Beschreibung und Charakterisierung des Autotransporters PmpD

4 Beschreibung und funktionelle Charakterisierung des
Autotransporters PmpD als Adhasin von C. pneumoniae

4.1 Problemstellung

Im Rahmen der 2D-Analyse von RK 4 Tage p.i. (Abschnitt 3.2.3) wurden verschie-
dene Fragmente von PmpG/I (Pmp6) und PmpD (Pmp21) gefunden. Fir PmpD
wurde unlangst Prozessierung und Oberflaichen-Lokalisierung eines N-terminalen
Teils gezeigt. Dies wirde mit bioinformatischen Vorhersagen Ubereinstimmen, nach
denen die Pmp die erste bekannte Proteinfamilie von Autotransportern der
Chlamydiaceen sein kdnnten. AuBerdem fihrte die Inkubation von Endothelzellen mit
rekombinantem PmpD (wie auch mit Pmp20) zu einer NF-kB-vermittelten Induktion
der inflammatorischen Zytokine Interleukin (IL)-6, IL-8 und des MCP-1 (Vandahl et
al., 2002; Niessner et al., 2003).

Ungeachtet dieser Indizien wurden der genaue Exportmechanismus und die Funktion
der Pmp bislang nicht gezeigt. Prozessierung, Lokalisierung und die funktionellen
Eigenschaften von PmpD sollten daher néaher untersucht werden. Dazu wurde ein
Antiserum gegen den N-terminalen Teil von PmpD hergestellt, mit dessen Hilfe das
Profil von Synthese, Prozessierung und Transport aufgeklart sowie die These einer
Funktion als Adhasin von C. pneumoniae evaluiert werden sollte. Die adhéasiven
Eigenschaften von PmpD sollten auch mithilfe des rekombinanten N-terminalen Teils
sowie durch Genfusion an die Translokationsdomane des Autotransporters AIDA-I in

transgenen E. coli-Stammen untersucht werden.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Synthese und posttranslationale Modifizierung

Bei der Proteomanalyse aufgereinigter RK von C. pneumoniae 4 Tage p.i. (Abschnitt
3.2.3) wurden Fragmente von PmpD (Pmp21) im 2D-Gel an zwei Stellen gefunden:
Zwei Spots waren im GrdéBenbereich <70 kDa und eine Serie aus 2 x 3 Spots bei 55
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kDa (Abb. 12A). Die Massenanalyse der tryptischen Verdaue der beiden grdBeren
Proteinspots ergab eine Ubereinstimmung mit theoretischen tryptischen Spaltpro-
dukten des N-terminalen Teils von PmpD. Die Spaltprodukte waren im Sequenzbe-
reich von L122-K655 (unterstrichen in Abb. 12B). Die gleiche Analyse der drei
kleineren Spots ergab eine Ubereinstimmung mit Spaltprodukten von T670-R1115 in
der PmpD-Sequenz (fett+kursiv in Abb. 12B). Von den beiden Ubereinanderliegen-
den Spotreihen der beiden Fragmente (Abb. 12A) lieferte nur die untere, starker
gefarbte Reihe positive Ergebnisse bei der Massenspektroskopie.

Neben dem Molekulargewicht stimmte auch die in silico Berechnung der isoelekiri-
schen Punkte von 4,6-4,7 fur ein Protein mit den abgedeckien AS am N-Terminus
(,N-pmpD* genannt) und 4,4 fir ein Protein, das den mittleren Teil von PmpD
umfasst (,M-pmpD®) mit den beobachteten Laufverhalten im zweidimensionalen Gel
Uberein. Der daraus sich ergebende Aufbau von PmpD ist schematisch in Abb. 13
gezeigt.

N-terminaler Teil (,N-pmpD “)

Abb. 12 Post-translationale
Mr Modifikation von PmpD
(kDa) Ausschnitt aus einem
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Abb. 13 Modell des Aufbaus von PmpD
Schematische Zusammenfassung der Molekulargewichte und isolektrischen Punkte der
gefundenen Fragmente sowie die publizierten bzw. vermuteten Schnittstellen.
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Eine Spaltung vom C-Terminus (,C-pmpD*) nach Uberquerung der OM wére typisch
fir Autotransporter und somit in Ubereinstimmung mit den bioinformatischen
Analysen, die PmpD der Familie der Autotransporter zuordnen. Zur Untersuchung
der Synthese- und Prozessierungskinetik sowie der Lokalisierung von PmpD wurde
ein polyklonales Antiserum gegen den N-terminalen Teil hergestellt. N-pmpD wurde
daflir von S17-T670 mit einem (His)s-Anker in E. coli Gberexprimiert und das denatu-
rierte, rekombinante Protein zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Infizierte
HEp-2 Zellen wurden 1, 2, 3 oder 4 Tage nach der Infektion in reduzierendem SDS-
Probenpuffer aufgekocht, die Proben per SDS-PAGE getrennt und auf PVDF-
Membran geblottet. Im Immunblot (Abb. 14) zeigen sich drei fir infizierte Proben
typische Banden, mit denen das Antiserum reagierte: Eine Bande in der GréBe von
ca. 170 kDa, was der vollen Lange von PmpD entspricht, eine bei 120-130 kDa in der
GroéBe des N-terminalen und des mittleren Teils ohne den C-Terminus, und eine bei
70 kDa und damit in etwa so groB wie der N-Terminus allein (N-pmpD). Nach einem
Tag p.i. hat die Teilung der Chlamydien noch nicht eingesetzt. Die fehlenden
Proteinbanden in der ersten Spur deuten auf eine zu geringe Zahl von Bakterien in
der Probe hin. Der Blot wurde gestrippt und zur Kontrolle der aufgetragenen
Proteinmenge mit monoklonalen Antikérpern gegen chlamydiales Hsp70 inkubiert;
auch hier konnte in der ersten Spur noch kein Protein von C. pneumoniae nachge-

wiesen werden.

Alle Proteinbanden wurden ab zwei Tage p.i. in infizierten Zellen detektiert. Die 130
kDa groBe Bande war jedoch zu spateren Zeitpunkten schwacher. Wie bei den
meisten polyklonalen Antikérpern zeigten Banden in nicht-infizierten Zellen (,-“)
Kreuzreaktionen mit Wirtszellproteinen, u.a. auch direkt unter der 70 kDa-Bande.
Diese konnten jedoch klar vom Bandenmuster infizierter Zellen unterschieden
werden. Die gleichen Ergebnisse wurden erzielt nach Isolierung der IgG-Fraktion aus
dem Kaninchenserum oder nach Affinitatsreinigung mit dem rekombinanten N-pmpD

mittels CNBr-aktivierter Sepharose.
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Abb. 14 Prozessierung von PmpD im Verlauf einer Infektion in vitro

HEp-2 Zellen wurden mit C. pneumoniae infiziert (MOl = 1) und 1, 2, 3 oder 4 Tage inkubiert.
Gesamtzelllysate wurden mit einem 6% SDS-Gel getrennt. Der Immunblot mit dem Antise-
rum gegen N-pmpD zeigt zu allen Zeitpunkten drei Banden in der GréBe von ca. 170, 130
und 70 kDa (Hauptbande) in infizierten Zellen (Cpn +).

Unten ist der gleiche Blot zu sehen, gestrippt und zur Normalisierung mit einem Antiserum
gegen chlamydiales Hsp70 inkubiert.

Damit wurde die in aufgereinigten, spaten RK im 2D-Gel gefundene Prozessierung
auch wahrend der akuten Infektion in vitro bestétigt. Die Prozessierung von PmpD
wurde auBerdem durch Immunprazipitation des nativen Molekils untersucht.
Infizierte Zellen wurden dazu in RPMI Medium ohne Methionin/Cystein aber in
Anwesenheit von 100 pCi ml" [**S]-Methionin/Cystein markiert, in nicht-denaturie-
rendem, reduzierendem RIPA-Puffer lysiert und mit a-N-pmpD immunprazipitiert
(Abb. 15). In allen Fallen war bei infizierten Zellen eine Bande bei 70 kDa in der
GroBe von N-pmpD zu erkennen. Das gegen das rekombinante Protein hergestellte
Antiserum erkannte also auch das native, chlamydiale Protein, welches wahrend der
Infektion geschnitten vorliegt. Da jedoch die Bindung an das ganze PmpD und das

Fragment ohne den C-Terminus zu schwach bzw. die Proteine in zu geringer
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Konzentration vorhanden waren, konnte die Prozessierungskinetik auch durch eine

zusatzliche Periode ohne Markierung (,chase*) nicht naher untersucht werden.

Tage p.i. 1 2 2 (,,chase®) 3 Mr
- + - + - + (kDa)

—175

A31-(K655/K669) - b —

Abb. 15 Immunprazipitation von N-pmpD

C. pneumoniae infizierte HEp-2 Zellen wurden 1, 2 oder 3 Tage mit 100 uCi ml" [**S]-
Met/Cys im Medium metabolisch markiert. Nach waschen in PBS wurden die Zellen direkt
oder nach 2 h Inkubation in normalem Medium (,chase®) in nicht-denaturierendem Puffer
lysiert und die Proteine mit Antiserum gegen N-pmpD sowie Protein A-gekoppelter Sepha-
rose prazipitiert. Die einzige spezifische Bande war in der GréBe von N-pmpD (70 kDa) in
infizierten Zellen (Cpn +).

Persistente Chlamydien weisen eine abnormale Membranmorphologie auf, die
Expression vieler fir die Membranbiosynthese verantwortlichen Gene ist dabei
jedoch unverandert (Belland et al., 2003). Es stellte sich daher die Frage, ob bei
PmpD Synthese und Prozessierung im Persistenzstadium verandert sind. Das
Bandenmuster infizierter Zellen im Western Blot nach Zugabe des Eisen-Chelators
DAM (50 uM) zeigte jedoch bis zu 3 Tagen p.i. sowohl qualitativ als auch quantitativ
keine Unterschiede zu den Ergebnissen bei der akuten Infektion (Daten nicht
gezeigt).
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4.2.2 Lokalisierung an der Bakterienoberflache

4.2.2.1 Lokalisierung im intrazelluldren Stadium

Basierend auf Ahnlichkeiten beziiglich Sequenz und struktureller Komposition
vermuteten schon zwei Arbeitsgruppen einen Export von PmpD nach dem Typ V-
Sekretionsmechanismus (Yen et al., 2002; Henderson et al., 1998).

Nach Uberquerung der beiden bakteriellen Membranen sollte der Autotransporter
PmpD an die Oberflache gelangen. Zur Uberpriifung dieser Vorhersage wurde ein
Protokoll entwickelt, um selektiv Moleklle an der Bakterienoberflache in der infizier-
ten Wirtszelle mit Antikdrpern zu detektieren. Infizierte Zellen wurden dazu zwei Tage
p.i. fixiert, mit Glasklgelchen (425-600 um Durchmesser) Gberschichtet und vorsich-
tig geschwenkt. Eukaryontische Membranen einschlieBlich der Inklusionenmembran
wurden dabei permeabilisiert, wahrend die Bakterien intakt blieben. Nach Inkubation
mit primaren und mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten sekundaren Antikérpern
konnte unter dem Mikroskop gezeigt werden, dass PmpD einer Immunfarbung
zuganglich war, wahrend die Inkubation mit Antikérpern gegen einen intrazellularen
Faktor als Negativ-Kontrolle keine Farbung ergab (Abb. 16). Als Kontrolle wurde hier
ein Antikérper verwendet, der gegen den Fur-Transkriptionsfaktor in E. coli herge-
stellt und von Michael Vasil (Universitat von Colorado, Denver) zur Verfligung gestellt
wurde. Bei Behandlung der Zellen mit Triton X-100 als Positiv-Kontrolle wurden auch

die Bakterien permeabilisiert und somit intrazellulare Proteine zuganglich.

Parallel zu diesen Experimenten wurden auch C. trachomatis-infizierte HEp-2 Zellen
angefarbt bzw. lysiert und gelelektrophoretisch getrennt. Es zeigte sich jedoch nur
eine geringe Reaktivitdt des Antiserums gegen das homologe Protein, so dass im
Immunblott keine spezifischen Banden und mit der Immunfluoreszenz nur eine
schwache Farbung zu erkennen war (Daten nicht gezeigt). Prozessierung und
Lokalisierung von PmpD in C. trachomatis wurden daher nicht weiter untersucht.
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a-N-pmpD-Cy3 a-Fur-Cy3

D
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Abb. 16 Oberflachenexposition von PmpD - differenzielle Permeabilisierung

C. pneumoniae-infizierte HEp-2 Zellen wurden 2 Tage p.i. entweder mit STF® fixiert und
entweder unter Beibehaltung der Integritat der Bakterienmembran mit Glasperlen (425-600
pm) permeabilisiert (A, B) oder mit 2% PFA fixiert und mit 0,5% Triton X-100 vollstandig
permeabilisiert (C, D). Die Proben wurden mit Antiserum gegen N-pmpD (in rot, A, C) oder
das Fur-Protein aus E. coli, das einen intrazellularen Faktor in C. pneumoniae erkennt (rot,
B, D), in 0,2% BSA gefarbt. Ohne Permeabilisierung mit Triton X-100 konnte nur N-pmpD
detektiert werden, was auf eine Lokalisierung an der Oberflache hindeutet.

Von vielen Autotransportern ist eine Spaltung des N-Terminus von der C-terminalen
Translokationseinheit und die Sekretion ins Medium bekannt (Goldberg et al., 1993).
Da auch PmpD prozessiert wird, wurde die Lokalisierung von N-pmpD im Verlauf der
Infektion mittels Immunfluoreszenz bestimmt. Zu allen Zeiten (1-3 Tage p.i.) war
ausschlieBlich eine Farbung innerhalb der Inklusion und in Assoziation mit einzelnen
Bakterien zu beobachten (Abb. 17A, C, E). Auch das Farbungsmuster sprach fir ein
bakterielles Oberflachenprotein: die a-N-pmpD Farbung (rot) umschloss die einzel-
nen, mit a-Hsp60 gefarbten RK (griin) und &hnelte Honigwaben. Anhaltspunkte fir
eine Sekretion ins Cytoplasma der Wirtszelle oder die Integration in die Inklusionen-

membran wurden nicht gefunden.
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A B 1Tagp.
C D 2Tage p.i.
E F 3 Tage p.i.

a-Hsp60-Cy2
a-N-pmpD-Cy3 a-N-pmpD-Cy3

Abb. 17 Assoziierung von PmpD mit den Bakterien

C. pneumoniae-infizierte HEp-2 Zellen wurden 1, 2 oder 3 Tage p.i. (A/B, C/D, E/F) mit STF®
fixiert, mit 0,5% Triton X-100 permeabilisiert und mit Antiserum gegen N-pmpD (in rot) bzw.
gegen Hsp60 (in grin) gefarbt. N-pmpD konnte nicht auBerhalb der Inklusion gefunden
werden (Fluoreszenz+Phasenkontrast: A, C, D). Die a-N-pmpD-Farbung schien wie ein
Wairfel die Hsp60-gefarbten RK zu umgeben (B) und zeigte in gréBeren Inklusionen eine
Honigwaben-ahnliches Muster (D, F).
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Zur genaueren Aufklarung der subzellularen Lokalisierung innerhalb der Inklusion
wurden infizierte Zellen iummuno-Gold geféarbt und elektronenmikroskopisch analy-
siert. Drei Tage nach Infektion teilen sich einige RK noch, andere entwickeln sich
schon zu EK. Alle chlamydialen Formen konnten mit a-N-pmpD gefarbt werden, RK,
EK und Zwischenformen. Die Goldfarbung befand sich in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus der konfokalen Mikroskopie bevorzugt an der Oberflache der
Bakterien. AuBerdem war sie assoziiert mit vesikularen Strukturen innerhalb der

Inklusion, die von den Bakterien abgeschnirt zu werden schienen (Abb. 18).

Abb. 18 Lokalisierung von PmpD an der Bakterienoberflache

C. pneumoniae-infizierte HEp-2 Zellen wurden 3 Tage p.i. in 4% PFA/0,1% Glutaraldehyd
fixiert, mit 1,6 M Saccharose/25% Polyvinylpyrollidon infiltriert, auf Aluminiumstumpfe
befestigt und eingefroren. Ultradiinne Kryoschnitte wurden mit Antiserum gegen N-pmpD
und anti-Kaninchen Sekundarantikérper gekoppelt mit Goldkolloiden (12 nm) inkubiert. Die
Goldpartikel zeigen die Anwesenheit von PmpD bei RK, EK sowie intermedidaren Formen (B,
C = VergrdBerungen von A), waren aber mit dem pra-Immunserum nicht oder nur unspezi-
fisch zu sehen (D). Dominierend war die Farbung auf der Oberflache der Bakterien (C, Pfeil-
kopfe) sowie die Assoziation mit Vesikel-dhnlichen Strukturen im Lumen der Inklusion (C,
Pfeil).
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Darlber hinaus wurde die Lokalisierung von N-pmpD wéahrend der persistenten
Infektion in HEp-2 Zellen untersucht und dazu die infizierten Zellen 3 Tage lang mit
50 uM DAM inkubiert. Die GréBe der Inklusionen war verglichen mit der akuten
Infektion stark vermindert, in einigen Féallen war nur ein RK bzw. AK in einer Inklusion
zu finden (Abb. 19). In gréBeren Inklusionen zeigte sich das wabenférmige Muster
der o-N-pmpD Farbung (rot), allerdings waren einige Platze ,leer” bzw. nicht mit
Antikérpern gegen Hsp60 (griin) gefarbt. Die Struktur der durch PmpD markierten
Hulle war unregelmaBig und verglichen mit Inklusionen mit nur einem RK bei friihen

akuten Infektionen (Abb. 17B) von atypischer Morphologie.

a-Hsp60-Cy2
a-N-pmpD-Cy3

Abb. 19 Lokalisierung von PmpD mit der Membran persistenter Bakterien

C. pneumoniae-infizierte HEp-2 Zellen wurden 3 Tage p.i. in Anwesenheit von 50 uM DAM
inkubiert, mit STF® fixiert, mit 0,5% Triton X-100 permeabilisiert und mit Antiserum gegen N-
pmpD (rot) bzw. gegen Hsp60 (griin) gefarbt. N-ompD umgab die Hsp60-gefarbten AK in
einer unregelmaBigen, sich weit ausdehnenden Struktur (A-C), die manchmal wie partiell
leere Inklusionen wirkten (D). GréBere Inklusionen wiesen das Honigwaben-ahnliche Muster
auf (C).
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4.2.2.2 Interaktion von N-ompD mit extrazelluldren EK

Um die Oberflachenlokalisierung von N-pmpD auch auf extrazellularen, infektiésen
EK zu Uberprifen, wurde der Ansatz eines limitierten Trypsin-Verdaus gewahlt.
Aufgereinigte EK wurden mit zunehmenden Konzentrationen an Trypsin versetzt,
abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE und Immunblot analysiert. Die Menge des
immunreaktiven N-pmpD nahm konzentrationsabhéngig ab, wahrend die Gesamt-
menge an Hsp70 konstant blieb (Abb. 20). Die Trypsin-Zugéanglichkeit spricht fir eine
Oberflachenlokalisierung im Gegensatz zum intrazellularen Hsp70.

Mr
A (kDa)

Trypsin (ug/ml)| O 0,5 2 10 50 200
—170
— 111

o-N-pmpD

- BW e -
— 64
B — 80
a-Hsp70 E 3 o T S ap " _

Abb. 20 PmpD ist oberflachenexponiert — limitierender Trypsinverdau

20 ul EK-Suspension (1x10” IFU) von C. pneumoniae wurden mit 0; 0,5; 2; 10; 50 und 200
ug ml™ Trypsin 30min bei 37°C inkubiert. Die EK wurden pelletiert und in SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Nach Gelelektrophorese wurde der Blot mit Antiserum gegen N-pmpD (A)
und im Anschluss daran gegen chlamydiales Hsp70 (B) inkubiert. Wahrend die immundetek-
tierbare Menge an Hsp70 konstant blieb, wurde N-pmpD ab einer Konzentration von 10 ug
ml™" Trypsin verdaut.

Obgleich PmpD nach dem Export von der C-terminalen Translokationseinheit abge-
spalten wird und bei EK nur ein 70 kDa groBes Fragment nachweisbar ist, blieb der
N-Terminus mit der Bakterienoberflache verbunden. Da in N-pmpD keine Trans-

membrandomanen vorhanden sind, kdnnte daflir eine Interaktion mit OM-Strukturen
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verantwortlich sein. Bei anderen Autotransportern, wie etwa dem Ag49 oder dem
AIDA von E. coli, ist nach der Prozessierung vom C-Terminus eine nicht-kovalente
Bindung an die Bakterienoberflache bekannt. Sie kann durch moderate Hitzeeinwir-
kung (10-20min bei 60°C) unterbrochen und der N-Terminus so von den Bakterien
losgelést werden (Caffrey und Owen, 1989; Benz und Schmidt, 1992).

N-pmpD jedoch konnte weder so, noch durch andere Behandlungen, welche nicht-
kovalente Wechselwirkungen schwachen, von den EK abgelést werden: Wechsel
des pH-Wertes, Entfernung divalenter Kationen mittels EDTA und hohe Salzkonzen-
tration verminderten nicht die Menge des EK-assoziierten N-pmpD. Nur ein
alkalischer pH von >12, bei dem jedoch auch die Membranstruktur zerstért wird,
fihrte zu teilweiser Ablésung von N-pmpD (Abb. 21).

Abb. 21 N-pmpD bindet an extrazellulare EK

20 pl EK-Suspension (1x10” IFU) wurden in einem Volumen von 1 ml 60min bei 37°C (bzw.
20min bei 60°C) in verschiedenen Puffern inkubiert: 200 mM KH.CO; (pH 9,5); 100 mM
Glycin (pH 3,0); 60 mM EDTA + 3 M NaCl; PBS und 100 mM NaOH (pH 12,5). Die EK
wurden pelletiert und wie in Abb. 20 geblottet und immundetektiert. Nur extrem basische
Bedingungen konnten N-pmpD von den Bakterien entfernen.

Chlamydien besitzen eine einzigartige Zellwandzusammensetzung, bei der Peptido-
glykan weitgehend fehlt, daflr aber ein Uber Disulfidbriicken verknlpftes Netzwerk
an Cystein-reichen OM- und periplasmatischen Proteinen strukturelle Stabilitat
verleiht. Um die mogliche Interaktion von N-pmpD mit diesen Strukturen zu Utberpri-
fen, wurde die OM als unlésliche Fraktion bei Inkubation von EK in 2% N-Lauryl-
Sakosin (Sarkosyl), sowie die chlamydialen OM-Komplexe (COMC) aufgrund deren
Eigenschaft, ohne reduzierendes Milieu auch in 2% SDS unléslich zu sein, isoliert
(Abb. 22A). Ein geringer Anteil an Gesamt-N-pmpD auf den EK (<5%) verblieb
sowohl im OM- als auch im COMC-Pellet, konnte aber durch Zusatz von DTT oder B-
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Mercaptoethanol (2-ME) in Lésung gebracht werden. Im weiteren wurden EK mit
verschiedenen Klassen von Detergentien inkubiert (jeweils 2% Endkonzentration)

und die unldsliche Menge an N-pmpD immundetektiert (Abb. 22B).

A Sarkosyl - + -+ -
SDS - -+ -+
DTT - - -+ +
ao-N-pmpD m by ;
)
&S & &
B 2 o\ ) S Q O O >
L, F e L R PPN

5 & F . TN S o L LL
A P P Y P 909

a-N-pmpD Mu- Hb Mj

Abb. 22 N-pmpD interagiert mit Bestandteilen der OM

Aus 20 pl EK-Suspension (1x10” IFU) wurden OM-Fraktionen (unlslich in 2% Sarkosyl) oder
COMC-Fraktionen (unléslich in 2% SDS) isoliert. Unter reduzierenden Bedingungen (10 mM
DTT + 10% 2-ME) konnte kein N-pmpD detektiert werden (A). EK (1x10” IFU) wurden
auBerdem mit verschiedenen Detergenzien (2% Zwittergent® 3-14, DOC, Triton X-100, NP-
40 (Igepal CA-630), CHAPS, Tween® 20 und 80 oder Tensiden (2% Saponin) inkubiert
(NaOH und SDS zur Kontrolle). Im Pellet verbliebenes N-ompD wurde immundetektiert, zur
Kontrolle auch der mit 6% TFA geféllte Uberstand (gezeigt bei SDS, B).

Das aliphatische Detergens Zwittergent® 3-14 hatte einen schwacheren Effekt auf die
Ablésung des N-pmpD von der OM als das ionische SDS, war aber auch schwacher
als Triton X-100. Sowohl Triton als auch NP-40 (= Igepal CA-630) oder Tween® — die
keinen Einfluss auf die Bindung von N-pmpD hatten — gehéren zur Klasse der
polyoxiden nicht-ionischen Detergenzien. Die unterschiedlichen L&sungseffekte
konnte daher keiner Systematik zugeordnet werden. Allerdings ist das ebenfalls
nicht-ionische Steroid CHAPS als milderes Detergenz bekannt, das wie die Gallen-
sdure Na-Desoxicholat (DOC) keinen Einfluss auf die Interaktion hatte. Auch das
Tensid Saponin schwéchte die Bindung nicht — im Gegensatz zu seinem Widerpart

N-Lauryl-Sarkosin (siehe oben).
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4.2.3 Biologische Aktivitat und Funktion von PmpD

4.2.3.1 Neutralisierung der Infektivitdt von EK in vitro

Ungeachtet der groBen stammesgeschichtlichen Distanz zwischen den Chlamydien
und den Proteobakterien weist PmpD Homologien zu verschiedenen bakteriellen
Adhasinen auf. Die Homologien waren bezogen auf die ganzen Proteine nicht hoch
und auf einzelne Abschnitte beschrankt: Besonders Bereiche um die Aminosaure-
motive GGAI/L/V waren oft davon betroffen, wie exemplarisch in Abb. 23 mit einem
multiplen Alignment einer Sequenz aus dem mittleren Teil von PmpD mit anderen

Adhasinen gezeigt.

858 939

PmpD GGAIIANSSVNIQDNAGDILFVSNSTGSYGGAIFVGSLVASEGSNPRTLTITGNSGDILFAKNSTQTAASLSEKDSFGGGAIL
rOmpA_1 GAVIKATTTKL..TNAASVLTLTNVNAVLTGAIDNTTGVDNVGVLNLNGALSQVTGNI..GNTNALATISVGAGKATLGGAV
HMWA  GGDFLAKHAND..NNTARIGLLGGRYDVGNFTLDGNTALASQVGVNISNAANISVAGE..TVISGVSSNSRGQGWRGIDISN
FN0291 GNITIKNKLTS..QNLNNKKNTANVNA...GFLDVHNKISSVGNIK...AITMKTNNL..DNSGNILTNSLTTAENINKGSI
Consensus Gg.iian....... Na..il...n...... gaidv...vas.g...... ait...g.i..... Seen... Sl....... ggai

Abb. 23 Sequenzvergleich eines Abschnitts von PmpD mit bakteriellen Adhasinen.

Mit der BLAST-Suchfunktion wurden Proteine mit homologen Bereichen zu PmpD gesucht
und die Consensus- Aminosauresequenz mit dem Programm MultAlin evaluiert. Gezeigt sind
Sequenzen von PmpD (C. pneumoniae), OmpA (Rickettsia conorii), HMWA (Yersinia pestis)
und FN0291 (Fusobcterium nucleatum). Die angegebene Sequenz umfasst 3 GGAI-Motive
in PmpD (fett).

Wichtigstes Indiz fir eine Funktion als Adhasin waren diese Motive aus vier
Aminoséauren, deren haufiges Vorkommen in den heterogenen Pmp-Proteinen
urspringlich zum Anlass genommen wurde, die Pmp in einer Familie zusammenzu-
fassen. Abb. 24 zeigt einen Uberblick (iber ihre Lage in der PmpD-Sequenz. Die
Sequenz GGAI/L/V kommt in PmpD 16 mal, und ausschlieBlich im N-terminalen und
mittleren Bereich, meist in Abwechslung mit FxxN (18 mal) vor (Abb.24).
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1 mvakktvrsyrssfshsvivailsagiafeAHSLHSSELDLGVENKQFEE
51 HSAHVEEAQTSVLKGSDPVNPSQKESEKVLYTQVPLTQGSSGESLDLADA
101 NFLEHFQHLFEETTVEGIDQKLVWSDLDTRNFSQPTQEPDTSNAVSEKIS
151 SDTKENRKDLETEDPSKKSGLKEVSSDLPKSPETAVAAISEDLEISENIS
201 ARDPLQGLAF[FYKNTSSQSISEKDSSFQGIIFSGSGANSGLGFENLKAPK
251 SGAAVYSDRDIVFENLVKGLSFISCESLEDGSAAGVNIVVTHCGDVTLTD
301 CATGLDLEALRLVKDFSRGGAVFTARNHEVONNLAGGILSVVGNKGAIVV
351 EKNSAEKSNGGAFACGSFVYSNNENTALWKENQALSGGAISSASDIDIQG
401 NCSAIEFSGNQSLIALGEHIGLTDFVGGGALAAQGTLTLRNNAVVQCVKN
451 TSKTHGGAILAGTVDLNETISEVAFKONTAALTGGALSANDKVIIANNEG
501 EILFEQNEVRNHGGAIYCGCRSNPKLEQKDSGENINIIGNSGAIT[FLKNK
551 ASVLEVMTQAEDYAGGGALWGHNVLLDSNSGNIQFIGNIGGSTFWIGEYV
601 GGGAILSTDRVTISNNSGDVVFKGNKGQCLAQKYVAPQETAPVESDASST
651 NKDEKSLNACSHGDHYPPKT
VEEEVPPSLLEEHPVVSSTDIRGGGAILAQ
701 HIFITDNTGNLRFSGNLGGGEESSTVGDLAIVGGGALLSTNEVNVCSNQN
751 VV[FSDNVTSNGCDSGGAILAKKVDISANHSVE[FVSNGSGKFGGAVCALNE
801 SVNITDNGSAVS[FSKNRTRLGGAGVAAPQGSVTICGNQGNIAFKENFVFG
851 SENQRSGGGAIIANSSVNIQDNAGDILFVSNSTGSYGGAIFVGSLVASEG
901 SNPRTLTITGNSGDILFAKNSTQTAASLSEKDSFGGGAIYTONLKIVKNA
951 GNVS[FYGNRAPSGAGVQIADGGTVCLEAFGGDILFEGNINFDGSFNATHL
1001 CGNDSKIVELSAVQDKNIIFQDAITYEENTIRGLPDKDVSPLSAPSLIFN
1051 SKPQDDSAQHHEGTIRFSRGVSKIPQIAAIQEGTLALSQNAELWLAGLKQ
1101 ETGSSIVLSAGSILRIFDSQVDSSAPLPTENKEETLVSAGVQINM
SSPTP
1151 NKDKAVDTPVLADIISITVDLSSFVPEQDGTLPLPPEIIIPKGTKLHSNA
1201 IDLKIIDPTNVGYENHALLSSHKDIPLISLKTAEGMTGTPTADASLSNIK
1251 IDVSLPSITPATYGHTGVWSESKMEDGRLVVGWQPTGYKLNPEKQGALVL
1301 NNLWSHYTDLRALKQEIFAHHTIAQRMELD[FSTNVWGSGLGVVEDCONIG
1351 EFDGFKHHLTGYALGLDTQLVEDFLIGGCFSQFFGKTESQSYKAKNDVKS
1401 YMGAAYAGILAGPWLIKGAFVYGNINNDLTTDYGTLGISTGSWIGKGFIA
1451 GTSIDYRYIVNPRRFISAIVSTVVPFVEAEYVRIDLPEISEQGKEVRTFQ
1501 KTRFENVAIPFGFALEHAYSRGSRAEVNSVQLAYVFDVYRKGPVSLITLK
1551 DAAYSWKSYGVDIPCKAWKARLSNNTEWNSYLSTYLAFNYEWREDLIAYD
1601 ENGGIRIIF

Abb. 24 Verteilung der GGAI/L/V und FxxN-Motive in der PmpD-Sequenz
Die fir die Pmp-Familie charakteristieschen GGAI-Motive (fett, schattiert) finden sich

jeweils 9 mal in N-pmpD und 7 mal in M-pmpD, FxxN jeweils 9 mal in beiden
Abschnitten und nur einmal in C-pmpD. Die GGAI-Motive sind 7 mal 27-29 AS voneinander
entfernt und wechseln sich mit wenigen Ausnahmen mit den FxxN in der Reihenfolge ab.

Ob bei bakteriellen Adhasinen oder, wie im Fall des Zonadhasins, bei eukaryonti-
schen Oberflachenfaktoren — alle bislang bekannten Proteine mit mehr als einem
GGAI/L/V-Motiv haben eine Funktion bei der Bindung oder Erkennung eukaryonti-

scher Zellen (Grimwood und Stephens, 1999). Wenn PmpD oder seine oberflachen-
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exponierten Teile ebenfalls eine Funktion bei der Bindung an Wirtszellen zukommt,
sollten Antikérper gegen den N-Terminus die Infektivitat von C. pneumoniae neutrali-
sieren. EK wurden daher vor Infektion von HEp-2 Zellen 1 h bei 37°C mit
unterschiedlichen Konzentrationen von gereinigten Antikdrpern gegen N-pmpD
inkubiert. Diese waren von Serumkomponenten abgetrennt worden, indem entweder
rekombinantes N-pmpD an Sepharose gekoppelt und so alle Antikérper die an das
native rN-pmpD binden isoliert, oder mit Protein A-Sepharose die gesamte IgG-
Fraktion isoliert wurden. Beide Antikdrper-Fraktionen hatten den gleichen Effekt auf
die Infektivitat (Abb. 25): Bereits 0,5 mg ml" (10% v/v) a-N-pmpD verminderte die
Zahl der Inklusionen um fast die Halfte, bei 4,5 mg ml" a-N-pmpD wurde die
Infektion der Zellen fast vollstandig verhindert. Kontrollansatze mit monoklonalen
Antikérpern gegen MOMP oder LPS hatten keinen inhibierenden Effekt.

350
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250 T I

200

150

100

1

NN B R . .

Kontrolle 10% anti- 50% anti- 90% anti- 10% anti- 50% anti- 10% anti- 50% anti-
(PBS) N-pmpD N-pmpD  N-pmpD MOMP MOMP LPS LPS

Infektivitat (%)

Abb. 25 Neutralisierung der Infektivitat mit Antikérpern gegen N-pmpD

Verschiedene Mengen (in % des Volumens von 100 pl) des Antiserums (entweder mit rN-
pmpD isoliert oder die mit Protein A gereinigte IgG Fraktion) wurden mit 5x10° IFU 1 h bei
37°C in PBS inkubiert. Aliqguots davon wurden zur Infektion von HEp-2 Zellen verschieden
verdunnt. Nach 2 Tagen wurden die Inklusionen gefarbt und der Mittelwert der Verdinnun-
gen bestimmt. Die Inkubation der EK mit 0,5 mg mI"' des a-N-pmpD Antiserums (,10%" V/V)
reduzierte die Infektivitit um die Halfte, bei 2,5 mg ml™" (,50%") oder 4,5 mg ml" (,90%")
waren nur noch 20% bzw. 5% der urspringlichen Infektivitat vorhanden. Kontrollantikérper
gegen MOMP oder LPS verminderten die Infektivitat der EK hingegen nicht, sondern erhéh-
ten sogar die Zahl der sich entwickelnden Inklusionen.
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Wenn der Grund fur die Neutralisierung der Infektivitéat ist, dass die Antikérper das
putative Adhasin PmpD an der Bindung an seinen Wirtsrezeptor hindern, sollte das
rekombinante Protein im Uberschuss vorliegend den gleichen Effekt haben, da es
dann mit der Bindung der EK an die Rezeptoren konkurrierte. rN-pmpD alleine hatte
jedoch keinen kompetitiven Effekt. Der exportierte N-terminale Teil von Autotrans-
portern nimmt erst bei bzw. nach Uberquerung der OM die richtige Konformation ein;
der im Cytoplasma von E. coli Uberexprimierte Teil kébnnte daher in der falschen
Konformation vorliegen. Zur Uberpriifung der Funktion von PmpD sollten daher die
N-terminalen Teile N-pmpD und N+M-pmpD in E. coli exprimiert und wie in C.
pneumoniae Uber ein TypV-Sekretionssystem an die Oberflache transportiert

werden.

4.2.3.2 Genfusionen an AIDA-I und Aufbau eines Modellsystems

Zum Transport von N-pmpD und N+M-pmpD an die Oberflache in transgenen E. coli
wurde der C-Terminus mit dem des AIDA-I Autotransporters ersetzt, auBerdem die
N-terminale Signalsequenz mit der des Choleratoxins (Maurer et al., 1999). Die
Fusionsproteine aus N-pmpD (A31 bis T668) sowie N+M-pmpD (A31 bis M1145) und
der C-terminalen AIDA-I Translokationseinheit (B-Pore + Linker) wurden in voller
Lange exprimiert, was aber zu Lyse der transgenen Bakterien fuhrte: In den 0/n-
Kulturen waren keine koloniebildenden Einheiten mehr vorhanden und die OM der
Bakterien war nicht intakt, da das periplasmatische Maltose-Bindeprotein (MBP) in
einem limitierenden Trypsin-Verdau analog Abb. 20 nicht geschltzt war. Die 16
Cysteine im N-terminalen und mittleren Abschnitt von PmpD kénnten bei Ausbildung
von Disulfid-Briicken und damit stabilen Sekundarstrukturen im Periplasma mit der
Translokation interferieren, weshalb das hybride Protein entweder in Anwesenheit
von 10 mM B-ME oder in einem E. coli-Stamm ohne die periplasmatische Oxidore-
duktase DsbA exprimiert wurde. In beiden Fallen war der AIDA-I-vermittelte
Transport erfolgreich, die Bakterien lysierten nicht und N-pmpD bzw. N+M-pmpD
(Abb. 26) waren Trypsin-zuganglich und folglich an der Oberflache lokalisiert.
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A N+M-pmpD-AIDA + + + + + Mr
OmpT - - - + + + (kDa)
Trypsin (ug/ml) 0 5 50 0 5 50

— 175
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Abb. 26 Synthese und Oberflachenzuganglichkeit von N+M-pmpD-AIDA

1 ml einer U/n-Kultur von E. coli JK321 (DsbA/OmpT’) oder JCB571 (DsbA’) mit der Fusion
N+M-pmpD-AIDA wurden mit 0; 5; und 50 pug ml”" Trypsin 45 min bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien wurden pelletiert und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Nach der Gelelektro-
phorese wurde der Blot mit Antiserum gegen N-pmpD (A) und im Anschluss daran gegen
das periplasmatische MBP aus E. coli (B) inkubiert. Wahrend die immundetektierbare Menge
an MBP konstant blieb (Pfeilspitze), konnte N-pmpD bzw. der an N-pmpD gebundene und an
der Oberflache exponierte Teil des Fusionsproteins nicht mehr detektiert werden (Pfeil).

Das Antiserum gegen N-pmpD detektierte jeweils nur ein Protein in der vollen Léange
von ~167 kDa in der Gr6Be des ungeschnittenen Fusionsproteins (1585 AS, ohne
Signalsequenz 1568 AS). Die Gesamtmenge in Bakterien ohne die OM-Protease
OmpT war jedoch deutlich gréBer. Bei Anwesenheit von OmpT fand sich hingegen
im Uberstand ein mit a-N-pmpD immundetektierbares Protein in der GroBe von N+M-
pmpD. Das gleiche war bei der Fusion nur des N-terminalen Teils (N-pmpD-AIDA) zu
beobachten: Abhangig von OmpT war ein Protein in der GréBe von N-pmpD mit o-N-
pmpD im Uberstand nachzuweisen (Abb. 27A). Eine Spaltung zwischen N- und M-
pmpD fand jedoch nicht statt. Die daflr in C. pneumoniae verantwortliche Protease
ist nicht bekannt, ebensowenig deren Erkennungssequenz. Abb. 27B vergleicht die
bekannten Schnittstellen in PmpD zwischen M- und C-pmpD (M1145 und S1146)
und in PmpG (A872 und S873) (Vandahl et al., 2002) mit einem Bereich unmittelbar
vor M-pmpD sowie der OmpT-Schnittstelle in AIDA-I.
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A N+M-pmpD-AIDA + + - - Mr
N  -pmpD-AIDA - - + + (kDa)
OmpT - + -
—» o — 173
P — | q — 83
a-N-pmpD — — S — 62
— 48
B
P1 P1’
PmpG: 854 NPVVKAIVPPPQPKNGPIA SVPVVPVAPANPNTGTIVEFSSGKLP

N/M-pmpD: 629 CLAQKYVAPQETAPVESDA SSTNK-DEKSLNACSHGDHYPPK T
M/C-pmpD: 1127 LPTENKEETLVSAGVQINM SSPTPNKDKAVDTPVLADIISITVD
AIDA-I: 894 INIISVEGNSDAEFSLKNR VVAGA-YDYTLQKGNESGTDNKGWY

Abb. 27 Prozessierung der Fusionsproteine und Vergleich von bekannten und
vermuteten Schnittstellen

Der Uberstand von 0,5 ml einer U/n-Kultur von E. coli JK321 (DsbA/OmpT’) oder JCB571
(DsbA") wurde iber Microcon®-Saulen eingeengt und in SDS-Probenpuffer aufgenommen.
Nach der Gelelektrophorese wurde der Blot mit Antiserum gegen N-pmpD inkubiert. Bei dem
OmpT-positiven transgenen Stamm mit dem Plasmid fir das Fusionsprotein N-pmpD-AIDA
war ein Protein in der GréBe von N-pmpD (Pfeilspitze), mit der Genfusion N+M-pmpD-AIDA
war ein Protein in der GrdBe von N+M-pmpD im Uberstand zu finden (A).

OmpT schneidet AIDA-I (E. coli) nach R912, das auch in den Fusionsproteinen vorkommt.
Die Erkennungssequenz der chlamydialen Protease ist nicht bekannt, die Abschnitte C-
terminal von bekannten Schnittstellen (fett) in PmpG (Pmp6, C. pneumoniae) sowie vor dem
C-Terminus von PmpD (M/C-pmpD) weisen aber Ahnlichkeiten auf mit einem Bereich
(unterstrichen) vor dem nach Abb. 12 ersten tryptischen Peptid von M-pmpD, T673.

In dem Grenzbereich zwischen N- und M-pmpD, der bei T670 als erste AS von M-
pmpD endet, gibt es wie bei der bekannten Schnittstelle zwischen M- und C-pmpD
zwei Serine an der P1‘ und der P2'-Position, denen kurz danach ein Wechsel an
positiv- und negativ geladenen AS folgt. Dieser Bereich &hnelt dem C-Terminus von
AIDA-I, in dem der Schnittstelle zwei Valine und danach ebenso zwei AS-Tripletts
folgen (Abb. 27B). Fir OmpT ist das basische Arginin an der P1-Position des AIDA-I-
Linkers ausschlaggebend fiir die Erkennung der Schnittstelle, die Parallelen in den
Pmp-Sequenzen kénnten jedoch Indiz sein fir eine Spaltung zwischen A647 und
S648 bei der Prozessierung von N- und M-pmpD, bei der die Schnittstelle noch nicht

bestimmt werden konnte.
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4.2.3.3 Stimulierung von humanen Monozyten

Bei der Untersuchung der biologischen Aktivitat aller 21 Pmp wurde unléngst bei
Endothelzellen eine NF-xB vermittelte Induktion der proinflammatorischen Zytokine
IL-6, IL-8 and MCP-1 durch die rekombinanten Proteine Pmp20 und Pmp21 (PmpD)
beobachtet (Niessner et al., 2003).

Bekannt ist bei anderen Autotransportermolekilen die Aktivierung humaner Mono-
zyten nach Inkubation mit den rekombinanten Proteinen (Lorenzen et al., 1999). Um
zu untersuchen, ob auch PmpD Monozyten aktiviert und diese Aktivitat vom
oberflachenexponierten N-Terminus abhéngt, wurde das Ibsliche rN-pmpD in
verschiedenen Konzentrationen 24 h mit Zellen der Monozyten-Zelllinie THP-1
inkubiert und danach deren metabolische Aktivitat (Abb. 28) sowie die IL-8 Konzen-

tration im Uberstand (Abb. 29) gemessen.
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Abb. 28 rN-pmpD stimuliert die metabolische Aktivitat humaner Monozyten

THP-1 Zellen (4x10*) wurden 40 h in ihrem Zellzyklus synchronisiert und in 200 pl Medium
mit folgenden Zusatzen versetzt: 2,5 und 25 pg ml” rN-pmpD, rN-pmpD vorbehandelt mit
with 100 pug ml™" Polymyxin B (30min bei 37°C), a-N-pmpD Antiserum, a-N-pmpD-rN-pmpD
Antigen-Antikdrper-Komplexe, rN-pmpD verdaut mit Trypsin (200 yg ml", 30min bei 37°C
und inaktiviert mit 2 mM PMSF), hitzedenaturiertes rN-pmpD (10min bei 95°C),
Trypsin/PMSF und 100 nM PMA. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit 2% Triton X-100
lysiert. Die metabolische Aktivitat wurde nach Inkubation fir 24 h bei 35°C und 5% CO, mit
dem kolorimetrischen WST-1 Test bestimmt (A4s0 nach 120min Inkubation bei 37 °C).
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Die metabolische Aktivitdt nahm konzentrationsabhangig zu und erreichte fast die
doppelte Aktivitat der nicht-stimulierten Zellen. Die Werte Ubertrafen sogar die der
Behandlung der THP-1 Zellen mit PMA. PMA regt die Zellen zum Differenzieren an
und diente als Positiv-Kontrolle zur Stimulierung.

Den grdBten stimulierenden Effekt hatte rN-pmpD jedoch, wenn es vorher mit dem
Antikérper inkubiert, von Trypsin (200 ug ml™, 30min bei 37 °C inkubiert und mit 2 mM
PMSF inhibiert) gespalten oder durch Hitze (10min bei 65° oder 95°C) denaturiert

worden war.
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Abb. 29 IL-8 Sekretion humaner Monozyten durch rN-pmpD

Die Konzentration an IL-8 in den Uberstanden der in Abb. 28 synchronisierten und 24 h mit
Praparationen von rN-pmpD inkubierten THP-1 Zellen (4x10%) wurden mit einem IL-8
sandwich- ELISA bestimmt. Die konzentrationsabhangige IL-8 Sekretion korrelierte mit der
metabolischen Aktivitat. Hitzedenaturiertes, gespaltenes oder mit Antikérpern versetztes rN-
pmpD zeigte aber einen deutlich starkeren Effekt.

Auch bei der IL-8 Sekretion wurde ein Anstieg in Abhangigkeit von der rN-pmpD-
Konzentration gemessen (Abb. 29). Die Werte flir die durch Inkubation von rN-pmpD
mit Antikérpern entstandenen Immunkomplexe sowie die tryptischen Peptide bzw.
die hitzebehandelten Ansatze waren jedoch um den Faktor 4-5 hdher als bei

unbehandeltem rN-pmpD der gleichen Konzentration.
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Die Antwort auf rN-pmpD in Form einer Stimulierung der metabolischen Aktivitat und
der IL-8 Sekretion wurde auch bei Vorbehandlung mit Polymyxin B beobachtet (100
ug ml™', 30min inkubiert bei 37°C). Sie ist daher nicht auf LPS-Kontaminationen des
gereinigten rekombinanten Proteins zurlckzufihren. Im Fall des Verdaus mit Trypsin
hatte PMSF-inaktiviertes Trypsin als Negativkontrolle einen deutlich geringeren

Effekt und konnte die Steigerung daher nicht bzw. nur teilweise erklaren.

4.3 Diskussion

4.3.1 Prozessierung und Translokation von PmpD

PmpD wurde bei der Proteomanalyse von C. pneumoniae RK (siehe Abschnitt 3.2.3)
in zwei Fragmenten gefunden und daher in diesem Kapitel genauer untersucht. Eine
Prozessierung nach dem Export von PmpD ware in Ubereinstimmung mit bioinfor-
matischen Analysen, die einen Typ V-Translokationsmechanismus vorhersagen. Die
sogenannten Autotransporter-Proteine weisen eine Komposition aus zwei Doméanen
auf, eine N-terminale Translokationseinheit mit Signalsequenz fiir eine Uberquerung
der Cytoplasmamembran Uber den Sec-Komplex und einen B-Faltblatt-reichen C-
Terminus. Mit dem C-Terminus bilden sie sich ihre eigene Translokationspore und
tberqueren so die OM (Yen et al., 2002; Henderson et al., 1998). In der Tat besitzt
der C-terminale Teil von PmpD einen hohen Anteil von B-Faltblatt-Strangen mit
einem periodischen Wechsel zwischen hydrophoben und -philen Abschnitten und
kénnte Berechnungen des Programms Amphi (Jahnig, 1990) zufolge eine amphipa-
thische Pore bilden. Auch die GrdBe von 40-45 kDa ist typisch far Transportdoménen
von Autotransportern, enthalt Gberdurchschnittlich viele Tryptophane und ein

Phenylalanin am Ende, vermutlich zur Verankerung in der OM.

Die in der Proteomanalyse aufgereinigter RK gefundene Prozessierung konnte auch
wahrend der Infektion humaner Epithelzellen durch den Immunblot des Gesamtzell-
lysats bestatigt werden (Abb. 14). Das beobachtet Bandenmuster spricht flr einen

sukzessiven Prozessierungsverlauf in mehreren Schritten:
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Mit dem a-N-pmpD Antiserum konnte nicht nur ein Protein in der GrdBe des ganzen
PmpD (~170 kDa), sondern u.a. auch ein Fragment bei 125 kDa detektiert werden.
Es kdnnte sich dabei um das intermediire N+M-pmpD handeln, das nach Uberque-
rung der OM von seiner C-terminalen Translokationseinheit (~45 kDa) abgespalten
wird. Eine weitere Spaltung flhrte dann zu den in der 2D-Analyse beobachteten
Produkten, von denen das N-terminale N-pmpD im Immunblot und bei der
Immunprazipitation (Abb. 15) das pradominante Produkt war. Bei Immunblots
isolierter EK war keines der Pro-Proteine mehr detektierbar, nur noch das
prozessierte Fragment (N-pmpD). Diese Ergebnisse sind im Modell in Abb. 30
(Abschnitt 4.3.3.2) dargestellt. Da PmpD selbst kein bekanntes Proteasemotiv
besitzt, muss ein anderes Protein auf der Oberflache fir die Prozessierung
verantwortlich sein. Mit Ausnahme der Sequenz EVN NLN (Position P3-P3) der
Serin-Protease Unterfamilie enterobakterieller Autotransporter sind Spaltstellen und
Art der Proteasen unter den Autotransportern wenig konserviert (Henderson et al.,
1998). Die Art der die Pmp prozessierenden Proteasen und deren Erkennungsmotiv
bleibt daher ungeachtet der C-terminalen Sequenzéhnlichkeiten offen (siehe auch
Abb. 27 und Abschnitt 4.3.3.1).

Auch andere Arbeitsgruppen fanden bereits Hinweise auf die Prozessierung
verschiedener Pmp. Wéhrend die beiden Pro-Proteine, das 170 kDa groBe N-pmpD
sowie das 125 kDa N+M-pmpD, erst in dieser Arbeit zum ersten mal nachgewiesen
wurden, konnte mit A30 die N-terminale AS eines 66 kDa groBen Fragments von
PmpD, wahrscheinlich das 70 kDa groBe N-pmpD, bereits identifiziert werden
(Vandahl et al., 2002). Das Ergebnis steht in Einklang mit der Abspaltung der Signal-
sequenz im Periplasma. AuBerdem fand man durch N-terminale Sequenzierung mit
S1146 am C-Terminus die C-terminale Schnittstelle (siehe Abb. 12B und 13). In der
ersten Proteomkartierung von C. pneumoniae EK wurde PmpD ausschlieBlich tber
das C-terminale Fragment (47 kDa, pl 5.5) gefunden (Vandahl et al., 2001). Dagegen
konnte in dieser Arbeit nur der N-terminale und mittlere Teil identifiziert werden.
Erklarung flr die komplementaren aber unterschiedlichen Ergebnisse kdénnten die
verschiedenen Probenaufarbeitungen fir die 2D-Gelelektrophorese, die Farbeme-
thoden und nicht zuletzt des Ausgangsmaterial (RK vs. EK) sein.

Gesetzt den Fall, weitere Pmp Molekile sind wie in silico vorhergesagt Autotrans-

porter, so lassen sich Ergebnisse friherer Arbeiten, die von deren Autoren als
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widersprlchlich oder unspezifisch interpretiert worden waren, jetzt deuten: So
wurden bei Immunblots fir Proteine der PmpG Familie in C. pneumoniae kleinere
Proteine beobachtet — vermutlich Ergebnis posttranslationaler Prozessierung
(Grimwood et al., 2001). Unterschiede im Laufverhalten im SDS Gel einiger Pmp
zwischen gekochten und nicht gekochten Proben kénnte ein Indiz fir die B-Faltblatt-
poren im C-Terminus sein, fir die ein Temperatur-abhangiges Laufverhalten typisch
ist (McCafferty et al., 1995; Knudsen et al., 1999; Christiansen et al., 1999). Bei C.
psittaci bzw. C. abortus waren nur der N-Terminus verschiedener Pmp an der
Bakterienoberflache exponiert, was bedingt durch den Exportmechanismus ein
Wesensmerkmal der Autotransporter ware (Everett und Hatch, 1995; Longbottom et
al., 1998; Vretou et al., 2003). SchlieBlich wurde mit einer differentiellen Permeabili-
sierung fir Pmp6, -20 und -21 (PmpD) von C. pneumoniae eine Oberflachenfarbung
beschrieben (Vandahl et al., 2002). Bei genauerer Betrachtung des N-terminalen
Teils von PmpD konnte in dieser Arbeit durch Elektronenmikroskopie, Immunfluores-
zenz und limitierter Proteolyse die Lokalisierung an der Oberflachen eindeutig
bestatigt werden. Die Immunmikroskopie infizierter Zellen belegt dabei die Anwesen-
heit von N-pmpD in den RK, die a-N-pmpD-Farbung erscheint wie ein Ring oder
auch ein Wirfel um die mit a-Hsp60 geféarbten Bakterien (Abb. 17).

Dieses Muster war auch in Bakterien unter Eisenmangel erkennbar, obgleich die
Membranstruktur atypisch erschien und damit typisch flr persistente Chlamydien
(Abb. 19, siehe auch Kapitel 3). Dass aber PmpD im Persistenzstadium in gleicher
Menge gebildet und transloziert wird, war nicht zu erwarten: Wenn die Funktion von
PmpD auf den EK die Bindung an Wirtszellrezeptoren ist, sollte es wahrend der
Persistenz nicht bendtigt und kénnte folglich herunterreguliert werden. Erklarung
hierfir kdnnte eine relativ groBe Menge an PmpD auf den EK sein, die keine
kurzfristige Synthese und Export beim Ende der Persistenz zulaBt. In der Tat gehor-
ten die gefundenen Fragmente zu den dominanten Proteinspezies im 2D-Gel der RK
(Abb. 12A) und &ahnlich dem MOMP wird PmpD auch im akuten Infektionsverlauf
nicht erst am Ende, sondern zu jedem Zeitpunkt gebildet. Auch bei C. trachomatis
wurde unlangst gezeigt, dass ungeachtet der ausbleibenden Teilung viele Prozesse
einschlieBlich der Membranbiosynthese in den persistenten AK normal verlaufen,
was eine schnelle Reorganisation in infektidése EK bei Wegfall des Persistenzstimu-
lus ermdglicht (Belland et al., 2003).
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Das geschnittene N-pmpD bleibt der Immunfarbung zufolge mit den Bakterien
assoziiert, es wurde kein Hinweis auf eine Sekretion gefunden. Zu keinem Zeitpunkt
war eine Lokalisierung im Cytoplasma der Wirtszelle oder auch in der Inklusionen-
membran zu beobachten (Abb. 17). Allerdings zeigen die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen eine starke Assoziation mit Vesikel-ahnlichen Strukturen innerhalb der
Inklusion, die durch Abschnirung von den RK oder durch Abstreifen von der OM
entstanden sein kénnten (Abb. 18). Derartige Vesikel wurden schon vereinzelt
beschrieben, es konnte ihnen bislang jedoch noch keine physiologische Funktion
zugeschrieben werden (Richmond und Stirling, 1981; Heuer et al., 2003).

4.3.2 Interaktion mit der AuBeren Membran

Bei isolierten EK lag N-pmpD an der Oberflache nur noch prozessiert und damit nicht
mehr kovalent an seine Pro-Proteine gebunden vor (Abb. 20). Die Natur der Bindung
von N-pmpD an die OM konnte nicht abschlieBend geklart werden. Sie &hnelte in
ihrer Hitze-Resistenz keiner bislang fir Autotransporter bekannten nicht-kovalenten
Interaktion und kénnte mit der einzigartigen Membranstruktur der Chlamydien
zusammenhangen. Das Peptidoglykan enthalt keine Muraminsdure, in und unter der
OM findet man daflir aber ein Netzwerk aus Cystein-reichen Proteinen, die bei Lyse
der Wirtszelle und damit dem Eintritt in oxidierendes Milieu untereinander Disulfid-
bricken ausbilden und den EK so strukturelle Stabilitdt verleihen. Unter nicht-
reduzierenden Bedingungen sind diese chlamydialen OM-Komplexe (COMC) selbst
bei 2% SDS unléslich. N-ompD konnte zu einem kleinen Bruchteil mit den COMC
sowie mit Sarkosyl-unldslichen OM-Fraktionen nur unter oxidativen Bedingungen
pelletiert werden (Abb. 22A). Andererseits konnten auch die nicht-ionischen
Detergenzien Triton X-100 und Zwittergent® 3-14 groBe Teile des gebundenen N-
pmpD von der OM Iésen, wahrend die Behandlung mit Na-Desoxicholat, NP-40,
CHAPS, Tween® dem Tensid Saponin, EDTA, hohen Salzkonzentrationen oder
moderatem pH-Wechsel ergebnislos blieben (Abb. 22B).

PmpD besitzt mit 19 Cysteinen (davon 16 in N+M-pmpD) flir Autotransporter
ungewdhnlich viele potentielle Disulfidbriicken: Bei der Typ V-Sekretion wird die OM
im ungefalteten Zustand Uberquert, die Ausbildung von Disulfidbriicken im

Periplasma — ein oxidatives Millieu bei extrazellularen Bakterien — wirde daher zu
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Sekundéarstrukturen fihren und die Translokation stéren (Klauser et al., 1992). Die
hohe Zahl an Cysteinen kdnnte bei Chlamydien auf eine Assoziation mit den COMC
hinweisen. Da die Inkubation mit reduzierendem DTT oder 3-ME allein jedoch keinen
Effekt hatte, ist eine direkte Bindung des N-pmpD Uber Disulfidbriicken an Proteine
der OM unwahrscheinlich. Mdglich ware aber eine anders geartete Interaktion mit
Proteinen, die ihrerseits Uber Disulfidbriicken an COMC gebunden sind. Die Reihe
der Spots im 2D-Gel (Abb. 13) deutet auf Modifizierungen von N-pmpD hin, die wie
etwa Fettsdurereste fir die Interaktion zur Wirtszelle oder auch zur OM wichtig sein
kénnten. In den Massenspektren der drei Proteinspezies wurden allerdings keine
Hinweis auf Modifizierungen in Form von bekannten Massenverschiebungen

gefunden.

4.3.3 Interaktion mit den Wirtszellen

4.3.3.1 Interaktion mit Epithelzellen bei der Infektion

Bis heute konnte keinem der 21 Pmp von C. pneumoniae oder den Pmp anderer
Chlamydien eine Funktion zugeschrieben werden. Schon bei der Einteilung der
Proteine in eine Familie war allerdings eine Rolle bei der Adhéasion oder Invasion
vermutet worden. Homologien zu bakteriellen Adhasinen (Abb. 23) besonders im N-
terminalen und mittleren Teil, etwa mit OmpA (Rickettsia spp.), FN0291 (F.
nucleatum), HMWA (Y. pestis) oder TibA (E. coli ETEC) und vor allem die aufféllig
haufigen GGAI und FxxN-Motive gaben Anlass fur Spekulationen beziglich ihrer
Funktion: Diese Motive werden sonst nur bei Proteinen gefunden, die in Erkennung
oder Bindung eukaryontischer Membranen involviert sind (Everett und Hatch, 1995).
Durch Inkubation der EK von C. pneumoniae mit den gegen den N-Terminus gerich-
teten, polyklonalen Antikérpern wurde die Infektivitdt, gemessen an den sich
entwickelnden Inklusionen, um mehr als 95% vermindert. Kontrollversuche mit
kommerziellen Antikérpern gegen MOMP oder LPS hingegen reduzierte die Infekti-
vitét nicht. Im Gegenteil zeigte sich eine Erhdhung der gezahlten Inklusionen um den
Faktor 2-3, was mit einer verstarkten Aufnahme der opsonisierten EK durch Bindung
und Internalisierung Uber F.-Rezeptoren erklart werden kann (Su et al, 1991;
Scidmore et al., 1996).

69



Beschreibung und Charakterisierung des Autotransporters PmpD

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch die mit a-N-pmpD opsonisierten
EK aufgenommen werden und erst danach die intrazelludre Entwicklung blockiert ist.
Allerdings fuhrte die Bindung mit Antikérpern bereits bei anderen OM-Komponenten
und Oberflachenantigenen zur Inhibierung von Adhé&sion und Aufnahme. Bei C.
trachomatis war das fur PorB, Hsp70 und MOMP der Fall (Kawa und Stephens,
2002; Mamelak et al, 2001; Caldwell und Perry, 1982). Publizierte Ziele protektiver
Antikérper bei C. pneumoniae waren ein 76 kDa-, ein 54 kDa groBes Protein sowie
zwei unbekannte Antigene. Bindung eines Zellwand-assoziierten Glykoaminoglykans
wirkt neutralisierend bei C. pneumoniae und C. trachomatis, Bindung des Glykolipid
Exoantigens GLXA bei C. psittaci und C. trachomatis, und monoklonale Antikérper
gegen LPS waren wirksam bei C. pneumoniae (Rasmussen-Lathrop et al., 2000;
Wolf et al., 2001; Peterson et al., 1998; Girjes et al., 1993; An et al., 1997; Gran et
al., 1993; Wiedmann-Al-Ahmad et al., 1997).

Der letzte Beweis flir eine funktionelle Rolle von PmpD als Adhéasin steht jedoch
noch aus. Bei transgenen E. coli Bakterien war die Expression von PmpD toxisch,
auch nach Austausch der Signalsequenz durch die von OmpA. Ein Fusionsprotein
von N-pmpD sowie N+M-pmpD an die C-terminale Translokationseinheit (3-Pore +
Linker) des Autotransporters AIDA-1 (Maurer et al., 1999) wurde in voller Lange
exprimiert und unter reduzierenden Wachstumsbedingungen bzw. in Abwesenheit
der Oxidoreduktase DsbA an die Oberflache transportiert (Abb. 26). In vivo wére fir
die intrazellularen Chlamydien auch im Periplasma ein reduzierendes Milieu
gegeben. Wie oben erwahnt wirde die Ausbildung von Disulfidbriicken die Translo-
kation stdren, auch wenn es vereinzelt Beispiele flr einen Export Cystein-enthalten-
der Proteine nach dem TypV-Sekretionsmechanismus gibt (Klauser et al., 1992; Jose
et al., 1996; Veiga et al., 1999; Brandon und Goldberg, 2001). Die Fusionsproteine
wurden in E. coli von OmpT geschnitten, nicht jedoch die Verbindung zwischen N-
und M-pmpD, vermutlich aufgrund der Abwesenheit der in C. pneumoniae daflir
verantwortlichen Protease (Abb. 27). Der N-terminale Teil von Fusionsproteinen mit
AIDA-I wird in E. coli nach dem Export von der Protease OmpT vom C-Terminus
abgespalten, welcher als B-Faltblattpore in der OM verbleibt (Maurer et al., 1997).
OmpT schneidet bevorzugt zwischen zwei basischen AS, aber auch nach einem
Arginin an der Position P1 dem kein Aspartat oder Glutamat folgt, also etwa
zwischen R-A, R-M, R-Q, R-S oder R-V wie bei AIDA-I (Sugimura und Nishihara,
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1988; Okuno et al., 2002; Maurer et al., 1997). Obgleich in N- und M-PmpD
insgesamt 19 Arginine und auch 3 mal R-X (X=A/S/V) vorkommen, waren die im
Uberstand gefundenen Fusionsproteine nicht weiter prozessiert. Dies wiirde fiir eine
dichte, stabile Faltung des exportierten Teils sprechen, kdnnte aber auch auf eine
nur direkt an der Bakterienoberflache wirksame proteolytische Aktivitdt von OmpT
hinweisen (Maurer et al., 1997). Bei C. pneumoniae war in gereinigten EK kein
ungeschnittenes PmpD mehr detektierbar (Abb. 20), was den Schluss nahe legt,
dass PmpD nur das Vorlauferprotein und die zur Oberflache exportierten Teile (N-
und M-pmpD) die funktionellen Doméanen darstellen. Die zweifache Spaltung kénnte
als Signal fir die Einnahme der richtigen, bindungsvermittelnden Konformation
dienen und die fehlenden adhé&siven Eigenschaften der transgenen Bakterien auf
eine falsche Konformation des Fusionsproteins zurickgeflhrt werden. Negative
Adhésionsergebnisse sind auch fir Fusionsproteine aus funktionellen Domanen und
Translokationseinheiten mit anderen Autotransportern beschrieben. Es wurde daher
eine spezifische Interaktion der passagierten N-terminalen Domanen mit dem
eigenen C-Terminus vermutet, die mit einer fremden Translokationseinheit nicht
gegeben sein kdnnte (Hendrixson und St.Geme, Ill, 1998; Laarmann et al., 2002).
Ebenfalls nicht erfolgreich waren Adhé&sionsversuche mit rekombinantem N-pmpD
an der Oberflache von Latexkugeln (& 0,33 um) und Epithelzellen (Daten nicht
gezeigt). Grund hierfir kénnte eine falsche Faltung des Uberexprimierten Proteins
sein (siehe 4.3.3.2). Ob und wie N- und M-pmpD zusammenspielen und die Bindung
sowohl zur OM als auch zu den postulierten Wirtszellrezeptoren vermitteln, ist unklar.
Méglich ware die erforderliche Mitwirkung anderer Oberflachenstrukturen auf C.
pneumoniae, etwa der 20 Ubrigen Pmp — in ihrer Kombination eventuell abhangig
vom Wirtszelltyp. Das groBe Repertoir an Adh&sinkomponenten von C. pneumoniae
kénnte so den weiten Wirtszellbereich erklaren, ahnlich der Spezifitat der Neisserien
Opa Proteine fur verschiedene CAECAM- (CD66) bzw. Heparansulfat-Proteoglykan
Rezeptoren (Dehio et al., 1998; Meyer, 1999). Eine den opa-Genen analoge
Expressionsheterogenitat und die daraus resultierende Variation der Bakterienober-
fache wurde bislang nur far zwei PmpG Proteine beschrieben (Pedersen et al., 2001;
Rocha et al., 2002).
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4.3.3.2 Aktivierung von Monozyten

Eine vollig andere Rolle kénnte PmpD bei Chlamydien-assoziierten, chronischen
Entzindungsreaktionen zukommen. Rekombinantes N-pmpD hat die Eigenschaft,
konzentrationsabhangig metabolische Aktivitat und IL-8 Sekretion bei THP-1 Zellen
in vitro zu stimulieren (Abb. 28 und 29). Damit konnte nach der IgA1 Protease von N.
gonorrhoeae ein weiterer Autotransporter identifiziert werden, der unabhangig von
LPS zur proinflammatorischen Zytokinproduktion und der nachfolgenden Gewebela-
sionen beitragen und damit zur Klasse der ,Moduline® genannten Virulenz- bzw.
Pathogenitatsfaktoren gezahlt werden kann (Lorenzen et al., 1999). Die mechanisti-
schen Hintergriinde sind noch weitgehend unklar, denkbar wéare eine Modulation der
Aktivitat Gber die Interaktion mit Rezeptormotiven wie die ITAM- oder ITIM-Motive im
Falle der Neisserien Opa Proteine (Dehio et al., 1998).

Nach Infektion mit C. pneumoniae wurde eine pro-inflammatorische Zytokinantwort
(IL-1B, TNF-a, IL-6) bereits bei Mono Mac 6 sowie peripheren Blutmonozyten
beobachtet, IL-8 wurde auBerdem von Lungenmakrophagen produziert (Heinemann
et al., 1996; Kaukoranta-Tolvanen et al., 1996; Redecke et al., 1998). Es gibt
Hinweise, dass die IL-8 Sekretion humaner Blutmonozyten und Mausmakrophagen
von bakteriellen Zellbestandteilen verursacht wird, lebensfahige Bakterien also nicht
erforderlich sind und der Effekt unabhangig von Hsp60 ist (Netea et al., 2000; Bulut
et al., 2002).

Bei Endothelzellen wurde eine NF-xB-abhangige Induktion von IL-6, IL-8 und MCP-1
mit rekombinantem Pmp20 oder Pmp21 (PmpD) beschrieben (Niessner et al., 2003).
Unklar ist jedoch, ob die THP-1-stimulierenden Eigenschaften des rekombinanten N-
pmpD auf &hnliche Mechanismen zurtckgefuhrt werden kénnen. Dass die anderen,
in genannter Studie getesteten Pmp keine derartige Wirkung besaBen, spricht gegen
eine Beteiligung der allen Pmp eigenen, auffalligen GGAI und FxxN Motive. Dennoch
kénnte deren Abfolge und Anordnung in den einzelnen Pmp sowie im Kontext aller
OM-exponierter Proteine fir die Interaktion mit verschiedenen Wirtszellrezeptoren
ausschlaggebend sein. Auffallend ist etwa, dass Position und Zahl dieser Vier-
Aminosauremotive bei C. pneumoniae und C. trachomatis nahezu identisch sind,
wahrend die gesamte Homologie im N-terminalen Bereich nur bei 47% (ldentitat =
32%) liegt. Die starkste Stimulierung wurde mit Antigen-Antikbrper Komplexen
beobachtet, sowie nach Hitzedenaturierung oder Trypsin-Spaltung des Proteins
(Abb. 28 und 29). Im ersten Fall kdnnte die Bindung zweier N-pmpD-Molektle durch
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einen Antikérper zu einem lokalen Vernetzungseffekt der N-pmpD Rezeptoren
fuhren. In den anderen Fallen kénnten die postulierten, stimulierenden Epitope nach
einer Denaturierung oder Spaltung in Peptide besser an die Wirtszellrezeptoren
binden als in einem rekombinanten Protein mit einer eventuell suboptimalen Konfor-
mation. Im Einklang mit der Hypothese eines dreidimensionalen Musters dieser
Motive wéaren auch Vorhersagen einer B-helikalen Faltung des N-Terminus der Pmp,
die so auch die richtige Anordnung bestimmter, immundominanter Epitope sicher-
stellt (Vretou et al., 2003). Abb. 30 fasst die Vorstellungen von Prozessierung,

Translokation und Faltung von PmpD schematisch zusammen.
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Abb. 30 Modell fir Translokation, Prozessierung und Faltung von PmpD

PmpD wird nach der Synthese wahrscheinlich Sec-abh&ngig ins Periplasma transportiert (1).
Nach Abspaltung der Signalsequenz bildet der C-terminale Teil eine Translokationspore aus
B-Faltblattstrukturen (2), durch die der exportierte N-terminale Teil an die Oberflache gelangt
(3). Dort faltet er sich vermutlich nach Spaltung in N- und M-pmpD in eine zur Interaktion mit
den Wirtszellrezeptoren kompetente Konformation (4). Unbekannt sind sowohl der oder die
Rezeptoren, als auch die Art der Interaktion der geschnittenen Teile mit der Bakterienmem-
bran.
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4.3.4 Ausblick

Wahrend Prozessierung und Lokalisierung von PmpD an der Oberflache aufgeklart
werden konnte, bleiben bei der Betrachtung seiner Funktion noch Fragen offen.

Die nahezu vollstdndige Reduzierung der Infektivitdt nach Bindung mit Antikérpern
legt eine Schlisselrolle des N-terminalen Teils bei der Interaktion mit HEp-2 Zellen
nahe. Zudem stimulierte das rekombinante Protein die metabolische Aktivitat von
THP-1 Zellen und flihrte zu einer IL-8 Sekretion. Denkbar ist, dass diese Eigen-
schaften in vivo durch weitere chlamydiale Faktoren moduliert werden, ob lokalisiert
auf der Oberflache oder zu Beginn der Infektion ins Zytoplasma der Wirtszelle
sekretiert.

Auffallend bei PmpD und den anderen Pmp sind die zahlreichen der bei anderen
Organismen sehr seltenen GGAI und FxxN-Aminosauremotive im N-terminalen
Bereich. Ihre Funktion kdnnte eng mit der Bindung an Rezeptoren fir die Internalisie-
rung in nicht-professionell phagozytotische Zellen oder die Aktivierung monozytischer
Zellen zusammenhangen. Durch eine Epitop-Kartierung von PmpD und den Einfluss
dieser Antikdrper auf die Infektion verschiedener Wirtszelltypen kdnnten die
relevanten Regionen identifiziert werden. Anhaltspunkt fir ein selektives Vorgehen
kann der beobachtete Anstieg der inflammatorischen Aktivierung bei Denaturierung
und tryptischem Verdau von rN-pmpD sein: Die Isolierung der aktiven Peptide etwa
durch HPLC-Trennung des tryptischen Verdaus oder die Herstellung synthetischer
Peptide nach dem Vorbild der theoretischen tryptischen Peptide und die Bestimmung
ihrer biologischen Wirksamkeit sollten hier Klarheit Uber das Zusammenspiel
verschiedener Motive und Bereiche bringen. Als Alternative zum rekombinanten
Protein kdnnten die Peptide auch die Identifizierung der eukaryontischen Rezeptoren
mittels chemischer Verknipfung und Immunprazipitation der Peptid-Bindungspartner

erleichtern.

Da die Bindung von N-pmpD die Infektivitdt von C. pneumoniae in vitro neutralisiert,
ware im weiteren die Untersuchung der Auswirkungen einer passiven Verabreichung
der Antikérper in vivo aufschlussreich, vor allem aber die Evaluation von PmpD als

Zielstruktur einer protektiven Immunisierung.
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