien l6sen im Zuge der Invasion ihrer Wirte und im Verlauf ihres
Entwicklungszyklus die Sekretion inflammatorischer Mediatoren aus. So konnte die
infektionsabhangige Sekretion von IL-8, IL-6, IL-1a und GM-SCF detektiert werden, welche
vermutlich mit einer Einwanderung von Neutrophilen und Monozyten verbunden ist [74, 77].
In diesen Vorgéngen scheinen auf der Seite des Wirts TLRs, speziell TLR-2 beteiligt zu sein
[133]. Als Liganden dienen dabei wohl unter anderem die chlamydialen Proteine Hsp60 und
Mip. Chlamydiales LPS, ein klassischer TLR-Ligand, scheint nur wenig inflammatorisches
Potenzial zu besitzen. Weitere Daten weisen auch auf eine mogliche Beteiligung
zytosolischer NOD-Rezeptoren hin, wobei bisher kein chlamydialer Ligand identifiziert
werden konnte [77, 133-135].

Trotz dieser Stimulation durch Chlamydien selbst zeigen Daten, dass nicht infizierte Zellen,
sondern im Besonderen rekrutierte Zellen des Immunsystems, Produzenten
inflammatorischer Zytokine (vor allem von IL-1a und IL-1B) sind [74, 75, 78, 79]. Diese
Feststellung wirde zu Daten passen, welche eine Blockierung bzw. Anpassung
inflammatorischer Signalwege und der damit verbundenen Zytokinsekretion in Chlamydien-
infizierten Zellen postulieren. So scheint eine dauerhafte Aktivierung des NF-kB-Signalwegs,
welcher die Transkription an Entzindungen beteiligter Proteine ermdglicht, in Chlamydien
infizierten Zellen zu unterbleiben [134]. Entsprechend weisen bisherige Ergebnisse auf eine,
im Vergleich mit Infektionen anderer intrazellularer Erreger, verzogerte Zytokin-Sekretion hin.
Beispielsweise wird IL-8, welches das dominierende Zytokin in der Frihphase chlamydialer
Infektionen ist und zur Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten fihrt, in vitro erst 15 h
nach Infektion sezerniert [76, 136]. Im Einklang mit diesen Daten scheint anstatt des NF-«kB-
Signalwegs erst die Aktivierung des ,Mitogen-activated protein kinase“-MAPK-Signalwegs
Uber ERK1/2 die IL-8-Sekretion zu ermdglichen. ERK-Aktivitat wird auch mit der Freisetzung
von Arachidonsaure (AA), welche in der Bildung von pro-inflammatorisch-agierenden
Prostaglandinen bendétigt wird, in Verbindung gebracht [67, 137]. Verantwortlich fur die
beschriebene Gewichtung der Signalwege sind nach bisherigem Wissensstand von

chlamydialen Effektorproteinen vermittelte Modulationen der NF-kB-Signalkaskade [60].

1.3.4.3 Grundlagen des NF-kB-Signalwegs

Ein zentraler, Zellproliferation, Gewebshomgdostase und Immunantwort regulierender,

zellularer Signalweg ist die NF-kB-Signalkaskade. Unter dieser Bezeichnung werden

Transduktionsereignisse zusammengefasst, welche die Translokation in den Zellkern und die

transkriptionelle Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-kB ermdglichen. Die Anpassung der

Genexpression erfolgt in Abhangigkeit von Kofaktoren und anderen Signalwegen. Bekannte
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Induktoren des NF-kB-Signalwegs umfassen unter anderem inflammatorische Signale (IL-18,
TNF-a etc.), PAMPs von Mikroorganismen (zum Beispiel Lipopolysaccharid (LPS)) und
genotoxische Stressoren [120, 138]. Schematisch beschrieben ist der NF-kB Signalweg in
Abbildung 3.

Der Transkriptionsfaktor ist ein Dimer variabler Zusammensetzung aus den funf Proteinen
der NF-kB-Familie, p65/RelA, RelB, c-Rel, p50 und p52. Je nach Signalzustand der Zelle
liegen diese in Homo- oder Heterodimeren unterschiedlicher Zusammensetzung vor [139]. In
Abwesenheit eines Induktors der Sighalkaskasde befinden sich die Dimere mit einem
Mitglied der |-kB-Proteinfamilie im Komplex vor. In diesem maskiert |-kB die
Kernimportsequenz von einem der NF-kB-Proteine. Da I-kB selbst eine Kernexportsequenz
besitzt, kann sich der Komplex sowohl im Kern als auch im Zytosol befinden. Das
Gleichgewicht dieses Vorgangs liegt allerdings auf Seiten des Zytosols. Mit der Entfernung
des I-kB-Proteins werden beide Kernimportsequenzen des NF-kB-Dimers frei, wodurch eine
dauerhafte Translokation in den Kern méglich wird [140, 141].

Bisher sind zwei Varianten des NF-kB-Signalwegs, der kanonische (klassische) und der
nicht-kanonische (alternative), beschrieben. Im Falle des kanonischen Wegs (typischerweise
nach inflammatorischer Stimulation), folgt Gber Adaptorproteine der beteiligten Rezeptoren,
die MEKK1-abhangige Bildung und Aktivierung des I-kB-a-Kinase-Komplexes- IKK [140].
AnschlieBend wird, in Abhangigkeit von der regulatorischen Untereinheit NEMO, die
Effektoruntereinheit IKK-B durch Phosphorylierung aktiviert [142]. Dies ermdglicht die
Phosphorylierung des I-kB-Proteins und des Transkriptionsfaktors. Die Phosphorylierung des
Inhibitors 16st eine K48-Ubiquitinierung und darauffolgende proteasomale Degradierung von

I-kB aus. Das freie NF-kB-Dimer wird anschlie3end in den Kern transloziert [139, 143].
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Abb. 3: Grundlagen des NF-kB-Signalwegs
Je nach Zelltyp und Stimulus wurden zwei unterschiedliche NF-kB-Signalkaskaden identifiziert. Beiden
gemein ist, dass nach einem extrinsischen Signal der zytosolische, dimere Transkriptionsfaktor NF-«xB
(zusammengesetzt aus unterschiedlichen Proteinen) in den Kern transloziert wird wo seine transkriptionelle
Aktivitat ermdglicht wird. Nach Ligandbindung beispielsweise an CD40, oder den Lymphotoxin-B-Rezeptor
wird der nicht-kanonische oder alternative Signalweg beschritten. Dabei wird tUber NIK ein Dimer aus IKK-a
und IKK-B aktiviert. IKK-a-Aktivierung ermdglicht im Anschluss die Bildung und Translokation eines NF-kB-
Dimers aus RelB und p52 in den Zellkern. Typischerweise nach inflammatorischen Signalen wird Uber
Rezeptoren wie TNFR, IL-1R oder TLRs ein aus NEMO, IKK-a und IKK-B bestehender Komplex aktiviert. In
Abhéangigkeit von IKK-B-Aktivierung wird I-kB-a phosphoryliert und im Anschluss proteasomal abgebaut. Das
auf diese Weise frei-werdende NF-kB-Dimer, haufig bestehend aus p65/RelA und p50, wird dann in den Kern
transloziert. Im Kern kann der Transkriptionsfaktor in Abhangigkeit der vorhandenen Kofaktoren

transkriptionelle Aktivitat entfalten.
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Stimulation von Zellen mit CD40L oder Lymphotoxin-B hat typischerweise eine Aktivierung
von IKK (ber den nicht-kanonischen Signalweg zur Folge. Nach Rezeptorbindung erfolgt
durch die Kinase NIK die Bildung des IKK-Komplexes, allerdings ohne NEMO, und IKK-a
wird mittels Phosphorylierung aktiviert. IKK-a wiederum phosphoryliert im Anschluss I-kB und
induziert damit den proteasomalen Abbau des Proteins [144, 145]. Neben den
Abweichungen in der Signalweiterleitung sind zwischen kanonischem und nicht-
kanonischem  Signalweg auch Unterschiede in der Zusammensetzung des
Transkriptionsfaktors festzustellen. Die klassische Signalkaskade fuhrt in der Regel zur
Translokation und Aktivierung eines NF-kB-Dimers aus p50- und p65/RelA. Die alternative
Signalkaskade aktiviert dagegen ublicherweise Dimere, welche aus den Proteinen p52 und
RelB- zusammengesetzt sind [146].

Im Zellkern erfolgt in Abhangigkeit von NF-kB-Modifikationen (Phosphorylierungen und
Acetylierungen), vorhandenen Kofaktoren und dem Zusammenspiel mit anderen
Signalwegen die Bindung an kB-Regionen in Promotoren [147, 148]. Dies kann eine
Induktion oder Repression der entsprechenden Gene auslésen. Auf diese Weise kénnen
Immunantwort und inflammatorische Mediatoren, Zellproliferation und Apoptose moduliert
werden [149, 150]. Fast alle Gene der am NF-kB-Signalweg beteiligten Proteine besitzen
NF-kB-Bindungsstellen in ihren Promotoren und unterliegen so einem entsprechenden

Feedback, welches an der Terminierung der Induktion beteiligt ist [139].

1.3.4.4 NF-kB-Signale wahrend Infektionen

Beziglich einer moglichen Aktivierung des NF-kB-Signalwegs nach chlamydialer Infektion
und deren Bedeutung liegen sehr unterschiedliche Ergebnisse vor. Beispielsweise wurde
nach C. trachomatis-Infektion von Endothel-Zellen und HelLa Zellen eine transiente
Aktivierung beobachtet, welche bereits nach sechs Stunden wieder abklang [134]. Generell
scheint die Bedeutung von NF-kB-Signalen nach Infektionen von der Chlamydien-Spezies
und der Wirtszelle abhangig zu sein. Die bisher beschriebenen Modulationen des NF-kB-
Signalwegs sind maoglicherweise auf chlamydiale Effektoren zuriickzufiihren. In diesem
Zusammenhang wird mehreren chlamydialen Proteinen eine Rolle zugeschrieben.

Die Arbeitsgruppe um John Reed identifizierte zwei chlamydiale Deubiquitinasen ChlaDub-1
und ChlaDub-2. Deubiquitinasen sind in der Lage uUber die Entfernung von Ubiquitin den
proteasomalen Abbau ihrer Substrate zu verhindern. Vorhandene Daten weisen daraufhin,
dass I-kB-a ein Substrat von ChlaDub-1 ist. Dieser Vorgang kdnnte nach einer Induktion der
NF-kB-Signalkaskade eine Degradierung von I-kB-a verhindern und die damit verbundene
Freisetzung des NF-kB-Dimers wuirde blockiert; der Transkriptionsfaktor bliebe anschlie3end
im Zytosol lokalisiert. Unklar sind allerdings Sekretion und Lokalisation der identifizierten
chlamydialen Deubiquitinasen [151].
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Neben einer Inhibition von NF-kB-Signalen auf Ebene von I-kB-a wird auch eine Blockierung
des Weges durch Spaltung von Proteinen der NF-kB-Familie postuliert. Nach Infektion mit
verschiedenen human-pathogenen chlamydialen Spezies konnte die Fragmentierung von
p65/RelA nachgewiesen werden. Der Vorgang ist moglicherweise die Konsequenz einer, zur
Tsp-Protease aus E.coli homologen chlamydialen Protease, CT441 [152, 153]. Unsere
Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung der Protease CPAF hin (siehe Abschnitt 3.3).

Scheint nach Infektionen mit C. trachomatis die Inhibition des NF-kB-Signalwegs zu
dominieren, kénnten NF-kB-Signale nach Infektionen mit C. pneumoniae von groR3erer
Bedeutung sein. So wurde die Expression von Adhasinen (ICAM, VCAM) in infizierten
Endothelzellen auf NF-kB-abhangige Genexpression zurtickgefuhrt [154]. Diese ware mit
einer ausgepragteren Rekrutierung von Lymphozyten und Makrophagen verbunden. Auch
soll die Infektion von Makrophagen mit einer gesteigerten Zytokinproduktion verbunden sein.
Bei beiden Beobachtungen wird eine Verbindung mit C. pneumoniae-abhangiger Entstehung

von Arteriosklerose postuliert [155].

1.4 Der chlamydiale Effektor CPAF

Die vorangegangenen Abschnitte sollten neben der Einfihrung von Grundlagen der
chlamydialen Physiologie einen Eindruck der Vielzahl Chlamydien-abhéngiger Modulationen
zellularer Funktionen vermitteln. Bisherige Daten legen nahe, dass bei diesen
Veranderungen die Translokation von Effektorproteinen in das Zytosol entscheidend ist [38].
Einer der wenigen naher beschriebenen Effektoren ist die Serinprotease ,chlamydial
protease-like activity factor” (CPAF). Seit ihrer Identifikation konnte ihre Translokation in das
Zytosol, ihre Funktionsweise, sowie ein breites Substratspektrum gezeigt werden [67, 87,
156, 157]. Auch ist der Effektor in fast allen bisher sequenzierten Spezies und Serovaren der
Ordnung Chlamydiales vorhanden [156]. Insgesamt weisen die Daten auf eine essentielle

Rolle von CPAF fir chlamydiale Infektionen hin.

1.4.1 Struktur und Homologien

CPAF wird nach derzeitigen Erkenntnissen als inaktives Zymogen mit einem
Molekulargewicht von ca. 70 kDa translatiert, welches in der Folge unter Prozessierung in
zwei Fragmente aktiviert wird [87, 158, 159]. Diese Art der Prozessierung konnte bei
mehreren chlamydialen Spezies beobachtet werden. Entsprechend ist die Struktur in zwei
funktionale Domanen unterteilt, einen C- und einen N-terminalen Teil [160]. N-terminal wurde
eine Signalsequenz fir den in Chlamydien angelegten Sec-Sekretionsweg (Typ-2-

Sekretionsweg) identifiziert [156].
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Die Aufklarung der Struktur von CPAF und deren Abgleich mit Datenbanken identifizierten
als nachstes Homologes D1P, eine C-terminal-prozessierende Protease (CPP) in Pflanzen.
Dies korreliert mit Sequenzierungsergebnissen chlamydialer Genome, welche die Annotation
vieler Homologien zwischen chlamydialen und pflanzlichen Proteinen ergaben [160, 161].
Die Feststellung wird auf die friihe Abspaltung der Ordnung Chlamydiales von anderen
Eubakterien zurlickgefuhrt. Modelling-Ansatze ergaben zudem Homologien im Bereich des
katalytischen Zentrums mit den CPP-Vertretern Tricorn aus Termoplasma acidophilum,
einem funktionalen Analog der humaner Tripeptidypeptidase Il, und Tsp aus E.coli [156, 160,
162].

Trotz der Ahnlichkeiten scheint CPAF nicht den CPPs zuzuordnen zu sein. So liegen bei
CPPs an der Katalyse beteiligten Aminosaurereste innerhalb einer funktionellen Domane, bei
CPAF sind sie auf zwei, CPAFc und CPAFn, aufgeteilt. Auch die Prozessierung des
Priméartranskripts ist fur CPPs nicht beschrieben. Zudem sprechen bisherige Daten eindeutig
gegen eine Erkennung und Spaltung freier C-Termini. So sind weder die an der
Substratbindung beteiligten Aminoséduren bzw. Domanen von D1P, Tricorn noch Tsp
konserviert [160, 163, 164]. Auch weist die Generierung mehrerer Spaltprodukte aus einem
Substrat auf eine endoproteolytische Aktivitat von CPAF hin, welche von C-terminalen
Motiven im Substrat unbeeinflusst scheint [87, 115, 160]. Erwahnenswert ist, dass in

Chlamydien ein weiteres Homologes zu Tsp vorliegt - CT441 [156].

1.4.2 Aktivierungs- und katalytischer Mechanismus

CPAF liegt, wie zuvor beschrieben, nach Translation zunachst als inaktives Zymogen
innerhalb der chlamydialen Vakuole vor. Zur Aktivierung ist die Prozessierung der Pro-Form
in zwei Fragmente notwendig. Diese Art der Prozessierung ist flr die ermittelten strukturellen
Homologe nicht bekannt [157, 160]. Allerdings durchlaufen an der Apoptose beteiligte
Initiator-Caspasen eine vergleichbare strukturelle Veranderung. So spaltet sich pro-Caspase-
9 als Teil des makromolekularen Apoptosom-Komplexes nach induzierter Nahe gegenseitig
[165, 166]. Erste klare Hinweise, dass CPAF auf eine vergleichbare Art und Weise aktiviert
wird, ergab eine induzierte Quervernetzung von CPAF, welcher die Aktivierung und
Fragmentierung der Protease, sowie Substratspaltung nach sich zog [87]. Auch zeigten die
Experimente, dass vermutlich ein autoprozessiver Vorgang der Aktivierung unterliegt. Die
Losung der CPAF-Kristallstruktur stitzt diese Hypothese [87, 160]. So konnte gezeigt
werden, dass im Zymogen der Substratzugang zum katalytischen Zentrum des Proteins
durch ein internes Segment Dblockiert wird. In einem ersten, mdglicherweise
konzentrationsabhangigen Schritt bildet sich durch asymmetrische Assoziation zweier
Zymogene Uber hydrophobe Interaktionen ein transientes Homodimer. Diese
Zusammenlagerung induziert eine Konformationsénderung der beiden Untereinheiten, die
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geringe proteolytische Aktivitat ermoglicht. Da der Abstand der C-terminalen und N-
terminalen Doméne innerhalb eines Proteins in der zymogenen Form sehr grol3 ist, ist von
einer initialen Interstrangprozessierung auszugehen. Durch sequentielle Hydrolyse der
Polypeptidkette an drei Stellen und der Bildung entsprechender Zwischenstufen erfolgt
zunachst eine Stabilisierung des Homodimers und anschlielend die Entfernung des
inhibitorischen Segments [159, 160]. Die Hypothese, dass die Modifikation der Struktur durch
autoprozessive Vorgange angetrieben wird, ist durch die Uberprifung einer Beteiligung
annotierter chlamydialer Proteasen gestitzt. Keines dieser Proteine war zur Prozessierung
einer inaktiven CPAF-Mutante (diese beinhaltete einen Aminosaureaustausch des
katalytischen Serins) befahigt. CPAF selbst war dazu in der Lage [167]. Weiterhin hatte auch
die Unterdriickung zellularer Proteinexpression durch Cycloheximid keinen Einfluss auf die
Prozessierung [156]. Eine Rolle anderer Proteine konnte somit zwar nicht endgultig
ausgeschlossen werden, erscheint aber unwahrscheinlich.

Erst die Entfernung des inhibitorischen Segments ermdoglicht die Ausbildung der
katalytischen Triade innerhalb eines CPAF-Molekils und damit die volle Aktivitat. Gebildet
wird das aktive Zentrum, in Homologie zu D1P, aus den Resten Ser 499 und His 105. Anstatt
eines Aspartatrestes als dritten Teil der Triade wird in CPAF Glu 558 Uber eine H,O
vermittelte Wasserstoffbriickenbindung zu His 105 im aktiven Zentrum positioniert. Erst die
Koordination des Wassermolekls fuhrt zu einer korrekten Ausrichtung aller beteiligten
Aminosauren. Beide beschriebenen Vorgange (Dimerisierung und Prozessierung) sind flr
die Aktivitat von essentieller Bedeutung. Entsprechende Mutationen fiihrten zu einem Verlust
der enzymatischen Aktivitat [159, 160, 168].

Nach wie vor ungeklart ist die Substratbindung und Erkennung. Wie in Abschnitt 1.4.2,
erwahnt sind die Substraterkennungsbereiche homologer CPPs nicht in CPAF konserviert.
Auch erbrachte die Analyse der bisher identifizierten Substrate und Spaltprodukte keine
neuen Erkenntnisse [67, 157, 160]. Zentrale Schritte der CPAF-Aktivierung sind schematisch
in Abbildung 4 beschrieben.
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Abb. 4: Aktivierungsmechanismus der chlamydialen Protease CPAF

<G Donre, —¢

CPAF-
Zymogen

Aktivitdt

intermolekulare
transiente
Dimere

partiell
aktives
CPAF

aktives

Die chlamydiale Protease CPAF wird als Zymogen gebildet. Fur eine Aktivierung scheint eine Dimerisierung

notwendig. In einem ersten Schritt bilden sich transiente Dimere, welche eine proteolytische Aktivitat

aufweisen. Diese ermdglicht den Beginn einer sequentiellen Prozessierung der Protease. Durch Entfernung

eines Segments von CPAF, welches das aktive Zentrum blockiert, sowie sich anschlieRende Umlagerungen,

entsteht die aus zwei miteinander assoziierten Fragmenten CPAFc und CPAFn bestehende funktionsfahige

Protease. Entsteht die Aktivitdt des transienten Dimers durch die rdumliche Nahe zweier CPAF-Zymogene,

scheinen die Fragmente der aktiven Protease jeweils aus einem CPAF-Zymogen-Molekil zu stammen.

1.4.3 CPAF-abhangige Substratspaltung

Die Expression von CPAF konnte in Abhé&ngigkeit der infektiosen Dosis und verwendeten
Zelllinie nach 12-16 h in der Vakuole detektiert werden. In der Folge, nach 18-24 h, konnte

eine Translokation der Protease in das Zytosol beobachtet werden [157]. Welcher
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Mechanismus dem Transport unterliegt, ist nicht abschlieBend aufgeklart. Derzeitige
Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung des chlamydialen Typ-2-Sekretionssystems hin.
Sichergestellt scheint, dass keine Typ-3-abhéngige Translokation im Falle von CPAF
stattfindet [126, 156, 169]. Uber die genaue Regulation der CPAF-Expression und
Aktivierung sind allerdings kaum Daten vorhanden.Einher mit CPAF-Translokation ging eine
beginnende Spaltung zellularer Proteine. Dabei war zu beobachten, dass aktives CPAF dann
Uber lange Zeitraume stabil im Wirtszytosol vorliegt.

Durch ektopische CPAF-Expression und Aktivierung sowie den Einsatz des CPAF-Inhibitors
Lactacystin konnten in den vergangenen Jahren verschiedene in Struktur und Funktion sehr
unterschiedliche CPAF-Substrate identifiziert werden. Die bisherigen Substrate lassen sich
grob in unterschiedliche funktionelle Klassen einteilen.

Zunachst ist an dieser Stelle ein moéglicher Eingriff in die Immunantwort durch die CPAF-
abhangige Spaltung der Transkriptionsfaktoren RFX-5 und USF-1, sowie des MHC-
ahnlichen Glykoproteins CD1d zu nennen [128, 129, 131]. Alle drei unterliegen einer
spezifischen Fragmentierung, welche in in vitro Experimenten durch den Einsatz des CPAF-
Inhibitors Lactacystin blockiert werden kann [131, 157]. Eine zweite Gruppe an Substraten
sind Bestandteile des Zytoskeletts bzw. mit diesem assoziierte Proteine. Zu diesen zahlen
die Intermediarfilamentproteine Vimentin und Zytokeratin-8 (siehe Abschnitt 1.3.1). Auch die
Spaltung von Zytokeratin-18, welches zusammen mit CK8 im Komplex vorliegt, wird
diskutiert. Prozessierung dieser Substrate wird von vielen mit einer Schwachung der
Zytoskelettintegritat und dem Wachstum der chlamydialen Vakuole verbunden. Daneben
wird aber auch im Falle von Vimentin eine mechanische Stabilisierung des Einschluss in
Erwagung gezogen (siehe Abschnitt 1.3.1) [86, 87, 127]. Bei allen wurde, durch
massenspektrometrische Analyse der Spaltprodukte, eine Spaltung innerhalb der
Kopfdoméane bestimmt. Eine solche Fragmentierung konnte auch Defekte im Filamentaufbau
zur Folge haben [127, 159]. Neben integralen Bestandteilen des Zytoskeletts weisen Daten
die CPAF-abhangige Prozessierung des mit Mikroflamenten  verbundenen
Transmembranproteins Nectin-1 aus [170]. Dieses ist ein Adh&sionsprotein, welches sowohl
in Ltight junctions® (TJ) als auch ,adherence junctions® (AJ) vorliegt. Beide, AJ und TJ
vermitteln Zellkontakte innerhalb von Epithelien und erméglichen die Ausbildung der apikal-
basal-Polaritat von Zellen [171]. Die Spaltung von Nectin-1 durch CPAF kdnnte zu einer
Schwéchung der Zell-Zell-Kontaktbereiche fihren und durch Auslésen intakter, infizierter
Zellen aus dem Gewebsverband eine Ausbreitung chlamydialer Infektionen erleichtern.
Weiter erscheint auch eine Rho A-abhangige Deregulation des Aktinzytoskeletts als
Konsequenz eines Nectin-1-Verlusts maglich [170].

Eine dritte Klasse an Substraten umfasst die pro-apoptotischen BH-3-Proteine (siehe

Abschnitt 1.3). In mehreren Studien wurde die Degradierung verschiedener Mitglieder der
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Gruppierung nachgewiesen, unter anderem Bim, Puma und tBid. Mit der Spaltung assoziiert
scheint die Resistenz Chlamydien-infizierter Zellen gegeniber mitochondrial-vermittelter
apoptotischer Prozesse [87, 115]. Im Gegensatz zu den bisher eingefihrten CPAF-
Substraten, bei denen von einer direkten Spaltung durch die aktive Protease ausgegangen
wird, ist der Modus der Prozessierung der BH-3-Proteine weniger klar. So sprechen Daten
fur eine Beteiligung zellularer Faktoren, vermutlich dem Ubiquitin/Proteasom-abhangigen
Proteindegradierungssystem [87].

Als weiteres, wahrend Infektion CPAF-abhéngig gespaltenes, Substrat wurde Cyclin B1
identifiziert. Cyclin B1 ist im Komplex mit CDK1 am Zellzyklus beteiligt und ermdglicht den
Ubertritt von G2 zu M-Phase. Entsprechend wird auf die Spaltung von Cyclin B1 eine
verzdgerte bzw. fehlende Proliferation infizierter Zellen zurlckgefiihrt. Ob dies zutrifft ist nicht
endgultig geklart. Der Vorteil einer Unterdrickung der Zellproliferation kénnte durch die
Beobachtung erklart werden, dass bei Zellteilung die Vakuolen infizierter Zellen teilweise

nicht auf die Tochtergeneration tbertragen werden [87, 172].

1.5 Zielsetzung

Die Analyse und Charakterisierung chlamydialer Proteine stellt aufgrund fehlender
Moglichkeiten der genetischen Manipulation und dem obligat intrazellularen, biphasischen
Entwicklungszyklus nach wie vor eine anspruchsvolle Aufgabe dar. Zwar ist es durch
isolierte Betrachtung bakterieller Proteine in Modellsystemen mdoglich, Hinweise auf deren
Funktion zu erhalten; ihre Aufgabe wahrend einer Infektion kann auf diese Weise jedoch
nicht endgultig bestimmt werden. Ein wichtiger Schritt zur mdglichst umfassenden
Charakterisierung des chlamydialen Effektors CPAF war die Generierung eines
induzierbaren und aktivierbaren CPAF-Fusionsproteins und einer entsprechenden stabilen
humanen Zelllinie. Unter deren Verwendung sollte in Zellkultur ebenso wie in in vitro
Experimenten das Substratspektrum der Protease weiter beleuchtet werden.

Viele bisher beschriebene CPAF-Substrate weisen auf eine Bedeutung des chlamydialen
Effektors bei der Unterdrickung bzw. der Abschwé&chung einer Immunantwort hin. Im
Bereich inflammatorischer Signalwege weist die Literatur gleichfalls eine aktive,
Effektorprotein-vermittelte Modulation aus. Mit diesen Vorgangen verbunden ist eine
Blockierung des NF-kB-Signalwegs durch das CPAF-Homolog CT441. Im Zuge dieser Arbeit
soll Gberprift werden, ob auch CPAF befahigt ist, Einfluss auf den NF-kB-Signalweg zu
nehmen. Dazu sollen neben CPAF-abhangigen Spaltvorgangen beteiligter Proteine auch
Translokation und Aktivitdt des Transkriptionsfaktors Uberprift werden. Mdgliche
Konsequenzen fur zellulare Funktionen sollen durch verschiedene zellbiologische und
immunologische Methoden, unter anderem Luziferasereportergen- und ELISA-Experimente,

untersucht werden.
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Trotz der vorhandenen Mdoglichkeiten der Analyse von CPAF ist bisher kein System zur
direkten Untersuchung von dessen Funktion wéhrend einer Infektion bekannt. Ein Ansatz ist
die Verwendung spezifischer Inhibitoren. Abgeleitet aus der vorhandenen Literatur soll die
Eignung verschiedener Peptid-Inhibitoren als neue Klasse an CPAF-Inhibitoren getestet
werden. Bei erfolgreicher Einfiihrung stiinde so ein neues Werkzeug zur in vivo Analyse der
Bedeutung dieser Protease bereit, welches Uberdies, ob der vermuteten Bedeutung der

Protease fur chlamydiale Infektionen, als neuer Ansatz fir Therapien dienen kdnnte.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Durchflusszytometer, FACS:
FACS Calibur

Elektrophoresekammern:

Max Submarine Unit (Agarose)
HE99X (Agarose)

Mighty Small SE260 (SDS-PAGE)
Mini-vertical Unit (SDS-PAGE)

Elektroporation:

Gene Pulser

Fluorimeter:
Twinkle LB 970

Konfokales Mikroskop:

Axiovert 100 M Laser Scanning Microscope

Lichtmikroskop:
Axiovert 40 C

Luminometer:

Orion Microplate Luminometer

PCR-Cycler:
T 3000 Thermocycler

Mycycler Thermocycler

Photometer:

Sunrise Microplate Photometer
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Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Hoefer, San Francisco, CA, USA
Hoefer, San Francisco, CA, USA
Hoefer, San Francisco, CA, USA
Hoefer, San Francisco, CA, USA

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Berthold Detection Systems, Pforzheim,

Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Berthold Detection Systems, Pforzheim,

Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

SDS-Gelelektrophorese:
EPS 1001

Sterilbank:
HERAsafe HSP 18 (Zellkultur)

Inkubatoren und Brutschréanke:
Hera cell 240 (Zellkultur)
WB 330 (Bakterien)

Thermomixer comfort (Heizblock)

UV-Transilluminator

Western-Blot:

Mini Trans-Blot® Cell (Blotkammer)
Criterion Blotter (Blotkammer)
Curix 60 (Entwickler)

Zentrifugen:
Biofuge primo R
Centrifuge 5415C

Megafuge 1.0 R
Megafuge 2.0 R
Multifuge 3 SR
Sorvall RC 26

Ultrazentrifuge:
Optima L-100 XP

Proteinaufreinigung:
Akta FPLC-P 900
HisTrap FF crude (5ml)
Resource Q (6ml)

HiTrap Desalting
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Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden

Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Mytron, Heiligenstadt, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Chemidoc XRIS Bio-Rad, Mlnchen,

Deutschland

Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland
AGFA, Koln, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Plus DuPont, Newton, CT, USA

Beckham & Coulter, Krefeld,

Deutschland

GE Healthcare, Waukesha, WI, USA
GE Healthcare, Waukesha, WI, USA
GE Healthcare, Waukesha, WI, USA
GE Healthcare, Waukesha, WI, USA



Materialien und Methoden

2.1.2 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung
Agarose

Albumin, Bovine (BSA)
Anhydrotetracyclin (AHT)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Blasticidin

Coumermycin

Cycloheximid
Natrium-Deoxycholat
Deoxynukleosid-Mix
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure (100 %)

Ethanol (99.8 %, 70 %)

Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigséaure (EGTA)
Fotales Kalberserum, FCS (Tetracyclin negativ)
Formaldehyd (37 %)

Gentamicin

Glasperlen (0.75-1 mm)

Glycerin

Glycin

HEPES

Isopropanol

Apotheke Klinikum rechts der Isar,
Minchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

IBA, Gottingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Klinikum rechts der Isar,
Minchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Klinikum rechts der Isar,

Minchen, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Kaliumchlorid

Kanamycinmonosulfat

Magermilchpulver

2-Mercaptoethanol

Methanol (99 %)

MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure)
Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat

Natronlauge 10 N

Phosphate Buffered Saline, PBS
Penicillin/Streptomycin
Ponceau S

Salzsaure 5 N

Saponin

Staurosporin

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
Tris

Triton X-100

Trypsin/EDTA (0.05 %/0.02 % wi/v)

Tween 20

Vancomycin

Zeocin
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Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Klinikum rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Klinikum rechts der Isar,
Minchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
InvivoGen, San Diego, CA, USA


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=3-%28N-Morpholino%29-Propansulfons%C3%A4ure&action=edit&redlink=1
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2.1.3 Puffer, Lé6sungen und Medien

Zellkulturmedium
DMEM
FCS

PBS
NaCl
KCI
Gesamt-Phosphat
pH 7,4

LB-Medium
Trypton
Hefeextrakt
NacCl
pH 7

LBawvp
Trypton
Hefeextrakt
NacCl
Ampicilin
pH 7

SOC-Medium:
Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NacCl
KCI1M
auf 1 | mit H,O

Kryokonservierungsmedium

90 % FCS
10 % DMSO
137 mM
27 mM
12 mM
LBkan
1% (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1% (wh) NaCl
Kanamycin
pH 7
LB-Agar
1% (wh) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (wh) NacCl
100  pg/pl Agar
pH 7
Chlamydien-Transportmedium:
20 10x PBS
5 Phenolrot 0.5 %
0,5 FCS
2,5 ml Gentamicin (10mg/ml)
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Saccharose 25 %
auf 500 ml H,O

90 %
10 %

1% (wh)
0,5 % (w/v)
1% (whv)
30 po/ul

1% (whv)
0,5 % (w/v)
1% (whv)
1,5 % (w/v)

50 mi
2 mi
10 mi
2 mi
137 ml
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Tritonlysepuffer:
Triton X-100
NaCl
EDTA
MOPS (pH 7,4)

RIPA-Puffer:
Tris-HCI (pH 8)
NaCl
Triton-X 100
Natriumdeocycholate
SDS

Puffer A
Hepes (pH 7,9)
KCI
EDTA
EGTA
DTT

6x Laemmli-Puffer:
Tris-HCI (pH 6,8)
SDS
Glycerol
EDTA
Bromphenolblau
DTT

TBS-Puffer:
Tris-HCI (pH 7,6)
NacCl

1% (vIv)
150 mM
1 mM
20 mM
50 mM
150 mM
1%

0,5 %
0,1%

10 mM
0,1 mM
0,1 mM
0,1 mM
1 mM
62,5 mM
2%

50 %

2 mM
0,004 %

1 mM
20 mM
137 mM
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NP-40-Lysepuffer
NP-40
NaCl
EDTA
MOPS (pH 7,4)

Puffer B
Hepes (pH 7.9)
NacCl
EDTA
EGTA
DTT

5x SDS-Laufpuffer:
Tris-HCI (pH 8,5)
Glycin
SDS

TBS-T-Puffer:
Tris-HCI (pH 7,6)
NaCl

Tween-20

1%
150

20

500
192
17

20
137
0,05 %

(V/v)
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM

mM
mM
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Blockierungspuffer:

Magermilchpulver 5 % in TBS-T

Transferpuffer:
Methanol 20 % (v/v)
10x Tris/Glycin 10 % (viv)
50x TAE:
Tris 242 g
Eisessig 57,1 mi
EDTA 37,2 g
auf 1 I mit H,O (pH 8,5)
NiNTA-Bindepuffer
NazPO, (pH 7,4) 20 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 20 mM
ResourceQ-Bindepuffer
Tris-HCI (pH 8) 20 mM
Mg(Ch;-CO0O), 2,5 mM
NacCl 20 mM
Glycerin 2%
Protease-Inhibitor
Sulfolink-Elutionspuffer
Glycin (pH 2,5) 100 mM
NaCl 150 mM
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10x Tris/Glycin:
Tris

Glycin

Ponceau S:
Ponceau S

Essigsaure

NiNTA-Elutionpuffer
NazPO, (pH 7,4)
NacCl

Imidazol

ResourceQ-Elutionspuffer
Tris-HCI (pH 8)
Mg(Ch;-COO),

NacCl
Glycerin

Protease-Inhibitor

250
1,92

0,1%
5%

500
500

20
2,5

2%

mM
M

mM
mM
mM

mM
mM
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FACS-Farbepuffer

PBS
BSA 0,5%
Saponin 0,5%
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Luziferase-Assay Puffer
D-Luziferin
CoenzymA
DTT
ATP
Magnesiumcarbonat
Magnesiumsulfat
Trizin
EDTA

470
270
33,3
530
1,07
2,67
20
0,1

uM
MM
mM
UM
mM
mM
mM
mM
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2.1.4 Plasmide

pGH422
pcDNA4/TO/myc-His A (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

eukaryotischer Expressionsvektor fir Proteine mit myc/His-Tag

pGH477
pcDNA4/TO/FLAG-3xGyraseB
eukaryotischer Expressionsvektor flr ein Fusionsprotein mit 3x GyraseB-FLAG-Tag

(Aminoséauren 2-221 aus E. coli)

pGH479
pcDNA4/TO/FLAG-3xGyraseB-CPAF (Chlamydia trachomatis)
eukaryotischer Expressionsvektor fir ein CPAF-Fusionsprotein mit N-terminalem 3x

GyraseB-FLAG-Tag (Aminosauren 2-221 aus E. coli)

pcDNA4/TO/FLAG-1xGyraseB-CPAF (Chlamydia trachomatis)
eukaryotischer Expressionsvektor fir ein CPAF-Fusionsprotein mit N-terminalem 1x

GyraseB-myc-Tag (Aminosduren 2-221 aus E. coli)

pcDNA4/TO/FLAG-1xGyraseB-CPAF (Chlamydophila pneumoniae)
eukaryotischer Expressionsvektor fir ein CPAF-Fusionsprotein mit N-terminalem 1x

GyraseB-myc-Tag (Aminosauren 2-221 aus E. coli)

pET30b-CPAF(Chlamydia trachomatis)

prokaryotischer Expressionsvektor fur ein CPAF-Fusionsprotein mit C-terminalem 3x His-Tag

pcDNA3.1-CT441-myc-HisA
eukaryotischer Expressionsvektor fur ein CT441-Fusionsprotein mit N-terminalem myc- und

His-Tag

pEGFP-C2

eukaryotischer Expressionsvektor flir GFP-Fusionsproteine
pEGFP-C2-Vimentin

eukaryotischer Expressionsvektor fir ein GFP-Fusionsprotein mit humanem Vimentin

(Aminosauren 1-465)

37



Materialien und Methoden

pcDNA V5/DEST 6.2 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
eukaryotischer ~ Expressionsvektor des  Gateway-Systems, mit Topoisomerase-

Erkennungssequenzen und Rekombinase-Attachment-Sequenzenen

pcDNA V5/DEST 6.2-hKeratin 8-myc
eukaryotischer  Expressionsvektor des Gateway-Systems flr ein myc-getaggtes

Fusionsprotein mit humanem Keratin 8 (Aminosauren 1-430)

pRSV-Rev

lentivirales Verpackungsplasmid der dritten Generation. Durch das Plasmid wird HIV-1-rev
cDNA exprimiert. Das Protein ist unter der Kontrolle eines RSV U3 Promoters (Addgene,
Cambridge, MA, USA)

pMDLg/pRRE

lentivirales Verpackungsplasmid der dritten Generation. Es kodiert fir die viralen
Strukturproteine pol, welches retrovirale Enzyme kontrolliert und RRE, welches eine
Bindungsstelle fir das lentivirale REV ist, wodurch der RNA-Export aus dem Nukleus
ermoglicht wird (Addgene, Cambridge, MA, USA)

pMD2.G

lentivirales  Verpackungsplasmid der dritten Generation. Es kodiert fir das
Verpackungsprotein VSV-G des vesikularen Stomatitis Virus (Addgene, Cambridge, MA,
USA)

pLVUB-Igk

lentiviraler Expressionsvektor fur eukaryotische Zellen. Er kodiert fir ein 3x Igk-Luziferase

(Photinus pyralis) Reporterelement
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2.1.5 Bakterien

E. coli TOP 10 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

E. coli Stamm flr Klonierungen

Spezifikationen: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80 lacZ AM15AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697galU galK rpsL (strR) endAl nupG

E. coli BL21 DE3 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
E. coli-Expressionsstamm
Spezifikationen: F- ompT hsdSB (r-Bm-B) gal dcm (DES3)

Chlamydia trachomatis Serovar L2 (ATCC, Manassaas, VA, USA)
Human-pathogene Bakterien der Chlamydiaceae, welche nach Infektion das

Lymphogranuloma venereum auslosen kénnen.
Chlamydophila pneumoniae CM-1 (ATCC, Manassaas, VA, USA)

Human-pathogene Bakterien der Chlamydiaceae, welche Infektionen der Atemwege

auslosen konnen.
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2.1.6 Zelllinien

T-REx-293
Humane, embryonale Nierenepithelzellen, welche stabil den Tet-Repressor exprimieren

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

HEK-293-FT

Humane, embryonale Nierenepithelzellen, welche das ,SV-40 large T-Antigen® tragen.

T-REx-293-LV-Luziferase (T-REx-293-Luziferase)
Humane, embryonale Nierenepithelzellen, welche stabil den Tet-Repressor exprimieren.
Zusatzlich tragen die Zellen durch lentivirale Transduktion ein Igk-Luziferase-

Reporterkonstrukt (Photinus pyralis).

T-REx-293-gyrB-CPAF
Humane, embryonale Nierenepithelzellen, welche stabil den Tet-Repressor exprimieren. Die
Zellen sind stabil mit einem Tetracyclin regulierbaren Vektor, welcher ein FLAG-Tag-

3xGyraseB-CPAF-Konstrukt kodiert, transfiziert. CPAF stammt aus Chlamydia trachomatis.

T-REx-293-gyrB-CPAF-LV-Luziferase (T-REx-293-gyrB-CPAF-Luziferase)

Humane, embryonale Nierenepithelzellen, welche stabil den Tet-Repressor exprimieren. Die
Zellen sind stabil mit einem Tetracyclin regulierbaren Vektor, welcher ein FLAG-Tag-
3xGyraseB-CPAF-Konstrukt kodiert, transfiziert. CPAF stammt aus Chlamydia trachomatis.
Zusatzlich tragen die Zellen, durch lentivirale Transduktion, ein Igk-Luziferase-

Reporterkonstrukt (Photinus pyralis).

HEp-2

Epidermoide Karzinom-Zelllinie, welche aus dem humanen Larynx stammt.
MEF

Embryonale Fibroblasten-Zelllinie der Maus, hier durch Transformation mit ,SV-40 large T-

Antigen® immortalisiert.
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2.1.7 Antikorper
Primarantikorper

a-Aktin

a-Alix

a-Bim

a-aktive Caspase-3

a-Caspase-8

a-CPAF

a-Cyclin B1

a-eEF-2

a-ERK-1/2

a-GAPDH

a-HDAC-1

a-I-kB-a

a-IKK-a

a-IKK-B

monoklonaler Antikdrper aus Maus gegen (-Aktin (Sigma-Aldrich,

Taufkirchen, Deutschland)

monoklonaler Antikdrper aus Maus gegen Alix (AbD Serotech,

Martinsried, Deutschland)

monoklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Bim (Cell

Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen aktive Caspase-3
(abcam, Cambridge, UK)

monoklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Caspase-8 (Cell

Signalling, Danvers, Ma, USA)

polyklonales Antiserum welches durch Immunisierung von
Kaninchen mit einem Peptid der CPAF-Sequenz generiert wurde

(Pineda Antikorper-Service, Berlin, Deutschland)

monoklonaler Antikérper aus Maus gegen Cyclin Bl (Cell

Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen eEF-2 (Cell

Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen ERK-1/2 (p42/p44;
Cell Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikérper aus Maus gegen GAPDH (Millipore,
Billerica, MA, USA)

monoklonaler Antikorper aus Maus gegen HDAC-1 (Millipore,
Billerica, MA, USA)

monoklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen I-kB-a (Cell

Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen IKK-a (Cell

Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen IKK-B (Millipore,
Billerica, MA, USA)
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a-Keratin 8

a-myc

a-Mst-4

a-p65/RelA

a-phospho-I-kB-a

a-phospho-ERK-1/2

a-Septin-2

a-RFX-5

a-Vimentin

a-chlamydial-LPS-FITC

Sekundarantikbrper

POX-Ziege-a-Maus

monoklonaler Antikérper aus Maus gegen humanes Keratin 8

(Acris, Hiddenhausen, Deutschland)

monoklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen einen myc-Tag
(Cell Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikbrper aus Maus gegen Mst-4 (Cell Signalling,
Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen p65/RelA (Santa

Cruz, Heidelberg, Deutschland)

monoklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen phosphoryliertes I-

kB-a Protein (Cell Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikdrper aus Maus gegen phosphoryliertes ERK-
1/2 (Cell Signalling, Danvers, Ma, USA)

monoklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Septin-2
(Proteintech Group, Chicago, IL, USA)

monoklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen Vimentin (Acris,

Hiddenhausen, Deutschland)

monoklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Vimentin (Acris,

Hiddenhausen, Deutschland)

monoklonaler, an das Fluorophor Fluoreszein-gekoppelter
Antikorper aus Maus gegen chlamydiales LPS (Progen, Heidel-
berg, Deutschland)

Meerrettich-Peroxidase gekoppelter, polyklonaler, gegen murine

Proteine gerichteter, Antikdrper (Dianova, Hamburg, Deutschland)

POX-Ziege-a-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase gekoppelter, polyklonaler, gegen Proteine

Esel-a-Kaninchen-Cy5

aus Kaninchen gerichteter, Antikérper (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)

Cyanine-Farbstoff-gekoppelter, polyklonaler, gegen Kaninchen
Proteine gerichteter Antikdrper (Dianova, Hamburg, Deutschland)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden
2.2.1.1 Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien

Alle Zelllinien wurden entsprechend der Anforderungen der Experimente in Kulturschalen
bzw. -Platten in DMEM bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. T-REx-293-gyrB-
CPAF Zellen wurde wahrend Kultivierung zusatzlich Blasticidin (5 pg/ul) und Zeocin (175
pg/ml) zugesetzt. Diese Selektion wurde gewéhlt, da der CPAF-FLAG-Tag-3xGyraseB-
Vektor fUr eine Zeocin-Resistenz kodiert. Bei einer Konfluenz der adharenten Zellen von 60-
80 % wurden diese durch Trypsin abgeldst, geerntet, verdinnt und neu ausgesat bzw. in
Experimenten verwendet.

Zum Ernten der Zellen wurden diese zunachst mit PBS gewaschen. AnschlieBend Trypsin-
EDTA 0,05 %/0,02 % zugesetzt, um die Zellen abzulésen. Nach funfminttiger Inkubation
wurde die Trypsinierung durch Zugabe von serumhaltigen DMEM abgestoppt und die Zellen
wurden neu ausgesat. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauerzahlkammer

eingesetzt (Merck, Darmstadt, Deutschland).

2.2.1.2 Test auf Mykoplasmenkontamination
2.2.1.2.1 MycoAlert®Mycoplasma Detection Kit

Kontaminationen von Zelllinien mit Mykoplasmen kénnen durch Schadigungen der Zellen
bzw. Verédnderungen der Zellphysiologie zu einer Verfalschung experimenteller Daten
fuhren. Typisches Indiz einer Kontamination ist ein Absinken der Zellproliferation aufgrund
einer Unterversorgung mit Nahrstoffen. Eine Mdglichkeit kultivierte Zellen auf Mykoplasmen
zu testen besteht im Nachweis Mykoplasmen-abhéngiger ATP-Bildung. Es werden
Mykoplasmen lysiert und deren ATP-Bildung Uber die Reaktion von ATP mit Luziferin und
Sauerstoff beobachtet. Die emittierte Biolumineszenz der Nachweisreaktion dient als
quantifizierbare GréRe. Dazu wurde ein MycoAlert®Mycoplasma Detection Kit (Cambrex Bio
Science Inc., Nottingham, UK) verwendet.

Zunachst wird der zu testenden Kultur Medium entnommen und zentrifugiert (1,500 rpm, RT,
5 min). AnschlieRend werden 50 pl des Uberstands mit 50 ul MycoAlert®-Reagenz gemischt
und fir 5 min bei RT inkubiert. Nach Messung der Lumineszenz wird den Ansatzen 100 pl
MycoAlert®-Substrat zugesetzt. Dieses beinhaltet das Substrat der Luminolreaktion. Alle
Ansatze werden fir 10 min bei RT inkubiert, und die Lumineszenz wird erneut bestimmt. Der
Quotient aus zweiter Messung und erster Messung gibt Aufschluss Uber eine mdogliche

Kontamination. Werte gréRer als 1,5 sind ein Hinweis auf eine Mykoplasmenkontamination.
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2.2.1.2.2 Venor® GeM Mycoplasma-PCR Detection Kit

Eine sehr sensitive Mdglichkeit des Nachweises von Mykoplasmen stellt eine entsprechend
adaptierte PCR dar. Man verwendet hierbei Primer, welche spezifisch fur 16S ribosomale
RNA von Mykoplasmen sind.

Medium wird von konfluenten Zellen abgenommen und fur 5 min auf 95°C erhitzt. Dadurch
werden vorhandene Mykoplasmen lysiert. Nach Zentrifugation des Probenmaterials flir 5 s
bei 13,000 rpm wird dieses entsprechend der Angaben des Herstellers weiterverwendet. Um
die Generation moglichst zuverlassiger Ergebnisse zu garantieren, beinhaltet das
verwendete Venor® GeM Mycoplasma-PCR Detection Kit (Minerva Biolabs, Berlin,
Deutschland) zum einen eine interne Kontrolle, welche das Funktionieren der PCR
kontrolliert, zum anderen eine Positivkontrolle fur Mykoplasmen. PCR-Amplifikate werden

Uber Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.1.3 Transfektion mit FUGENE HD

Bei FUGENE HD® (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) handelt es sich um ein lipidbasiertes,
nicht-liposomales Transfektionsreagenz ohne tierische Komponenten, welches in der Lage
ist, Komplexe mit DNS einzugehen und so den Import von Fremd-DNS in Zellen zu
optimieren. Im Gegensatz zur Elektroporation sterben dadurch weniger Zellen. Uber dieses
System wurden im Verlauf dieser Arbeit HEK-293-FT-, T-REx-293-, T-REx-293-gyrB-CPAF-,
HelLa-, sowie MEF Zellen mit Plasmid-DNS transfiziert.

Entsprechend den Angaben des Herstellers werden Zellen in antibiotikafreiem
Zellkulturmedium definiert ausgesat. Am folgenden Tag werden 2 ug Plasmid-DNS zu 100 pl
DMEM (ohne FCS) gegeben. AnschlieRend wird dem Ansatz 8 ul FUGENE HD® Reagenz
beigefugt und fir 1-2 s gevortext. Nach 15 min Inkubation bei RT werden die Ansatze
vorsichtig in vorbereitete Kulturschalen bzw. Platten pipettiert. In der Folge kénnen die Zellen

entsprechend der experimentellen Vorgaben weiterverwendet werden.

2.2.1.4 Herstellung von genetisch veranderten Lentiviren

Zur dauerhaften genetischen Veranderung von teilungsaktiven wie inaktiven, eukaryotischen
Zellen, werden auf dem ,human immunodeficiency virus type 1% HI-Virus basierende,
Transduktionssysteme verwendet. Von HIV-1 abstammende Vektoren sind in der Lage, sich
stabil in das Genom der Zielzellen zu integrieren. So kénnen Transgene dauerhaft in Zellen
eingefuihrt werden. Hierzu werden in einem ersten Schritt genetisch manipulierte Lentiviren
hergestellt. Zur mdglichst sicheren Handhabung wird bei diesen Systemen das urspriingliche
Virus aller, fur die Transduktion nicht notwendigen Funktionen bzw. Gene beraubt. Weiterhin

werden alle cis-agierenden und trans-agierenden Elemente auf verschiedenen, voneinander
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getrennten Plasmiden kodiert. Das verwendete System beinhaltet insgesamt vier Vektoren.
Ein Plasmid tragt alle cis-agierenden Elemente, die zur Produktion genomischer RNS
bendtigt werden, sowie das Transgen. Die drei anderen Plasmide kodieren fiur Gene zur
Verpackung und Assemblierung der Viruspartikel und fur trans-agierende Faktoren, die eine
Integration des Transgens in das Erbgut der Zielzelle ermdglichen. Durch gleichzeitige
Transfektion aller Vektoren in eine Donorzelllinie wird die Produktion Transgen-tragender
Viruspartikel ermoglicht.

Die hier verwendeten Verpackungsplasmide sind pRSV-Rev, welches zur Verbesserung des
Exports ungespliceter, viraler, genomischer RNS und somit einer Erhéhung des Virustiters
dient, pMDLg/pRRE, welches unter anderem fir die virale Integrase kodiert und pMD2.G,
welches fur das Verpackungsprotein VSV-G des vesikularen Stomatitis Virus kodiert und so
die Transduktion in sich teilende und sich nicht teilende Zellen ermdglicht. Uber Deletionen in
viralen ,long terminal repeat“ LTR Regionen wurde sichergestellt, dass sich die produzierten
Viruspartikel nicht replizieren.

Zur Produktion von genetisch verdnderten Lentiviren werden HEK-293-FT Zellen mit den
beschriebenen Plasmiden transfiziert. Dazu wird FUGENE HD® eingesetzt. Im Falle einer
@10cm Kulturschale werden 4,5 pg Expressionsplasmid, 1,1 pg pRSV-Rev, 2,8 ug
pMDLg/pRRE und 1,6 pg pMD2.G eingesetzt und mit 500 pl serum- und antibiotikafreiem
Medium gemischt. Nach Zugabe von 40 pl FUGENE HD® wird der Ansatz 15 min bei RT
inkubiert und anschlieRend zu HEK-293-FT Zellen pipettiert. Nach 6-8 h wechselt man das
Medium der Zellen und inkubiert sie fur 72 h. Zur Ernte der Viruspartikel wird das Medium
abgenommen und 5 min bei 3,000 rpm und RT zentrifugiert. Der Virusuberstand wird
abschlieRend mit einem Filter, PorengroBe 0,45 pM, steril filtriert und kann dann zur

Transduktion eukaryotischer Zellen verwendet werden.

2.2.1.5 Lentivirale Transduktion eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen werden am Tag vor der Transduktion ausgesat. Je nach Zelltyp werden
am folgenden Tag 2-5x10° Zellen in 1 ml Lentivirus-Uberstand aufgenommen. Das Gemisch
wird dann in eine 6-Loch-Platte Gberfuhrt, und das Medium wird nach 6-8 h gewechselt. Je
nach Transgen-tragendem Vektor kdnnen die Zellen in der Folge selektioniert oder Uber

einen Fluoreszenzmarker sortiert werden.

2.2.1.6 Zelllyse
2.2.1.6.1 Lyse eukaryotischer Zellen durch Triton-X 100 bzw. NP-40

Um die Proteinzusammensetzung von Zellen, per Western Blot Analyse zu untersuchen,

werden Zellen durch den Einsatz von Detergenzien lysiert. Uber Triton-X 100 oder NP-40
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kénnen Zellmembranen solubilisiert und zytosolische Proteingemische gewonnen werden.
Der Zellkern bleibt bei Verwendung dieser Detergenzien tiberwiegend intakt.

Zur Lyse von adharenten Zellen werden diese geerntet und anschlieBend durch
Zentrifugation bei 1,500 rpm, 4°C sedimentiert. Nach Waschen der Zellen mit PBS und
erneuter Pelletierung (1,500 rpm, 4°C, 5 min) werden die Zellen durch Einsatz des
Detergenz-enthaltenden Lysepuffers fir 30 min bei 4°C lysiert. Dabei werden 100 pl
Lysepuffer pro 10° Zellen eingesetzt. Um wahrend dieses Vorgangs Proteindegradierung
durch Proteasen zu vermeiden, verwendet man auf 4°C vorgekuhlten Lysepuffer und setzt
einen Mix verschiedener Protease-Inhibitoren (Roche, Mannheim, Deutschland) zu. Zellreste
sowie unlosliche Proteinbestandteile werden durch Zentrifugation bei 13,000 rpm, 4°C, fir 15
min abgetrennt. Der Uberstand enthalt den l6slichen Proteinanteil, welcher entweder direkt

weiterverwendet oder bei -80°C gelagert werden kann.

2.2.1.6.2 Lyse eukaryotischer Zellen durch RIPA-Puffer

Zum Nachweis von zytosolischen- und Kernproteinen wird zur Zelllyse RIPA-Puffer
eingesetzt. Dieser enthdlt als Detergenzien sowohl NP-40 als auch das ionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS), welches in der Lage ist, die Kernmembran zu zerstoren.

Ernte und Lyse der Zellen werden analog zu 2.2.1.6.1 durchgefuhrt. Gleichfalls wird dem
Lysepuffer ein Protease-Inhibitoren-Mix (Roche, Mannheim, Deutschland) zugesetzt. Zur
Entfernung von DNS werden alle Anséatze im Anschluss an die Lyse fur 10 s kontinuierlich
Ultraschall-behandelt. Zellreste werden abschliel3end durch Zentrifugation fir 15 min bei

13,000 rpm 4°C abgetrennt und die Uberstande weiterverwendet oder bei -80°C eingefroren.

2.2.1.6.3 Lyse eukaryotischer Zellen durch Laemmli-Puffer

Zur Vermeidung von Lyseartefakten kénnen Zellen auch direkt in Laemmli-Puffer [173] durch
das enthaltene SDS aufgeschlossen werden. Dazu werden die Zellen geerntet, in PBS
gewaschen und durch Zentrifugation (1,500 rpm, 4°C, 5 min) sedimentiert. Anschlielend
resuspendiert man die Pellets in 50 pyl Laemmli-Puffer. Zur Proteindenaturierung werden alle

Ansatze 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieRend weiterverwendet.

2.2.1.6.4 Herstellung von nuklearen und zytosolischen Zelllysaten

Zur getrennten Analyse von kern- und zytosollokalisierten Proteinen via Western Blot ist es
mdglich, nukledre und zytosolische Zelllysate herzustellen. In einem mehrstufigen Prozess
lasst man Zellen zunachst mittels eines hypotonen Puffers schwellen, um sie dann

mechanisch durch Passage Uber eine diinne Kanule aufzubrechen. Bei diesem Vorgang wird
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lediglich die Zellmembran zerstort, der Kern bleibt Giberwiegend intakt. Durch anschlieendes
Pelletieren der Kerne trennt man endgultig nukleare von zytosolischen Proteinen.

Zellen werden geerntet, mit PBS gewaschen und Uber Zentrifugation bei 1,500 rpm, 7 min,
4°C sedimentiert. AnschlieRend inkubiert man die Zellen in kaltem, hypotonem Puffer A fur
15 min auf Eis bei 4°C. Um vorhandene Proteaseaktivitat zu blocken setzt man dem Puffer
einen Protease-Inhibitor-Mix zu (Roche, Mannheim, Deutschland). Die Zellen werden dann
mehrfach tber eine 26G Kanlle passagiert und so aufgebrochen. Mittels Zentrifugation bei
6,800 rpm, 5min, 4°C pelletiert man die Kerne. Die zytosolische Fraktion wird ein weiteres
Mal bei 13,000 rpm, 15 min, 4°C zentrifugiert um mogliche Zellreste zu entfernen. Die
nukleare Fraktion wird mehrfach mit kaltem, hypotonem Puffer A gewaschen. So
vorbehandelte Kerne kdnnen dann durch Zugabe von kaltem hypertonen Puffer B mit
(Protease-Inhibitor Zusatz) lysiert werden. Dazu werden die resuspendierten Kerne fir 45
min bei 4°C und 300 rpm inkubiert. AbschlieRend sedimentiert man Zellreste durch
Zentrifugation bei 13,000 rpm, 15 min, 4°C. Beide Lysate werden direkt weiterverwendet

oder in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.2.1.7 Kryokonservierung von Zellen

Zur Langzeitlagerung von Zellen werden diese kryokonserviert. Hierzu werden 5x 10° Zellen
nach Sedimentierung in 90 % FCS, 10 % DMSO resuspendiert. Anschliel3end werden sie in
Einfriergefal3e aliquotiert und in einem speziellen, mit Isopropanol gefillten Behélter bei -
80°C eingefroren. Eine noch langere Lagerung ermdglicht eine anschlieRende Uberfiihrung
der Zellen in flissigen Stickstoff. Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen,
werden sie bei 37°C aufgetaut und Kulturmedium zugegeben. Die Zellen werden dann fur 5

min bei 1,500 rpm sedimentiert, in Medium aufgenommen und ausplattiert.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden
2.2.2.1 Chlamydien
2.2.2.1.1 Infektion mit Chlamydia trachomatis

Zur Infektion von MEF-, HeLa- und T-REx-293 Zellen werden diese zunachst mit PBS
gewaschen und Serum-freies Kulturmedium wird zugefiigt. AnschlieRend werden die Zellen
mit Chlamydien (Chlamydia trachomatis Serovar L2, ATCC, Manassaas, VA, USA) mit einer
LMultiplicity of Infection“ (MOI; infektidse Einheiten pro Zelle) von 1-3 infiziert. Nach 120 min
wird der Kultur 10 % FCS zugesetzt. Ernte und Weiterverwendung erfolgen nach

versuchsabhangigen Inkubationszeiten.
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2.2.2.1.2 Infektion mit Chlamydia pneumoniae

Zur Infektion eukaryotischer Zellen mit C. pneumoniae wurde der Stamm CM-1 (ATCC,
Manassaas, VA, USA) verwendet. Je nach experimentellem Aufbau werden Zellen in
unterschiedlichen Dichten definiert ausgeséat. Bei ausreichender Zelldichte wird das
Kulturmedium entfernt und durch Infektionsmedium ersetzt. Dieses enthalt neben den
Bakterien auch Cycloheximid (1 pg/ul) allerdings kein FCS. Um eine effektivere Infektion zu
ermdglichen werden frisch infizierte Zellen fir 35 min bei 3,500 rpm und 35°C zentrifugiert.
Nach versuchsabhangigen Inkubationszeiten bei 37°C werden die Zellen geerntet und

weiterverwendet.

2.2.2.1.3 Isolation von Chlamydia trachomatis

Zur Isolation und anschlieRender Lagerung von Chlamydia trachomatis werden
mykoplasmentfreie, infizierte HEp-2 Zellen verwendet. Typischerweise werden 1,5x 10° HEp-
2 Zellen mit MOI = 1 infiziert. Nach 72 h werden diese mit einem sterilen Zellschaber von der
Oberflache ihrer Kulturschale abgelost und in ein 15 ml Réhrchen dberfuhrt. AnschlieRend
werden zu den Zellen sterile Glasperlen (0,75-1 mm) gegeben. Zum Zellaufschluss erfolgt 3-
5 miniitiges Vortexen bei RT. Der Uberstand wird abgenommen und fiir 5 min bei 1,500 rpm
4°C zentrifugiert. Zur Reinfektion werden 500-1000 ul Chlamydiensuspension zu 1,5x 10°
HEp-2 Zellen gegeben. Nach erneutem Test auf Mykoplasmen werden die Zellen am dritten
Tag der Reinfektion, wie oben beschrieben, aufgeschlossen und 3 ml des Uberstands
werden zur Infektion von 5x10° HEp2-Zellen in @15 cm Kulturschalen verwendet. Nach 72 h
werden diese erneut geerntet, mit Glasperlen aufgeschlossen und das Lysat nach
Zentrifugation (1,500 rpm, 4°C, 5 min) in sterile Plastikréhrchen Gberfihrt. Durch
Zentrifugation fuir 1 h bei 37,000 rpm und 4°C werden die Chlamydien sedimentiert. Das
Pellet wird dann mit 30 ml Transportmedium gewaschen und erneut bei 13,000 rpm und 4°C
fur 1 h zentrifugiert. AnschlieRend muss der Uberstand verworfen und das
bakterienenthaltende Pellet in 3 ml Transportmedium resuspendiert werden. Zur Lagerung
und zum Gebrauch wurden die Chlamydien abschlieRend a 200 ul aliquotiert und bei -80°C

gelagert. Die Infektiositat der Bakterien wurde Gber Farbung und Titration bestimmt.

2.2.2.2 Transformation von chemokompetenten Eschericha coli TOP10

Zur Transformation von chemokompetenten E. coli (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wird
zu 50 pl Bakterien 1 ul gereinigtes Plasmid oder 2 ul eines Ligationsansatzes gegeben. Nach
20 mindtiger Inkubation auf Eis werden die Bakterien einem Hitzeschritt bei 42°C fir 45 s

unterzogen. Danach folgt eine kurze Inkubation auf Eis bevor 250 pl SOC-Medium
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zugegeben werden. AnschlieRend werden die Anséatze 1 h bei 37°C inkubiert und je nach

Plasmid auf entsprechenden Selektionsplatten ausgebracht.

2.2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNS aus Eschericha coli

Zur lIsolation kleinerer Mengen an Plasmid-DNS werden 3 ml einer Ubernachtkultur
transformierter E. coli TOP 10 Bakterien verwendet. Deren Ernte erfolgt durch Zentrifugation
bei 13,000 rpm, RT fur 5 min. Zur eigentlichen lIsolation wird ein Promega Kit (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Nach
Waschen der DNS eluiert man diese entweder mit 30 pl eines Elutionspuffers niedriger
lonenstarke oder mit H20.

Fur die Transfektion eukaryotischer Zellen sind gréRere Mengen an Plasmid-DNS
erforderlich. Dazu wird ein Promega PureYield Plasmid Maxiprep Kit (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) entsprechend dem Herstellerprotokoll eingesetzt. Hierzu werden
zunéchst 250 ml einer Ubernachtkultur transformierter E. coli Bakterien geerntet. Durch
alkalische Lyse erfolgt der Zellaufschluss, und die DNS wird an eine Silica-Membran
gebunden. Zur Beschleunigung diese Bindung wird wegen der grof3eren Lysatmenge
Vakuum an die Saulchen angelegt. Da die so gewonnene DNS fir Transfektionen
eukaryotischer Zellen bestimmt ist, wird neben dem normalen Waschen auch ein Endotoxin-
entfernender Puffer eingesetzt. Die Elution erfolgt mit 1-1,5 ml vorgewarmten (auf 50°C),
Nuklease-freiem Wasser. Zur Bestimmung der Reinheit und der DNS-Konzentration wird die
Absorption bei 260 und 280 nm Uberpruft.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation bestimmter linearer DNS-Abschnitte werden in 50 pyl Ansatzen 100 ng
Matrizen-DNS (Plasmid-DNS oder cDNS) mit je 1 uM spezifischer Primer und dNTP-Mix
vermischt. Je nach eingesetzter Polymerase wird der entsprechende MgSOas-haltige Puffer
verwendet. Die Ansatze werden anschlieBend auf 95°C erhitzt und fir 2 min inkubiert.
Wéhrenddessen werden pro Ansatz 5 U DNS-Polymerase (Pfu-, Pwo- oder Tag-
Polymerase) zugegeben. Das Zielfragment wird dann in 30 Zyklen amplifiziert. Diese
bestehen aus Denaturierung (30 s, 95°C), Hybridisierung (Temperatur je nach
Primersequenz, 1 min) und Elongation (Pfu/Pwo-Polymerase: 68°C, Tag-Polymerase: 72°C;
1 min/1000 bp). Um auszuschlieBen, dass nicht fertig synthetisierte Fragmente
zurlickbleiben, wird abschlieBend ein einmaliger, 10 mindtiger Elongationsschritt

durchgefihrt.
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2.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der GroRe von DNS-Fragmenten werden 1-2 % Agarosegele verwendet. Durch
Erhitzen wird Agarose in 1x TAE-Puffer aufgelost. Um DNS-Fragmente zu detektieren wird
der Losung Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe, Deutschland) zugesetzt. Die DNS-Fragmente
werden dann durch Anlegen einer Spannung von 100-120 V entsprechend ihrer Lange
aufgetrennt. In Abh&ngigkeit des experimentalen Aufbaus werden ,GeneRuler® 1 kB DNA
Ladder” bzw. ,GeneRuler® 100 bp DNA Ladder” (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)

als Marker eingesetzt.

2.2.3.3 Aufreinigung von PCR-Produkten und linearen DNS-Fragmenten

Um DNS nach Restriktionsverdau oder PCR moglichst von Verunreinigungen, speziell von
anderen DNS-Fragmenten, zu reinigen trennt man sie zundchst per Agarose-
Gelelektrophorese auf. Anschliel3end kdnnen die gewunschten Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und die DNS mit einem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland) nach Herstellerangabe isoliert und aufgereinigt werden. Zu diesem Zweck
solubilisiert man die Agarose-Banden in Puffer bei 55°C. Danach wird die DNS bei hohen
Salzkonzentrationen an eine Silicamembran gebunden, gewaschen und in 30 pl eines
Puffers niedriger lonenstarke eluiert. Nach Restriktionsverdau werden die Produkte direkt
Uber ein QIlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) von

Enzymresten gereinigt.

2.2.3.4 Restriktionsverdau

Fur einen Restriktionsverdau werden 2 pg Plasmid-DNS bzw. 100 ng aufgereinigtes PCR-
Produkt verwendet. Die DNS wird in einem Gesamtvolumen von 50 pl zu den mitgelieferten
10x Puffern, sowie 10 U pro Restriktionsendonuklease (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) gegeben. Fir den Verdau inkubiert man die Reaktionsansatze je nach Enzym
1 h, 4 h oder . N. bei 37°C und denaturiert die Enzyme anschlieBend durch Erhitzen auf
65°C fir 20 min.

2.2.3.5 Ligation

Um zwei DNS-Fragmente mit identischen Uberhangen bzw. ohne Uberhdnge zu ligieren wird
ein Ligations-Kit verwendet (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Vorverdautes
Insert und Vektor werden ublicherweise in einem molaren Verhdltnis von 3.1 eingesetzt und
mit 1 pl Ligase und Puffer gemischt. Die Ansatze werden dann auf 8 pl mit H,O aufgefillt
und 1 h bei 22°C inkubiert.
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2.2.3.6 Zellfreier Test der Proteaseaktivitat

Zum Test auf Proteaseaktivitat werden Zelllysate von CPAF exprimierenden Zellen bzw.
gereinigtes CPAF mit Zelllysaten, teilweise nach transienter Expression getaggter CPAF-
Substrate, gemischt und inkubiert. Auf diese Weise ist es mdglich, Beeintréachtigungen
CPAF-abhéangiger Substratspaltung durch zellulare Vorgange zu unterbinden.

Entsprechend der Fragestellung werden CPAF-beinhaltende NP-40-Lysate bzw. gereinigtes
CPAF zunachst mit Inhibitoren inkubiert. 7,5 pl CPAF-Losung wird den entsprechenden
Substanzen zugesetzt und die Ansatze mit Lysepuffer oder Elutionspuffer auf 10 pl
Gesamtvolumen aufgefillt. AnschlieRend erfolgt eine Inkubation fir 30 min, bei 37°C und
300 rpm. Zum Test auf Proteaseaktivitdt gibt man danach 10 pl Substratlysat zu. Nach

einstiindiger Inkubation der Ansatze bei 37°C und 300 rpm wird LAmmli-Puffer zugesetzt.

2.2.3.7 Bradford Assay

Zur Berechnung der Proteinmenge von Lysaten wird die Methode nach Bradford angewandt
[174]. Dabei erfolgt die Bestimmung der Proteinmengen durch Abgleich einer Farbreaktion
mit einem Standard (BSA). Zur Erstellung der Eichgerade wird BSA in verschiedenen
Konzentrationen zu Bradford-Reagenz (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) pipettiert (0 pg, 0,2
Mg, 0,4 ug, 0,6 pg, 0,8 pg, 1 ug, 2 pg, 4 Hg, 8 ug). Zur Bestimmung der Protein-
Konzentrationen wird dem Reagenz je 1 ul Probe zugesetzt. AnschlieRend erfolgt eine 15-
minutige Inkubation der Ansatze in Dunkelheit, um im Anschluss die Absorption bei 595 nm
Uber ein UV-Vis Spektrometer zu bestimmen. Durch die so gemessenen Absorptionswerte
kénnen dann die jeweiligen Konzentrationen errechnet werden. Dazu verwendet man die
Magellan-2 Software. Um einen mdglichen Fehler der Messungen zu verringern werden

Doppelbestimmungen der Proteinkonzentrationen durchgefihrt.

2.2.3.8 SDS-PAGE

Zur Proteinauftrennung werden Polyacrylamid-Gele verwendet. Je nach Fragestellung wird
der prozentuale Anteil an Bis-Acrylamid und damit die PorengroRe des Gels variiert.
Typischerweise verwendet man zwischen 10 und 15 % Bis-Acrylamid. Um einen moglichst
optimalen Polymerisationsgrad zu gewahrleisten, werden frisch gegossene Gele fir
mindestens 2 h bei RT inkubiert. In der Laufkammer werden sie durch 1x Laufpuffer leitend
mit Kathode und Anode verbunden.

Alle zu untersuchenden Proben werden zur Proteindenaturierung nach Zugabe von Laemmli-
Puffer 5 min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend setzt man pro Probe 10-25 ug Protein zur
Auftrennung per SDS-PAGE ein. Um die Auftrennung weiter zu verbessern, legt man zur

Wanderung durch das Sammelgel eine Spannung von 80 V, bei der durch das Trenngel eine
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von 130 V, an. Zur Beobachtung der Proteinseparation und Abschatzung von Proteingré3en
werden unterschiedliche Marker verwendet. Standardm&Rig kam der PageRuler®

Proteinmarker (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) zum Einsatz.

2.2.3.9 EZ-Run®-Gel System

Die Qualitat selbst angefertigter Gele unterliegt gewissen Schwankungen. Dadurch ist deren
Vergleichbarkeit, wenn auch nur in geringem Male, beeintrachtigt. Um Arbeitsablaufe zu
beschleunigen und die Vergleichbarkeit der Gele zu verbessern wird das EZ-Run®-Gel
System (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) verwendet. Hierbei handelt es sich um
fertige Polyacrylamid-Gel-Konzentrate welche durch Zugabe von APS und TEMED
polymerisiert werden konnen. Zudem wird ein 50x Laufpufferkonzentrat definierter
Zusammensetzung mitgeliefert. Je nach Fragestellung werden 10, 12,5 oder 15 %
Polyacrylamid-Gele verwendet. Deren Praparation fihrt man entsprechend der
Herstellerangaben durch. Das Gel-System ist im weiteren Verlauf mit allen

Standardmethoden der Molekularbiologie kompatibel.

2.2.3.10 Ponceau-Farbung

Bei einer Ponceau-Farbung wird der Farbstoff Ponceau S - ein Natriumsalz einer
Diazoverbindung - eingesetzt. Da der Farbstoff reversibel an positiv geladene Aminogruppen
von Proteinen bindet, dient er der Uberprifung der Proteinubertragung auf
Nitrozellulosemembranen. Die Membranen werden 1 min in Ponceau S-LOsung inkubiert und
anschlieend mehrfach mit H,O gewaschen. Nachdem eine ausreichende Entfarbung

erreicht ist, werden die Membranen fiir Western Blots weiterverwendet.

2.23.11 Western Blot

Als Standardmethode zum spezifischen Nachweis von Proteinen wird der Western Blot
eingesetzt. Dabei werden Proteine via SDS-PAGE aufgetrennt und im elektrischen Feld auf
eine Nitrozellulosemembran ubertragen. AnschlieBend werden Proteine durch spezifische
Antikdrper nachgewiesen.

Zum Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Whatman,
Dassel, Deutschland) wird das angelegte elektrische Feld an die GréRe des Gels angepasst.
Verwendete Stromstarken variieren so von 50 bis 120 mA. Der Transfer wird Uber Nacht
durchgefihrt. Zum Blocken mdoglicher unspezifischer, fir Antikérper zuganglicher,
Bindestellen werden die Nitrozellulosemembranen fur 1 h bei RT bzw. 0. N. bei 4°C in
Blockierungspuffer inkubiert. Durch mindestens einstiindige Inkubation erfolgt anschliel3end

die Bindung der Primarantikbrper (die genaue Inkubationszeit ist je nach Antikdrper
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anzupassen). Danach wird die Membran 3x fir je 5 min mit TBS-T gewaschen, worauf die
Inkubation (fir mindestens 1 h) im Sekundarantikdrper folgt. Zur Vorbereitung auf die
Peroxidase-Nachweisreaktion werden die Membranen dann 2x 5 min mit TBS-T und 1x 5
min mit TBS gewaschen. Danach werden ECL Western Blotting Detection Reagenzien (GE
Healthcare, Waukesha, WI, USA) auf die Membranen gegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 90 s werden Fujifilm MedicalXRay-Filme (Fuji Photo Film, Diusseldorf, Deutschland) zur

Detektion der Chemolumineszenz aufgelegt.

2.2.3.12 Entfernen gebundener Antikdrper von Nitrozellulosemembranen

Um Membranen nach Detektion eines spezifischen Proteins erneut mit einem anderen
Antikdrper inkubieren zu kodnnen, werden zuvor verwendete Antikdrper entfernt. Im
Anschluss an eine ECL-Reaktion werden Membranen in TBS-Puffer gewaschen. Reste an
Peroxidase werden durch Zugabe von 500 ul 1M Natriumazid-Losung und Inkubation fir 1 h
inaktiviert. Antikorper werden im Anschluss durch den Einsatz von 0,2 M NaOH fur 20 min
entfernt. Um einen neuerlichen Proteinnachweis zu ermoglichen, missen die Membranen

nach einem 5-10 minutigen Waschschritt in H,O erneut fur 1 h geblockt werden.

2.2.3.13 Analyse der Zellvitalitat

Zur Uberpriufung der Zellvitalitat wurde die zellulare metabolische Aktivitat durch den Einsatz
von MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid;  Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) kontrolliert. Lebensfahige, metabolisch aktive Zellen bilden aus
MTT wasserunldsliche Formazan-Kristalle. Nach deren Lésung dient die Farbintensitat als
Mafd fur die in der Zelle ablaufende Glykolyse und ermdglicht so den Ruckschluss auf die
Anzahl an metabolisch aktiven, lebendigen Zellen.

Um eine moglichst genaue und zuverlassige Aussage Uber die Zellvitalitat treffen zu kénnen,
wird der MTT-Test als Triplikat-Messung durchgefiihrt. Zum gleichzeitigen Test vieler
Bedingungen werden die Experimente in 96-Loch-Platten durchgefuhrt. MTT (0,5 mg/ml)
wird den Zellen fir 60 min zugegeben. Fir diese Zeitspanne werden die Zellen weiter bei
37°C inkubiert. Danach werden die entstandenen violetten Formazankristalle nach Entfernen
des Mediums durch Zugabe von 50 yL DMSO gel6ést. Dann bestimmt man die optische

Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 570 nm mittels eines UV-Vis Spektrometers.

2.2.3.14 Analyse der Genexpression via Luziferase-Reportergenassay

Zur Uberpriifung der Genexpression bzw. deren Veranderung konnen Reportergenassays

verwendet werden. Auch an die Genexpression gekoppelte zellulare Mechanismen,
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beispielsweise die Aktivitat rezeptorvermittelter Signaltransduktion, kdénnen so indirekt
untersucht werden.

Zur Analyse der NF-kB-vermittelten Anpassung der Genexpression werden T-REx-293 bzw.
T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen mit einem Igk-Luziferase-Reportergen-Konstrukt lentiviral
transduziert (Abschnitt 2.2.1.5). Diese Zellen werden in 96-Loch Platten definiert ausgesat.
Zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges erfolgt die Stimulation mit IL-13 (10 ng/ml). Je nach
experimentellem Aufbau wird die Dauer der Stimulation variiert, gleichzeitig CPAF induziert
oder die Zellen mit C. trachomatis infiziert. AnschlieRend werden die Zellen gewaschen und
mittels Lyse-Puffer (Promega, Mannheim, Deutschland) fur 15 min bei 37°C aufgebrochen.
Die Lysate werden in “white OptiPlate™-96“ Platten (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)
Uberfihrt,  welche  wegen inrer  Lichtreflexionseigenschaften besonders  fir
Biolumineszenzassays geeignet sind. Uber die Injektoreinheit eines Luminometers (Orion
Microplate Luminometer Berthold Detection Systems, Pforzheim, Deutschland) wird der
Luziferaseassay-Puffer zugefihrt, welcher sowohl Luziferin als auch ATP enthélt und so eine
enzymatische Reaktion ermdglicht. Die emittierte Biolumineszenz wird gemessen und dient
als MaR fur die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, bzw. der NF-kB-abhéangigen
Genexpression. Zur Minimierung  von Messungenauigkeiten ~ werden alle

Stimulationsbedingungen einer Messung als Triplikate durchgefuhrt.

2.2.3.15 Detektion von sezerniertem IL-8

Inflammatorische Signale haben oft eine Aktivierung zellularer Signalwege und eine weitere
Sekretion von Interleukinen und Chemokinen zur Folge. Zur Kontrolle der Menge an
sezerniertem IL-8 werden zunédchst T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen ausgesat und tber Nacht
kultiviert. Am folgenden Tag stimuliert man die Zellen entweder fir 8 h mit IL-18 (10 ng/ml)
alleine oder nach zusatzlicher Induktion der chlamydialen Protease CPAF. In beiden Féllen
werden nach 8 h die Zelluberstande abgenommen, bei 1500 rpm und 4°C fur 5 min
zentrifugiert und mittels BD OptEl "Human IL-8 ELISA Set, entsprechend der
Herstellerangaben auf IL-8-Sekretion untersucht (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland). Zur Analyse der Rohdaten verwendet man die Sigma Plot Software (Systat

Software Inc, Erkrath, Deutschland.)

2.2.3.16 Durchflusszytometrie

Zur Untersuchung und dem Nachweis der Aktivitat und Expression von Proteinen in
Saugerzellen wird die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse) verwendet. Diese
ermdglicht die quantitative Bestimmung von Oberflachen- und intrazellularen

Markerproteinen. Durch einen Hullstrom wird ein Probenstrahl auseinandergezogen,
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wodurch sich dessen Durchmesser stark verkleinert. Dadurch wird es mdglich verschiedene
Parameter, beispielsweise Lichtstreuung oder Fluoreszenzsignale fur einzelne Zellen zu
beobachten und zu beurteilen. Durch einen monochromatischen Laser erfolgt die Anregung
der Elektronen eines Fluoreszenzfarbstoffes auf ein hoheres Energieniveau. Verlassen die
Elektronen dieses Energieniveau nach dem Laserpuls und kehren auf ihr Ursprungsniveau
zurick, wird Energie in Form von Photonen freigesetzt. Die emittierte
Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhalt sich
proportional zur Menge an gebundenen Antikdrpern je Zelle. Die Lichtbeugung und -streuung
lasst Rickschlisse auf die ZellgrofRe und die Binnenstruktur (Granularitdt des Zytoplasmas,
GrolRe des Zellkerns) zu. Auch eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern, welche unterschiedliche Oberflachenantigene
der Zelle markieren, ist moglich. In dieser Arbeit wurde ein FACSCalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) verwendet, und die Daten wurden mit dem Softwareprogramm Cell
Quest Pro (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) bzw. FlowJo 8.2 (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, USA) analysiert.

2.2.3.17 Intrazellulare Farbung und durchflusszytometrische Analyse

Zur Untersuchung intrazellularer Proteine bzw. deren Zustand kénnen diese, in stimulierten
oder mit Chlamydia trachomatis infizierten Zellen, mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern
angefarbt und durchflusszytometrisch analysiert werden.

Entsprechend behandelte Zellen werden geerntet, gewaschen und in PBS aufgenommen.
Nach Uberfiihren der Zellen in eine Spitzboden-96-Loch-Platte werden diese durch Zugabe
von 100 pl 3,7 %-iger Formaldehydldsung und Inkubation bei 4°C fir 30 min fixiert. Zur
Entfernung des Formaldehyds wird anschlieend je einmal mit PBS, PBS/1 % FCS und
PBS/1 % FCS/0,5 % Saponin gewaschen. Zwischen diesen Schritten wird jeweils flr 5 min
bei 1,500 rpm 4°C zentrifugiert. Anschlieend werden die Zellen in 25-40 ul der
entsprechenden Verdinnungen der Primarantikérper resuspendiert und 30 min bei RT
inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Primarantikbrper wird vor Zugabe der
Sekundarantikorper dreimal mit PBS/1 % FCS/0,5 % Saponin gewaschen. 30-50 upl
Sekundarantikbrper werden dann in einer 1:300 Verdinnung eingesetzt und die darin
resuspendierten Zellen fir 30 min bei RT in Dunkelheit inkubiert. Abschlielend werden die
Zellen je einmal in PBS/1 % FCS/0,5 % Saponin und PBS/1 % FCS gewaschen bevor sie in
200 pl PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert werden. Zur Aufnahme der
Daten wird das Computerprogramm Cell Quest Pro (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) bzw. FlowJo 8.2 (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA) verwendet.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Wesentliche Eigenschaften, sowohl struktureller als auch funktionaler Natur, sind nur zu
bestimmen, wenn das Zielprotein in ausreichender Konzentration und isoliert von anderen
Proteinen vorliegt. Daher nutzt man E. coli-Bakterien als System zur Uberexpression von
Proteinen. Kompetente Bakterien werden mit, flr das Zielprotein kodierender, Plasmid-DNS
transformiert. Man verwendet hierzu Ublicherweise Vektoren, welche zum einen dem Ziel
einen Affinitats-Tag anfigen und zum anderen erst durch Induktion zur Expression des
Zielproteins fuihren. Zu beachten ist, dass durch Expression von eukaryotischen Proteinen in
Prokaryoten viele posttranslationale Modifikationen, beispielsweise Glykosylierungen,
verloren gehen.

Hier wird ein pET30b Vektor verwendet, welcher fir ein Fusionsprotein aus CPAF (C.
trachomatis) und einem C-terminalen-His-Tag kodiert. Als Expressionsstamm werden E. coli
BL21 DE3 benutzt, welche eine genetische Kopie des T7-RNA-Polymerase-Gens des
Bakteriophagen A tragen. Durch Zugabe von IPTG wird T7-Polymerase induziert und die
Expression des Zielproteins wird ermdglicht.

Die Bakterien werden mit dem Expressionsvektor transformiert und als Vorkultur tber Nacht
bei 37°C in LB-Selektionsmedium (Kanamycin) kultiviert. Am folgenden Tag verdinnt man
die Vorkultur im Verhaltnis 1:50 mit Selektionsmedium und kultiviert die Bakterien bis zu
einer optischen Dichte ODgy = 0,4 bei 37°C. Anschlielend wird die Expression des
rekombinanten Proteins durch Zugabe von 0,4 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) induziert. Danach werden die Bakterien fir 3 h bei 22°C inkubiert und durch
Zentrifugation fir 15 min bei 4,500 rpm und 4°C pelletiert.

2.2.4.2 Aufschluss bakterieller Zellen

Zur Lyse der Bakterien werden die Pellets in Lysozym-enthaltendem Bakterienlyse-Puffer
resuspendiert und fur 30 min auf Eis inkubiert. Um moglichst alle Bakterien aufzuschlieRen
und gleichzeitig stérende bakterielle DNS zu denaturieren, werden die Ansatze zwei Mal fir
30 s mit Ultraschall behandelt. Zur Verhinderung hitzebedingter Proteindenaturierung kuhlt
man die Proben zwischenzeitlich fur mehrere Minuten auf Eis. Abschlielend werden
Zellreste durch Zentrifugation fur 10 min bei 10,000 rpm und 4°C entfernt. Bevor so
gewonnene bakterielle Zelllysate zur Proteinaufreinigung verwendet werden kénnen, missen

sie mit einem Filter (0,45 puM Porengrol3e) filtriert werden.
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2.2.4.3 Affinitatschromatographie an NiNTA-Saulen

Auf der Grundlage der Interaktion eines Proteins mit einem, an einer chromatographischen
Matrix immobilisierten, Liganden, kann durch Affinitdtschromatographie ein Proteingemisch
aufgetrennt werden. Zur Auftrennung His-getaggter rekombinanter Proteine werden hier
HisTrap™ FF crude Séaulen (Bettvolumen 5 ml; GE Healthcare, Waukesha, WI, USA)

eingesetzt. Bei diesen Saulen sind Nickel*

-lonen Uber den Komplexbildner
Nitrilotriessigsaure (NTA) an Sepharose immobilisiert (Ni-Sepharose™ 6 Fast Flow; GE
Healthcare, Waukesha, WI, USA). Durch NTA werden vier der sechs Koordinationsstellen
der Nickel-lonen belegt. Die Ubrigen sind fur koordinative Bindungen von Imidazolringen, wie
sie in Histidin-Seitenketten zu finden sind, zuganglich. Daher hat diese Aminoséure eine
starke Affinitat zu den Ni**-lonen und His-getaggte Proteine kdnnen ob ihrer gesteigerten
Affinitdt gezielt angereichert werden. Zur Proteinbindung an das Saulenmaterial werden
Puffer mit niedriger Imidazolkonzentration verwendet. So werden sowohl unspezifische
Proteinbindung verhindert als auch eine Bindung von rekombinantem, mit einem His-Tag
versehenem Protein ermdglicht. Gebundenes Protein kann dann durch einen Puffer mit
hoher Imidazolkonzentration eluiert werden, da Imidazol koordinativ gebundenes Protein
kompetitiv verdréangt.

Nachdem die NiNTA-S&ule mit NiNTA-Bindungspuffer &quilibriert worden ist, wird filtriertes
Proteinlysat mit Hilfe des Akta FPLC-P 900 Systems (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA)
auf die NiINTA-Saule aufgetragen. Der Puffer, in welchem das Protein aufgetragen wird,
enthéalt dabei kein EDTA, da dieser Chelatbildner mit den Ni**-lonen komplexieren und diese
von der Saule entfernen wirde. Eine Kontrolle der Auftragung und der Reinigung erfolgt tiber
die Absorptionsmessung (280 nm) mit Hilfe einer angeschlossenen UV-Zelle. Nach der
Auftragung des Proteinlysates wird die Saule zunachst mit NiINTA-Bindungspuffer gespililt,
bis die Absorption wieder das Eigenabsorptionsniveau des NiNTA-Bindungspuffers erreicht
hat. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine erfolgt die Elution in einem auf 20 min
angelegten linearen Gradienten von 0-100 % 500 mM Imidazol enthaltendem NiNTA-
Elutionspuffer. Sowohl Auftragung als auch Elution werden bei einer Flussrate von 2 ml/min
durchgefihrt. Die Eluate werden in Fraktionen mit einem Volumen von 1 ml gesammelt.
Anhand des Chromatogramms der Elution l&asst sich ermitteln, in welchen Fraktionen das
gewinschte Protein vorliegt. Diese kdnnen dann zum Proteinnachweis mittels Coomassie-

Farbung oder Western Blot, bzw. weiteren Aufreinigung verwendet werden.

2.2.4.4 Entsalzung von Proteinlésungen an Desalting-Saulen

Zum Entsalzen von Proteinlésungen werden HiTrap™ Desalting-Saulen (5 ml; GE

Healthcare, Waukesha, WI, USA) eingesetzt. Das darin enthaltene Sephadex™ G-25
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Material hat einen Trennbereich von 1,000 bis 5,000 Da. Dadurch kdnnen niedermolekulare
Substanzen, beispielsweise Salze, zuriickgehalten werden, wahrend Proteine mit dem
Ausschlussvolumen eluieren.

Nach Aquilibrierung der Saule mit einem Zielpuffer wird 1 ml einer Proteinprobe auf die
Saule aufgetragen und das entsalzte Protein in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Die Flussrate flr

Auftragung und Elution wird auf 1 ml/min eingestellt.

2.2.4.5 lonenaustausch-Chromatographie an Resouce™Q-Saulen

Die Proteintrennung mittels lonenaustausch-Chromatographie basiert auf reversibler
Interaktion zwischen geladenen Proteinen und einer gegensatzlich geladenen
chromatographischen Matrix. Eine Elution erfolgt durch eine Steigerung der
Salzkonzentration des verwendeten Puffers. Unterschiedlich geladene Proteine werden zu
verschiedenen Zeitpunkten eluiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Anionenaustauscher Resource™ Q (6 ml; GE Healthcare,
Waukesha, WI, USA) verwendet. Die Oberflachenladung eines sich in Losung befindenden
Proteins variiert entsprechend dem pH-Wert des Losungsmittels. Damit eine Bindung des
Zielproteins an die Matrix eines lonenaustauschers erfolgen kann, sollte der pH-Wert der
Losung ca. 1-2 Einheiten tUber dem isoelektrischen Punkt des Proteins liegen. Letzterer
konnte far CPAF mit Hilfe der ExPASy ProtParam-Software
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) bestimmt werden.

Nach Aquilibrierung der Resource™ Q-Saule mit entsprechendem Resource-Q-Bindepuffer
(mit Protease-Inhibitor-Zusatz), wird die Proteinlésung tber ein Akta FPLC-P 900 System
(GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) aufgetragen. Durch Waschen der Saule mit funf
Saulenvolumen (SV) Resource-Q-Bindepuffer werden ungebundene Proteine entfernt. Uber
einen 10-20 SV-umfassenden linear ansteigenden Gradienten wird die NaCl-Konzentration
von 20 mM auf 500 mM gesteigert. Dadurch werden an das Saulenmaterial gebundene
Proteine eluiert. Bei Bedarf kdénnen im Anschluss stark gebundene Proteine in einem
Elutionsschritt mit 1 M NaCl von der Sdule gewaschen werden. CPAF eluiert bei einer
Salzkonzentration von ca. 100-150 mM NaCl. Alle Schritte erfolgen bei einer Flussrate von 6
ml/min. Die  Eluate werden in 1 ml-Fraktionen gesammelt und in

Proteaseaktivitdtsexperimenten verwendet (siehe Abschnitt 2.2.3.6).

2.2.4.6 Affinitatsreinigung von Antikdrpern

In Saugetieren hergestellte, spezifische Antikdrper konnen mittels unterschiedlicher
Affinitatssaulen aufgereinigt und angereichert werden. Eines dieser Systeme ist SulfoLink™-

Link Resin (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland). Diese Matrix kann in eine Saule
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gepackt werden. Das Material ist in der Lage Uber lodoacetyl-Gruppen mit Sulfhydryl-
Gruppen zu interagieren. Entsprechende Antikérper-spezifische Peptide gehen so Thioether-
Bindungen mit der Matrix ein. Uber die immobilisierten Peptide knnen Antikérper gebunden
und gezielt eluiert werden.

Zur Aufreinigung von CPAF-Antikdrpern aus Kaninchenserum (Tag 210 nach Immunisierung;
Pineda, Berlin, Deutschland), wird zunachst das zur Immunisierung verwendete CPAF-
Peptid an SulfoLink™-Link Resin entsprechend der Herstellerangaben gebunden.
AnschlieBend verdiinnt man das Serum 1:10 in PBS. Die Antikdrperlésung wird Uber eine
Auftragungspumpe und das Akta FPLC-P 900 System auf die Affinitats-Saule aufgetragen.
Um eine moglichste komplette Bindung des Antikdrpers an das Saulenmaterial zu erreichen,
wird die PBS-Antikorper-Losung dreimal aufgetragen. Die Elution erfolgt in azidem SulfoLink-
Elutionspuffer in 1 ml groRBen Fraktionen. Zur Neutralisierung wird in jede 200 ul 2 M Tris-
Losung (pH 8,5) vorgelegt. Abschlie3end erfolgt Uber eine HiTrap™ Desalting-Séule die
Umpufferung (siehe Abschnitt 2.2.4.4) zu PBS/0,05 % Na-Azid.

2.2.5 Mikroskopische Methoden
2.2.5.1 Lichtmikroskopische Analyse der Zellmorphologie

Zellmorphologie und deren Verdnderungen im Laufe eines Experiments kdnnen mittels
Lichtmikroskopie beobachtet bzw. festgehalten werden. Bei einem konventionellen
Lichtmikroskop wird das Lampenlicht durch die Kondensorlinse auf das Objekt fokussiert und
das vom Objekt ausgehende Licht durch die Objektivliinse in die Zwischenbildebene
fokussiert. Das entstehende Bild wird durch die Okularlinse betrachtet. Auf diese Weise kann
der Einfluss der chlamydialen Protease CPAF auf die Zellform und -integritat in T-REx-293-
gyrB-CPAF, sowie nach transienter Transfektion von T-REx-293 Zellen, beobachtet werden.
Die Zellen werden dazu definiert ausgesét und je nach Experiment mit AHT/CM alleine oder
einer Kombination aus AHT/CM und verschiedenen Inhibitoren behandelt. Zu bestimmten
Zeitpunkten werden Aufnahmen Uber ein inverses Mikroskop mit Kamera (Axiovert S100, 10
x/0.25 Linse, AxioCam Hsm Kamera) und der AxioVision Software (Carl Zeiss AG,

Gottingen, Deutschland) aufgenommen.

2.2.5.2 Konfokale Mikroskopie

Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie wird bei einem Konfokalmikroskop nicht
das gesamte Praparat beleuchtet, sondern zu jedem Zeitpunkt nur ein Bruchteil davon - in
den meisten Féllen nur ein beugungsbegrenzter Lichtfleck. Zur Erstellung eines kompletten
Bildes wird das Praparat mit diesem kleinen Lichtfleck Punkt fur Punkt abgerastert. In dieser

Arbeit wird ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (LSCM, Leica, Wetzlar, Deutschland)
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verwendet. Das Scannen eines Praparats wird mit einem monochromatischen Laser
durchgefihrt. Diese sind zur Anregung von Fluorophoren geeignet. Durch ein Spiegelsystem
wird nach Anregung emittiertes Licht zu einem Detektor weitergeleitet. Uber eine Software
kann so ein Bild, welches einzelne Schichten des Objekts abbildet, erstellt werden. Je nach
Gerét kann das Objekt auch in Richtung des Strahlenganges bewegt werden (Z-Richtung),
wodurch nach Aufnahme verschiedener Schichten des Objekts eine dreidimensionale

Projektion erstellt werden kann.

2.2.5.2.1 Intrazellulare Farbung von Chlamydia trachomatis

Zur Bestimmung der Anzahl infektioser, chlamydialer Partikel einer Bakteriensuspension
kénnen eukaryotische Zellen infiziert werden und die Anzahl chlamydialer Einschlisse durch
immunzytochemische Farbung bestimmt werden. Dazu wird ein monoklonaler, mit dem
Xanthen-Farbstoff Fluoreszein (FITC) gekoppelter Antikérper, der gegen chlamydiales LPS
gerichtet ist, verwendet. Als Gegenfarbung der Zellen beinhaltet die Antikorperlésung den
Azo-Farbstoff Evan's Blau.

Zellen werden definiert auf sterilen Glasplattchen ausgesetzt. Am folgenden Tag werden die
Zellen mit unterschiedlichen Mengen Chlamydien infiziert. Nach 24 h wascht man die Zellen
zweimal mit PBS, und fixiert sie mit 100 % Methanol fir 10 min bei RT. Danach werden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zum Blocken unspezifischer Bindestellen wird PBS/5
%BSA verwendet. Pro Plattchen erfolgt die Farbung durch Zugabe von 25 pl anti-
chlamydiales-LPS-FITC-Evan's Blau Antikorper. Glasplattchen mit Antikbrper werden 45 min
in einer feuchten Kammer bei RT in Dunkelheit inkubiert. Bevor die Analyse mittels
konfokaler Mikroskopie durchgefuhrt werden kann, bettet man die Plattchen in Mowiol auf
Objekttragern ein und dichtet sie ab. Zur Bestimmung der infektiésen Einheiten (IFU) pro ml
wird folgende Formel verwendet:

R

IFU  Anzahl der Einschlilsse pro Gesichtsfeld x Verdimnung x Gesichtsfelder pro Plattchen

mi Volumen des Inokulums
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3 Ergebnisse

Die chlamydiale Protease CPAF wurde in den letzten Jahren wiederholt bei Chlamydien-
abhangigen Spaltungsvorgéngen zellularer Proteine als beteiligtes bzw. ausldsendes
Effektorprotein  identifiziert. So wurde unter anderem die Degradierung der
Transkriptionsfaktoren RFX-5 und USF-1, die Spaltung der Intermediarfilamentproteine CK8
und Vimentin, sowie der Abbau der pro-apoptotischen BH3-Proteine auf die Aktivitdt von
CPAF zurickgefuhrt [86, 87, 115, 128, 129]. Allerdings verblieben viele Aspekte der
Funktionsweise der chlamydialen Protease ungeklart.

Durch die Generierung der CPAF-exprimierenden Zelllinie T-REx-293-gyrB-CPAF, der
entsprechenden CPAF-Expressionsplasmide, der Aufreinigung von rekombinantem CPAF
und in vitro Experimenten, wurden in der Vergangenheit Fortschritte in der Charakterisierung
des Funktions- bzw. katalytischen Mechanismus der Protease erzielt. Diese Materialien und
Methoden ermoglichten die Aufklarung der Aktivierung der Protease und die Identifizierung
ihres aktiven Zentrums [87, 159, 160]. So konnte nachgewiesen werden, dass sich CPAF,
ahnlich Caspasen, Uber induzierte Nahe selbst aktiviert (siehe Abschnitt 1.4). Trotz dieser
Fortschritte sind wichtige Parameter wie die Substraterkennung und -bindung, das
Substratspektrum oder die Relevanz der chlamydialen Protease CPAF fiur eine chlamydiale
Infektion immer noch unbestimmt.

Im Zuge dieser Arbeit sollte das Spektrum an CPAF-Substraten dberprift und
gegebenenfalls erweitert werden, neue Moglichkeiten der Charakterisierung von CPAF, in
Form nicht zytotoxischer Inhibitoren, erarbeitet, sowie die CPAF-abhangige Beeintrachtigung

zellularer Signaltransduktionswege tberprift werden.

3.1 Erweiterung des Substratspektrums von CPAF

Durch die Verwendung der CPAF-exprimierenden Zelllinie T-REx-293-gyrB-CPAF sollte in
Abwesenheit anderer chlamydialer Proteine sowohl die Spaltung bekannter Substrate, als
auch das Vorhandensein moglicher neuer Substrate Uberprift werden. Zur Bestimmung von
Substrat-Kandidaten wurden Lysate von T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen nach CPAF-
Expression in  Kooperation mit Professor Dr. Dirk Haller einer 2D-

Gel/massenspektrometrischen Analyse unterzogen.

3.1.1 Verifizierung publizierter CPAF-Substrate

T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen wurden stabil mit einem CPAF-Fusionsprotein, bestehend aus
der Protease, drei GyraseB-Untereinheiten (aus E. coli) und einem FLAG-Tag, transfiziert.
Nach Induktion der Expression des Proteins mit AHT konnte durch Zugabe von

Coumermycin CPAF dimerisiert oder multimerisiert werden, was zur Aktivierung der
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Protease fuhrt. Die Funktionalitat des von T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen exprimierten CPAF-
Fusionsproteins wurde anhand der Spaltung bekannter, bereits publizierter Substrate
nachgewiesen. Dazu wurde die Fragmentierung nach ektopischer Expression und induzierter
Aktivierung von CPAF mit der Situation nach Infektion von T-REx-293 Zellen mit C.

trachomatis verglichen (adaptiert von [87]).

A B
T-REx-293-gyrB-CPAF T-REx-293
AHT - - + - - - = .
cM - + - o+ - - - -
C. trach. - - - - 0 12 24 48 [h]
CK8 = - 55
F- -v - s S—

REX-5 m S s —

F o

Vimentin =
Fe

Cyclin B1 = 4l S S

F= —— —

Bim — 4 - —

AKEN = S——— T e — — -

Abb. 5: CPAF-abhéngige Substratspaltung.
(A) CPAF wurde durch Zugabe von AHT/CM (5 ng, 1 pM) in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen fir 12-14 h

induziert und aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, lysiert und analysiert.

(B) T-REx-293 Zellen wurden mit C. trachomatis (MOI = 3) infiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Zellen geerntet, lysiert und analysiert.

Der Nachweis zelluldrer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse. ,F“
bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte, Proteinfragmente (Abbildung ist adaptiert von [87]).

Die Infektion von T-REx-293 Zellen flhrte zu einer Spaltung der getesteten Substrate. Die
aus unterschiedlichen Proteinfamilien stammenden, funktional verschiedenen Substrate
wurden alle mit einem vergleichbaren zeitlichen Ablauf fragmentiert bzw. degradiert.
Aufgrund der infektiosen Dosis war ein Beginn der Substratspaltung bereits nach 12 h zu
beobachten (siehe Abb. 5 B). Diese resultiert bei Zytokeratin-8, RFX-5, Vimentin und Cyclin
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B1 in der Generierung definierter Spaltprodukte. Im Zuge der Degradierung von Bim war kein
Spaltprodukt nachzuweisen. Dies kdnnte durch eine vermutete Beteiligung des Proteasoms
an der Prozessierung der BH3-Proteine erklart werden (siehe Abb. 5) [175]. Die Induktion
der Expression der Protease CPAF durch AHT und deren herbeigefuhrte Aktivierung durch
Coumermycin waren in der Lage eine gleichartige Spaltung der Uberpriften Substrate zu
erzeugen (siehe Abb. 5 A). In allen Fallen schienen die Prozessierungsvorgdnge im
Vergleich mit chlamydialen Infektionen etwas schwéacher ausgepréagt zu sein. Moglicherweise
liegt dies in einer starken Expression von CPAF wéahrend Infektionen begrindet. Auch
koénnte die ,natlrliche* Art der Aktivierung der Protease von Bedeutung sein. Trotzdem ist
offensichtlich, dass die CPAF-exprimierende Zelllinie T-REx-293-gyrB-CPAF in der Lage ist,

CPAF-Aktivierung und sich anschlieRende Substratspaltungsvorgange abzubilden.

3.1.2 Identifikation neuer CPAF-Substrate

Neben der Verifizierung beschriebener Substrate, wurde Uber die Expression und
Aktivierung der chlamydialen Protease CPAF in einer eukaryotischen Zelllinie der Versuch
erma@glicht, das gesamte Substratspektrum von CPAF zu erfassen. Dazu wurden T-REXx-293-
gyrB-CPAF Zellen vor und nach CPAF-Induktion mittels 2D-Gelelektrophorese und
Massenspektrometrie auf prozessierte Proteine hin untersucht. Zur Analyse der ermittelten
2D-Spots wurde die ,Proteoweaver™“Software (Bio-Rad, Miuinchen, Deutschland)
verwendet, zur Auswertung der Proteinspektren wurde auf die Swiss-Prot-Datenbank
(http://expasy.org/sprot/) zurtickgegriffen. Diese Arbeiten wurden im Zuge einer Kooperation
mit Prof. Dr. Haller (Experimentelle Ernahrungsmedizin, Wissenschaftszentrum
Weihenstephan der TU Minchen, Freising, Deutschland) durchgeflihrt. Eine Liste der
ermittelten Kandidaten und deren bisher beschriebene Funktionen ist Tabelle 1 zu

entnehmen.

Protein Funktion Lokalisation

e GTPase-Aktivitat

e Translokation einer naszierenden

eEF-2 Ammos_aur.ekette im Ribosom Zytoplasma
¢ Koordination der Bewegung von

tRNAs und mRNA
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Protein

Funktion

Lokalisation

seryl-tRNA-
Synthetase

e Homodimer

o Katalysiert Einbau von Serin an
tRNA

¢ Mdglicherweise am Einbau von
Seleno-cystein in naszierende
Aminosaureketten beteiligt

Zytoplasma

Septin-2

o GTPase Aktivitat

¢ Filamentbildung

¢ Kolokalisierung mit Mikrotubuli
und Mikrofilamenten

¢ Einfluss auf Zellpolaritat und
Zellteilung

Zytoplasma

Alix

e Mdaglicher Einfluss auf Apoptose

¢ Einfluss auf Membrantransport
und Zelladhé&sion

¢ Bei Reifungsprozessen behdillter
Viren beteiligt

Zytoplasma

Mst-4

¢ Bildet Homodimere

o Aktiviert durch Interaktion mit
Golgi-Matrixprotein GM130

e Phosphorylierung oder Spaltung
im C-Terminus zur Aktivierung
notig

¢ Evtl. an Apoptose und Zellteilung
beteiligt

Zytoplasma/Golgi-Apparat

hnRNP L

¢ Teil des "heterogenous nuclear
riboprotein complexes”

o Modifikation und Reifung der
MRNA

e Assoziiert mit naszierenden
mMRNA

Nukleoplasma/zytoplasmatische
mRNP Granula

hnRNP H

¢ Teil des "heterogenous nuclear
riboprotein complexes”

¢ Modifikation und Reifung der
MRNA reguliert pre-mRNA-
splicing

Tabelle 1: Putative CPAF-Substrate
Unter Verwendung induzierter T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen wurde nach weiteren CPAF-Substraten gesucht.
Die Zellen wurden dazu Uber Nacht mit AHT/CM (5 ng, 1 uM) behandelt. Lysate der Zellen wurden in der
Folge uiber 2D-Gelelektrophorese und Massenspektrometrie analysiert. Uber den Abgleich der so gewonnen
Daten mit vorhandenen Datenbanken wurden die Kandidaten ermittelt.

Nukleoplasma

Bei den ermittelten Kandidaten war, entsprechend der bisher identifizierten Substrate, keine

einheitliche phylogenetische oder funktionale Ubereinstimmung zu beobachten. Ebenso

waren keinerlei Homologien auf Sequenz- oder Struktur-Ebene nachzuweisen. Auch konnte
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keine einheitliche Lokalisation festgestellt werden. So waren die meisten identifizierten
Proteine zytosolisch, allerdings wurden mit hnRNP L und hnRNP H Proteine identifiziert, die

exklusiv beziehungsweise tUberwiegend im Kern vorliegen.

Zur Bestétigung der obigen Daten ist eine Uberpriifung der Substratspaltungsvorgange
erforderlich. Dazu wurden die ermittelten Proteine nach CPAF-Induktion in T-REx-293-gyrB-
CPAF Zellen und nach Infektion von Zellen mit C. trachomatis mittels Western Blot
untersucht. Bei der Betrachtung der Kandidaten fiel auf, dass einige der Proteine von
.Haushaltsgenen® kodiert werden und ubiquitar in Zellen vorliegen (siehe Tabelle 1, hnRNP
L, hnRNP H, Serin-tRNA-Synthetase, eEF-2). Dies warf die Frage auf, ob es sich in diesen
Fallen tatsdchlich um CPAF-Substrate handelt. Daher sollten zundchst Mst-4, Alix und
Septin-2 verifiziert werden. Weiterhin wurde aus der Gruppe der Haushaltsgene eEF-2 zur

Uberprifung ausgewahit.

T-REx-293 CPAF K6

AHT/ICM 0 2 8 18 [h]

CEF 2= v ww w— —— 90

= . 70

Abb. 6: Spaltung neu ermittelter Substrate nach ektopischer CPAF-Expression.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM (5 ng, 1 uM) fur die angegebenen

Zeitpunkte induziert. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western
Blot Analyse. ,F“ bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente.

Die Induktion und Aktivierung von CPAF in T-Rex-293-gyrB-CPAF Zellen fuhrte zu einer
eindeutigen Spaltung von Septin-2 und Alix (siehe Abb. 6). Im Falle von eEF-2 und Mst-4
konnten nur geringe Anderungen der Proteinmenge beobachten werden (siehe Abb. 6). Bei
beiden konnte wie auch bei Septin-2 ein definiertes Spaltprodukt detektiert werden. Diese

hatten eine molekulare Masse von ca. 70 kDa fir eEF-2, ca. 55 kDa fur Mst-4 und ca. 40
65



Ergebnisse

kDa fur Septin-2 (siehe Abb. 6). Einzig bei der Degradierung von Alix konnte keine definierte
Spaltbande identifiziert werden. Hier nahm lediglich die Menge an detektiertem Protein ab.
Dies konnte nicht durch Abweichungen der geladenen Proteinmenge erklart werden (siehe
Abb. 6).

3.1.3 Uberprifung CPAF-abhangiger Substratspaltung nach chlamydialer
Infektion eukaryotischer Zellen

Zur Bestatigung der identifizierten, putativen CPAF-Substrate wurden diese auch nach

Infektion mit C. trachomatis Uberprift. Entsprechend wurden sowohl humane T-REx-293 als

auch murine MEF Zellen infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen

geerntet und die Proteine einer Western Blot Analyse unterzogen.

T-REx-293 MEF

C.trach. 0 16 24 48 0 16 24 48 [h]

Vimentin = =55

Fm

*

CPAFc - =34

Aktin =

GIIIRE
a0

Septin '2=: - 8 e - .. .-._43

=43

—90
= = -7

- 55
=43

Alix=

Abb. 7: Spaltung neu ermittelter CPAF-Substrate erfolgte nach Infektion mit C. trachomatis.
T-REX-293 Zellen (links) und MEF Zellen (rechts) wurden fir die angegebenen Zeiten mit C. trachomatis (MOI

= 3) infiziert. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch spezifische Antikérper mittels Western Blot
Analyse. ,F“ bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,** bezeichnet unspezifische
Banden eines Western Blots. ,CPAFc" bezeichnet das C-terminale Fragment von CPAF, welches nur nach
Aktivierung der Protease nachweisbar ist.
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Zum Nachweis eines normalen Fortschreitens der Infektion in T-REx-293 und MEF Zellen
wurden als Kontrollen die chlamydiale Protease CPAF und das bereits bekannte CPAF-
Substrat Vimentin Gberpruft. Analog zu bereits gezeigten Daten (siehe Abb. 5) war in
humanen Zellen bereits 16 h nach Infektion eine beginnende Spaltung von CPAF-Substraten
nachweisbar, beispielsweise Septin-2 (siehe Abb. 7). Diese korrelierte mit der beginnenden
Aktivierung der Protease, welche anhand der Bildung des C-terminalen Fragments CPAFc
nachzuvollziehen war. In MEF-Zellen schien die Infektion im Vergleich zu T-REx-293-Zellen
langsamer abzulaufen. Dementsprechend wurde aktives, prozessiertes CPAF erst 24 h nach
Infektion detektiert. Einher mit CPAF-Expression und Aktivierung ging auch hier die Spaltung
von Vimentin, wenn auch weniger effizient (siehe Abb. 7).

Die Uberpriifung der neu ermittelten CPAF-Substrate nach Infektion von T-REx-293 Zellen
ergab, dass alle degradiert werden. Entsprechend der Situation nach CPAF-Induktion in T-
REx-293-gyrB-CPAF Zellen konnten definierte Spaltprodukte von eEF-2, Mst-4 und Septin-2
nachgewiesen werden, die Degradierung von Alix resultierte nicht in der Bildung definierter
Fragmente. Diese wiesen eine identische molekulare Masse wie die Fragmente nach
ektopischer CPAF-Expression auf (siehe Abb. 6). Bei genauer Betrachtung der Spaltung von
eEF-2 war festzustellen, dass trotz starker Zunahme des Spaltprodukts die Gesamtmenge
des Volllangenproteins nahezu unverandert blieb. Dies ist méglicherweise durch eine hohe
zellulare Synthese des Proteins zu erklaren (siehe Abb. 7).

Mst-4 Prozessierung nach Infektion von T-REx-293 Zellen zog im Vergleich zur ektopischen
CPAF-Expression die Generation eines zweiten Spaltprodukts bei ca. 35 kDa nach sich.
Auch waren bei der Spaltung von Septin-2 Abweichungen zu den Ergebnissen in Abb. 6 zu
beobachten. Zwar war die initiale Fragmentierung identisch, im weiteren Verlauf der Infektion
war aber nur noch das kleinere der beiden Spaltprodukte nachzuweisen (siehe Abb. 7). In
allen Fallen war festzuhalten, dass die Spaltung der Proteine nach Infektion deutlich
umfassender war als nach CPAF-Expression und Aktivierung in T-REx-293-gyrB-CPAF
Zellen. In MEF-Zellen konnte lediglich eine eindeutige Spaltung bzw. Degradierung von
Septin-2 und Alix nachgewiesen werden. Beide waren deutlich schwécher ausgepragt als in
infizierten menschlichen Zellen. Auch wurde im Fall von Septin-2 nur eines anstatt zweier
Spaltprodukte detektiert. Weder bei Mst-4 noch bei eEF-2 konnte in MEF-Zellen ein
Chlamydien-abhéangiger Abbau nachgewiesen werden. Ob diese Diskrepanz in der Spaltung
von CPAF-Substraten zwischen humanen und murinen Zellen auf mdgliche Interspezies-
Unterschiede in der Sequenz oder Struktur der Proteine, oder auf weniger hohe CPAF-
Aktivitdit wahrend der Infektion zuriickzufihren ist, bleibt nachzuweisen. Mdglicherweise
kénnte eine vergleichende Analyse dieser Parameter neue Erkenntnisse in Bezug auf die

Substratspezifitdt von CPAF erbringen.
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3.2 Einfiuhrung neuer CPAF-Inhibitoren zur Analyse der

Proteasefunktion wahrend chlamydialer Infektionen

In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass CPAF eine Vielzahl an Substraten spaltet
und damit moglicherweise zellulare Funktionen beeintrachtigt (siehe Abschnitt 1.4). Unter
anderem konnte die Protease dadurch an einer verringerten Antigenprasentation, der
Unterdriickung von Apoptose und an Modifikationen des Zytoskeletts wahrend Infektionen
beteiligt sein. In Ermangelung genetischer Methoden zur Verdnderungen chlamydialer
Organismen wurden bisherige CPAF-betreffende Erkenntnisse vor allem durch Korrelation
von in vitro Daten mit Beobachtungen chlamydialer Infektionen gewonnen. Eine weitere
Moglichkeit zur Charakterisierung der Aufgaben eines Zielproteins sind Inhibitorstudien, in
denen die spezifische Hemmung eines Proteins Rickschlisse auf dessen Funktion und
Bedeutung zulasst. Im Falle von CPAF ist der einzig bekannte Inhibitor Lactacystin, welcher
kovalent das aktive Zentrum der Protease bindet [157, 160]. Dieser wurde allerdings zur
Hemmung des Proteasoms entwickelt und weist dadurch mit fortschreitender
Inkubationsdauer Zytotoxizitdt auf. Daher ist eine Verwendung von Lactacystin in
Langzeitexperimenten Uber mehrere Tage - wie im Falle der Analyse chlamydialer
Infektionen angezeigt - unmdaglich.

Zusatzlich stand uns die Zelllinie T-REx-293-gyrB-CPAF fur die Analyse der chlamydialen
Protease CPAF zur Verfiigung. Diese Zellen kdnnen induzierbar ein C. trachomatis CPAF-
Fusionsprotein exprimieren (siehe Abschnitt 2.1.6). Auf diese Weise war es zwar moglich die
Funktion der chlamydialen Protease ohne andere chlamydiale Elemente zu beobachten, eine
direkte, definitive Aussage Uber die Relevanz von CPAF wéahrend einer chlamydialen
Infektion konnte aber nicht getroffen werden. Durch die Einflhrung neuer, mdglichst nicht-
zytotoxischer CPAF-Inhibitoren kénnte es mdglich sein, die Bedeutung der Protease fir den

chlamydialen Entwicklungszyklus genauer zu bestimmen.

3.2.1 Inhibition von CPAF durch Lactacystin

Zunachst sollte die Inhibition von CPAF durch Lactacystin gezeigt werden. Exemplarisch ist
dies in CPAF-exprimierenden T-REx-293-gyrB-CAPF Zellen gezeigt. Die Zellen wurden 30
min vor CPAF-Induktion mit Lactacystin bzw. Epoxomicin behandelt. Epoxomicin ist
ebenfalls ein Proteasominhibitor, welcher jedoch CPAF nicht inhibieren kann. Beobachtet
wurden zum einen die nach CPAF-Aktivierung charakteristischen, morphologischen

Veranderungen der Zellen und zum anderen die Spaltung des Substrates Vimentin.
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T-REx-293-gyrB-CPAF

Kontrolle AHT/CM

Abb. 8: Lactacystin inhibiert CPAF.
(A) CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM (5 ng, 1 puM) fir 8 h induziert.
Zuvor wurde den Kulturen wie angegeben Lactacystin (LC, 40 uM) bzw. Epoxomicin (Epox, 2,5 uM)
zugegeben. Die morphologischen Veranderungen wurden mit einem Lichtmikroskop verfolgt (Axiovert S100,
10x/0.25 Linse, AxioCam Hsm Kamera). Weil3er Balken = 50 pM.
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B
T-REx-293-gyrB-CPAF
AHT/CM - - - + + +
B o b s o o e
Epox - - + - - -

Fe=

Abb. 8: Lactacystin inhibiert CPAF.
(B) CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM (5 ng, 1 pM) fiir 8 h induziert.

Zuvor wurde den Kulturen wie angegeben Lactacystin (LC, 40 uM) bzw. Epoxomicin (Epox, 2,5 uUM)
zugegeben. Der Nachweis von Vimentin erfolgte durch spezifische Antikorper mittels Western Blot Analyse.
.F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente.

Die Induktion von CPAF durch die Zugabe von AHT/CM hatte bereits nach 8 h eine deutliche
Veranderung der Zellmorphologie zur Folge. Charakteristisch war eine Abrundung der
Zellen, welche sich dann unter - zumindest teilweisem Verlust von Zell-Zellkontakten - aus
dem Zellverband I6sten. Diese Zellen schwammen anschlie@end einzeln oder in
traubenférmigen Formationen im Medium (siehe Abb. 8 A) Die beschriebenen Vorgange sind
vermutlich nicht direkt auf Zelltod zurlickzuflihren, da trotz offensichtlicher Modulation der
Morphologie zum gezeigten Zeitpunkt die Zellvitalitat kaum beeinflusst ist [87].

Die Zugabe des CPAF/Proteasom-Inhibitors Lactacystin bewirkte, dass auch 8 h nach
Induktion und Aktivierung der Protease kaum abnorme Zellmorphologie zu beobachten war.
Es fiel bei genauer Analyse auf, dass die Verwendung von Lactacystin alleine, auch ohne
CPAF-Expression, zu einer leichten Erhéhung der Anzahl schwimmender Zellen flhrte.
Diese lagen aber im Gegensatz zur zuvor beschriebenen Situation nach CPAF-Expression
ausschlieB3lich einzeln vor (siehe Abb. 8 A). Diese Beobachtung kann vermutlich auf
einsetzende Zytotoxizitdt von Lactacystin zurickgefiihrt werden. Gestitzt wird diese
Vermutung durch die Ergebnisse der Behandlung der Zellen mit Epoxomicin. Zwar fuhrte die
Zugabe dieses Proteasominhibitors nicht zu einer Hemmung CPAF-induzierter
Morphologiednderungen, allerdings war in Abwesenheit von CPAF gleichfalls eine erhdhte
Anzahl freischwimmender, mutmaflich abgestorbener Zellen sichtbar.

Unter Verwendung eines identischen Versuchaufbaus wurde die Lactacystin-abhangige
Inhibition von CPAF durch die Analyse der Spaltung des Substratproteins Vimentin
nachgewiesen (siehe Abb. 8 B). In T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen war nach achtstiindiger
CPAF-Induktion eine Prozessierung des Intermediarfilamentproteins nachweisbar. Der
Zusatz von Lactacystin verhinderte diese Spaltung. Entsprechend war ein Verlust des
Spaltprodukts und die Zunahme der Menge an Volllangen-Protein zu beobachten.
Epoxomicin zeigte keinen Einfluss auf die CPAF-abhangige Spaltung von Vimentin (siehe
Abb. 8 B).
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3.2.2 WEHD-fmk beeintrachtigt die Entwicklung von C. trachomatis

Aufgrund der bestehenden Literatur schien WEHD-fmk als CPAF-Inhibitor-Kandidat in Frage
zu kommen. So konnte gezeigt werden, dass wahrend chlamydialen Infektionen der Golgi-
Komplex der Wirtszelle fragmentiert wird und ein Transport der Uberreste in die chlamydiale
Vakuole erfolgt. Dieser Vorgang konnte zum einen durch die Verwendung des als Caspase-
1-Inhibitor entwickelten Peptids WEHD-fmk unterdriickt werden und hatte zum anderen zur
Folge, dass Chlamydien nicht mehr in der Lage waren, ihren Entwicklungszyklus normal
abzuschlieBen [94]. Die Golgi-Fragmentierung war auf die Spaltung des integralen Golgi-
Matrixproteins Golgin-84 zurlckzufiihren. Die Zugabe von WEHD-fmk hatte in diesem
Zusammenhang eine Inhibition der Golgin-84-Spaltung zur Folge. Ein moglicher Hinweis auf
eine Beteiligung von CPAF in diesen Vorgangen entstammte der Kinetik der Golgin-84-
Fragmentierung, welche in zeitlicher Hinsicht vergleichbar zu Fragmentierungen von CPAF-
Substraten verlauft [87, 94, 175]. Somit kénnte es sich bei Golgin-84 um ein weiteres CPAF-
Substrat handeln. Dies lasst die Hypothese zu, dass WEHD-fmk ein CPAF-Inhibitor sein
konnte. Die nachfolgenden Arbeiten wurden in Kooperation mit Dr. Dagmar Heuer (MPI fir
Infektionsbiologie, Berlin, Deutschland) durchgefuhrt, die sich auf die Verifizierung von
Golgin-84 als CPAF-Substrat und die moglichen Konsequenzen der CPAF-Expression auf
den Golgi-Komplex konzentrierte. Daher liegt das Augenmerk hier auf der Analyse der
Effekte von WEHD-fmk auf den chlamydialen Pathogenitatsfaktor CPAF.

3.2.2.1 WEHD-fmk inhibiert CPAF-abhangige Spaltungsvorgénge wéahrend
chlamydialen Infektionen

Zunéchst sollte die Hypothese einer inhibitorischen Wirkung von WEHD-fmk auf CPAF in
Infektionsexperimenten getestet werden. Dazu wurden T-REx-293 Zellen verwendet. Den
Zellen wurde nach Infektion WEHD-fmk zugesetzt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden

sie dann geerntet und auf CPAF-abhangige Spaltungsvorgange untersucht.
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Abb. 9: WEHD-fmk inhibiert CPAF-abhangige Spaltung wahrend chlamydialen Infektionen.
T-REx-293 Zellen wurden fir die angegebenen Zeitpunkte mit C. trachomatis (MOI = 2) infiziert. WEHD-fmk

(75 pM) wurde 9 h nach Infektion der Zellen zugegeben. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch
spezifische Antikorper mittels Western Blot Analyse. ,F“ bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte
Proteinfragmente. ,*“ bezeichnet unspezifische Banden eines Western Blots. ,CPAFc* bezeichnet das C-
terminale Fragment von CPAF, welches nach Aktivierung der Protease nachweisbar ist.

Zur Analyse der Spaltung von CPAF-Substraten wurden T-REx-293 Zellen fir 18, 24 bzw. 30
h mit C. trachomatis infiziert. WEHD-fmk-Zugabe erfolgte nach neunstiindiger Infektion.
Ohne WEHD-fmk konnte beobachtet werden, dass alle getesteten CPAF-Substrate mit
fortschreitender Infektionsdauer fragmentiert wurden (Abb. 9, Spuren 1-4). Der beobachtete
Verlauf der Substratspaltung nach Infektion korrelierte dabei mit der CPAF-Aktivierung. Dies
ist durch die ansteigende Menge an CPAFc, dem C-terminalen, nach Aktivierung der
Protease auftretenden Fragment, angezeigt (siehe Abb. 9). Die Zugabe von WEHD-fmk
fuhrte zu einer deutlichen Hemmung der beschriebenen Spaltungsvorgange (siehe Abb. 9,
Spuren 7-9). Bei allen analysierten Substratproteinen war eine deutliche oder komplette
Inhibition der Spaltung zu beobachten. Ferner fiel die Menge an aktivem CPAF in den Zellen
stark ab, so dass es kaum moglich war CPAFc, zu detektieren. Ob diese Beobachtungen auf
einen direkten Eingriff von WEHD-fmk in CPAF-abhéngige Spaltungsvorgange oder eine
Beeintrachtigung der chlamydialen Entwicklung zuriickzufiihren sind, konnte an dieser Stelle

nicht bestimmt werden.

Wie bereits beschrieben, ist CPAF, vermutlich indirekt, in die Degradierung pro-apoptotischer
BH3-only-Proteine involviert (siehe Abschnitte 1.3.3; 1.4). Bisherige Daten begriinden mit
diesen Vorgangen einen ausgepragten Schutz Chlamydien-infizierter Zellen gegeniber
verschiedenen Apoptosestimuli [113, 114].
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Da der Zusatz des Peptid-Inhibitors WEHD-fmk eine Hemmung aller CPAF-abhangigen
Spaltungsvorgénge, auch der BH3-only Proteine, nach sich zog, sollte Gberpruft werden, ob
dies den Verlust charakteristischer Merkmale chlamydialer Infektion wie den Schutz vor
Apoptose zur Folge hatte. Dazu wurden Zellen der Linie HeLa fur 30 h infiziert (MOI = 4). Die
eingesetzte Konzentration von WEHD-fmk sowie der Zeitpunkt der Zugabe wurden analog
zu den zuvor gezeigten Experimenten gewéhlt (siehe Abb. 9). Nach 30 h wurde Apoptose
durch Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht hoher Intensitat (1600 J/m?) induziert [113].
AnschlieBend wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf den Apoptosemarker aktive
Caspase-3 analysiert. Auf diese Weise konnte man Uberprifen, ob WEHD-fmk-Zugabe eine

Verringerung des Chlamydien-induzierten Apoptoseschutzes auslésen kann.
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Abb. 10: WEHD-fmk unterdriickt einen Chlamydien-vermittelten Schutz vor Apoptose.
Zellen wurden mit C. trachomatis (MOl = 4) fur 30 h infiziert. WEHD-fmk-Zugabe (75 pM) erfolgte 9 h nach
Infektion der Zellen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1600 J/m?® UV-Licht bestrahlt und fiir 4 h kultiviert.
Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und aktive Caspase-3 wurde mit spezifischen Antikdrpern intrazellular
gefarbt (a-aktive-Caspase-3, GaR-Cy5). Die Anzahl aktiver Caspase-3 positiver Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die abgebildeten Daten représentieren die Mittelwerte/SEM drei
unabhangiger Experimente. ,K“ bezeichnet Kontrollansatze. ,** p-Wert < 0,05 (Student’s t Test).

Die Behandlung von HelLa Zellen mit der beschriebenen Dosis an UV-Licht fuhrte unter
normalen Kulturbedingungen zur Induktion von Apoptose. Innerhalb von 4 h wurde in ca. 40-
50 % der Zellen Caspase-3 aktiviert (siehe Abb. 10). Die Zugabe von WEHD-fmk alleine
hatte keinen Einfluss; so war die Anzahl an Caspase-3 positiven Zellen nach Zusatz des
Peptid-Inhibitors vergleichbar mit dem Anteil apoptotischer Zellen im Kontrollansatz (siehe

Abb. 10). Dies unterstreicht die Annahme, dass WEHD-fmk nach einer Inkubation flr 25 h
73



Ergebnisse

nicht oder kaum zytotoxisch wirkt. Eine Infektion der Zellen fir 30 h hatte einen Schutz vor
Apoptose zur Folge. Bestrahlung infizierter Hela Zellen resultierte in einer geringen
Erhdhung der Anzahl apoptotischer Zellen auf ca. 15 % (siehe Abb. 10). Dieses Ergebnis ist
im Einklang mit bereits vertffentlichten Daten, wonach Chlamydien den programmierten
Zelltod blockieren und nicht-apoptotischen Zelltod ausldsen [87, 110]. Nach Zugabe von
WEHD-fmk konnte kein Chlamydien-vermittelter Apoptoseschutz beobachtet werden. In der
Prasenz von WEHD-fmk war entsprechend ein signifikanter Anstieg an apoptotischen, aktive
Caspase-3 positiven Zellen, auf ca. 50 %, festzuhalten (siehe Abb. 10). Somit hat die
Behandlung Chlamydien-infizierter Zellen mit dem Peptid-Inhibitor WEHD-fmk neben einem
Verlust CPAF-abhangiger Spaltungsvorgange auch eine Blockierung des CPAF-vermittelten

Apoptoseschutzes nach chlamydialen Infektionen als Konsequenz.

Da die bisherigen Studien sowie unsere eigenen Ergebnisse die Madoglichkeit eines
hemmenden Effekts von WEHD-fmk auf das Fortschreiten chlamydialer Infektionen
anzeigten, wurde der Infektionsverlaufs C. trachomatis-infizierter T-REx-293 Zellen nach

Zugabe von WEHD-fmk lichtmikroskopisch beobachtet.
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T-REx-293-gyrB-CPAF

- C. trach. WEHD-fmk

C. trach. MOl = 2 C. trach. MOl =2
WEHD-fmk

Abb. 11: WEHD beeintrachtigt den Verlauf chlamydialer Infektionen.
T-REx-293 Zellen wurden mit C. trachomatis (MOI = 2) fir 24 h infiziert. WEHD-fmk-Zugabe (75 pM) erfolgte

9 h nach Infektion der Zellen. Die morphologischen Veranderungen wurden mit einem Lichtmikroskop verfolgt
(Axiovert S100, 10x/0.25 Linse, AxioCam Hsm Kamera). Weil3er Balken = 50 uM.

Der Zusatz von WEHD-fmk fihrte zu einer Beeintrdchtigung des chlamydialen
Entwicklungszyklus. Nach 24 h andauernder Infektion waren im Vergleich mit uninfizierten
Zellen groRe Vakuolen in den Zellen sichtbar. Diese nahmen einen Grof3teil des
Zellvolumens ein (siehe Abb. 11, unten links). Bei den Vakuolen handelte es sich um die mit
Bakterien angefllten, chlamydialen Einschliisse. Deren GrofR3e ist ein eindeutiges Indiz, dass
sich die Bakterien zum beobachteten Zeitpunkt replizierten. Die Zugabe von WEHD-fmk
alleine hatte keinen Einfluss auf das morphologische Erscheinungsbild von T-REx-293 Zellen
(siehe Abb. 11, oben rechts). So scheint WEHD-fmk selbst kaum eine Beeintrachtigung der
Zellen nach sich zu ziehen. Wurde dem Medium nach neunstiindiger Infektion der Zellen mit
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C. trachomatis WEHD-fmk beigefligt, so lie3 sich feststellen, dass sowohl Grol3e als auch
Anzahl der Vakuolen stark reduziert war (siehe Abb. 11, unten rechts). Mdglicherweise ist
dies auf eine Retardierung oder Blockierung des chlamydialen Entwicklungszyklus

zurickzufuhren.

3.2.2.2 WEHD-fmk fuhrt zu einer Retardierung der chlamydialen Entwicklung

Wie unter Abschnitt 3.2.2.1 dargelegt, hatte WEHD-fmk eine Unterdriickung CPAF-
abhangiger Prozesse zur Folge. Zudem wurde auch eine Beeintrachtigung des
Infektionsverlaufs beobachtet (siehe Abb. 11). Um naher zu bestimmen, worauf der
beobachtete Effekt in Abb. 11 zurlckzufihren ist, ob WEHD-fmk-abhéngig eine
Verlangsamung oder ein Abbruch der Infektion stattfindet, wurden Infektionen mit C.
trachomatis Uber einen Zeitraum von 75 h beobachtet. Die Zellen wurden dabei fir 30 h in
WEHD-fmk-enthaltendem Medium kultiviert. Danach wurde das Medium durch WEHD-fmk-
freies DMEM-Medium ersetzt. Die Infektion der Zellen wurde qualitativ Uber

lichtmikroskopische Aufnahmen uberprft
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T-REx-293

- C. trach. C. trach. MOl =2 C. trach. MOl =2
+ WEHD 30 h
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Abb. 12: WEHD-fmk kann eine Retardierung chlamydialen Wachstums hervorrufen
T-REx-293 Zellen wurden mit C. trachomatis (MOI = 2) infiziert. WEHD-fmk-Zugabe (75 uM) erfolgte 9 h nach

Infektion der Zellen. 30 h nach Infektion wurde WEHD-fmk-haltiges Medium durch Inhibitor-freies Medium
ersetzt. Die morphologischen Veranderungen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit einem
Lichtmikroskop verfolgt (Axiovert S100, 10x/0.25 Linse, AxioCam Hsm Kamera). Weil3er Balken = 50 pM.

Betrachtete man die Situation 30 h nach Infektion, so war eine WEHD-fmk-abhangige
Abnahme chlamydialer Einschlisse festzustellen. Zu diesem Zeitpunkt war ein Grof3teil der
T-REx-293 Zellen infiziert. Ohne Zusatz von WEHD-fmk waren liberwiegend groRe Vakuolen
sichtbar. Die Zugabe des Peptid-Inhibitors hatte wie zuvor eine Reduktion sowohl der

Anzahl, als auch der GroRRe der chlamydialen Einschliisse zur Folge. Kleinere Vakuolen
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waren auch nach WEHD-fmk-Zugabe zu beobachten (siehe Abb. 12, rechte Spalte, oben).
Dies deutet an, dass eine Retardierung der Infektion wahrscheinlicher ist als ein Abbruch.

Bei langerer Kultivierung infizierter Zellen ist eine stetige Zunahme an sterbenden Zellen zu
beobachten. Dies st wahrscheinlich auf den Abschluss des chlamydialen
Entwicklungszyklus zurlickzufiihren. Ein  Mechanismus der Freisetzung infektioser
Elementarkorperchen beinhaltet die Lyse der Wirtszellen (siehe Abschnitt 1.2). Dazu
passend wurden 50 h nach Infektion vermehrt kleinere chlamydiale Einschlisse detektiert,
die vermutlich auf neue, sekundére Infektionsereignisse zurtickzufihren sind (siehe Abb. 12,
mittlere Spalte). Nach Entzug von WEHD-fmk und insgesamt 50-stiindiger Kultivierung der
infizierten Zellen war ein deutliches Fortschreiten der Infektion zu verzeichnen. Waren zuvor
nur wenige, meist kleine Vakuolen sichtbar, konnte zu diesem Zeitpunkt ein deutlicher
Anstieg an groRen chlamydialen Einschllssen festgestellt werden, welche nahezu komplett
inre Wirtszellen ausfullten (siehe Abb. 12, rechte Spalte, Mitte).

Die logische Fortfihrung der beschriebenen Beobachtungen ergab die Analyse der
Zellmorphologie nach 75 h. Wurde Medium ohne WEHD-fmk eingesetzt, konnten zu diesem
Zeitpunkt fast keine intakten Zellen mehr beobachtet werden. Die Vielzahl an im Medium
schwimmenden Zelltrimmern legt den Schluss nahe, dass Chlamydien-induzierter, nicht-
apoptotischer Zelltod - wie in der Literatur beschrieben - dafiir verantwortlich war (siehe Abb.
12, mittlere Spalte, unten). Auch die WEHD-fmk-beinhaltende Infektionssituation entwickelte
sich wie erwartet weiter. Ahnlich der WEHD-freien Infektion begannen - zwar verzogert -
vermehrt Zellen abzusterben. Teilweise konnten wie zuvor Kkleine, vermutlich auf
Sekundarinfektionen zurlickzufiihrende, chlamydiale Einschliisse detektiert werden (siehe
Abb. 12, rechte Spalte, unten). Somit scheint WEHD-fmk nicht zu einem kompletten Abbruch
einer chlamydialen Infektion zu fiihren. Die Entfernung des Peptids filhrte dazu, dass die
Infektion im Anschluss einem typischen zeitlichen Verlauf folgte. Anhand der Analyse der
zellmorphologischen Veranderungen, der Detektion einer Zunahme toter, teils zerstorter
Zellen, ist von einem teilweisen Abschluss des chlamydialen Entwicklungszyklus
auszugehen. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Verwendung von WEHD-fmk
in der Frihphase chlamydialer Infektionen zu einer Verlangsamung des Infektionsablaufs
fuhrt. Mdglich ist auch der Eintritt der Chlamydien in ein persistentes Stadium, wie es etwa in

der Gegenwart von Interferon-y oder Antibiotika beschrieben ist.

3.2.3 WEHD-fmk inhibiert CPAF nach ektopischer Expression

Experimentelle Untersuchungen chlamydialer Infektionen nach Zusatz des Peptid-Inhibitors

WEHD-fmk ergaben eine Unterdriickung CPAF-abhangiger Spaltungsvorgange, sowie ein

Ausbleiben der Chlamydien-vermittelten Apoptose-Inhibition. Zur Analyse einer mdglichen

direkten Inhibition von CPAF durch den Peptid-Inhibitor, wurde die Zelllinie T-REx-293-gyrB-
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CPAF verwendet. Auf diese Weise war es moglich, die CPAF-Aktivitat unabhangig von
chlamydialen Infektionen zu untersuchen. Dazu wurde CPAF in den Zellen fir 18 h Stunden
mit AHT/CM induziert. WEHD-fmk wurde 30 min zuvor, in verschiedenen Konzentrationen,
hinzu titriert. Im Anschluss wurden die Zellen zum einen auf charakteristische,
morphologische Veranderungen, zum anderen auf die Spaltung des CPAF-Substrats
Vimentin, untersucht.

A
T-REx-293-gyrB-CPAF

control WEHD-fmk 75 uM AHT/CM 18 h

AHT/CM 18 h AHT/CM 18 h AHT/ICM 18 h
+ WEHD-fmk 10 uM + WEHD-fmk 30 uM + WEHD-fmk 75 uM

Abb. 13: WEHD-fmk blockiert CPAF-Aktivitét.
(A) WEHD-fmk blockiert CPAF-abhangige Veranderungen der Zellmorphologie. CPAF wurde in T-REx-293-

gyrB-CPAF Zellen fir 18 h mit AHT/CM (5 ng, 1 uM) induziert und aktiviert. Vor Induktion wurde den Zellen in
angegebener Konzentration WEHD-fmk zugesetzt. Die morphologischen Veranderungen wurden nach 18 h
mit einem Lichtmikroskop verfolgt (Axiovert S100, 10x/0.25 Linse, AxioCam Hsm Kamera). WeilRer Balken =
50 pM.

79



Ergebnisse

B
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Abb. 13: WEHD-fmk blockiert CPAF-Aktivitat.
(B) WEHD-fmk blockiert CPAF-abhéngige Substratspaltung. CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen fir

18 h induziert. Vor Induktion wurde den Zellen in angegebener Konzentration WEHD-fmk zugesetzt. Der
Nachweis von Vimentin erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse. ,F*“ bezeichnet
spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente.

Die Zugabe von WEHD-fmk zu T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen hatte keinen Einfluss auf deren
Morphologie. Identisch zu unbehandelten Zellen war ein dichtes Netzwerk langlicher, ca. 10
MM groBRer Zellen zu beobachten (siehe Abb. 13 A, obere Reihe, Mitte). Nach CPAF-
Induktion fur 18 h konnten kaum noch adhéarente Zellen detektiert werden. Die Mehrheit der
Zellen schwamm - wie bereits beschrieben (siehe Abb. 8) - einzeln oder in traubenférmigen
Formationen im Medium. Teilweise waren auch zerstérte bzw. Fragmente zerstorter Zellen
zu sehen (siehe Abb. 13 A, obere Reihe, rechts). Dies korreliert mit unseren friheren Daten,
welche zu diesem Zeitpunkt der CPAF-Induktion ein Absterben der Zellen durch nicht-
apoptotischen Zelltod aufzeigten [87].

Die Zugabe ansteigender Mengen an WEHD-fmk hatte eine graduelle Inhibition der
beschriebenen, fir CPAF-Induktion typischen Veranderungen der Zellmorphologie zur Folge.
Die Zugabe von 10 uM WEHD-fmk vor Induktion der Zellen zeigte lediglich geringe bis keine
Effekte. Eine WEHD-fmk-Konzentration von 30 pM flhrte zu einer starken Abschwachung
CPAF-induzierter Anpassungen der Zellmorphologie. Der Einsatz von 75 pM WEHD-fmK,
analog zu den zuvor gezeigten Infektionsexperimenten (siehe Abb. 11, 12), inhibierte die
Veranderungen der Zellmorphologie fast vollstandig (siehe Abb. 13 A, untere Reihe). Da in
diesem experimentellen Aufbau CPAF ektopisch exprimiert wurde, konnten Effekte auf
andere chlamydiale Proteine oder Strukturen ausgeschlossen werden. Das Ergebnis des

Experiments stltzt somit die Hypothese einer Inhibition von CPAF durch WEHD-fmk.

Weiter wurde getestet, ob WEHD-fmk CPAF-abhangige Substratspaltung beeintrachtigt.
Daher wurden Zelllysate der zuvor beschriebenen Titrationsexperimente auf die Spaltung
des CPAF-Substrats Vimentin untersucht.

Nach 18-stindiger CPAF-Induktion konnte Vimentin-Spaltung im Western Blot detektiert
werden (siehe Abb.13 B). Entsprechend der vorangegangenen Experimente wurde den

Zellen 10, 30 bzw. 75 pM WEHD-fmk zugesetzt. In Ubereinstimmung mit der Inhibition
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CPAF-abhéngiger Veranderungen der Zellmorphologie wurde auch die Spaltung des CPAF-
Substrats durch WEHD-fmk blockiert. Wahrend eine Konzentration von 10 uM WEHD-fmk fur
eine Hemmung der CPAF-Aktivitat erneut nicht ausreichend war, fuhrten 30 wie 75 pM
WEHD-fmk zu einer partiellen bzw. vollstandigen Inhibition der Spaltung von Vimentin. Dies
resultiert aus einer abgeschwachten bzw. fehlenden Detektion des Vimentinspaltprodukts.
Die Korrelation von ausbleibenden CPAF-Effekten nach ektopischer CPAF-Expression in T-
REx-293-gyrB-CPAF Zellen und der Applikation des Peptid-Inhibitors WEHD-fmk stiitzt
erneut die Hypothese, dass WEHD-fmk ein CPAF-Inhibitor ist.

Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob WEHD-fmk auch die Spaltung anderer
CPAF-Substrate blockiert. Auf diese Weise konnte ausgeschlossen werden, dass
Interaktionen zwischen einzelnen Substraten und dem Inhibitor fiir unsere Beobachtungen
verantwortlich sind. Dazu wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen CPAF induziert und
aktiviert. WEHD-fmk wurde 30 min zuvor, in einer Konzentration von 75 uM, zugegeben.

CPAF-Substrate wurden mittels Western Blot analysiert.

T-REx-293-gyrB-CPAF

AHT/CM - - + +
WEHD-fmk - + - +
Vimentin=— s s N - 55

Cyclin B1=SSS S e —55

AKtin— S — — 55

Bim— - = . e _15

Aktin— | SE—— | 55

Abb. 14: WEHD-fmk blockiert CPAF-abhangige Substratspaltung.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen fir 18 h mit AHT/CM (5 ng, 1 uM) induziert und aktiviert.

WEHD-fmk (75 uM) wurde den Zellen 30 min vor Induktion zugesetzt. Der Nachweis von zellularen Proteinen
erfolgte durch spezifische Antikorper mittels Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF
generierte Proteinfragmente.

Exemplarisch wurde zur Uberpriifung der Substrat-Spaltung Cyclin B1 und das pro-
apoptotische Protein Bim Uberprift. Die Induktion der CPAF-exprimierenden Zellen hatte die

Prozessierung beider Proteine zur Folge (siehe Abb. 14). Im Fall von Cyclin B1 wurde eine

81



Ergebnisse

charakteristische Verkirzung des Proteins detektiert. Ferner konnte ein Spaltprodukt einer
Masse von ca. 40 kDa detektiert werden. Die Degradierung von Bim resultierte nicht in
einem definierten Spaltprodukt. Die Zugabe des Peptid-Inhibitors verhinderte die Uberpriften
Spaltungsvorgange. Eine mdgliche Erklarung der beobachteten Vorgange wére eine direkte
Inhibition der chlamydialen Protease CPAF. Die Moglichkeit, dass unsere Beobachtungen
durch eine Interaktion zwischen WEHD-fmk und einem Substratprotein begriindet sein

kdnnten erscheint unwahrscheinlich.

3.2.4 Analyse des inhibitorischen Effekts von WEHD-fmk

Die gezeigten Daten deuten auf eine Inhibition der chlamydialen Protease CPAF durch
WEHD-fmk hin. Allerdings war keines der bisher gezeigten Experimente dazu geeignet,
einen solchen Vorgang néher zu charakterisieren. Durch in vitro, sowie Zellkultur-basierte
Experimente sollte der zu Grunde liegende Mechanismus analysiert und charakterisiert

werden.

3.2.4.1 WEDH-fmk inhibiert aktiviertes CPAF

Die Maoglichkeit einer direkten Inhibition von CPAF durch WEHD-fmk sollte in in vitro
Experimenten Gberpruft werden. Dazu wurden Lysate von Zellen nach CPAF-Expression und
Aktivierung mit Lysaten CK8-myc transfizierter T-REx-293 Zellen vermischt. Durch Analyse
der Spaltung des markierten CPAF-Substrates kann die Aktivitat der Protease beobachtet
werden. Da CPAF im eingesetzten T-REx-293-gyrB-CPAF Lysat bereits aktiviert worden
war, kann moglicherweise durch Verwendung von WEHD-fmk vor Zugabe des Substrat-
Lysats, eine Blockierung auf Ebene der Expression oder Aktivierung bzw. auf Ebene der

Substratspaltung ausgeschlossen werden.

CPAF = B +: +
CK8-myc - o+

T R A o
CK8-myc— . ' ' =55

- LC WEHD

Abb. 15: WEHD-fmk blockiert aktives CPAF.
T-Rex-293-gyrB-CPAF Zellen wurden nach CPAF-Induktion und Aktivierung geerntet und lysiert. Diese Lysate
wurden mit Lysaten aus CK8-myc transfizierter T-REx-293 Zellen gemischt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.
Wie angegeben wurde dem CPAF-enthaltenden Zellextrakt zuvor WEHD-fmk (75 pM) oder Lactacystin (LC;
40 pM) zugesetzt. Der Nachweis von myc-markiertem Zytokeratin-8 erfolgte durch spezifische Antikdrper
mittels Western Blot Analyse.
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Bei Kontrolle von myc-markiertem Zytokeratin-8 konnte, wie erwartet, festgestellt werden,
dass kein Signal im CPAF-enthaltenden Lysat zu detektieren war. CK8 wurde lediglich im
Lysat zuvor transient transfizierter T-REx-293 Zellen nachgewiesen. Entgegen der
Experimente unter Abschnitt 3.2.2.1 konnte eine dritte Bande bei ca. 40 kDa beobachtet
werden. Da die Lysate ohne die Verwendung von Protease-Inhibitoren gewonnen wurden,
konnte die Aktivitat zellularer Proteasen die Ergebnisse erklaren.

Nach gemeinsamer Inkubation der Lysate war zu beobachten, dass das CPAF-Substrat
kaum noch detektierbar war (siehe Abb. 15). Ein mdglicher Grund ist die bekannte CPAF-
abhangige Substratspaltung. Die Daten der Experimente nach Zugabe des CPAF-Inhibitors
Lactacystin stiitzen eine entsprechende Annahme. So wurde der Abbau von Zytokeratin-8
durch Lactacystin nahezu véllig unterdriickt (siehe Abb. 15). Der Zusatz von WEHD-fmk
hatte vergleichbare Folgen. Wie im Falle der Verwendung von Lactacystin war eine starke
Blockierung der CPAF-abhangigen Zytokeratin-8-Spaltung zu beobachten. Im Vergleich mit
der Lactacystin-vermittelten Inhibition, erschien die Hemmung durch WEHD-fmk schwacher
ausgepragt zu sein. Zwar konnte auch Volllangen-Zytokeratin detektiert werden, allerdings
weniger als im Kontrolllysat oder nach Lactacystin-Zusatz. Des Weiteren war durch WEHD-
fmk eine Zunahme des 40 kDa Fragments festzustellen. Mdéglicherweise ist an der
Generierung des Zytokeratin-8-Fragments eine weitere WEHD-fmk-insensitive, wirtseigene
Protease beteiligt. Aus diesem experimentellen Aufbau ist zu schlieRen, dass WEHD-fmk in
der Lage ist, die katalytische Aktivitdt von aktivem CPAF zu hemmen. Das hier erbrachte
Ergebnis ist als Argument fur eine direkte Inhibition von CPAF durch WEHD-fmk zu

interpretieren.

Um die Beteiligung von ungewollten bzw. unerwarteten, durch WEHD-fmk-vermittelten,
Effekten auf andere Proteine mdglichst auszuschlieRen, wurde in in vitro Versuchen
rekombinantes, aufgereinigtes und aktiviertes CPAF verwendet. Bevor rekombinantes CPAF
mit T-REx-293 Zelllysaten vermischt wurde, titrierte man unterschiedliche Konzentrationen
an WEHD-fmk zu. Nach Inkubation bei 37°C wurde zum Nachweis CPAF-abhangiger

Substrat-Spaltung Vimentin mittels Western Blot Gberpruft.
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Abb. 16: WEHD-fmk blockiert rekombinantes CPAF.
Aufgereinigtes, rekombinantes CPAF wurde wie angegeben WEHD-fmk zugesetzt. T-REx-293 Lysat wurde

den Anséatzen nach 30-mindtiger Inkubation zugegeben. Die Ansétze wurden fur 1 h bei 37°C inkubiert. Der
Nachweis von Vimentin erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet
spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,* bezeichnet unspezifische Banden eines Western
Blots.

Rekombinantes CPAF hatte, nach Zugabe eines Substrat-Lysats, die Spaltung von Vimentin
zur Folge (siehe Abb. 16, Spur 2). Verglichen mit vorherigen in vitro oder Zellkultur-basierten
Versuchen war eine identische Fragmentierung des CPAF-Substrates zu beobachten. Die
Zugabe von WEHD-fmk in steigenden Konzentrationen hatte eine graduelle Zunahme der
Inhibition der Vimentin-Spaltung zur Folge (siehe Abb. 16, Spuren 3-8). Eine Konzentration
von 50 uM WEHD-fmk war nicht in der Lage Substratspaltung zu inhibieren, eine Steigerung
auf 75 uM zog allerdings eine weitgehende Blockierung der CPAF-Aktivitdt nach sich. Ab
einer Zugabe von 100 uM WEHD-fmk war kaum noch eine Prozessierung von Vimentin zu
detektieren. Trotzdem konnte die Fragmentierung von Vimentin selbst durch eine starke
Steigerung der WEHD-fmk-Konzentration nicht komplett unterdrtickt werden.

Da als Substrat keine rekombinanten Proteine sondern Zelllysate eingesetzt wurden,
konnten diese Experimente die Mdglichkeit von Nebenwirkungen durch WEHD-fmk zwar
nicht endgultig ausschlieRen, die Blockierung der CPAF-Aktivitdt des gereinigten Proteins
durch die Verwendung von WEHD-fmk ist trotzdem als deutlicher Hinweis auf die CPAF-

Spezifitat des unterliegenden, inhibitorischen Mechanismus zu werten.

3.2.4.2 WEHD-fmk inhibiert CPAF unabhéangig von Caspasen

Zur weiteren Charakterisierung der WEHD-fmk-vermittelten Hemmung der CPAF-Aktivitat
durch WEHD-fmk erfolgte eine vergleichende Analyse mit verschiedenen Inhibitoren. So
wurden CPAF-exprimierende Zellen mit WEHD-fmk und Lactacystin inkubiert. Da WEHD-fmk
urspriinglich als Caspase-1-Inhibitor entwickelt wurde, ware auch eine Beteiligung von
Caspasen denkbar. Um diese Mdglichkeit zu tberprifen, wurden induzierte T-REx-293-gyrB-
CPAF Zellen auch nach Zugabe des pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk auf Spaltung
verschiedener  CPAF-Substrate  analysiert.  Als  Negativ-Kontrolle  wurde  der
Proteasominhibitor Epoxomicin verwendet. Dieser hat keine Inhibition der CPAF-Aktivitat zur
Folge (siehe Abschnitt 3.1).
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Abb. 17: WEHD-fmk blockiert CPAF-Aktivitat unabhangig von Caspasen.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen fur 18 h mit AHT/CM (5 ng, 1 pM) induziert. Vor Induktion der

Zellen wurde wie angezeigt WEHD-fmk (75 pM), Lactacystin (LC, 40 uM), Epoxomicin (Epox, 2,5 uM) bzw. z-
VAD-fmk (75 uM) zugegeben. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels
Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische durch CPAF generierte, Proteinfragmente.

Zur Uberprufung CPAF-abhangiger Spaltungsereignisse wurden nach Zugabe von AHT/CM
zu T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen Vimentin und Zytokeratin-8 mittels Western Blot
kontrolliert. Analog zu bisherigen Experimenten fuhrte sowohl die Zugabe von WEHD-fmk,
als auch von Lactacystin zu einer zumindest partiellen Blockierung der Spaltung der
Proteine (siehe Abb. 8, 14, 15). In diesem Experiment zeigte WEHD-fmk eine deutlich
ausgepragtere Unterdriickung der CPAF-abhangigen Substratspaltung als Lactacystin.
Dies kdnnte in einer unterschiedlichen Zellgangigkeit der beiden Inhibitoren begriindet sein.
In einem in vitro Assay ware ein solcher Faktor nicht von Bedeutung. Weiterhin ist die
Stabilitdt von Lactacystin sehr gering. Daher kénnte eine langere Lagerung des Inhibitors
oder Inkubationsdauer zu einer verringerten inhibitorischen Kapazitdt fuhren. Der
Proteasom-Inhibitor Epoxomicin hatte keine inhibitorische Wirkung auf CPAF (siehe Abb.
17, Spuren 3-5).
Weiterhin sollte analysiert werden, ob Caspasen bei den beobachteten WEHD-fmk-
vermittelten Effekten bzw. CPAF-abhéngigen Substratspaltungsvorgéngen von Bedeutung
sind. Die Zugabe des pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk war dabei nicht ausreichend, um
die Spaltung der CPAF-Substrate zu blockieren. Dies zeigt, dass Caspasen nicht an CPAF-
abhangigen Spaltvorgéngen beteiligt waren. Auch schloss man dadurch aus, dass die
WEHD-vermittelte Inhibiton von CPAF mit einer Blockierung von Caspasen im
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Zusammenhang steht. Insgesamt konnte durch diese Versuche neben Caspasen zumindest
eine Beteiligung des Proteasoms im inhibitorischen Mechanismus von WEHD-fmk

ausgeschlossen werden. Ein Einbezug anderer zellularer Proteine wéare trotzdem denkbar.

3.2.5 Test von Peptid-fmk Inhibitoren auf CPAF-blockierende Effekte

Nachdem bisherige Daten eine spezifische Inhibition von CPAF durch WEHD-fmk anzeigten,
sollte in weiterfhrenden Experimenten néher untersucht werden, inwiefern der Peptidanteil
der Inhibitoren entscheidend fur die Blockierung der Protease ist. In einem mit dem
Experiment in Abb. 15 vergleichbaren, experimentellen Aufbau, wurden weitere Peptid-

Inhibitoren auf eine Hemmung CPAF-abhangiger Spaltvorgange tberpruft.

3.2.5.1 Analyse von Peptid-fmk Inhibitoren auf CPAF-blockierende Effekte

Zur Untersuchung bekannter Peptid-Inhibitoren auf eine Blockierung der Protease CPAF,
wurde auf eine entsprechende Bibliothek an Inhibitoren zuriickgegriffen (PromoKine,
Heidelberg, Deutschland). Diese Gruppe fmk-gekoppelter Peptide wurde identisch zu Abb.
15 analysiert. Neben den Inhibitoren der verwendeten Bibliothek wurden Lactacystin und
WEHD-fmk entsprechend der bisherigen Experimente verwendet. Zur Uberprifung einer
moglichen Blockierung CPAF-abhangiger Substratspaltung wurde myc-markiertes

Zytokeratin-8 mittels Western Blot analysiert.

DL T LL L9 0L
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Abb. 18: Test von Peptid-fmk Inhibitoren auf CPAF-Blockierung .
T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen wurden nach CPAF-Induktion und Aktivierung geerntet und lysiert. Diese

Lysate wurden mit Lysaten aus CK8-myc transfizierter T-REx-293 Zellen gemischt und fur 1 h bei 37°C
inkubiert. Wie angezeigt wurden CPAF-beinhaltenden Zelllysaten zuvor Peptid-Inhibitoren (75 uM) oder
Lactacystin (LC; 40 pM) zugesetzt. Der Nachweis von myc-markiertem Zytokeratin-8 erfolgte durch
spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse.

Uber den Test verschiedener Peptid-Inhibitoren lieR sich feststellen, dass weitere
Substanzen ein Potential zur Blockierung CPAF-abhéngiger Spaltungen besitzen. So hatte
eine Inkubation CPAF-haltiger Lysate mit LEVD-fmk oder VEID-fmk eine partielle
Blockierung der CK8-Spaltung zur Folge (siehe Abb. 18, Spuren 9, 11). In beiden Fallen war
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nicht vollstandig gespaltenes Zytokeratin-8 zu detektieren. Ungespaltenes Protein war
trotzdem kaum nachweisbar. Die Ubrigen getesteten Substanzen hatten keinerlei Einfluss auf
die Degradierung des CPAF-Substrats. Dabei ist anzumerken, dass die Gruppe getesteter
Inhibitoren YVAD-fmk umfasste, welches, wie WEHD-fmk, ein Caspase-1-Inhibitor ist (siehe
Abb. 18, Spur 6). Da auch dieser Caspase-1-Inhibitor keinen Einfluss auf die CPAF-Aktivitat
hatte, kann eine Rolle der Cystein-Protease bei CPAF-abhéangigen Substratspaltungen
ausgeschlossen werden.

Verglich man die WEHD-fmk Inhibitoren verschiedener Hersteller (siehe Abb. 18, Spur 5:
R&D, Wiesbaden, Deutschland; Spur 10: PromoKine, Heidelberg, Deutschland) so war eine
unterschiedlich stark ausgepragte Hemmung der CK8-Spaltung zu verzeichnen. Die Griinde

hierflir konnten bisher nicht geklart werden.

3.2.5.2 WEHD-fmk und VEID-fmk hemmen CPAF-abhangige Substratspaltung

nach chlamydialer Infektion

Auf der Grundlage der Analyse einer Gruppe an Peptid-Inhibitoren sollte ein weiterer
putativer CPAF-Inhibitor - VEID-fmk - genauer auf sein inhibitorisches Potenzial Uberprift
werden. Neben VEID-fmk und WEHD-fmk wurden in Zellkultur-basierten Experimenten auch
LEHD-fmk und DEVD-fmk untersucht. Da die beiden letztgenannten Peptid-Inhibitoren zuvor
keine messbare Hemmung von CPAF zeigten, dienten sie als Negativ-Kontrollen. In einem
ersten experimentellen Aufbau wurden dazu T-REx-293 Zellen mit C. trachomatis infiziert

und nach Zugabe der Inhibitoren auf Vimentinspaltung untersucht.

T-REx-293

WEHD VEID LEHD DEVD

C.trach. = + + + + +

VIimentin e g wee s s s
F- - . e - e

Abb. 19: VEID-fmk hemmt CPAF-abhangige Substratspaltung nach Infektion.
T-REx-293 Zellen wurden mit C. trachomatis (MOI = 2) flr 24 h infiziert. Zugabe von VEID-fmk (75 uM)
erfolgte 9 h nach Infektion der Zellen. Der Nachweis von Vimentin erfolgte durch spezifische Antikérper mittels
Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte, Proteinfragmente.

Die durchgefiihrten Infektionsexperimente bestatigen die Daten der in vitro Experimente.
WEHD-fmk und VEID-fmk flhrten zu einer partiellen Inhibition der CPAF-abhangigen
Spaltung von Vimentin (siehe Abb. 19, Spur 3, 4). Wie zuvor zeigte weder DEVD-fmk noch
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LEHD-fmk einen Einfluss auf die Vimentindegradierung. Dieses Ergebnis unterstreicht die
Moglichkeit einer VEID-fmk-vermittelten Blockierung von CPAF.

3.2.5.3 VEID-fmk hemmt CPAF-abhangige Substratspaltung in CPAF-

exprimierenden Zellen

Entsprechend der Uberpriifung der CPAF-Inhibition durch WEHD-fmk, wurde untersucht, ob
VEID-fmk CPAF-abhangige Substratspaltung nach ektopischer Expression der Protease
unterdriicken kann. Dies wiirde zeigen, dass die VEID-fmk-abhangige Blockierung der
Spaltung von CPAF-Substraten, wie im Falle von WEHD-fmk, unabhangig von anderen
chlamydialen Proteinen ist. T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen wurden deshalb mit VEID-fmk
behandelt und wie angegeben induziert. CPAF-Aktivitat wurde anhand der Spaltung von

Vimentin Uberpruft.

T-REx-293-gyrB-CPAF
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Abb. 20: VEID-fmk blockiert CPAF-Aktivitat.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen fiir die angegebenen Zeitpunkte mit AHT/CM (5 ng, 1 pM)

induziert. Vor Induktion wurde den Zellen VEID-fmk (75 uM) zugesetzt. Der Nachweis von zellularen Proteinen
erfolgte durch spezifische Antikérper mittels Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF
generierte Proteinfragmente.

CPAF-Expression fihrte zu eine zeitabh&ngigen Spaltung von Vimentin. Die Zugabe von
VEID-fmk fiihrte zu einer Verlangsamung der Vimentinspaltung. So konnte das
charakteristische Spaltfragment von Vimentin flnf, spatestens sechs Stunden nach Induktion
detektiert werden (siehe Abb. 20, Spuren 2, 3). Im Beisein von VEID-fmk war eine Spaltung
erst 7 h nach Zugabe von AHT/CM zu beobachten. Auch das Ausmaf der Spaltung war
nach VEID-fmk Zusatz geringer als zuvor (siehe Abb. 20, Spuren 6-9).
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3.2.5.4 VEID-fmk inhibiert aktives CPAF

Nachdem festgestellt werden konnte, dass VEID-fmk sowohl nach Infektion, als auch nach
ektopischer Expression die Spaltung von CPAF-Substraten inhibiert, sollte getestet werden
ob auch bereits aktives CPAF auf diese Weise blockiert werden kann. Dazu wurden in vitro
Experimente durchgefiihrt. Gereinigtem, rekombinantem Protein wurde analog zu Abb. 16
VEID-fmk in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt. Im Anschluss wurden diese
Ansatze mit T-REx-293 Zelllysat vermischt. Nach einstindiger Inkubation der Ansatze bei

37°C, wurde exemplarisch Vimentinspaltung nachgewiesen.

VEID-fmk 0 0 50 75100150200250 [uM]
CPAF = + + + + + o+

Vlmentm- “ §' - e W 55

Abb. 21: VEID-fmk blockiert rekombinantes CPAF.
Aufgereinigtes, rekombinantes CPAF wurde wie angegeben VEID-fmk zugesetzt. T-REx-293 Zelllysat wurde

den Anséatzen nach 30-mindtiger Inkubation zugegeben. Die Ansatze wurden fur 1 h bei 37°C inkubiert. Der
Nachweis von Vimentin erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet
spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,* bezeichnet unspezifische Banden eines Western
Blots.

Die Titration von VEID-fmk zu rekombinantem CPAF flhrte zu einer schrittweisen
Blockierung der Vimentinspaltung. Ohne Inhibitor-Zugabe konnte eine vollstandige
Fragmentierung des Substratproteins beobachtet werden (siehe Abb. 21, Spur 2). Nach
Zusatz von 50 uM VEID-fmk konnte bereits eine partielle Inhibition der Fragmentierung
detektiert werden. Diese nahm schrittweise zu und bei einer Konzentration von 200 uM war
keine Spaltung mehr nachzuweisen (siehe Abb. 21, Spuren 3-8). Das Ergebnis des
Experiments zeigt, dass wie im Falle von WEHD-fmk, auch VEID-fmk in der Lage ist, aktives
CPAF zu inhibieren. Durch die Ergebnisse der Abschnitt 3.2.5 wird gezeigt, dass auch VEID-

fmk ein potentieller Inhibitor der chlamydialen Protease CPAF ist.
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3.3 Einfluss chlamydialer Infektionen auf zellulare Signal-

transduktion

Durch verschiedene Studien konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass Chlamydien
in der Lage sind, Effektorproteine Uber die Barriere der Vakuolenmembran zu sezernieren.
Ein Mechanismus, Uber den dies geschieht, ist beispielsweise ein Typ-3-Sekretionssystem.
Daneben existieren wohl auch noch andere Mechanismen zu Proteintranslokation; so wird
die chlamydiale Protease CPAF Typ-3-unabhangig sezerniert - moglicherweise Uber ein Sec-
System [60, 67, 176]. Die chlamydialen Effektoren kdnnen in den Wirtszellen mit
verschiedenen zellularen Mechanismen und Funktionen interferieren, beispielsweise der
Apoptose oder dem Vesikeltransport.

Des Weiteren scheinen Chlamydien Signaltransduktionswege zu manipulieren, die Einfluss
auf die Immunantwort nehmen. Neben einer Aktivierung der MEK/ERK-Kaskade [137],
beschreiben mehrere Arbeiten eine Chlamydien-abhéangige Blockierung des NF-kB-
Signalwegs. Bisher werden zwei chlamydiale Effektoren mit diesen Vorgangen in Verbindung
gebracht. Hier zu nennen ist eine chlamydiale Deubiquitinase, ChlaDub-1, welche zumindest
in vitro die Ubiquitinierung von I-kB-a aufhebt und dadurch eine Translokation des
heterodimeren Transkriptionsfaktors in den Nukleus verhindern kénnte [151]. Eine Sekretion
von ChlaDub-1 wahrend chlamydialen Infektionen konnte bisher aber nicht gezeigt werden.
Weiterhin wird die Aktivitat einer chlamydialen Tsp-Protease CT441 mit der Unterdriickung
von Signalen des NF-kB-Signaltransduktionsweges assoziiert [152, 153]. Tsp-Proteasen sind
aus verschiedenen Mikroorganismen bekannt und beschrieben. Sie erkennen ihre Substrate
Uber eine PDZ-Erkennungsdomane und spalten freie C-Termini. Tsp-Proteasen sind oft Teil
von Proteindegradierungs- bzw. Verwertungswegen. So dient die Tsp-Protease aus E. coli -
Prc - der Entfernung missgefalteter Proteine aus dem bakteriellen Periplasma [177]. In vitro
wurde gezeigt, dass die chlamydiale Tsp-Protease CT441 p65/RelA - ein Protein der NF-kB-
Proteinfamilie - spaltet [79, 152, 153]. Allerdings ist die Lokalisation der Protease wahrend
Infektion noch ungeklart. Eine Sekretion des Proteins in das Zytosol konnte bisher nicht
gezeigt werden [156]. Des Weiteren wurde eine mogliche Beteiligung anderer chlamydialer
Proteasen, speziell CPAF, nicht ausgeschlossen. Somit ist nicht abschlieRend geklart,

wodurch der NF-kB-Signalweg in Abhéngigkeit chlamydialer Infektionen blockiert wird.

3.3.1 Spaltung von p65/RelA nach chlamydialer Infektion

Zunéchst sollte nach chlamydialen Infektionen der zeitliche Ablauf der Spaltung von
p65/RelA Uberpruft werden. Hierzu wurden verschiedene eukaryotische Zelllinien mit C.
trachomatis infiziert. Als humane Zelllinie wurden T-REx-293 Zellen und als murine MEF

Zellen verwendet. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da vorhandene Daten
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speziesspezifische Unterschiede in der Proteinspaltung zeigten. p65/RelA wurde sowohl
nach Infektion mit C. trachomatis, als auch C. pneumoniae uberprift. Sollten in beiden
humanpathogenen Spezies Mechanismen zur Spaltung angelegt sein, wirde dies eine

maogliche Relevanz fur den Verlauf von Infektionen nahe legen.

3.3.1.1 p65/RelA-Spaltung nach Infektion mit C. trachomatis

Die beiden eukaryotischen Zelllinien wurden mit einer Chlamydienmenge, welche einer MOI
= 3 entsprach, infiziert. Nach den in Abb. 22 angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen
geerntet und mittels Western Blot analysiert. Da die Dauer des chlamydialen
Entwicklungszyklus durch die Wahl der Wirtszellen beeinflusst wird, wurden T-REx-293

Zellen Uber eine Infektionsdauer von 24 h, MEF Zellen von 48 h, untersucht.

A B

T-REx-293 + C. trach. MOl = 3 MEF + C. trach. MOl = 3
0 10 12 14 16 18 20 22 24 [h] 0 14 18 22 26 30 34 40 48 [h]

P55-‘ =70 p65= =70
=55 g =55
Feu -25

Fea CPAFcm
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=55
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Abb. 22: Infektion von T-REx-293 und MEF Zellen mit C. trachomatis hat p65/RelA-Spaltung zur Folge.
(A) T-REx-293 Zellen wurden mit einer MOI = 3 infiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Zellen geerntet, lysiert und analysiert.

(B) MEF Zellen wurden mit einer MOI = 3 infiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen
geerntet, lysiert und analysiert.

Der Nachweis zellularer Proteine bzw. von chlamydialem CPAF erfolgte durch spezifische Antikorper per
Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,** bezeichnet
unspezifische Banden eines Western Blots. ,CPAFc* bezeichnet das C-terminale Fragment von CPAF,
welches nur nach Aktivierung der Protease nachweisbar ist (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Nach Infektion sowohl der humanen Zelllinie T-REx-293 als auch der murinen Zelllinie
konnte die Spaltung von p65/RelA nachgewiesen werden. Unter Einbezug der
unterschiedlichen Dauer des chlamydialen Entwicklungszyklus in beiden Zelllinien konnte ein
vergleichbarer zeitlicher Ablauf des Spaltungsvorgangs festgestellt werden. In T-REx-293
Zellen wurde 16 h nach Infektion eine beginnende Fragmentierung beobachtet. Gleiches
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konnte in MEF Zellen nach 22 h detektiert werden (siehe Abb. 22). Diese Feststellung
widersprach bisherigen Berichten, wonach murines p65/RelA nicht wahrend Infektionen mit
C. trachomatis gespalten wird [152, 153]. Spaltung von p65/RelA fihrte in beiden Féllen zu
einer definierten Fragmentierung des Proteins, wodurch ein Spaltprodukt einer Grof3e von
ca. 25 kDa nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 22). Bei ndherer Analyse des
Fragmentierungsmusters waren auch Unterschiede zwischen den Zelllinien festzustellen. So
wurden nach Infektionen von MEF Zellen zwei Banden im Bereich von 25 kDa detektiert
(siehe Abb. 22 B). Weiterhin schien die Spaltung von humanem p65/RelA effektiver zu sein
als von murinem. Diese Diskrepanzen in der Fragmentierung kdnnten moglicherweise auf
speziesspezifische Unterschiede in der Proteinsequenz zurlickzufihren sein. In diesen
Unterschieden kénnte auch eine unterschiedliche Sensitivitat des verwendeten Antikérpers
fur humanes und murines p65/RelA begrindet sein. Auch ware es denkbar, dass die
Zuganglichkeit von p65/RelA in MEF-Zellen und T-REx-293 Zellen verschieden ist.

Die detektierte p65/RelA-Spaltung setzte in beiden Zelllinien mit der Detektion der aktiven
Form der chlamydialen Protease CPAF ein (siehe Abb. 22). Neben dem Nachweis von
CPAF, korrelierte auch die Aktivitat der Protease mit dem Verlauf der p65/RelA-Spaltung.
Dies wurde anhand der Fragmentierung des CPAF-Substrates Vimentin gezeigt (siehe Abb.
22). So war zu beobachten, dass beide Spaltungsereignisse vergleichbar voranschritten -
beginnend 16 h nach Infektion von T-REx-293 und 18 h nach Infektion von MEF Zellen
(siehe Abb. 22). Diese Experimente stellten erstmals einen Bezug zwischen der Aktivitat der

chlamydialen Protease CPAF und dem Abbau von p65/RelA her.

3.3.1.2 p65/RelA-Spaltung nach Infektion mit C. pneumoniae

Neben C. trachomatis, die je nach Serovar Epithelien im Bereich des Auges bzw.
Genitaltrakts infiziert, ist C. pneumoniae die zweite wichtige humanpathogene Spezies aus
der Familie der Chlamydiaceae. Entsprechende Infektionen des Lungenepithels haben
manchmal Pneumonien zur Folge (siehe Abschnitt 1.1). Nachdem in Abschnitt 3.3.1.1 eine
Korrelation zwischen p65/RelA-Spaltung und der Detektion sowie der Aktivitat der
chlamydialen Protease CPAF hergestellt werden konnte, sollte in weiterfihrenden
Experimenten analysiert werden, ob dies auch nach Infektionen mit C.pneumoniae zu
beobachten ist. Zu diesem Zweck wurden wie unter 3.3.1.1 sowohl T-REx-293, als auch
MEF Zellen infiziert. Da der Entwicklungszyklus von Chlamydia pneumoniae je nach
infizierter Zelllinie 72-96 h andauert, wurden die Experimente dahingehend angepasst.
Zudem ist die Infektion von Zellen mit C. pneumoniae ineffektiver als der entsprechende
Vorgang mit C. trachomatis. Daher wurde eine hohere infektibse Dosis verwendet (siehe
Abb. 23).
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Abb. 23: Infektion von T-REx-293 und MEF Zellen mit C. pneumoniae hat p65/RelA-Spaltung zur Folge.
(A) T-REx-293 Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 5) infiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Zellen geerntet, lysiert und analysiert.

(B) MEF Zellen wurden mit C. pneumoniae (MOI = 10) infiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden
die Zellen geerntet, lysiert und analysiert.

Der Nachweis zellularer Proteine bzw. von chlamydialem CPAF erfolgte durch spezifische Antikérper per
Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,* bezeichnet
unspezifische Banden eines Western Blots. ,CPAFc* bezeichnet das C-terminale Fragment von CPAF,
welches nur nach Aktivierung der Protease nachweisbar ist (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Bei Betrachtung der Experimente war festzustellen, dass p65/RelA auch nach Infektion mit
C. pneumoniae gespalten wird. So war beginnend nach 36-stiindiger Infektion in T-REx-293
bzw. 48-stiindiger Infektion in MEF Zellen p65/RelA-Fragmentierung zu beobachten (siehe
Abb. 23). Das Spaltmuster des Proteins entsprach dabei den Ergebnissen nach C.
trachomatis Infektion (siehe Abb. 22). Aus unbekannten Griinden wurde das p65/RelA
Spaltprodukt nach C. pneumoniae-Infektion - verglichen mit Abschnitt 3.3.1.1 - nur in
geringerem Mal3e detektiert.

Neben Spaltung von p65/RelA wurde auch die Expression sowie Aktivitdt von CPAF
Uberprift. Vergleichbar mit C. trachomatis-Infektion konnte auch im Falle von Infektionen mit
C. pneumoniae festgehalten werden, dass der Spaltungsvorgang mit der Detektion der
aktiven Protease korreliert (siehe Abb. 23). In beiden untersuchten Zelllinien folgten die
angesprochenen Prozesse einem vergleichbaren zeitlichen Ablauf. CPAF-abhangige
Substratspaltung wurde erneut durch Uberpriifung von Vimentin nachgewiesen (siehe Abb.

23). Die Spaltung von p65/RelA scheint damit in beiden humanpathogenen Vertretern der
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Chlamydiaceae konserviert zu sein. Als Konsequenz ware ein inhibtorischer Effekt auf den

NF-kB-Signalweg und eine Modulation NF-kB-abhangiger Genexpression denkbar.

3.3.2 Die chlamydiale Protease spaltet p65/RelA

Die Korrelation der Spaltungsereignisse von p65/RelA und Vimentin sowie von p65/RelA-
Spaltung und der Detektion der aktiven Form des Effektorproteins CPAF, waren ein erster
Hinweis auf einen mdglichen Zusammenhang der beobachteten Vorgénge.

Uber den Einsatz der T-REx-293-gyrB-CPAF Zelllinie sollte untersucht werden, ob isolierte
Expression von CPAF eine Spaltung von p65/RelA nach sich zieht oder ob andere
chlamydiale Proteine bendétigt werden. Durch die Zugabe von AHT zu diesen Zellen wurde

CPAF-Expression induziert und tiber Coumermycin wurde die Protease aktiviert.

T-REx-293-gyrB-CPAF
AHTICM 0 1 2 4 6 8 18 [h]
PE5— e - - - - - - =70

it e g ~-55

F= -25
cearc-IENENENENENE .

Vimentin — gl s s e =55
L et $—

AKtinm o - o = o o - -43

Abb. 24: Induktion der chlamydialen Protease CPAF hat p65/RelA-Spaltung zur Folge.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM (5 ng/ml; 1uM) fur die

angegebenen Zeitpunkte induziert. Der Nachweis zellulérer Proteine bzw. von chlamydialem CPAF erfolgte
durch spezifische Antikorper mittels Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte
Proteinfragmente. ,*“ bezeichnet unspezifische Banden eines Western Blots. ,CPAFc* bezeichnet das C-
terminale Fragment von CPAF, welches nur nach Aktivierung der Protease nachweisbar ist (Abbildung ist
adaptiert von 170, Christian 2010 [175]).

Nach Induktion von CPAF konnte nach 6-8 h aktives CPAF Uber den Nachweis des C-
terminalen Fragments CPAFc, detektiert werden (siehe Abb. 24). Analog zu den
durchgefuhrten Infektionsexperimenten (siehe Abb. 22, 23) wurde im gleichen Zeitraum
Spaltung sowohl von p65/RelA als auch von Vimentin beobachtet (siehe Abb. 24). Weiterhin
war das festgehaltene Spaltungsmuster von p65/RelA identisch zu den gezeigten
Infektionsexperimenten (siehe Abb. 22). Da in diesem System als einziges chlamydiales
Protein CPAF vorhanden war und erst dessen Aktivierung die Fragmentierung des NF-kB-

Proteins ausloste, spricht dieses Experiment dafiir, dass CPAF p65/RelA spaltet.

94



Ergebnisse

Zur Analyse der Spaltung von p65/RelA durch verschiedene chlamydiale Proteasen, bzw.
durch CPAF unterschiedlicher chlamydialer Spezies wurde auf ektopische Expression der
entsprechenden Proteine in eukaryotischen Zellen zurtickgegriffen. Transient transfeziert
wurden so neben T-REx-293 Zellen auch MEF Zellen (siehe Abb. 25).

A B
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gyrB-CPAF T-REx-293 293 MEF
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Abb. 25: p65/RelA-Spaltung durch chlamydiale Proteasen.
(A) T-REx-293 Zellen wurden mit CT441 oder C. trachomatis-CPAF kodierenden Plasmiden transient

transfiziert. Die Zellen wurden nach 48 h geerntet und lysiert. CPAF-Expression wurde durch Zugabe von
AHT/CM (5 ng/ml; 1uM) direkt nach Transfektion induziert.

(B) MEF Zellen wurden mit C. trachomatis-CPAF oder C. pneumoniae-CPAF kodierenden Plasmide transient
transfiziert. Zellen wurden nach 48 h geerntet und lysiert. Transfizierte T-REx-293 Zellen wurden als Kontrolle
verwendet. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte in beiden Féllen durch spezifische Antikdrper mittels
Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,** bezeichnet
unspezifische Banden eines Western Blots (Abbildung ist adaptiert von [175]).

T-REx-293 Zellen wurden sowohl mit Plasmiden, welche fir die chlamydiale Tsp-Protease
CT441 oder fur CPAF kodieren, transfiziert (siehe Abb. 25 A). In beiden Fallen hatte die
Expression der chlamydialen Proteasen die Spaltung von p65/RelA zur Folge (siehe Abb. 25
A). Der Vergleich des Spaltungsmusters von CPAF-transfizierten T-REx-293 mit infizierten
Zellen bzw. induzierten T-REX-293-gyrB-CPAF Zellen zeigte, dass die p65/RelA-
Fragmentierung unter den verschiedenen Bedingungen vergleichbar war (siehe Abb. 22-25).
Zu detektieren war ein Spaltprodukt mit einem Molekulargewicht von ca. 25 kDa. Durch
Analyse der Spaltung von p65/RelA nach Expression von CT441 liel3 sich im Vergleich zu
Infektionsexperimenten ein abweichendes Fragmentierungsmuster feststellen. Das Tsp-
Protease-generierte Fragment schien ein groReres Molekulargewicht aufzuweisen. Daher ist

vermutlich CPAF nach Infektion entscheidend fiir die Spaltung von p65/RelA.

Neben T-REx-293 Zellen wurden MEF Zellen mit CPAF-Expressionskonstrukten transfiziert

(siehe Abb. 25 B). Vergleichbar mit der Situation in T-REx-293 Zellen war CPAF aus C.
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trachomatis in der Lage p65/RelA vergleichbar zu chlamydialen Infektionen zu spalten.
Daneben hatte die Expression von CPAF aus C. pneumoniae in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus Abschnitt 3.3.1.2 einen Abbau von p65/RelA zur Folge. Weiterhin hatten
die Spaltprodukte ein vergleichbares Molekulargewicht (siehe Abb. 25 B). Allerdings war die
Effizienz bzw. das Ausmall der beobachteten p65/RelA-Fragmentierung in MEF Zellen
reduziert. Ein Faktor ist vermutlich die bereits nach Infektionen muriner Zellen
nachgewiesene, schwachere Auspragung der Spaltung des Proteins. Eine weitere Erklarung
konnte in einer geringeren Transfektionseffizienz bei MEF Zellen begriindet sein. Wurden bei
T-REx-293 Zellen Ublicherweise 70-95 % der Zellen transfiziert, war die Transfektionsrate bei
MEF Zellen lediglich etwa 20-50 %.

Bei bisherigen Studien wurden sowohl CPAF-Substrate identifiziert, welche direkt durch
CPAF gespalten werden (beispielsweise Vimentin) als auch Substrate, deren Spaltung bzw.
Abbau vermutlich durch CPAF ausgeldst aber nicht durchgefihrt wird (BH3-Proteine). Bei
letzterer Gruppe scheint das Proteasom in den Abbau der Substrate involviert zu sein [87].
Daher sollte in der Folge Uberprift werden, ob p65/RelA-Spaltung direkt durch CPAF
vermittelt wird. Dazu wurden zwei Inhibitoren eingesetzt.

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass der Proteasominhibitor Lactacystin in der Lage ist
das katalytische Serin im aktiven Zentrum der Protease CPAF kovalent zu binden und so
neben dem Proteasom auch CPAF-Aktivitat zu blockieren [157, 160]. Andere bekannte
Proteasominhibitoren, beispielsweise MG-132 oder Epoxomicin, sind nicht in der Lage die
chlamydiale Protease zu blockieren [87, 157]. Zur weiteren Charakterisierung der CPAF-
vermittelten p65/RelA-Spaltung wurden T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen vor der Induktion der

Protease mit den Proteasominhibitoren Lactacystin und Epoxomicin behandelt.
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Abb. 26: Inhibition von CPAF blockiert p65/RelA-Spaltung.
T-REx-293-gyrB-CPAF wurden entweder mit Lactacystin (25 uM) oder Epoxomicin (2,5 uM) vorinkubiert.

CPAF wurde anschlieBend durch Zugabe von AHT/CM (5 ng/ml; 1uM) fir 8 h induziert und aktiviert. Der
Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse (Abbildung ist
adaptiert von [175]).

Durch Zugabe der beiden Proteasominhibitoren Lactacystin und Epoxomicin konnte gezeigt
werden, dass CPAF ohne Beteiligung des Proteasoms in der Lage ist p65/RelA zu spalten.
Durch Induktion von CPAF-Expression und Aktivierung mittels AHT/CM-Zugabe wurde
analog zu vorherigen Experimenten p65/RelA-Spaltung ausgeldst (siehe Abb. 24, Abb. 26).
In Gegenwart von Lactacystin wurde die Prozessierung dagegen blockiert und die
ungespaltene Form von p65/RelA detektiert (siehe Abb. 26, Spur 5). Im Gegensatz dazu war
Epoxomicin nicht in der Lage eine CPAF-vermittelte Spaltung zu inhibieren (siehe Abb. 26,
Spur 6)

Auch wenn die Ergebnisse der bisherigen Experimente auf eine CPAF-abhangige,
vermutlich direkte Spaltung von p65/RelA hinweisen, konnte weder im Infektionsmodell, noch
durch ektopische Expression der chlamydialen Protease eine Beteiligung von wirtseigenen
Proteinen ausgeschlossen werden. Um in einem isolierteren System die Spaltung von
p65/RelA zu analysieren, wurde rekombinantes, aufgereinigtes CPAF in in vitro
Experimenten verwendet. Die aktive Protease wurde dazu mit den CPAF-Inhibitoren
Lactacystin und WEHD-fmk bzw. dem Proteasominhibitor Epoxomicin vorinkubiert und zu
Lysaten aus T-REx-293 Zellen gegeben. Nach Inkubation der Ansatze fir 1 h bei 37°C
wurde p65/RelA im Western Blot Uberprift (siehe Abb. 27).
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Abb. 27: CPAF-Inhibitoren blockieren p65-Spaltung in zell-freien in vitro Experimenten.
Aufgereinigtes, rekombinantes CPAF wurde wie angegeben WEHD-fmk (100 pM), Lactacystin (LC, 40 pM)

oder Epoxomicin (Epox, 2,5 uM) zugesetzt. T-REx-293-Zelllysat wurde den Ansédtzen nach 30-minitiger
Inkubation zugegeben. Die Ansétze wurden fir 1 h bei 37°C inkubiert. Der Nachweis von Vimentin erfolgte
durch spezifische Antikorper mittels Western Blot Analyse. ,F“ bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte
Proteinfragmente. ,** bezeichnet unspezifische Banden eines Western Blots.

Entsprechend der zuvor gezeigten Daten aus Zellkultur -basierten Experimenten (siehe Abb.
26), fuhrte die Verwendung verschiedener CPAF-Inhibitoren zum Verlust CPAF-abhangiger
p65/RelA-Spaltung. Sowohl die Zugabe von WEHD-fmk als auch von Lactacystin flhrte zur
Detektion von p65/RelA in unverénderter Intensitat (siehe Abb. 27, Spuren 3, 5). Epoxomicin
hingegen war nicht in der Lage CPAF zu inhibieren. Dementsprechend war p65/RelA-
Spaltung zu beobachten (siehe Abb. 27, Spur 4). Dies zeigt, dass auch in einem isolierten
System p65/RelA CPAF-abhangig gespalten wird.

3.3.3 CPAF inhibiert den NF-kB-Signalweg

Die Experimente der Abschnitte 3.3.1 und 3.3.2 zeigten, dass die chlamydiale Protease
CPAF mit p65/RelA ein Mitglied der NF-kB-Proteinfamilie spaltet. In diesen Versuchen wurde
bisher noch nicht erfasst, ob diese Fragmentierung Konsequenzen fiir den NF-kB-Sighalweg

bzw. die Weiterleitung entsprechender Signale hat.

3.3.3.1 Uberpriufung von Proteinen des NF-kB-Signalwegs nach CPAF-
Expression und chlamydialer Infektion

Der NF-kB-Signalweg wird durch verschiedene, typischerweise pro-inflammatorische,
Signale  rezeptor-vermittelt  aktiviert.  Auf  zytosolischer Seite erfolgen dann
Phosphorylierungsereignisse, wodurch p65/RelA selbst phosphoryliert und in den Nukleus
transloziert wird. Wichtige Schritte in dieser Kaskade in Epithelzellen sind die
Phosphorylierung des IKK-Komplexes und die IKK-vermittelte Phosphorylierung von I-kB-
Proteinen. Letztgenannter Vorgang fihrt zur Ubiquitinierung und dem proteasomalen Abbau

dieser Proteine, wodurch der Transkriptionsfaktor freigesetzt wird und in den Nukleus
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transloziert werden kann. In den nachfolgenden Experimenten wurden diese wesentlichen

Mitglieder des Signalweges nach Infektion Gberpruft (siehe Abb. 28).

T-REx-293 MEF

C.trach. 0 16 24 48 0 16 24 48 [h]

‘ -70

Aktin =

IKK-0t =

|-kB-tt =

Abb. 28: Chlamydiale Infektion fiihrt nicht zur Spaltung von IKK-Proteinen und I-kB-a.
T-REx-293 sowie MEF Zellen wurden fiir die angezeigten Zeitpunkte mit C. trachomatis (MOI = 3) infiziert. Der
Nachweis zellularer Proteine bzw. von chlamydialem CPAF erfolgte durch spezifische Antikoérper mittels
Western Blot Analyse. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,** bezeichnet
unspezifische Banden eines Western Blots. ,CPAFc* bezeichnet das C-terminale Fragment von CPAF
(Abbildung ist adaptiert von [175]).

In beiden eukaryotischen Zelllinien wurde nach Infektion mit C. trachomatis keine Spaltung
von Proteinen des IKK-Komplexes nachgewiesen (siehe Abb. 28). Da p65 im Zytosol mit
Mitgliedern der I-kB-Proteinfamilie im Komplex vorliegt, wurde exemplarisch I-kB-a Uberpruft.
C. trachomatis-Infektion hatte in unseren Experimenten keine Fragmentierung von |-kB-a zur
Folge (siehe Abb. 28). Die Funktionalitait von CPAF wurde durch die Uberpriifung des
Substrates Vimentin sowie der Aktivierung der chlamydialen Protease nachgewiesen. So ist
in der zweiten Halfte des Infektionszyklus CPAF-Expression und Aktivierung zu beobachten,
welche durch die Detektion des CPAFc-Fragments gezeigt ist (siehe Abb. 28). Diese
korreliert mit Vimentin-Spaltung und mit dem Nachweis eines definierten Spaltprodukts
(siehe Abb. 28).

Ein bekannter Induktor von NF-kB-Signalen ist das pro-inflammatorische Zytokin IL-13. Zur
Analyse der Funktionalitdt des Signalwegs nach CPAF-Expression wurden deshalb T-REx-
gyrB-CPAF Zellen nach CPAF-Induktion mit IL-18 (10 ng/ml) stimuliert. Die IL-1B-
Stimulationszeiten richteten sich nach der Kinetik des proteasomalen Abbaus von I-kB-a.

Zunachst wurde Uberprift, ob die chlamydiale Protease CPAF auch Proteine des IKK-
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Komplexes fragmentiert. Dazu wurden sowohl IKK-a als auch IKK-B mittels Western Blot

analysiert.

T-REx-293-gyrB-CPAF
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Abb. 29: Einfluss ektopischer CPAF-Expression auf den IKK-Komplex.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM fiir 8 h induziert und aktiviert. Der

NF-kB-Signalweg wurde fiir die angegebenen Zeiten durch den sich anschlieRenden Zusatz von IL-18 (10
ng/ml) stimuliert. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot
Analyse (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Entsprechend den Ergebnissen der vorangegangenen Infektionsexperimente (siehe Abb. 28)
konnte nach CPAF-Aktivierung in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen keine Beeintrachtigung von
Proteinen des IKK-Komplexes festgestellt werden. So war weder eine Veranderung von IKK-
a noch IKK-B (siehe Abb. 29) zu beobachten. Wie unter Abschnitt 1.3.5 beschrieben, hat die
Phosphorylierung des IKK-Komplexes die Phosphorylierung von I[-kB-Proteinen, deren
anschlie3ende Ubiquitinierung und proteasomale Degradierung zur Folge. Dies ermdglicht
im Anschluss die Translokation von NF-kB in den Nukleus. Daher wurde nach Stimulation
des NF-kB-Signalweges in T-REx-293-gyrB-CPAF-Luc Zellen, bzw. nach Stimulation und
CPAF-Induktion exemplarisch die Phosphorylierung und der Abbau von I-kB-a analysiert.
Daneben sollte getestet werden, ob CPAF andere, an Entzindungsreaktionen beteiligte
Signalwege beeintrachtigt. Deshalb wurden ERK1/2, als Mitglieder der MAPK-

Signaltansduktionskaskade Uberpruft.
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Abb. 30: Einfluss ektopischer CPAF-Expression auf I-kB-a Degradierung und den MAPK-Signalweg.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM firr 8 h induziert und aktiviert. Der
NF-kB-Signalweg wurde fir die angegebenen Zeiten durch den sich anschlieBenden Zusatz von IL-1B (10
ng/ml) stimuliert. Der Nachweis zellularer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot
Analyse. ,F“ bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte Proteinfragmente. ,*“ bezeichnet unspezifische
Banden eines Western Blots (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Die Analyse der Experimente zeigte, dass sowohl nach Stimulation von T-REXx-293-gyrB-
CPAF-Luc Zellen mit IL-1B als auch nach Stimulation und CPAF-Induktion eine Reduktion
der I-kB-a Menge zu beobachten war (siehe Abb. 30). Allerdings erschien der proteasomale
Abbau in der Anwesenheit von aktivem CPAF leicht verzégert zu sein. So war in
Kontrollansatzen bereits 15 min nach Stimulation eine starke Verringerung der Proteinmenge
zu verzeichnen. Eine Vorangehende CPAF-Induktion hatte zur Folge, dass erst 30 min nach
Stimulation mit IL-1f ein eindeutiger Abbau von |-kB-a nachgewiesen werden konnte (siehe
Abb. 30). Diese Diskrepanz korrelierte mit einer verringerten Phosphorylierung von |-kB-a
unter letztgenannten Bedingungen (siehe Abb. 30). Mdglicherweise ist dies auf die Spaltung
von im Komplex mit I-kB-a befindlichen p65/RelA zurickzufiihren (siehe Abb. 30), wodurch
zu phosphorylierende Seitenketten innerhalb von I-kB-a schlechter zuganglich sein kdnnten
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oder die Erkennung durch den IKK-Komplex mdglicherweise beeinflusst ist. Insgesamt
zeigen diese Ergebnisse, dass die Funktionalitit des NF-kB-Signalwegs oberhalb von
p65/RelA nach CPAF-Induktion, trotz einer Beeintrachtigung des I-kB-a Abbaus, erhalten
bleibt.

Um nachzuweisen, dass CPAF spezifisch in den NF-kB-Signalweg eingreift, wurde
exemplarisch die Funktionalitdt von ERK-1/2 nach Stimulation von T-REx-293-gyrB-CPAF-
Luc Zellen mit IL-18 analysiert. Auch hier konnte festgestellt werden, dass CPAF nicht zur
Spaltung dieser Proteine flhrte (siehe Abb. 30). Des Weiteren war die Phosphorylierung von
ERK-1/2 von der Expression und Aktivitat von CPAF unbeeinflusst (siehe Abb. 30). Dies
unterstreicht die Hypothese, dass CPAF, vermutlich spezifisch, durch Spaltung von p65/RelA
mit der NF-kB-Signalkaskade interferiert, ohne in verwandte Signaltransduktionsereignisse

einzugreifen.

3.3.3.2 CPAF inhibiert NF-kB-Aktivitat nach ektopischer Expression

Die vorangegangenen Experimente konnten darstellen, dass CPAF in der Lage ist p65/RelA
zu spalten. Diese Spaltung war sowohl nach ektopischer Expression als auch wéahrend der
Infektion mit C. trachomatis nachzuweisen. Nicht erfasst wurde, ob Fragmentierung von
p65/RelA Konsequenzen fir die NF-kB-vermittelte Regulationen der Transkription hat.

Zur Uberprifung der NF-kB-Aktivitat wurden zwei Reportergen-Zelllinien generiert. Durch
lentivirale Transduktion wurden Konstrukte aus einem kB-Erkennungssegmente-tragenden
Promoter und dem Luziferase-Gen (Photinus pyralis) in T-REx-293 bzw. T-REx-293-gyrB-
CPAF Zellen eingebracht. In den anschlieBenden Experimenten wurden NF-kB-Signale
durch die Zugabe von IL-18 induziert. NF-kB-abhéngige Gen-Expression wurde nach
Induktion und Aktivierung von CPAF, sowie ohne CPAF-Induktion mittels Luziferase-Assays
untersucht. Um auszuschlieBen, dass CPAF-vermittelte Zytotoxizitat die Ergebnisse
verfalscht, wurde gleichzeitig die metabolische Aktivitat der Zellen als MaR3 fir deren

Lebensfahigkeit Gberprift.
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Abb. 31: CPAF inhibiert NF-kB-abhangige Gen-Expression.

(A) Mit einem Igk-Luziferase-Reporterkonstrukt transduzierte T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen wurden mit IL-13
(10 ng/ml) stimuliert. Stimulation wurde sowohl in Anwesenheit von aktivem CPAF (weiRe Balken) als auch in
Abwesenheit der Protease (schwarze Balken) durchgefuhrt. Die Dauer der CPAF-Induktion betrug 8 h,
wahrend die IL-1B-Stimulation entweder davor (2 h bzw. 12 h vor CPAF-Induktion entspricht den Zeitpunkten
10 h bzw. 20 h), gleichzeitig (8 h) oder hach CPAF-Induktion gestartet wurde (2 h bzw. 4 h spéter, entspricht
den Zeitpunkten 6 bzw. 4 h). Die Zellen wurden lysiert, und die Luziferase-Aktivitat wurde bestimmt. Gezeigt
ist die relative NF-kB-Induktion (unstimulierte Zellen haben eine Induktion von 1).

(B) Zur Kontrolle der Zellvitalitat wurden analog zu (A) MTT-Experimente durchgefihrt.

Die abgebildeten Daten reprasentieren die Mittelwerte/SEM finf unabhangiger Experimente. ,K* bezeichnet
Kontrollanséatze. ,** p-Wert < 0,05 (Student’s t Test; Abbildung ist adaptiert von [175]).
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Stimulation von T-REx-293-gyrB-CPAF-Luc Zellen mit IL-1B hatte wie erwartet eine
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs zur Folge. Nach Zugabe war eine klare Induktion der NF-
kB-abh&ngigen Expression und Aktivitit des Luziferase-Reportergens der Zellen zu
beobachten (siehe Abb. 31 A). Die Starke der detektierten Luziferase-Aktivitdt wurde als
relative GroRRe der Induktion bzw. Aktivitat NF-kB-abhangiger Genexpression angesehen.
Diese war von der Stimulationsdauer abhéngig. So war nach vierstiindiger Stimulation ein
Anstieg der Luziferase-Aktivitat um das ca. 40-fache, nach 20-stindiger Stimulation um das
ca. 120-fache, festzustellen (siehe Abb. 31 A, schwarze Balken).

Entsprechende IL-1B-Stimulation wurde im Beisein von CPAF durchgefuihrt. Die Protease
wurde dazu fur 8 h vor IL-1B-Zugabe durch Zusatz von AHT/CM exprimiert und aktiviert. Dies
hatte, unabhangig des Zeitraums der IL-1B-Stimulation, eine starke Reduktion der
Luziferase-Aktivitat bzw. der Induktion NF-kB-abhangiger Genexpression zur Folge (siehe
Abb. 31 A). In allen Fallen konnte eine Verringerung dieser Induktion um mehr als 50 %
nachgewiesen werden. Je friher die Zugabe von IL-1f3 erfolgte, desto ausgepragter war die
beobachtete CPAF-abhangige Reduktion der NF-kB-Induktion (siehe Abb. 31 A, schwarze
Balken). Trotzdem war in allen Féllen ein Rest an Reportergenaktivitat und damit NF-kB-
abhangiger Genexpression festzustellen (siehe Abb. 31 A, weil3e Balken). Da ohne IL-1B-
Stimulation der Zellen keine Luziferase-Expression bzw. Aktivitdt vorhanden war, muss diese
wahrscheinlich auf eine noch vorhandene Funktionalitdt des NF-kB-Signalwegs
zuriickzufuhren sein.

Die Ergebnisse der Luziferase-Assays schienen nicht durch CPAF-abhéngigen Zelltod
beeinflusst zu werden. Die Uberpriifung der Zellvitalitat durch Aufnahme ihrer metabolischen
Aktivitat zeigte keine vergleichbaren Beeintrachtigungen (siehe Abb. 31 B). Stimulation mit
IL-1B fuhrte zu keiner Veranderung der metabolischen Aktivitat (siehe Abb. 31 B, schwarze
Balken) und CPAF-Induktion fiir 8 h zog, entsprechend unserer friiheren Daten, lediglich ein
Absterben von maximal 10 % der Zellen nach sich (siehe Abb. 31 B, weil3e Balken) [87].

Uber die vorherigen Experimente konnte dargelegt werden, dass die Induktion von CPAF
durch AHT/CM-Zugabe nach Stimulation von T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen mit IL-1B, eine
Reduktion der NF-kB-abh&ngigen Genexpression als Konsequenz hatte. Diese Verringerung
ist nach unserer Hypothese auf die CPAF-bedingte Spaltung von p65/RelA zuriickzufthren.
Um auszuschlieen, dass die Reportergenassays durch die Verwendung von AHT oder CM
verfalscht wurden, flhrten wir identische Experimente zu Abb. 31 in T-REx-293-Luc Zellen
durch. Die Analyse der NF-kB-abhangiger Genexpression bzw. Aktivitdt, nach Zugabe von

AHT, CM oder einer Kombination von beiden, ist in Abb. 32 gezeigt.
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Abb. 32: AHT und CM beeintrachtigen die NF-kB-Aktivitat nicht.
Mit einem Igk-Luciferase Reporterkonstrukt transduzierte T-REx-293 Zellen wurden fur 8 h mit IL-18 (10ng/ml)

stimuliert. AHT (5 ng/ml), CM (1 uM) oder AHT/CM wurden gleichfalls fiir 8 h zugesetzt. Die Zellen wurden
lysiert, und Luziferase-Aktivitat wurde bestimmt. Gezeigt ist die relative NF-kB-Induktion (unstimulierte Zellen
haben eine Induktion von 1).

Die abgebildeten Daten reprasentieren die Mittelwerte/SEM dreier unabhangiger Experimente. ,K* bezeichnet
Kontrollanséatze (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Stimulation von T-REx-293-Luc Zellen mit IL-1B |6ste eine ahnlich starke Induktion der NF-
KB-Aktivitat wie in T-REx-293-gyrB-CPAF-Luc Zellen aus (siehe Abb. 31, oben, Abb. 32,
weil3e Balken). Diese Aktivierung wurde weder durch die Zugabe von AHT noch CM
beeinflusst. In beiden Fallen konnte eine ca. 100-fache Induktion NF-kB-abhangiger
Genexpression beobachtet werden (siehe Abb. 32). Entsprechendes war nach der
gleichzeitigen Zugabe von AHT und CM nachzuweisen (siehe Abb. 32). Die festgestellte
Reduktion der NF-kB-Aktivitat in Abb. 32 ist damit nur durch die Induktion und Aktivierung
der chlamydialen Protease CPAF (vermutlich durch CPAF-abhangige Spaltung von
p65/RelA) zu erklaren.

3.3.3.3 NF-kB-Aktivitat wird wahrend chlamydialer Infektion inhibiert

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die ektopische Expression von CPAF zu einer
weitgehenden Inhibition der NF-kB-Aktivitdt in T-REx-293-gyrB-CPAF-Luc Zellen fluhrte,
sollte in der Folge analysiert werden, ob auch eine Chlamydieninfektion diesen Effekt hat.
Entsprechend kénnte die CPAF-bedingte Hemmung der NF-kB-Signaltransduktion in vivo
von Relevanz sein. Dazu wurden T-REx-293-gyrB-CPAF-Luc Zellen mit C. trachomatis
infiziert und bestimmten zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion die NF-kB-Aktivitdt nach
Stimulation mit IL-18 mittels Luziferase-Assays. Infektionsbedingte Veranderungen der

Zellvitalitdt wurden gleichzeitig durch Analyse der metabolischen Aktivitat Gberprift.
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Abb. 33: C. trachomatis Infektion inhibiert NF-kB-abhangige Genexpression.
(A) Mit einem Igk-Luziferase Reporterkonstrukt transduzierte T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen wurden fiir die

angegebenen Zeitpunkte mit C. trachomatis (MOI = 3) infiziert. Gleichzeitig zur Infektion erfolgte Stimulation
der Zellen mit IL-1B (10 ng/ml). Die Zellen wurden lysiert und die Luziferase-Aktivitat wurde bestimmt. Gezeigt
ist die relative NF-kB-Induktion (unstimulierte Zellen haben eine Induktion von 1).

(B) Zur Kontrolle der Zellvitalitdt wurden MTT-Experimente mit identischem Aufbau wie in (A) durchgefihrt.
Die abgebildeten Daten reprasentieren die Mittelwerte/SEM dreier unabhangiger Experimente. ,K* bezeichnet
Kontrollanséatze (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Nach Infektion mit C. trachomatis wurde NF-kB-abhéngige Genexpression an zwei
Zeitpunkten - 6 h und 24 h nach Infektion - untersucht. Dies ermdglichte unter Einbezug der
Kinetik der CPAF-Expression und Aktivierung wahrend Infektion Rickschliisse auf eine
maogliche Beteiligung der Protease.

In der Frihphase einer chlamydialen Infektion konnte keine Beeintrachtigung NF-kB-
kontrollierter Genexpression beobachtet werden. Nach sechsstindiger Stimulation der Zellen
mit IL-1B war die NF-kB-Aktivitat sowohl in Gegenwart der Bakterien als auch im uninfizierten
Zustand um ca. das 50-fache erhoht (siehe Abb. 33 A). Dieses Verhéltnis anderte sich im
Verlauf der Infektion. Nach 24 h war eine ca. 50 % Chlamydien-abhé&ngige Reduktion der
NF-kB-Aktivitat zu verzeichnen (siehe Abb. 33 A). Die Inhibition von NF-kB-Signalen ware
somit auch in diesem experimentellen Aufbau durch CPAF-Aktivitdt erklarbar, da die
Protease erst im mittleren Abschnitt des chlamydialen Entwicklungszyklus (ca. nach 16 h)
exprimiert wird. Nur im Falle der 24-stindigen Infektion konnte daher aktives CPAF

vorhanden sein. Die Uberpriifung der Zellvitalitat ergab, dass die Infektion zu einer
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Reduktion der Zellvitalitat bzw. einem Absterben von Zellen fuhrte. So konnte eine Abnahme
der metabolischen Aktivitat um ca. 20 — 30 % nach 24 h beobachtet werden (siehe Abb. 33
B). Dies ist aber keine ausreichende Erklarung der deutlich stéarkeren Inhibition NF-kB-

kontrollierter Genexpression (siehe Abb. 33 A).

3.3.3.4 CPAF-generierte p65/RelA-Spaltprodukte verbleiben im Zytosol

Eine Voraussetzung flr NF-kB-Aktivitat ist die Translokation des NF-kB-Heterodimers in den
Zellkern. Durch Bindung an Erkennungssequenzen in Promotoren ({ber seine
Transaktivierungsdoméane nimmt der Transkriptionsfaktor dann, in Abhéangigkeit von
Kofaktoren, Einfluss auf die Genexpression. In bisherigen Experimenten konnte gezeigt
werden, dass CPAF-Aktivitat zur Spaltung von p65/RelA und Inhibition von NF-kB-AKktivitat
fuhrt. Vergleichbare Beobachtungen wurden dabei sowohl nach ektopischer Expression der
Serinprotease, als auch nach chlamydialer Infektion gemacht. Ob der Grund fiir die CPAF-
bedingte Hemmung NF-kB-abhéngiger Genexpression mdoglicherweise auf eine
Beeintrachtigung der Translokation von p65/RelA zurlckzufiihren ist, wurde diese nach
Stimulation mit IL-18 und CPAF-Induktion in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen Uberprift. Dazu
wurden nukledre und zytosolische Lysate generiert und die Verteilung von p65/RelA

Uberpraft.
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Abb. 34: CPAF-generierte p65/RelA-Spaltprodukte verbleiben im Zytosol.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM fir 8 h induziert und aktiviert. Der

NF-kB-Signalweg wurde fur die angegebenen Zeiten durch den Zusatz von IL-13 (10 ng/ml) stimuliert. Der
Nachweis zelluldrer Proteine erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Western Blot Analyse. ,Z°
bezeichnet zytosolische Lysate. ,N“ bezeichnet Kernlysate. ,F* bezeichnet spezifische, durch CPAF generierte
Proteinfragmente. ,** bezeichnet unspezifische Banden eines Western Blots (Abbildung ist adaptiert von
[175]).
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Stimulation von T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen mit IL-1B zog eine Translokation des NF-kB-
Heterodimers in den Nukleus nach sich. Dies ist der Bandenintensitat in Abb. 34 zu
entnehmen. Zwar war festzustellen, dass trotz Stimulation der Zellen und Induktion von
CPAF ungespaltenes p65/RelA sowohl im Zytosol als auch im Nukleus nachzuweisen war,
ab einer Stimulationsdauer von 20 min war aber eine Erhéhung der p65/RelA-Menge im
Nukleus zu beobachten (siehe Abb. 34, N-markierte Spuren). Dies korrelierte mit den Daten
der NF-kB-Aktivitdtsbestimmungen. Trotz CPAF-Induktion und p65/RelA-Spaltung konnte in
allen genannten Experimenten eine noch vorhandene schwach ausgepragte Induktion NF-
kB-kontrollierter Genexpression beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.3.3.2). Analysierte
man die Detektion des CPAF-generierten p65/RelA-Spaltprodukts, so war festzustellen, dass
diese Fragmente keiner Translokation in den Nukleus unterlagen. Entsprechend wurden
Banden der Spaltprodukte nur im Zytosol nachgewiesen (siehe Abb. 34, Z-markierte
Spuren). Da der verwendete Antikdrper (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) im Bereich
des C-Terminus von p65/RelA bindet, in welchem die Transaktivierungsdoméane des Proteins
lokalisiert ist, wiirde dies eine CPAF-bedingte Inhibition des NF-kB-Signalwegs erklaren. Die
Trennung zytosolischer und nuklearer Komponenten wurde durch den Nachweis von
Markerproteinen Uberprift. HDAC-1 diente dabei als Marker fur Kernproteine, GAPDH und
Caspase-8 als zytosolische Marker.

3.3.3.5 CPAF verringert die Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8

NF-kB-Aktivitdt fuhrt in Abh&ngigkeit der im Zellkern vorliegenden Kofaktoren und im
Zusammenspiel mit anderen Signalwegen, zur Expression verschiedener Gene. Auf diese
Weise kann der NF-kB-Signalweg Zellproliferation, Apoptose oder Immunantwort
beeinflussen. Infektionen von Epithelzellen durch Pathogene haben haufig eine NF-kB-
abhangige Regulation der Expression inflammatorischer Zytokine zur Folge. Eines dieser
Zytokine ist IL-8, dessen Aktivitat mit der chemotaktischen Rekrutierung von Leukozyten
verbunden wird (168, Baggiolini 1992).

Uber die Analyse der Sekretion von IL-8 nach inflammatorischer Stimulation bzw. Stimulation
von T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen und gleichzeitiger CPAF-Induktion, sollte getestet werden,
ob CPAF-abh&ngige p65/RelA-Spaltung in Wirtszellen das Potential zur Unterdriickung einer

NF-kB-vermittelten Reaktion auf Entziindungsmediatoren besitzt.
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Ergebnisse
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Abb. 35: CPAF hemmt die Sekretion des inflammatorischen Zytokins IL-8.
CPAF wurde in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen durch Zugabe von AHT/CM fiir 8 h induziert und aktiviert. Der
NF-kB-Signalweg wurde durch den Zusatz von IL-1B (10 ng/ml) ebenfalls fur 8 h stimuliert. Sezerniertes IL-8
wurde mittels BD OptEIm Human IL-8 ELISA Set detektiert. Gezeigt ist die Menge an sezerniertem IL-8 in
pg/ml. Die abgebildeten Daten reprasentieren die Mittelwerte/SEM dreier unabhangiger Experimente. ,nd"
nicht detektierbar (Abbildung ist adaptiert von [175]).

Ohne Stimulation mit IL-18 konnte in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen keine Sekretion von IL-8
detektiert werden (siehe Abb. 35). Auch die Induktion von CPAF hatte keine Freisetzung von
IL-8 zur Folge. Die Zugabe von IL-18 und die ausgeldste Signaltransduktion hatte eine
Produktion und Sekretion des Zytokins zur Folge (siehe Abb. 35). Die zusatzliche Induktion
und Aktivierung von CPAF resultierte in einer Reduktion der sezernierten IL-8-Menge von
zuvor ca. 110 pg/ml auf ca. 60 pg/ml (siehe Abb. 35). Da die Sekretion von IL-8 eine
ausgepragte Abhangigkeit von NF-kB-Signalen bzw. NF-kB-abhangiger Signaltransduktion
zeigt, stellt eine CPAF-bedingte Spaltung von p65/RelA und die damit verbundene
verringerte NF-kB-Aktivitdt eine wahrscheinliche Erklarung dar. Dies wirde die Befahigung

von CPAF mit NF-kB-Signalen zu interferieren, unterstreichen.
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4 Diskussion

4.1 CPAF-abhangige  Substratspaltung: Relevanz  far die

Chlamydieninfektion

Durch mehrere Studien konnte in der Vergangenheit die Spaltung verschiedener, strukturell
und funktional unterschiedlicher Proteine wahrend chlamydialer Infektionen mit der Aktivitat
des chlamydialen Effektors CPAF korreliert werden. Aufgrund der fehlenden Mdoglichkeiten
zur genetischen Verdnderung von Mitgliedern der Ordnung Chlamydiales, kénnen oft nur
durch ektopische Expressionen chlamydialer Proteine in Modellsystemen und den Abgleich
dieser Ergebnisse mit Infektionsexperimenten neue Erkenntnisse gewonnen werden. Bisher
wurde so unter anderem die Unterdriickung apoptotischer Prozesse, sowie Veranderungen
des Zytoskeletts auf CPAF zurlickgefihrt. Trotz der Menge an Information in Bezug auf die
Substratspaltung, die Aufklarung der Struktur der Protease und den Aktivierungs-
mechanismus von CPAF konnte der Mechanismus der Substraterkennung noch nicht
definiert werden. Auch sind weder bei der Erkennung noch der Spaltung von Substraten
beteiligte Sequenz- oder Strukturmotive bekannt. Die Generierung der CPAF-exprimierenden
Zelllinie T-REx-293-gyrB-CPAF ermdglichte uns neben der Analyse der CPAF-Aktivierung
und der Spaltung bekannter Substrate auch die Identifikation weiterer, bisher unbekannter
CPAF-abhéangiger Fragmentierungsprozesse. Daher wurden diese Zellen nach Expression
und Aktivierung von CPAF einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen (in
Kooperation mit Prof. Dr. Haller, WZW Weihenstephan, Freising, Minchen), wodurch
mehrere putative Substrate ermittelt wurden.

Zur Verifizierung der Kandidaten wurde deren Fragmentierung zusatzlich sowohl nach
CPAF-Expression in T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen, als auch nach Infektion muriner wie
humaner Zellen mit C. trachomatis, tUberprift. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass
in humanen Zellen Mst-4, eEF-2, Septin-2 und Alix gespalten werden. Aus der Spaltung
dieser Proteine konnten neue Funktionen von CPAF fur chlamydiale Infektionen abzuleiten
sein.

Bei Mst-4 handelt es sich um eine bisher nur wenig beschriebene Kinase aus der Familie der
Ste-20-artigen Kinasen. Diverse Studien weisen auf mdogliche Funktionen von Mst-4 in
Apoptose und Zellteilung hin, wobei diese Uber die Aktivierung des MEK/ERK-Signalwegs
vermittelt werden kdnnte [178, 179].

Bezlglich der Aktivierung der Kinase bestehen widerspriichliche Ansichten. Gesichert
scheint, dass eine Phosphorylierung des Proteins (evtl. auch Autophosphorylierung,
vermutlich im Bereich des C-Terminus) die Voraussetzung fur die Aktivierung ist. Unklar ist,

ob anschliel3end die regulatorische Doméane zur Erhaltung der Aktivitat noch benétigt wird.
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So konnte die Mst-4-Aktivitat durch nachtragliche Spaltung im regulatorischen C-Terminus
gesteigert werden [178, 180].

Dies lasst die Spekulation zu, dass CPAF-abhdngige Spaltung nicht zwingend einen Verlust
der Mst-4-Funktion, sondern auch eine gesteigerte Aktivitdt der Kinase auslosen kdnnte.
Letzteres ware eine mdgliche Erklarung fir beobachtete Modulationen zellularer Signalwege.
Nach chlamydialen Infektionen wurde in verschiedenen Phasen der Infektion eine
Aktivierung der MEK/ERK-Signalkaskade beobachtet. Direkt nach Invasion scheint der
Signalweg unabhangig von der chlamydialen Proteinbiosynthese transient aktiviert zu
werden. Zu spateren Zeitpunkten, 12-15 h nach Infektion, kann in Zellkultur-basierten
Experimenten eine erneute ERK-Aktivierung detektiert werden. Diese bleibt bis zum
Abschluss des chlamydialen Entwicklungszyklus erhalten. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Aufrechterhaltung im Gegensatz zur transienten ERK-Aktivierung von der
chlamydialen Proteinbiosynthese und damit wahrscheinlich von einem chlamydialen Faktor,
abhangig ist [137, 181]. Eine CPAF-vermittelte Spaltung von Mst-4, welche eine gesteigerte
oder dauerhafte Aktivierung der Kinase auslost, konnte die konstitutive ERK-Aktivierung
wahrend chlamydialen Infektionen (in vitro) erklaren.

Eine mogliche Mst-4-Inaktivierung nach CPAF-abhangiger Spaltung kénnte mit einer
Schwéchung der Zell-Zell-Verbindungen einhergehen. In einer neuen Studie wurde sowohl in
endothelialen, als auch epithelialen Zellen eine Beteiligung von Mst-4 in den entsprechenden
Regulationsvorgangen diskutiert [182]. Als Konsequenz der Mst-4-Aktivitdt prasentierten
Zheng et. al. eine negative Rho A-Regulation. Rho A-Aktivitdt scheint fir verschiedene
postulierte Zytoskelettverdnderungen wahrend einer chlamydialen Infektion von Bedeutung
zu sein [38, 127, 170]. Uber Inaktivierung von Mst-4 konnte so die Funktionalitit Rho A-
abhangiger Prozesse sichergestellt werden. Dies konnte, ahnlich wie fir die CPAF-
abhangige Spaltung von Nectin-1 diskutiert, die Ausbreitung einer chlamydialen Infektion
erleichtern [170].

Weiterhin sollte erwahnt werden, dass Daten eine praferierte Aktivierung von Mst-4 durch
Anbindung an den Golgi-Apparat Uber GM-130 anzeigen [183]. Moglicherweise wird diese
zuséatzlich durch die Fragmentierung des Golgi-Apparats nach Infektion gestort. So ist es
moglich, dass CPAF-abhangige Spaltung von Mst-4 Uber eine nachfolgende Anpassung
zellularer Signalwege fur chlamydiale Infektionen von Bedeutung ist. Die Uberprifung des
Mst-4-Aktivitdtszustands nach Spaltung durch CPAF konnte zu einer Klarung der
aufgefiihrten Theorien beitragen.

Als weiteres Substrat konnte eEF-2 identifiziert werden, welches flr die Translokation einer
naszierenden Aminosaurekette innerhalb des Ribosoms bendtigt wird. Eine Spaltung des
Proteins kdnnte damit zu einer verringerten, translationalen Aktivitat der Wirtszelle fiihren.

Allerdings erscheint bei der Dauer des chlamydialen Entwicklungszyklus eine weitgehende
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Unterdriickung der Translation unwahrscheinlich. Dies wirde zu einem erhéhten Risiko
eines vorzeitigen Zelltods fuhren. Auch spricht die - nach unseren Daten - relativ geringe
Effektivitdat der Spaltung und die Menge an ungespaltenem eEF-2 nach chlamydialer
Infektion gegen eine weitgehende Blockierung der Translation. Es wére allerdings denkbar,
dass selbst geringe Effekte bzw. eine schwach-ausgepragte Verlangsamung der Translation
fur die Akquisition von Nahrstoffen durch Chlamydien von Vorteil sein konnten. Radioaktive
Markierung von Aminosauren kénnte zur Uberprufung der Translation eingesetzt werden.
Auf diese Weise konnte bestimmt werden, ob diese durch CPAF-Expression bzw.
chlamydiale Infektion beeintrachtigt wird.

Die Spaltung von Alix nach CPAF-Expression kdnnte verschiedene Konsequenzen haben.
So ist das Protein Teil des ,endosomal sorting complex required for transport® (ESCRT)-
Komplexes [184], welcher fir den Transport bestimmter ubiquitinierter Proteine zu
multivesikularen Kérperchen (MVB) benétigt wird. Spaltung von Alix konnte eine Anderung
oder ein Ausbleiben dieser Transportprozesse nach sich ziehen. Letzteres kdnnte mit der
Beobachtung proliferativer Phanotypen nach Infektion von C. pneumoniae [185, 186] in
Beziehung stehen, da unter anderem Rezeptoren wie EGFR, unter Einbezug des
beschriebenen Transportwegs, entsorgt werden. Allerdings wurde bisher kein Nachweis des
Spaltungsvorgangs nach C. pneumoniae Infektion gefiihrt.

Weiterhin legen Uberexpressionsexperimente von Alix eine mogliche Beteiligung des
Proteins in der Kontrolle des Zellzyklus nahe. So beschreiben Wu et. al. einen Alix-
vermittelten Verbleib von Zellen in der G1-Phase [187].

Zudem ware ein Einfluss auf TNF-a-vermittelte Apoptose mdoglich, da bestehende Daten
darlegen, dass Alix fur die Signalweiterleitung an JNK nach Stimulation mit TNF-a notwendig
ist [188]. Nachdem eine andere Studie bereits nach chlamydialen Infektionen eine
Verringerung der TNF-Rezeptorprésentation an der Zelloberflache anzeigte [132], ware die
Spaltung von Alix moglicherweise ein zweiter Mechanismus zum Schutz der Wirtszellen vor
TNF-a induzierter Apoptose.

Auch Septin-2 bzw. dessen Spaltung wurde in bisherigen Arbeiten nicht mit chlamydialen
Infektionen in Verbindung gebracht. In einer Zelle scheint das Protein mit anderen Septinen
zusammen Filamente auszubilden, welche mdoglicherweise Teil des Zytoskeletts sind.
Zumindest wurde eine Assoziation sowohl mit Mikrotubuli und Mikrofilamenten beschrieben
[189]. Die Arbeitsgruppe von Raphael Valdivia beobachtete wahrend des chlamydialen
Entwicklungszyklus eine Rekrutierung von Aktinfilamenten zur chlamydialen Vakuole, welche
zusammen mit Intermediarfilamentproteinen eine Art Hille bildeten. Mdglicherweise kdnnte
die Spaltung von Septin-2 eine unerwinschte Assoziation mit anderen Mikro- oder
Intermediarfilamenten aufheben und eine bessere Zuganglichkeit dieser Filamentgruppen

erma@glichen. Zumindest konnte gezeigt werden, dass CPAF in diesem Zusammenhang die
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Intermediarfilamentproteine Vimentin und Zytokeratin-8 spaltet und auf diese Weise deren
Rekrutierung zum chlamydialen Einschluss ermdéglichen kdénnte [86, 127].

Allerdings sind auch andere Konsequenzen einer Septin-2-Spaltung denkbar. Manche Daten
weisen zum Beispiel daraufhin, dass der Verlust von Septin-2 zu einer Aufhebung der
Zellpolaritat fihren kann [190].

Andere zeigen, dass eine Kolokalisation von Septin-2 mit  Tubulin  flr
Vesikeltransportvorgange von Bedeutung ist [191]. So kbnnte Septinspaltung zu einer
Veranderung des Vesikeltransports fihren, welcher wahrend chlamydialen Infektionen Uber
verschiedene Mechanismen moduliert wird [88].

Ferner weisen Daten eine mdogliche Beteiligung von Septin-2 am Fortschreiten der
Zytokinese und eine Bedeutung fur die Integritdit des Genoms aus. Defekte in beiden
Bereichen wurden wéahrend chlamydialer Infektion bereits nachgewiesen [192].

Alle angesprochenen, moglichen Konsequenzen der CPAF-abhdngigen Spaltung dieser
neuen Substratproteine sind bisher spekulativ. Auch ist bisher ungeklart ob CPAF alleine die
Fragmentierung bzw. den Abbau der Proteine vermittelt. So ist eine Beteiligung anderer
Proteasen bzw. des Proteasoms in den prasentierten Substratspaltungsvorgangen denkbar.
Daher sollte in zukinftigen Studien dieser Aspekt sowie die Folgen der Substratspaltungen
fur chlamydiale Infektionen tGberpruft werden.

Um weitere Hinweise im Hinblick auf die Relevanz der neuermittelten CPAF-abhangigen
Spaltungsvorgange wahrend chlamydialen Infektionen zu erlangen, kdnnten in zuklnftigen
Experimenten verschiedene chlamydiale Spezies eingesetzt werden. Sollte die Spaltung
speziesubergreifend nachweisbar sein, wirde dies eine Bedeutung der Fragmentierungen
fur den chlamydialen Entwicklungszyklus nahe legen. Auch der Effekt eines ,knock-downs*
der neuen CPAF-Substrate konnte Aufschluss geben, ob und moglicherweise in welchem
Ausmafd die Spaltungsvorgange fir das Fortschreiten von chlamydialen Infektionen
erforderlich sind.

Die Ermittlung zusatzlicher Substrate kann auch zum weiteren Verstdndnis der
Funktionsweise der Protease CPAF beitragen. Im Besonderen erscheint die Generierung
neuer Daten zur Bestimmung von Substraterkennungs- und Spaltungsmotiven méglich. Eine
Identifizierung der Spaltstellen durch massenspektroskopische Analyse kénnte dabei weitere
Hinweise geben. Fir diese Zielsetzung von Interesse konnte auch die Feststellung sein,
dass nach Infektion mit C. trachomatis lediglich Septin-2 und Alix in murinen Zellen mit
vergleichbarer Effizienz wie in humanen Zellen gespalten werden. Fragmentierung oder
Abbau von Mst-4 und eEF-2 waren quasi nicht zu beobachten. Falls dies mit Spezies-
spezifischen Unterschieden in Sequenz oder Struktur der Proteine korrelieren wirde,
konnten sich so eventuell neue Ansatzpunkte zur genaueren Charakterisierung des

Substratbindungs- und Spaltungsvorgangs ergeben.

113



Diskussion

4.2 Neue Moglichkeiten zur Blockierung der Funktion des

chlamydialen Effektorproteins CPAF

4.2.1 Mdglichkeiten der Funktionsweise von WEHD-fmk und VEID-fmk

Wie bereits ausgefuihrt, sind wesentliche Probleme in der Erforschung chlamydialer
Infektionen bzw. chlamydialer Proteine der Mangel an Methoden zur genetischen
Veranderung der Bakterien, sowie der biphasische Entwicklungszyklus der Bakterien.
Entsprechend ist auch die Charakterisierung der chlamydialen Protease CPAF schwierig. Da
weiterhin keine geeigneten spezifischen Inhibitoren von CPAF vorhanden sind, war es bisher
unmoglich die Funktionen der Protease wéahrend Infektionen genau zu definieren. Der einzig
bekannte CPAF-Inhibitor ist Lactacystin [157]. Dieses bildet im aktiven Zentrum unter
Bildung eines Omuralid eine kovalente Bindung zum katalytischen Serin aus [160].
Lactacystin wurde urspringlich als Inhibitor des Proteasoms entwickelt. Darin begriindet ist
bei Verwendung der Substanz uber langere Zeitraume eine ausgepragte Zytotoxizitat. Aus
diesem Grund ist ein Einsatz wahrend Infektionen nicht sinnvoll bzw. kann Kkeine
verlasslichen Daten liefern. Im Zuge unserer Arbeiten waren wir in der Lage, unter Einbezug
aktueller Literatur und den uns zu Verfigung stehenden Techniken, zwei neue potentielle
CPAF-Inhibitoren zu identifizieren. Bei diesen handelte es sich um Fluoromethylketon-(fmk)-
gekoppelte, urspringlich als Caspase-Inhibitoren entwickelte Tetra-Peptide. Einsatz beider,
WEHD-fmk und VEID-fmk, war ausreichend, um CPAF-Aktivitat in vitro und in Zellkultur-
basierten Experimenten zu unterdriicken.

Unsere Analyse ergab, dass die Zugabe der Peptid-Inhibitoren in verschiedenen Modellen,
sowie bei Infektionen zur Unterdrickung bekannter, CPAF-abhangiger Substratspaltungen
fuhrte. An dieser Stelle anzumerken ist, dass zwischen WEHD-fmk und VEID-fmk
Unterschiede in der Effektivitat der Inhibition CPAF-abhangiger Substratspaltung bestehen.
Diese war in unseren Zellkultur-basierten Experimenten bei VEID-fmk schwacher
ausgepragt. In in vitro Experimenten war aber kein Unterschied messbar. Die Ursache dieser
Beobachtungen liegt mdglicherweise in einer unterschiedlichen Zellgangigkeit der beiden
Peptid-Inhibitoren begriindet. Durch den Einsatz Fluoreszenz-markierter Inhibitoren oder die
Variation des Zeitpunkts der Inhibitor-Zugabe kénnte dies tUberprift werden.

Bei Betrachtung der Blockierung CPAF-abhangiger Substratspaltungsereignisse war
festzustellen, dass WEHD-fmk auch die Spaltung des pro-apoptotischen Proteins Bim
unterdruckt. Im Falle der Spaltung der BH3-Proteine ist nicht abschlieRend geklart, ob eine
direkte oder indirekte Abhangigkeit von CPAF-Aktivitat besteht. Da gezeigt wurde, dass auch
Proteasominhibitoren, ohne inhibitorische Wirkung auf CPAF eine Hemmung dieser

Vorgange bewirken, scheint das Proteasom selbst beteiligt zu sein [87]. Die Blockierung der
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Spaltung von Bim durch WEHD-fmk zeigt wiederum, dass das Proteasom nicht alleine zur
Spaltung ausreicht.

Daneben konnte auch eine deutliche Blockierung bzw. Retardierung des chlamydialen
Entwicklungszyklus durch beide Inhibitoren beobachtet werden. Allerdings erscheint es
wahrscheinlicher, dass die Beobachtungen aus Abb. 11 und Abb. 12 auf eine
Verlangsamung des Infektionszyklus, vermutlich aufgrund fehlender CPAF-Aktivitat,
zurickzufuhren sind. Fir diese Interpretation spricht eine geringe Anzahl an sichtbaren
chlamydialen Vakuolen. Bei dieser Retardierung handelte es sich um einen Prozess, der
durch Entfernen der Inhibitoren (beispielsweise Uber den Austausch des Mediums)
umzukehren war. Diese Feststellung beinhaltet auch die Méglichkeit, dass durch WEHD-fmk
bzw. VEID-fmk ein Persistenz- bzw. Persistenz-ahnliches Stadium ausgeldst werden kénnte.
Um dies zu testen, missten weitere Langzeitexperimente durchgeflihrt werden. In bisherigen
Versuchen wurden infizierte Zellen lediglich fir 30 h in WEHD-fmk-beinhaltendem Medium
kultiviert, um anschlieBend die Reversibilitdt des WEHD-fmk-Effekts zu Uberpriifen. Sollten
sich dadurch weitere Hinweise, welche fir eine Persistenz-Induktion sprechen, ergeben,
kénnten elektronenmikroskopische Aufnahmen einer genaueren Analyse dienen. Dadurch
ware man beispielsweise in der Lage festzustellen, ob WEHD-fmk-Zugabe zur Bildung
ungewodhnlicher Retikularkérper (,aberrant bodies®) fuhrt.

Der Mechanismus, tber den VEID- und WEHD-fmk CPAF inhibiert ist bisher nicht bekannt.
Zunachst ware denkbar, obwohl friihere Ergebnisse es unwahrscheinlich erscheinen lassen,
dass Caspasen an der Aktivierung von oder der Substratspaltung durch CPAF beteiligt sind.
Da die Verwendung eines pan-Caspase-Inhibitors allerdings keinerlei Inhibition der zuvor
genannten Vorgange nach sich zog, kann dies nahezu ausgeschlossen werden. Auch der
Aufbau der in vitro Experimente, in welchen gereinigtes, rekombinantes CPAF mit WEHD-
fmk vorinkubiert wurde, spricht gegen eine Beteiligung zellularer Proteine an
Substratspaltungsvorgangen bzw. CPAF-Inhibition. Endgultige Gewissheit kdnnte in puncto
Caspasen die Verwendung entsprechender ,knock out*“Zelllinien erbringen.

Ferner ist es unwahrscheinlich, dass der Fluoromethylketon(fmk)-Teil der verwendeten
Inhibitoren alleine fir die Inhibition von CPAF verantwortlich ist. So waren nur wenige
Substanzen einer verwendeten Bibliothek von fmk-gekoppelten Caspase-Inhibitoren -
WEHD-fmk, VEID-fmk und LEVD-fmk - in der Lage CPAF zu inhibieren. Diese Ergebnisse
fuhren zu dem Schluss, dass der Fluoromethylketon-Teil zwar moglicherweise von
Bedeutung fir die inhibitorische Funktion der Peptid-Inhibitoren ist, allerdings nicht zu einer
unspezifischen Bindung und Inhibition an CPAF fihrt. Unsere Daten weisen zudem auf eine
Abhéangigkeit der inhibitorischen Effizienz vom Peptidteil hin. Trotz der Anzahl der getesteten

Peptid-Inhibitoren konnten bisher keine Voraussetzung fir ein CPAF-inhibitorisch wirkendes
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Peptid ermittelt werden. Ein genaueres Screening unter Verwendung weiterer,
maf3geschneiderter Peptid-Inhibitoren kdnnte hier neue Einblicke verschaffen.

Naheliegen wirde eine Bindung der Peptid-Inhibitoren im aktiven Zentrum oder an Bereiche,
welche an der Dimerisierung bzw. der Aktivierung der Protease beteiligten sind. Erste
Experimente zeigen aber weder den Verlust einer Dimerisierung noch einer Prozessierung
von CPAF an. So waren WEHD-fmk und VEID-fmk in der Lage, CPAF-vermittelte
Substratspaltung nach Beigabe zu bereits aktivem CPAF zu unterdriicken. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass die Peptid-Inhibitoren die Aktivitdt der chlamydialen Protease,
vergleichbar zu Lactacystin, durch Bindung im aktiven Zentrum unterdricken. Auch die
Blockierung der Substratbindung oder Erkennung kénnte unsere Ergebnisse erklaren. Der
Ort der Bindung der neuen Inhibitoren kénnte durch Co-Kristallisation mit CPAF genau
bestimmt werden. Sollte sich daraus eine Bindung auRerhalb des aktiven Zentrums ergeben,
kénnte dies neue Erkenntnisse Uber die Interaktion mit bzw. der Erkennung von Substraten
erbringen.

Zellkultur-basierte Experimente zeigen allerdings an, dass die Zugabe von WEHD-fmk
wahrend der Infektion auch zu einer verringerten Menge an CPAF-Protein selbst fuhrt.
Bisherige Daten sprechen allerdings gegen eine Blockierung von Transkription oder
Translation. So sind keine Unterschiede in den Proteinmengen von CPAF-Substraten und
zur Kontrolle der Uberpruften Proteine nachweisbar. Zudem wiirde man bei so tiefgreifenden
Eingriffen in die Funktion der Zellen eine ausgepragte Zytotoxizitat der Substanzen erwarten.
Dies konnte selbst bei Inkubationen mit WEHD-fmk von mehr als 24 h nicht beobachtet
werden. Ob die Inhibitoren tatséchlich in einen der beiden Vorgénge eingreifen, kdonnte
beispielsweise durch den Einbau radioaktiv markierter Aminosauren oder die Uberprifung
von mMRNA-Mengen Uber ,real-time“(RT) PCR geklart werden.

Es ist auch denkbar, dass WEHD-fmk lediglich eine Bindung des zum Nachweis
verwendeten Antikdrpers verhindert. Des Weiteren musste Uberpriuft werden, ob der Einsatz
der Peptid-Inhibitoren einen Einfluss auf den proteasomalen Abbau des Proteins hat. Alle

Faktoren kdnnten als Erklarung fur unsere Beobachtungen dienen.

4.2.2 Konsequenzen der Identifikation neuer CPAF-Inhibitoren

Mit der Identifizierung zweier neuer, nicht- oder schwach-zytotoxischer Inhibitoren der
chlamydialen Protease CPAF steht nach unserer Auffassung ein neues Werkzeug zur
Analyse der Funktion und Bedeutung von CPAF wahrend des chlamydialen
Entwicklungszyklus, zur Verfigung. Wie bereits erwahnt, konnte bisher kein System zur
genetischen Manipulation von Chlamydien eingefihrt werden. Daher wird zur
Charakterisierung chlamydialer Proteine oft auf ektopische Expression zuriickgegriffen.
Deshalb kann die genaue Funktion eines Proteins bzw. dessen Bedeutung wahrend
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chlamydialen Infektionen meist nicht erfasst werden. Durch die Verwendung von WEHD-fmk
bzw. VEID-fmk kann nun CPAF auch nach einer chlamydialen Infektion inhibiert werden,
ohne das die Wirtszelle geschadigt wird. Auf diese Weise konnten wir zeigen, dass die
Expression von CPAF essentiell fir das Fortschreiten chlamydialer Infektionen ist. In
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Dagmar Heuer waren wir auch in der Lage,
Hinweise auf die mdglicherweise primare Funktion CPAFs zu erlangen. So konnten Heuer
et. al. in einer friheren Studie zeigen, dass wahrend chlamydialer Infektionen der Golgi-
Apparat der Wirtszellen in kleine Fragmente zerféllt, welche auch innerhalb der Vakuole
nachzuweisen waren. Einher ging dieser Vorgang mit einem verstarkten Transport von
Lipiden, bzw. Lipidbestandteilen, beispielsweise Ceramid, zum Einschluss [94].
Zurtckzufiihren war der Fragmentierungsvorgang auf die Spaltung des Golgimatrixproteins
Golgin-84, welche durch die Zugabe von WEHD-fmk blockiert werden konnte. Die
Bedeutung der Golgin-84-Spaltung konnte dabei auch anhand von Golgin-84-,knock-down*
Experimenten gezeigt werden. Ein Fehlen des Proteins fiihrte entsprechend der Spaltung zu
einer Anpassung der Morphologie des Golgi-Apparats und zu einer gesteigerten Replikation
der Bakterien. Ein Einsatz von WEHD-fmk konnte in diesen Zellen die bakterielle
Vermehrung nicht mehr im selben Ausmald beeinflussen [94]. In Zusammenarbeit mit Dr.
Heuer konnte erarbeitet werden, dass CPAF die Spaltung von Golgin-84 vermittelt und
CPAF-Expression ausreichend ist, eine Fragmentierung des Golgi-Apparates zu bewirken.

Dies konnte eine erleichterte Aufnahme von Nahrstoffen und Lipiden ermdéglichen. Daher
erscheint es moglich, dass CPAF-Inhibition zu einer Unterversorgung der Bakterien mit
Nahrstoffen fuhrt, wodurch der chlamydiale Entwicklungszyklus negativ beeinflusst bzw.
verlangsamt wird. Gerade eine Unterversorgung an Lipiden wéhrend der bakteriellen
Replikation kdonnte den beobachteten Einfluss der CPAF-Inhibition erklaren. Wie unter
Abschnitt 1.1 beschrieben, infizieren Mitglieder der Ordnung Chlamydiales eine Vielzahl
unterschiedlicher eukaryotischer Wirte. Diese reichen von Wirbeltieren bis hin zu Amdben.
Alle Chlamydien folgen dabei einem biphasischen, parasitéaren Entwicklungszyklus. Aufgrund
der negativen Effekte einer CPAF-Inhibition auf den chlamydialen Entwicklungszyklus kann
spekuliert werden, dass die Protease CPAF ein wesentlicher Faktor chlamydialer Infektionen
ist. Auch wurde CPAF bisher in fast allen sequenzierten Mitgliedern der Chlamydiales
identifiziert. Ein Sequenzvergleich Dbeispielsweise von CPAF aus Protochlamydia
amoebophila mit humanpathogenen Spezies C. trachomatis oder C. pneumoniae zeigte eine
Sequenzéahnlichkeit der Proteine von 63 % bei einer Sequenzidentitat von mehr als 30 %.

In bisherigen Studien wurde die Substratspezifitat von CPAF nur fir die aus C. trachomatis
und C. pneumoniae stammenden Varianten beschrieben. Die korrespondierenden Proteasen
Amoben-spezifischer  Chlamydien  wurden  noch  nicht ndher charakterisiert.

Dementsprechend sind keine Ziele dieser CPAF Varianten bekannt.

117



Diskussion

Bei Betrachtung der Substrate der humanpathogenen Chlamydienspezies erscheint die
Fragmentierung des Golgi-Apperats als wahrscheinlichster Kandidat fir eine in allen
Chlamydien konservierte Funktion von CPAF. Diese ist, wie bereits erwahnt, mit einer
Akquisition von Lipiden, welche fir die chlamydiale Replikation und die VergréRerung der
Vakuole notwendig sind, verbunden. Neben dem Eingriff in die Morphologie des Golgi-
Apparats wurden CPAF Beteiligungen bei der Umgehung von Abwehrmechanismen der
Wirte und des Immunsystems, sowie bei der Inhibition der Apoptose ihrer Wirtszellen,
zugeschrieben. Diese Modulationen kdnnten nach Infektion von S&ugern von wesentlicher
Bedeutung sein und dem Abschluss des chlamydialen Entwicklungszyklus dienen. Nach
Infektion von Amdben, beispielsweise durch Parachlamydia amoebophila, kann dies
ausgeschlossen werden. Weder besitzen Amében ein adaptives Immunsystem, welches
durch die Spaltung von Transkriptionsfaktoren und eine verringerte Expression von MHC-
Proteinen beeinflusst werden kénnte, noch besitzen sie einen mitochondrialen, intrinsischen
Signalweg der Apoptose bzw. BH3-Proteine. Daher kann CPAF in diesen Zellen nur durch
andere Aufgaben von Nutzen sein. Vermutlich entstanden letztgenannte Funktionen der
chlamydialen Protease CPAF erst im Zuge einer chlamydialen Evolution bzw. einer
Anpassung der Bakterien an neue Wirte.

Im Gegensatz zur CPAF-vermittelten Modulation der Immunantwort und der Apoptose
konnte die Versorgung mit N&hrstoffen und der Eingriff in den Vesikeltransport tber die
Fragmentierung des Golgi-Apparats in allen bekannten Wirten von Bedeutung sein. Dabei
sollte nicht aul3er Acht gelassen werden, dass auch die CPAF-vermittelte Adaption des
Zytoskeletts eine zentrale, konservierte Funktion von CPAF sein kénnte. Zwar ist noch nicht
geklart inwiefern die Spaltung der Intermediarfilamentproteine Vimentin und Zytokeratin-8
einen Beitrag zum Fortschreiten des chlamydialen Entwicklungszyklus liefert. Denkbar ist
aber, dass die Vorgange fiur die Stabilitat bzw. den Schutz vor mechanischem Stress und die
VergrolRerung der Vakuole von Bedeutung sein kénnten [86, 87, 92].

Als Indiz fur die mdgliche Relevanz der Spaltung von Zytoskelettbestandteilen kann auch die
Anzahl der damit verbundenen Substrate der Protease CPAF gewertet werden. So wird
neben den erwdhnten Intermedidrfilamentproteinen auch das mit Mikrofilamenten
verbundene Transmembranprotein Nectin-1 gespalten [170]. Daraus konnte eine
Deregulation des Aktinzytoskeletts resultieren. Dies wiederum hangt méglicherweise mit der
postulierten Bildung einer Huille aus Mikrofilamenten und Bestandteilen der
Intermediarfilamente zusammen, welche als weiterer Schutzmechanismus vor
mechanischem Stress agieren konnte [127]. Auch die Spaltung des putativen CPAF-
Substarts Septin-2 konnte die Chlamydien-abhéngige Manipulation des Zytoskeletts
beeintrachtigen. Einschrankend ist allerdings zu erwéhnen, dass zwischen den Vakuolen der

verschiedenen chlamydialen Spezies grofe Unterschiede zu beobachten sind. Wahrend
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beispielsweise C. trachomatis infizierte Zellen lediglich eine einzelne Vakuole aufweisen ist
bei einigen Amdben-infizierenden Bakterien jedes einzelne Bakterium von einem kleinen
Einschluss umgeben. Daher kénnte es sein, dass auch die Anpassung des Zytoskeletts erst
im Zuge einer Evolution der Bakterien bzw. einer Anpassung an neue Wirte entstanden ist
[7, 193].

Ein erster Schritt zur Uberpriifung der hier getroffenen Hypothese - bei der Spaltung von
Golgin-84 und der daraus resultierenden Fragmentierung des Golgi-Apperats handele es
sich um die zentrale, konservierte Funktion der chlamydialen Protease CPAF - kdnnte die
Kontrolle der bekannten CPAF-Substrate nach Infektion von Amdében mit Chlamydien-artigen
Bakterien sein. Ebenso kénnte die Etablierung eines ektopischen Expressionssystems von
CPAF-Varianten aus Amoben-infizierenden chlamydialen Spezies zur Analyse dieser
Proteine beitragen.

Sollte gezeigt werden, dass es Uberschneidungen zwischen den CPAF-Substraten human-
pathogener und Amdben-infizierender Chlamydien gibt, kénnten in weiteren Experimenten
bekannte CPAF-Inhibitoren zum Einsatz kommen. Sollten diese in der Lage sein auch
CPAF-Varianten von sog. ,Umwelt-Chlamydien® zu blockieren, konnte in der Folge getestet
werden, ob die Hemmung von CPAF auch das Wachstum von Amdében-infizierenden
Chlamydien beeintrachtigt.

Weiterhin  konnte die Uberprifung der Morphologie des Golgi-Apperates in
Infektionsmodellen von Amdben zeigen, ob ein zur Infektion mit human-pathogenen
Chlamydien vergleichbarer Vorgang zu beobachten ist.

Aufgrund der Inhibition der chlamydialen Replikation und der geringen Zytotoxizitat kdnnte
WEHD-fmk mdglicherweise auch als Ausgangspunkt neuer Therapieansatze zu gebrauchen
sein. Da CPAF-spezifische Antikorper auch nach chronischen chlamydialen Infektionen
nachgewiesen werden konnten, ist es nicht ausgeschlossen, dass spezifische CPAF-
Inhibition zu einer erfolgreichen Behandlung der Bakterien beitragenden kdnnte [194]. Im
Gegensatz zum Einsatz von Antibiotika, welcher zwar eine effektive Bekampfung
chlamydialer Infektionen ermdglicht, wirde ein WEHD-fmk-basiertes Therapeutikum eine
spezifischere Bekampfung von Chlamydien ermdglichen, ohne dass andere, auch der
kommensalen Flora angehorige, Mikroorganismen beeintrachtigt wirden. Dies lieRe auch
auf geringe Nebenwirkungen hoffen. Aufgrund der Spezifitat eines solchen Praparats ware
es zudem unmdglich, dass eine Entwicklung einer Resistenz durch Chlamydien einen

Einfluss auf die Behandlung anderer Erreger nehmen konnte.
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4.3 CPAF-abhangige Unterdrickung inflammatorischer Signal-

transduktion

4.3.1 Einordung der CPAF-abhangigen Spatung von p65/RelA

Chlamydiale Infektionen flhren zur Anpassung einer Vielzahl zellularer Funktionen und
Signalwege. Neben der Apoptose, dem Vesikeltransport und dem Zytoskelett scheinen auch
inflammatorische Signalkaskaden gezielt beeintrachtigt zu werden. Wodurch Chlamydien
dazu in der Lage sind, wurde bisher nicht abschlielend geklart. Entscheidend durften
chlamydiale Effektorproteine sein. Zur Translokation dieser Proteine in das Zytosol wurden in
Chlamydien bisher zwei Mechanismen identifiziert: zum einen ein Typ-2-, zum anderen ein
Typ-3-Sekretionssystem. Eine entscheidende Rolle in der Modulation inflammatorischer
Signaltransduktion wurde in der Vergangenheit vor allem einer chlamydialen Protease, CT
441, zugeschrieben [152, 153]. Im Zuge dieser Arbeit zeigen wir, dass entgegen bisheriger
Ergebnisse CPAF ebenfalls von Bedeutung zu sein scheint. Durch den Einsatz einer CPAF-
exprimierenden Zelllinie bzw. der ektopischen Expression eines aktivierbaren CPAF-gyrB-
Fusionsproteins, konnte Uber eine Korrelation mit Infektionsexperimenten die CPAF-
abhangige Spaltung von p65/RelA gezeigt werden. Dieses Protein ist ein Bestandteil des
NF-kB-Transkriptionsfaktors.

Wie erwédhnt konnte schon in friheren Arbeiten beobachtet werden, dass Infektionen von
Zellen epithelialer Abstammung (beispielsweise HeLa Zellen) mit C. trachomatis keine oder
nur eine frihe transiente Aktivierung des NF-kB-Sighalwegs bewirken [134, 152, 153]. Die
bisher mit dieser Beobachtung verbundenen Erklarungen und Hypothesen postulierten eine
Abhangigkeit von zwei chlamydialen Effektoren: zum einen der chlamydialen Deubiquitinase
ChlaDUB-1, welche I-kB-a als Substrat besitzen soll, zum anderen CT441, einem Homolog
zur Tsp aus E.coli [151-153]. Arbeiten zu beiden genannten Effektorproteinen zeigten eine
verringerte genregulatorische Aktivitdit des Transkriptionsfaktors in Abhangigkeit der
chlamydialen Proteine an. Jedoch konnten alle bisherigen Studien die Beteiligung anderer
chlamydialer oder zellularer Proteine nicht ausschlieen. Weiterhin konnte fir beide
Effektoren eine Sekretion ins Zytosol nicht nachgewiesen werden. Gerade im Hinblick auf
CT441 gibt es Daten, welche fir einen Verbleib des Proteins in der chlamydialen Vakuole
sprechen [156]. Dieser Widerspruch innerhalb bisheriger Ergebnisse konnte mit der
Identifikation von CPAF als mdglichen, die Spaltung von p65/RelA vermittelnden,
chlamydialen Effektor Uberbriickt werden.

Zwar wurde in diesem Zusammenhang schon friher die ektopische Expression von CPAF-
Konstrukten getestet [152, 153]. Aufgrund unserer bisherigen Arbeiten vermuteten wir, dass

die verwendeten Konstrukte zwar in einer Expression aber nicht der Aktivierung der
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chlamydialen Protease CPAF resultierten. Daher konnten unserer Auffassung nach die
publizierten Studien eine Beteiligung von CPAF bei der p65-Spaltung nicht ausschlief3en.

Die Uberpriifung chlamydialer Infektionen ergab eine klare Korrelation zwischen CPAF-
Expression und Aktivierung, CPAF-abhangiger Substratspaltung und p65/RelA-
Fragmentierung. Fir eine CPAF-abhangige Fragmentierung spricht auch die Translokation
der Protease wahrend des Entwicklungszyklus in das Zytosol der Wirtszelle [157]. Unter
Verwendung der T-REx-293-gyrB-CPAF Zelllinie waren wir in der Lage CPAF induzierbar zu
exprimieren und durch den Einsatz von Coumermycin zu aktivieren [87]. Wie schon in den
Infektionsexperimenten ergab die durchgefihrte Analyse der Zelllysate auf CPAF-
Expression, CPAF-abhangige Substratspaltung und p65/RelA-Fragmentierung mittels
Western Blot, eine sehr gute Korrelation. Da damit ektopische Expression von CPAF zur
Spaltung des Mitglieds der NF-kB-Proteinfamilie fiihrte ist die Korrelation der CPAF-
Expression und p65-Fragmentierung wahrend Infektionen als Indiz fur eine generelle CPAF-
Abhangigkeit des Prozesses anzusehen.

Als weitere Diskrepanz zu publizierten Daten ergab sich, dass wir in allen durchgeftihrten
Experimenten p65/RelA-Spaltung in murinen, C. trachomatis-infizierten Zellen (MEF Zellen
wurden verwendet) beobachten konnten. Identische Versuche nach Infektion mit C.
pneumoniae oder ektopischer Expression von CPAF in Transfektionsexperimenten, ergaben
vergleichbare Ergebnisse. Unabhéangig vom experimentellen Aufbau konnte zum einen eine
Ubereinstimmung in der Art der Fragmentierung (gemessen an entstehenden Fragmenten),
zum anderen eine Korrelation mit der CPAF-Expression und der CPAF-abhangigen
Substratspaltung nachgewiesen werden.

Eine Erklarung fur die Abweichung unserer Daten von publizierten Arbeiten kdnnte in den
verwendeten Zelllinien begrindet sein. So wurden in frGheren Arbeiten durch ,NIH3T3"-
Transformation immortalisierte Zellen verwendet, wahrend wir ,SV40-large T-antigen®
transformierte Zellen einsetzten [152, 153]. Obwohl rein spekulativ kdnnte hier eine Ursache
fur die verschiedenen Ergebnisse zu finden sein. An dieser Stelle ist allerdings anzumerken,
dass die Spaltung von p65/RelA in murinen Zellen, im Vergleich zu humanen Zellen,
schwéacher ausgepragt schien. Daher ist auch ein Einfluss von Sequenz- und
Strukturunterschieden auf die Spaltungseffizienz von p65/RelA, wie in friheren Arbeiten
beschrieben, denkbar. Die Verwendung weiterer muriner Zelllinien, welche idealerweise
durch beide erwdhnten Methoden immortalisiert wurden, kdnnten hier Aufschluss erbringen.
Weiterhin ware von Interesse, ob in friiheren Studien beschriebene p65-Mutationen ebenfalls
zu einer Inhibition der p65/RelA-Spaltung durch CPAF fuhren [152, 153].

Darlber hinaus ist zu erwdhnen, dass auch in unseren Experimenten CT441 nach
ektopischer Expression grundsatzlich zur Spaltung von p65/RelA beféhigt war. Allerdings

besteht nach unseren Daten wahrscheinlich ein Unterschied zwischen CPAF-abh&ngiger
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und CT441-abhangiger Spaltung bzw. den generierten Spaltprodukten. Beide Fragmente,
obwohl &hnlich, scheinen ein unterschiedliches Molekulargewicht aufzuweisen. Der Abgleich
der Fragmente nach ektopischer Expression von CPAF bzw. CT441 mit p65/RelA-
Fragmenten nach Infektion mit C. trachomatis ergab zudem, dass CPAF-generierte
Spaltprodukte von denen nach Infektion nicht zu unterscheiden waren. Eine endgiiltige
Klarung, ob sich die Prozessierung von p65/RelA durch die beiden chlamydialen Proteasen
unterscheidet, konnte durch eine massenspektrometrische Analyse der Fragmente erbracht
werden. Auch hier wére ein Abgleich mit p65/RelA-Fragmenten nach chlamydialer Infektion
erforderlich. Weitere Hinweise konnten auch durch die bereits erwahnten p65/RelA-
Deletionsmutanten und deren Einfluss auf die CPAF-abhédngige Spaltung des Proteins,
gewonnen werden [152, 153].

Trotz der préasentierten Daten, welche eine Abhéngigkeit der p65/RelA-Spaltung durch CPAF
zu praferieren scheinen, konnte die verantwortliche Protease nicht abschlieBend ermittelt
werden. Zwar konnte durch den Einsatz des CPAF-Inhibitors Lactacystin nach ektopischer
CPAF-Expression die Blockierung der p65/RelA-Fragmentierung erreicht werden, allerdings
zeigen frihere Daten ebenfalls einen inhibitorischen Effekt von Lactacystin auf CT441 [152,
153]. Zu erklaren sind die beiden Ergebnisse durch die Struktur-Homologien der beiden
Proteasen. So ist das aktive Zentrum, welches Lactacystin durch kovalente Bindung an das
katalytisch aktive Serin blockiert, in CT441 und CPAF konserviert. Allerdings konnte in in
vitro Experimenten, unter Verwendung von gereinigtem, rekombinanten CPAF
nachgewiesen werden, dass die Spaltung von p65/RelA auch durch den Einsatz des Peptid-
Inhibitors WEHD-fmk zu blockieren ist. Sollte WEHD-fmk nicht in der Lage sein CT441-
abhangige Spaltung von p65/RelA nach ektopischer Expression zu blockieren, kénnte tber
entsprechende Infektionsexperimente die verantwortliche Protease ermittelt werden.

Auch konnten vergleichbare Experimente nach Expression bzw. Koexpression eines, auf
dem inhibitorischen Segment von CPAF basierenden, Peptids durchgefihrt werden. Dieses
passt sich spezifisch in die CPAF-Bindetasche ein. Mdglicherweise wirden auch diese
Versuche zur eindeutigen ldentifikation der p65/RelA-vermittelnden Protease beitragen.
Sollten zusatzliche Experimente bestatigen, dass alleine CPAF fir die Spaltung von
p65/RelA verantwortlich ist, bliebe die Frage nach der Funktion von CT441.

Aufgrund der Homologie zur E.coli Tsp, kdnnte spekuliert werden, dass auch eine
funktionale Ahnlichkeit der beiden Proteasen bestehen konnte. CT441 konnte so am Abbau
von Proteinen im bakteriellen Periplasma beteiligt sein, mdglicherweise zur Entfernung
fehlgefalteter Proteine [156, 163, 164]. Zu einer entsprechenden Annahme wirden auch
bisherige Daten, welche eine rein vakuolische Lokalisation der Protease anzeigen, passen
[156]. Sollte sich herausstellen, dass beide Proteasen zur p65/RelA-Spaltung wahrend

Infektion beitragen, wirde dies eine Redundanz darstellen. Eine solche kénnte als Indiz fir
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eine essentielle Rolle des Vorgangs fir den chlamydialen Entwicklungszyklus verstanden
werden. Eine Notwendigkeit fur die mehrfache Anlegung der Spaltung von p65/RelA kdnnte
sich aus der groBen Anzahl an CPAF-Substraten oder deren Bindungsaffinitat zu CPAF
ableiten. Von CT441 sind bisher zumindest keine weiteren Substrate bekannt.

Die Kontrolle von entscheidenden Komponenten des NF-kB-Signalwegs wies in der Folge
auf einen spezifischen Eingriff von CPAF auf Ebene von p65/RelA hin. So wurden wahrend
Infektion bzw. CPAF-Expression weder Bestandteile des IKK-Komplexes noch [-kB-a
gespalten. Ferner konnte Uber die Stimulation mit IL-13, Phosphorylierung und proteasomale
Degradierung von I-kB-a induziert werden. Dies ist ein notwendiger Schritt fur die
Translokation des NF-kB-Transkriptionsfaktors in den Zellkern. Obwohl keine Spaltung von |-
KB-a zu beobachten war, konnte in Anwesenheit von CPAF eine sowohl abgeschwachte als
auch verzogerte Phosphorylierung des Proteins nachgewiesen werden. Um die Ursache
dieser Verdnderung zu ergrinden, konnten in zukinftigen Experimenten zunachst
Phosphorylierungsvorgange oberhalb von |-kB-a, nach CPAF-Expression Uberpriift werden.
Allerdings erscheint es unwahrscheinlich, dass CPAF weitreichenden Einfluss auf zellulare
Phosphorylierung nimmt, da in unseren Experimenten die MAP-Kinase ERK-1/2 unabhangig
von CPAF phosphoryliert wird. Mdoglicherweise ist die  Modulation des
Phosphorylierungszustands von I-kB-a auch auf eine Veranderung der Stabilitédt oder der
Konformation des I-kB-a-NF-kB-Komplexes nach p65/RelA-Spaltung zurtuckzufihren.

Mit dem Spaltungsvorgang von p65/RelA einher ging, sowohl nach Infektion von Zellen als
auch nach ektopischer Expression von CPAF, eine umfassende Verringerung NF-kB-
abhangiger Transkription nach Stimulation der Zellen mit dem inflammatorischen Zytokin IL-
1B. Bestimmt wurde die NF-kB-Aktivitat in Luziferase-Reportergenexperimenten. Durch die
Kontrolle der metabolischen Aktivitdt der Zellen, sowie die Verwendung einer nicht CPAF-
exprimierenden Luziferase-Reporterzelllinie konnte gezeigt werden, dass die beobachtete
Hemmung von NF-kB-Signalen nach unseren Daten nur durch die Aktivitdt von CPAF
schlussig zu erklaren ist. Allerdings konnte sowohl in entsprechenden Experimenten in
CPAF-exprimierenden T-REx-293-gyrB-CPAF Zellen als auch in infizierten T-REx-293 Zellen
eine residuale, NF-kB-vermittelte, transkriptionelle Aktivitdt beobachtet werden. Da der
Transkriptionsfaktor als Dimer, bestehend aus unterschiedlichen Kombinationen der finf NF-
kB-Proteine, vorliegt, erscheint es moglich, dass residuale Aktivitat des Signalwegs von
p65/RelA-freien NF-kB-Dimeren ausgeht. Eine Uberprufung der Hypothese konnte
beispielsweise durch gegen die Ubrigen Mitglieder der NF-kB-Proteinfamilie gerichtete
»knock-down*“-Experimente gefuhrt werden. Weiterhin konnte die schnelle Neubildung von
p65/RelA dazu fuhren, dass trotz CPAF-abhangiger Spaltung teilweise noch intakte
p65/RelA-beinhaltende Dimere vorhanden sind. Zu dieser Vermutung wirde die

Beobachtung passen, dass im Gegensatz zur Spaltung anderer CPAF-Substrate,

123



Diskussion

beispielsweise Vimentin, nach Infektion wie ektopischer Expression von CPAF grundsatzlich
auch unprozessiertes p65/RelA-Protein nachgewiesen werden konnte.

An dieser Stelle ist allerdings zu erwahnen, dass unsere Ergebnisse eine Beteiligung der
zuvor angesprochenen chlamydialen Effektoren ChlaDUB-1 und CT441 an der Inhibition des
NF-kB-Signalwegs nicht ausschlieen.

Mit der Beobachtung verringerter NF-kB-abhéngiger Transkription nach Zusatz von IL-183
ging einher, dass gespaltenes p65/RelA nicht mehr in den Zellkern transloziert wurde. Ein
direkter Zusammenhang zum Verlust der nachfolgenden Genregulation erscheint nach
genauer Betrachtung des Spaltprodukts mdglich. Unter Abgleich mit der Bindungsspezifitat
des verwendeten Antikdrpers (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) ist davon auszugehen,
dass mit Fragmentierung von p65/RelA eine Abtrennung seiner Transaktivierungsdomane
erfolgt. Dies wirde dazu fihren, dass selbst in den Kern translozierte, CPAF-prozessierte
NF-kB-Dimere keine oder nur eingeschrankte Mdglichkeiten zur Modulation der Transkription
hatten. Eine Spaltungs-abhdngige Retention des Transkriptionsfaktors erscheint
unwahrscheinlich, da alle Mitglieder der NF-kB-Proteinfamilie eine Kernimportsequenz
aufweisen.

Die Konsequenz der beobachteten Spaltung und der Hemmung NF-kB-abhangiger
Transkription wird durch eine Verringerung der Sekretion des pro-inflammatorisch
agierenden Zytokins IL-8 nach IL-1B Stimulation und CPAF-Aktivierung gezeigt. Dies konnte
in vivo eine verringerte Sensitivitat infizierter Zellen gegeniiber Entziindungsreaktionen zur
Folge haben. Auch ist dieses Ergebnis im Einklang mit friheren Daten zu sehen, welche
zwar IL-8-Sekretion nach Infektion anzeigen, allerdings in Abhangigkeit des MAPK-

Signalwegs.

4.3.2 Konsequenzen einer Unterdrickung von NF-kB-Signalen wahrend
chlamydialer Infektion

Wie zuvor ausgefihrt, ist die chlamydiale Protease CPAF nach unseren Daten in der Lage,
Uber die Spaltung von p65/RelA, in die NF-kB-Signalkaskade einzugreifen. CPAF kann auf
diese Weise NF-kB-vermittelte Transkriptionsereignisse zumindest teilweise verhindern.
Damit wirden unsere Ergebnisse zu bisherigen Arbeiten passen, wonach lediglich im ersten
Abschnitt einer Infektion eine transiente Aktivierung des Signalwegs festzustellen ist.

Uber die Bedeutung dieses Vorgangs fiir chlamydiale Infektionen kann trotzdem nur
spekuliert werden. Allerdings scheint die grundsatzliche Befahigung dreier chlamydialer
Effektoren zum Eingriff in diesen Signalweg auf eine grof3ere Rolle fir den Verlauf
chlamydialer Infektionen hinzuweisen. Nach unserem Verstandnis konnte, wie anhand der
verringerten Sekretion von IL-8 nach inflammatorischer Stimulation der Zellen gezeigt, die
Blockierung von Entzindungssignalen von groRer Bedeutung sein. Ohne eine Hemmung
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des NF-kB-Signalwegs wére eine deutlich gesteigerte Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und
IL-1a moglich. Dadurch waren mehrere, flir die Replikation von Chlamydien potentiell
negative Folgeerscheinungen denkbar. Zusétzliche Sekretion inflammatorischer Zytokine
konnte beispielsweise in vivo eine starkere Einwanderung von Lymphozyten und
Makrophagen nach sich ziehen, einhergehend mit einer effizienteren Erkennung und
Bekampfung der Bakterien. Auch kénnte eine stark gesteigerte Menge der genannten Zellen
und deren Sekretion von Entziindungsmediatoren zu so gravierenden Gewebsschadigungen
fuhren, dass sich Nachteile fur die chlamydiale Replikation ergdben. So wére es moglich,
dass in diesem Umfeld haufiger infizierte Zellen absterben, ohne dass der chlamydiale
Replikationszyklus beendet ist. Zumindest weisen bisherige Studien in vivo und in vitro die
Sekretion inflammatorischer Zytokine, speziell IL-1a und IL-13, durch Zellen des
Immunsystems als wesentliche Faktoren Chlamydien-abhangiger, pathologischer
Gewebsveranderungen aus [75, 78].

So kénnte die Blockierung des NF-kB-Signalwegs die Limitierung einer gegen Chlamydien
gerichteten Immunreaktion zur Folge haben und damit die Ausbreitung und Vermehrung der
Bakterien erleichtern.

Die vermutete Redundanz in der Befahigung von Chlamydien zur Inhibition des NF-kB-
Signalwegs konnte mdglicherweise wahrend des Persistenzstadiums von Bedeutung sein.
Hier zeigen Daten bei einer persistenten Infektion mit C. pneumoniae eine fehlende
Sekretion von CPAF in das Zytosol des Wirtes an [126]. Denkbar ware, dass in dieser
Situation beispielsweise chlamydiale Deubiquitinasen wesentlich fur die Unterdriickung von
NF-kB-Signaltransduktionsereignissen sind. Dies ist allerdings reine Spekulation.

Der gefuhrte Nachweis der Inhibition von NF-kB-Signalen unterstuitzt weiterhin Daten, dass
der Signalweg keinerlei Einfluss auf den Chlamydien-vermittelten Schutz vor Apoptose durch
Hochregulation antiapoptotischer Proteine wie clAP-2 oder Bcl-X, hat [195]. Entsprechend
fuhren Studien, welche eine Beteiligung von IAPs in der Inhibition von Apoptose nach
chlamydialen Infektionen annehmen, eine Regulation dieser Proteine tber den MAPK-
Signalweg als entscheidend an [118]. Nach unseren friheren Ergebnissen sowie Studien
anderer Arbeitsgruppen ist der Apoptoseschutz aber vor allem auf die Spaltung von pro-
apoptotischen BH3-Proteinen zurtickzufihren [113, 114].

Nach unserer Meinung weisen die prasentierten Ergebnisse auf eine Rolle von CPAF in der
Umgehung der Wirtsabwehr hin. So sind mit unseren Daten mittlerweile drei mégliche CPAF-
abhangige Mechanismen beschrieben die diesem Ziel dienen kdnnten: eine negative
Regulation der MHC-Expression durch Spaltung von RFX-5 und USF-1, eine
Beeintrachtigung der Préasentation von Lipidantigenen durch Spaltung von CD1d und die
Hemmung des NF-kB-Signalwegs durch p65/RelA-Spaltung [128, 129, 131, 152, 153, 175].

Auch die Inhibition der Apoptose kann einen Beitrag zur Umgehung einer Detektion durch
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das Immunsystem leisten. Insgesamt unterstreicht die Identifikation von p65/RelA als CPAF-
Substrat und der mit der Spaltung verbundene Verlust NF-kB-abhangiger Genexpression die
Bedeutung der chlamydialen Protease in der Umgehung einer Immunantwort und somit dem

Uberleben der Bakterien in ihrem Wirt.

Die Identifikation eines weiteren CPAF-Substrats, welches nach C. trachomatis Infektion
moglicherweise die Immunantwort seines Wirts modulieren kann, ist als weiterer Ausdruck
fur die Anpassung der Chlamydiaceae an ihre Wirte im Zuge ihrer Evolution anzusehen.

Wie bereits unter Abschnitt 1.4 eingefihrt wurde, besitzt die chlamydiale Serinprotease
CPAF sowohl in Sequenz als auch Funktion sehr unterschiedliche Substrate. Dies kdnnte
wie unter Abschnitt 4.2.2 bereits kurz erwahnt in der Evolution chlamydialer Organismen
begriindet sein. Chlamydien wurden lange als eine Gruppierung eng miteinander verwandten
Bakterien angesehen, welche sich vor ca. 2 Mrd. Jahren von den Ubrigen Eubacteria
abspalteten [193]. Die Entdeckung Amdben-spezifischer Chlamydien wies eine komplexere
Struktur der Ordnung Chlamydiales nach. Bisherige Studien gehen von einer Abtrennung der
sog. ,Umwelt-Chlamydien® vor ca. 700 Mio. Jahren aus [196-198]. Trotz einer stark
ausgepragten Reorganisation und Verkleinerung der Genome im Zuge chlamydialer
Evolution konnte CPAF in fast allen bisher sequenzierten Genomen identifiziert werden -
auch in Chlamydien-artigen Bakterien. Daher erscheint es mdglich, dass einige der fur C.
trachomatis- und C. pneuminiae-CPAF ermittelten Funktionen bereits in einem
gemeinsamen Vorlauferorganismus bestanden und bereits dort von essentieller Bedeutung
waren.

Eine der urspringlichen Aufgaben der chlamydialen Protease kénnte, wie bereits ausgefuhrt
(siehe Abschnitt 4.2.2), eine Modulation des Lipidtransports umfasst haben. Zwar scheinen
in Chlamydien-artigen Bakterien mehr, am Energiestoffwechsel beteiligte Gene angelegt zu
sein, trotzdem ist nicht davon auszugehen, dass ein letzter gemeinsamer Vorfahre von
Chlamydien und Chlamydien-artigen Bakterien komplett unabhéngig vom Wirt tberleben
konnte [10, 199]. Auch scheinen einige in den Chlamydiaceae angelegte Mechanismen zur
Akquisition von Nahrstoffen, beispielsweise die Aufnahme von Lipidtrépfchen, in
Chlamydien-artigen Bakterien zu fehlen [200, 201]. Dies kénnte bedeuten dass diese
Funktionen auch in einem gemeinsamen Vorlaufer fehlten. Daher kdnnten in einem solchen
Mikroorganismus andere Mechanismen zur Aufhahme von Lipiden von noch gréRerer
Bedeutung gewesen sein — beispielsweise die Aufnahme von Lipiden durch die CPAF-
abhangige Fragmentierung des Golgi-Apparats.

Die ,ErschlieBung“ neuer vertebrater Wirte durch chlamydiale Spezies stellte den Ubertritt in
ein zwar durchaus feindliches, aber in gewisser Weise stabileres Milieu dar. Dadurch wurde
wahrscheinlich eine deutliche Verkleinerung der chlamydialen Genome ermdglicht, was

einem Vergleich der Genome der Chlamydiaceae und der ,Umwelt-Chlamydien® zu
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entnehmen ist [193]. Allerdings musste gleichzeitig eine starke Anpassung an den Wirt
erfolgen um eine Infektion weiterhin zu ermdglichen. Speziell auf deutlich komplexere
Schutzmechanismen vertebrater Zellen (adaptives Immunsystem, Apoptose, etc.) mussten
sich die Bakterien fir eine effektive Infektion einstellen. Vermutlich ist auch die Akquisition
zusatzlicher Funktionen bzw. Substrate durch die chlamydiale Protease CPAF auf diesen
Umstand zuritickzufiihren. Vor diesem Hintergrund erscheint die Vielzahl an ,zusatzlichen®
CPAF-Substraten (RFX-5, USF-1, CD1d, p65/RelA), welche potentiell eine Abschwachung
einer Immunantwort auslésen bzw. eine Detektion der Chlamydien erschweren, erklarbar
[60, 67, 175]. Vermutlich waren diese neuen Funktionen der Protease fiir ein Uberleben in

ihren neuen Wirten und einen Abschluss des chlamydialen Entwicklungszyklus unerlasslich.
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