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5.1 Wirtsspezifitit der Gattung Legionella

Protozoen sind bei der Etablierung hoher Legionella-Titer in kiinstlichen Wassersystemen
unerlédsslich und sind daher auch von groBer Bedeutung fiir Legionella-Ausbriiche. Trotz
allem ist die Interaktion von Legionellen mit ithren Protozoenwirten im Gegensatz zur
Wechselwirkung mit humanen Makrophagen weit weniger gut erforscht.

Die Rolle der Protozoen beim Entstehen einer Legionella-Epidemie kann durch die folgenden
Beobachtungen untermauert werden. Bisher konnte bei jedem Legionella-Ausbruch neben
den Bakterien auch die Amdben aus den kontaminierten Wassersystemen isoliert werden.
Dabei waren die isolierten Amdben als Wirtszellen fiir das in vitro Wachstum von
Legionellen geeignet (Fields et al., 1990 b). Weiterhin besitzen intrazelluldr gewachsene
Legionellen eine erhdhte Resistenz gegeniiber Umweltstress wie hohe Temperaturen oder
Osmolaritit, die den Bakterien das Uberleben in der Umwelt ermoglicht (Abu Kwaik et al.,
1997). AuBerdem sind solche Bakterien innerhalb der Amdben oder deren Zysten vor
Desinfektionsmitteln besser geschiitzt und besitzen dadurch z. B. eine 1000-fach hohere
Toleranz gegeniiber Chlor (Barker et al., 1995). Die intrazelluldre Replikation fiihrt in der
Folge auch zu einer erhohten Virulenz. Intrazellulir in Acanthamoeben kultivierte
Legionellen zeigen eine erhohte Invasivitit bei der Infektion von Makrophagen im Vergleich
zu Legionellen, die in Fliissigkultur angezogen wurden (Cirillo et al., 1994). Auflerdem
bewirkt die Inhalation Legionellen-infizierter Hartmannellen im Mausmodell eine hdhere
Letalititsrate im Vergleich zur Infektion der Méiuse allein mit Legionellen ohne den
Protozoenwirt (Brieland et al., 1997).

Protozoen sind aus den oben genannten Griinden nicht nur fiir die Okologie der Legionellen
von Bedeutung und sonder spielen auch eine Rolle bei der Pathogenitit dieser Bakterien.
Daher sollte in dieser Arbeit zundchst die Frage der Protozoen-Wirtsspezifitit fiir zehn
verschiedene Legionellen-Arten untersucht werden, die sich sowohl in ihrer Phylogenie als
auch in ihrer Virulenz unterscheiden. Weiterhin sollten die erhaltenen Ergebnisse in den
Zusammenhang mit humanen U937-Zellen gestellt werden.

In den hier durchgefiihrten Infektionsversuchen konnte festgestellt werden, dass
Acanthamoeba castellanii fir den GroBteil der getesteten Bakterien-Spezies ein Wirt darstellt,
der ein gutes intrazellulires Wachstum der Legionellen ermdglicht. Dagegen war das
Spektrum der sich vermehrenden Legionella-Spezies in Hartmannella vermiformis und

Naegleria gruberi reduziert. Eine mogliche Erklarung dafiir, dass 4. castellanii fir mehrere
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Legionellen-Arten ein Wirt darstellt, konnte sein, dass hier diverse Aufnahmemechanismen
zur Verfiigung stehen, wéahrend in H. vermiformis nur ein einziger Mechanismus vorhanden
ist. Dies konnte mit diversen Inhibitorstudien im Labor von Abu Kwaik nachgewiesen
werden. Die Aufnahme von L. pneumophila in H. vermiformis erfolgt ausschlieBlich tliber
Rezeptor-vermittelte Endozytose und ist daher mit Methylamin vollstindig hemmbar. Rolf
Kohler konnte dagegen zeigen, dass Methylamin in Acanthamoeben nur zu einer Reduktion
der Bakterien-Aufnahme um 50% fiihrt. Es muss dort daher noch mindestens ein weiterer
Aufnahmemechanismus vorhanden sein (Harb et al., 1998, Koéhler 2000 b). Daher kénnen von
A. castellanii eventuell auch diejenigen Legionella-Stimme phagozytiert werden, deren
Oberflidche keine spezifische Bindung an den entsprechenden Rezeptor in H. vermiformis
erlaubt.

Weiterhin ist Acanthamoeba diejenige Amoben-Gattung, die mit fiinf beschriebenen Spezies
die meisten Wirte enthélt, fiir die ein intrazellulares Wachstum von Legionellen beschrieben
wurde. Gefolgt wird sie von der Gattung Naegleria mit vier beschriebenen Wirts-Spezies
(Fields, 1996). Letztgenannte Gattung konnte auch in dkologischen Studien zur Verbreitung
von Legionellen und Amoben in Wiirzburg am haufigsten isoliert werden, gefolgt von den
hier nicht getesteten Echinamoeben und den Acanthamoeben (Grimm, 2000). Es erscheint
daher schliissig, dass sich die Legionellen an diejenigen Amdben mit der groiten Abundanz
angepasst haben. Eine Spezialisierung verschiedener Legionellen-Arten auf eine jeweils
bestimmte Amdbenart konnte in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten nicht
beobachtet werden. War eine Art nicht in der Lage, sich intrazelluldr in A. castellanii zu
vermehren, so trat auch in keiner der anderen Amoben ein Wachstum auf. A. castellanii ist
damit dasjenige Wirtssystem, in dem auch Legionella-Spezies mit geringer Virulenz eine
intrazellulare Replikation aufweisen konnen.

Trotz allem kann nicht davon ausgegangen werden, dass sich virulente Legionellen in allen
Spezies der Gattung Acanthamoeba oder Naegleria vermehren konnen. Von Tyndall et al.
wurde beschrieben, dass N. lovaniensis und A. royreba in der Lage sind, auf Legionellen als
Futterbakterium und somit einziger Néhrstoffquelle zu wachsen (Tyndal et al., 1982).
Auflerdem bedeutet eine mangelnde Spezialisierung der Legionellen auf eine bestimmte
Amobenart nicht gleichzeitig, dass in der Natur bestimmte Amdben keine
Beutespezialisierung aufweisen. Kuserk konnte zeigen, dass das Vorkommen bestimmter
Dictyostelium-Arten im Verlauf eines Jahres zumindest teilweise mit dem Vorkommen der
jeweiligen Futterbakterien korreliert war (Kuserk et al., 1980). Mit der Nutzung verschiedener

Nahrstoffquellen wird somit eine Koexistenz mehrerer Arten einer Gattung erst moglich.
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AuBerdem bedingt schon allein die Grofe der Amoben auch die maximale Grofe der
Futterbakterien. So konnen z. B. die fiir D. discoideum verwendeten K. aerogenes von sehr

kleinen Amodben nicht mehr phagozytiert werden (Rowbotham, 1986).

Die Zunahme der Bakterienzahl in den unterschiedlichen Wirtssystemen innerhalb von 96
Stunden war zum einem davon abhdngig, wie schnell die Amodben in ein Zystenstadium
iibergingen. A. castellanii bildet nach 24 Stunden schon die ersten Zysten und nach zwei
Tagen war nur noch ein geringer Teil an infizierbaren Trophozoiten vorhanden. Bei N.
gruberi und H. vermiformis tritt dieser Effekt aufgrund des reichhaltigeren Assay-Mediums
erst nach drei Tagen auf. Bei N. gruberi handelt es sich zusitzlich um die Amodbe mit dem
groBBten Zellvolumen. Die von den Legionellen auszubeutenden Nahrungsresourcen sind
damit am hochsten und die beobachtete intrazellulire Vermehrungsrate erreicht mit 4
Zehnerpotenzen ein Maximum.

Die Infektionstemperatur hatte wider Erwarten nicht unbedingt einen gro3en Einfluss auf die
intrazelluldre Vermehrungsrate der Legionellen. Da D. discoideum nicht bei 30°C wie die
anderen Amoben kultiviert werden konnte, wurden die Infektionen bei 23°C durchgefiihrt.
Bei LLAP 10 und L. lytica verliefen die Infektionskinetiken in den ungefdhr gleich groflen
Amoben D. discoideum und H. vermiformis dhnlich und es wurden dieselben Wachstumsraten
erzielt. Bei L. pneumophila fand die intrazelluldre Replikation jedoch verzogert statt.

In U937 und T. pyriformis konnte nicht das erwartete Wachstum virulenter Legionellen
beobachtet werden. In der Makrophagen-Zelllinie wurden hohere Wachstumsraten erwartet,
aulerdem ergaben sich Probleme mit der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. In unabhingig
voneinander durchgefiihrten Experimenten ergaben sich z. T. unterschiedliche Tendenzen. So
konnte fiir L. oakridgensis zweimal gutes Wachstum beobachtet werden wihrend in drei
weiteren Versuchen die Bakterien verdaut wurden. Bei der Verwendung von 7. pyriformis als
Wirtssystem sind in der Literatur ebenfalls Probleme mit der Reproduzierbarkeit publiziert
(Steele und McLennan, 1996). Allerdings konnte dort trotz allem eine Vermehrung von L.
longbeachae um bis zu 4 Zehnerpotenzen innerhalb von 5 Tagen beobachtet werden. In den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde jedoch nur eine schwache Vermehrung von
L. longbeachae detektiert. L. longbeachae zeigt sehr starke Virulenzunterschiede von Stamm
zu Stamm. Dabei besitzen australische Isolate meist eine hohere Virulenz als europdische oder
amerikanische (Doyle et al., 2001). Der hier verwendete ATCC-Stamm vermehrte sich bei
diesen Autoren weder im Meerschweinchen-Modell noch in U937-Zellen. Daher konnte ein
virulenterer L. longbeachae-Stamm eventuell eindeutigere Ergebnisse in den U937 und eine

deutlichere Vermehrung in 7. pyriformis zeigen. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass
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nicht replizierende Legionellen in 7. pyriformis langer persistieren und nicht sofort degradiert
werden wie es in Amoben der Fall ist. Dies wurde auch fiir eine weitere Ciliatenspezies in
beschrieben. L. pneumophila vermehrte sich in 7. vorax zwar nicht intrazelluldr aber im
Vergleich zu E. coli wurden die Bakterien auch nicht abgebaut (Smith-Sommerville et al.
1991).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass fiir Laborversuche Amoben als Wirte besser
geeignet scheinen als Ciliaten. Die mit 4. castellanii erhaltenen Versuchsergebnisse miissten
reprisentativ fiir viele verschiedene Legionella Spezies sein, wihrend z. B. Ergebnisse, die
aus Experimenten mit 7. pyriformis gewonnen werden nur auf wenige andere Legionellen

iibertragen werden konnen.

5.2 Dictyostelium discoideum, ein neues Wirtsmodell

In dieser Arbeit ist es gelungen, die genetisch manipulierbare Amdbe D. discoideum als neues
Wirtsmodell fiir verschiedene Legionella Spezies zu etablieren, so dass es nun moglich ist, die
Amoben-Bakterien-Interaktion von der Wirtsseite aus ndher zu untersuchen.

Als Infektionsmedium wurde eine Mischung aus Soerensenpuffer und HL5-Medium im
Verhiltnis 1:1 verwendet. Dies reduziert das Wachstum der Dictyostelien auf ein Minimum
ohne jedoch die Amoben in einen Hungerzustand zu versetzen. Dadurch wiirden die Zellen
aggregieren, differenzieren und somit eine Phagozytose von Legionellen verhindern. Da das
Medium Glukose enthélt, wurden zu Beginn durchflusszytometrische Experimente
durchgefiihrt, in denen gezeigt werden konnte, dass die Phagozytoserate der Legionellen
dadurch nicht inhibiert sondern sogar leicht gesteigert wurde. Eine Aufnahme der Bakterien

iiber den Glukose-inhibierbaren Rezeptor (Vogel, 1980) scheint daher nicht gegeben zu sein.

Im Labor von Isberg wurde das Dictyostelium-Modell zur gleichen Zeit etabliert. Dort findet
die Infektion allerdings in MB-Medium ohne Glukose statt (Solomon et al., 2000). Dieses
Medium erlaubt jedoch ein stiarkeres Wachstum der Amoben, so dass die Zellzahl/ml bis zum
Ende der Infektion nicht konstant bleibt. Daher wurde es fiir die eigenen Arbeiten nicht
iibernommen. Die Infektionen bei Solomon et al. wurden auflerdem bei 25,5°C durchgefiihrt,
wihrend in dieser Arbeit die Kokultivierung von Dictyostelien und Legionellen anfangs bei
23°C erfolgte. Da Dictyostelium bei 27°C aufgrund eines Hitzeschocks abstirbt, erschien die
Temperatur mit 25,5°C zu hoch zu sein, um die normale Funktionsweise der Amobenzelle
aufrecht zu erhalten. Die Infektionstemperatur in den weiteren Versuchen wurde aber dann

um 1,5° auf 24,5°C erhoht. Weiterhin wurde in den Experimenten von Solomon innerhalb von
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vier Tagen eine Zunahme der Legionellen von anndhernd 3 Zehnerpotenzen beobachtet. In
dieser Arbeit nahmen die CFU-Werte innerhalb von 5 Infektionstagen bei L. pneumophila nur
um 1,5 Zehnerpotenzen zu. Eine Steigerung um 3 log-Stufen konnte nur bei L. lytica und
LLAP 10 gemessen werden. Dies konnte daran liegen, dass bei Solomon eine hohere
Infektionsdosis vorliegt. Wéhrend in dieser Arbeit eine MOI von 1:100 verwendet wurde um
auf eine Gentamicin-Behandlung zum Abtoten extrazellulirer Bakterien verzichten zu
konnen, wurde dort eine MOI von 1:1 verwendet. In den hier durchgefiihrten Experimenten
war es aullerdem so, dass die CFU-Werte von L. pneumophila und L. lytica zunichst bis 24
oder sogar 48 Stunden nach Infektionsbeginn sanken und erst dann eine Zunahme zu
beobachten war. Bei Solomon ist der Verlauf vom Infektionsbeginn bis 24 Stunden post
Infektion nicht gezeigt, aber dann ist ein sofortiger Anstieg der Bakterienzahl zu beobachten.
Eventuell hingt dies ebenfalls mit der hoheren Infektionsdosis zusammen oder die Abnahme

der CFU-Werte zu Beginn einer Infektion wurde in den Diagrammen nicht dargestellt.

Die Inhibition der Phagolysosomfusion ist fiir die intrazellulire Vermehrung von Legionellen
essentiell. Daher wurde auch die Kolokalisierung lysosomaler Marker mit dem Legionella-
Phagosom in dieser Arbeit untersucht. Bei Solomon et al. wurde mit einem polyklonalen
Antikorper gegen Lysosomen ebenfalls nachgewiesen, dass L. prneumophila-haltige
Phagosomen nicht damit kolokalisieren. Ein monoklonaler Antikorper gegen die vATPase
war dagegen fiir diesen Nachweis nicht geeignet, da auch die Positivkontrolle nur in 6% aller
Félle eine Kolokalisierung aufwies (Solomon et al., 2000). In den hier durchgefiihrten
Experimenten konnte eine Kolokalisierung mit einem monoklonalen Antikorper gegen das
lysosomale Protein DALIMP in ca. 20% aller Félle bei virulenten L. pneumophila und zu 80%
bei den avirulenten L. hackeliae beobachtet werden. Daher wird in Dictyostelium genauso wie
im Makrophagen-Modell die Fusion mit Lysosomen inhibiert.

Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass die sich nicht vermehrende Legionella Dotl-
Mutante in Dictyostelium schneller abgebaut wird als in Makrophagen (Solomon et al., 2000).
Dies spricht ebenfalls dafiir, dass sich die in dieser Arbeit getesteten, weniger virulenten

Legionella Spezies zwar in Acanthamoeba, nicht aber in Dictyostelium replizieren konnen.

In weiteren Arbeitsgruppen wurde das Dictyostelium-Modell fir Pseudomonas aeruginosa
verwendet. Bisher wurden dort jedoch nur bakterielle Faktoren der Infektion untersucht
(Pukatzki et al., 2002, Cosson et al., 2002), wobei kein Unterschied im Verhalten der
Mutanten im Vergleich zu den bisher verwendeten Wirtsmodellen festgestellt werden konnte.

Weiterhin wurde in einer dieser Studien beobachtet, dass Pseudomonaden bis zu zehnmal
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schlechter aufgenommen werden als Klebsiellen (Pukatzki et al., 2002). In dieser Arbeit
wurde die Aufnahmerate von Legionellen im Vergleich mit Klebsiellen nicht quantifiziert, es
war aber trotz allem offensichtlich, dass Klebsiellen wesentlich stirker phagozytiert wurden
und so z. B die Ausbeute bei der Isolierung von Klebsiella-Phagosomen grofer war als die der
Legionella-haltigen Phagosomen.

AbschlieBend lésst sich sagen, dass D. discoideum erfolgreich als neues Modellsystem fiir
Legionella etabliert werden konnte. Die Infektion von Dictyostelien mit Legionellen verlauft
dabei grundsitzlich nach denselben Mechanismen, wie sie z. B. fiir 4. castellanii bekannt
sind.

Dictyostelium st offensichtlich auch fiir weitere pathogene Bakterien ein niitzliches
Infektions-Modell, in dem die Wirt-Parasit-Interaktion aus der Sicht des Wirtes naher
untersucht werden kann (Skriwan et al., 2002). Eine Voraussetzung auf Seiten der Bakterien
ist allerdings, dass diese niedrige Wachstumstemperaturen um die 25°C tolerieren kdnnen.

Erreger wie Yersinia sind daher z. B. fiir dieses System nicht geeignet.

5.3 Detektion von Wirtsfaktoren bei einer Legionella-Infektion

5.3.1 Untersuchung infektionsresistenter AX2 Mutanten nach ungerichteter

Mutagenese

Mit der REMI-Mutagenese war es moglich, zufillige Mutanten aus Wildtyp Dictyostelien zu
generieren. Das darauf folgende Screenen der Mutanten war darauf gerichtet, Zellen mit einer
Resistenz gegeniiber einer Legionella-Infektion zu isolieren. Bisher lag das Hauptaugenmerk
der Legionella-Forschung auf Virulenzfaktoren auf Seiten des Erregers. Mit der REMI-
Mutagenese konnten dagegen neue Wirtsfaktoren aufgefunden werden, deren Rolle wihrend
einer Infektion bisher noch nicht bekannt war. Rezeptoren, die fiir die Phagozytose der
Legionellen von Bedeutung sind, wéren z. B. als solche Faktoren vorstellbar. Weiterhin wiren
Faktoren denkbar, die bei der Umgestaltung des Phagosoms in eine Legionella-spezifische
Replikationsvakuole eine unerldssliche Rolle spielen, wie z. B. Lipidtransporter. Die
Verdanderung des Phagosoms in eine Legionella-spezifische Replikationsvakuole beinhaltet
einen Wechsel der Lipidzusammensetzung der Membran, womit sich auch die Dicke der
Lipiddoppelschicht verdndert. Der, durch diesen Prozess aus dem Phagosom entstehenden,
diinneren ER-Membran fehlen Cholesterine, Sphingolipide und Glycolipide (Tilney et al.,
2001). Daher konnten Transporter flir diese Lipide an der Bildung einer Replikationsvakuole
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beteiligt sein und eine entsprechende Knock-out Mutante zu einer Resistenz gegeniiber
Legionellen fiihren.

Obwohl iiber ein Jahr nach einer resistenten Mutante gescreent wurde, konnte kein Klon
isoliert werden, indem L. pneumophila oder LLAP 10 nicht mehr in der Lage waren, sich
intrazelluldir zu vermehren. Der Grund hierflir ist zum einen die zu geringe Anzahl an
getesteten Mutanten, so dass die Wahrscheinlichkeit einen resistenten Klon zu finden
abnimmt. Zum andern flihrt ineffektive Screening, zur Miterfassung vieler falsch positiver

Klone, die nach Vereinzelung zu Einzelklonen doch wieder mit Legionellen infizierbar sind.

Die Anzahl der getesteten Mutanten konnte nicht erhdht werden, da sich dieser Versuch sehr
zeit- und arbeitsaufwendig darstellt. Zur Linge der Versuchslaufzeit tragt vor allem auch die
langsame intrazellulire Wachstumsrate der Legionellen in Dictyostelien bei. Eine
vergleichbare Infektion von A. castellanii fiihrt z. B. sehr viel schneller und effektiver zur
Lyse der Amdben. Daher konnte die REMI-Mutagenese in 4. castellanii in derselben Zeit
ofter wiederholt werden und dadurch die Wahrscheinlichkeit fiir eine resistente Mutante

steigen. Auflerdem wiirde das Problem der zunédchst falsch positiv erfassten Klone sinken.

Um den Ausschluss falsch positiver Klone zu erzielen wurde weiterhin iiberlegt, die REMI-
Mutanten mit GFP-markierten Legionellen zu infizieren und anschlieBend an einem
Zellsortiergerdt die griin fluoreszierenden Amdben abzusondern. Dies war allerdings nicht
praktikabel, da mit diesem Gerit keine so grole Menge an Zellen in einer angemessenen Zeit
sortiert werden kann. AuBerdem wird ein GroBteil der L. pneumophila von 0 h bis 24 h post
Infektion abgebaut, obwohl sich die Legionellen zu spiteren Zeitpunkten in denselben Zellen
stark vermehren. Das bedeutet, dass nicht alle zu Beginn infizierten Zellen dann tatsichlich
auch replizierende Legionellen enthalten. Somit weisen nicht alle Amoben, die am Anfang
Legionellen phagozytiert hatten und dennoch iiberleben gleichzeitig eine prinzipielle
Resistenz gegeniiber L. pneumophila auf. AuBlerdem wiirde man beim Sortieren der griin
fluoreszierenden Dictyostelien diejenigen Klone ausschliefen, die durch eine
Rezeptormutation keine Legionellen aufnehmen und dadurch nicht infiziert werden konnen.
Aus demselben Grund scheidet eine Selektion der Mutanten iiber das Wachstum auf

Agarplatten mit Legionellen als einziger Futterquelle aus.

Der Hauptgrund, der gegen ein Screenen von REMI-Mutanten spricht ist allerdings, dass bei
einer Infektion wahrscheinlich nie die Deletion eines einzigen Faktors in der Zelle eine
komplette Resistenz gegeniiber pathogenen Bakterien bewirken kann. Es kann hochstens eine

Attenuation erreicht werden, die dann jedoch iiber diesen Assay nicht detektiert werden kann.
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So stehen einer Amobe, deren Uberleben von der Partikelaufnahme abhiingt, wahrscheinlich
viele verschiedene Rezeptoren fiir die Phagozytose zur Verfiigung, die von Legionellen
genutzt werden konnen. Dementsprechend bewirkt die Deletion eines einzigen Rezeptors
wahrscheinlich nicht die komplette sondern nur eine graduelle Reduktion der
Bakterienaufnahme.

Bei Dictyostelium ist aus einer Studie von 1980 bekannt, dass es einen Lektin-dhnlichen
Rezeptor geben muss, der Partikel mit endstdndiger Glukose bindet sowie ein Rezeptor
vorhanden ist, der nicht durch Glukose inhibierbar ist und Partikel eher unspezifisch iiber
hydrophobe Krifte bindet (Vogel et al., 1980). Obwohl diese Studien {iber 20 Jahre alt sind,
ist keiner dieser Rezeptoren bisher molekular charakterisiert. Davon abgesehen gibt es ein
Protein mit 9 Transmembrandoménen, dessen Deletion zu einer verminderten Phagozytose-
rate von Latexbeads und E. coli, nicht aber von Klebsiella fiihrt. Dies ist jedoch eher durch
eine verminderte Oberflichenadhirenz bedingt als durch den Verlust einer tatséchlichen

Rezeptoraktivitédt (Cornillon et al., 2000).

Um die REMI-Mutagenese als Methode zur Identifizierung neuer Wirtsfaktoren zu nutzen
miisste daher ein neuer Assay etabliert werden, indem die Mutanten nicht als Pool sondern als
Einzelklone getestet werden. Dabei miisste flir jeden Einzelklon eine Wachstumskinetik fiir
intrazellulire Legionellen erstellt werden. Dann konnte man Aussagen treffen, ob im
Vergleich zum WT eine bessere oder attenuierte Replikation stattfindet. Dies ist allerdings
eine sehr aufwendige Methode. Es scheint daher zweckméBiger zu sein, eine grofle Anzahl

spezifischer Mutanten zu testen.

5.3.2 Untersuchung spezifischer Dictyostelienmutanten

Aus der Literatur sind einige Wirtszellproteine bekannt, die bei der Infektion von humanen
Makrophagen mit pathogenen Bakterien eine Rolle spielen. Da das Genom von Dictyostelium
nahezu vollstindig sequenziert ist, ist es moglich, in der Datenbank nach Homologen dieser
Proteine zu suchen und dann die spezifischen Mutanten zu testen. In Frage kommen dabei z.
B. TACO und NRAMP. Bei TACO handelt es sich um ein Wirtszellprotein, das von
Mykobakterien wéihrend einer Infektion von Makrophagen in die Wirtszellmembran rekrutiert
wird. In einer entsprechenden Deletionsmutante kann die Phagolysosomfusion nicht mehr so
effektiv inhibiert werden und die intrazelluldre Replikationsrate sinkt (Ferrari et al., 1999).
Das homologe Protein bei D. discoideum ist Coronin. Eine Coronin-minus Mutante wurde

auch von Solomon et al. schon getestet (Solomon et al., 2000). Im Gegensatz zu
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Mykobakterien in Makrophagen erlaubt hier jedoch die Deletionsmutante sogar ein leicht
besseres Wachstum als der Wildtyp.

Bei NRAMP handelt es sich um eine ganze Proteinfamilie, die von den Bakterien bis zum
Menschen konserviert ist. Einige Mitglieder dieser Familie besitzen eine Funktion als
divalente Kationentransporter. NRAMP1 kommt hauptsédchlich auf lysosomalen Membranen
von Monozyten und Makrophagen vor. Eine erhdhte intrazellulire Vermehrungsrate
pathogener Bakterien in der NRAMP-Deletionsmutante kommt wahrscheinlich dadurch
zustande, dass das Fe*" und weitere von den Bakterien benétigte divalente Metallionen nicht
mehr durch NRAMP1 aus dem Phagosom gepumpt werden (Jabado et al., 2000; Forbes und
Gros, 2001). Es konnte daher lohnenswert sein, die intrazellulire Vermehrung von

Legionellen in einer spezifischen Dictyostelium NRAMP-Mutante zu testen.

Eine weitere Moglichkeit zur Identifizierung von Wirtsfaktoren stellt die Untersuchung von
Mutanten dar, deren Aufnahmemechanismen wie z. B. die Phagozytose, Endozytose oder
Makropinozytose verdndert sind. In dieser Arbeit wurden deshalb unter anderem
Deletionsmutanten von Aktin-bindenden Proteinen analysiert. Die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts ist unerlédsslich fiir die Partikelaufnahme. Profilin ist in Wildtypzellen ein
Bindeprotein fiir globuldres Aktin. Die Deletionsmutante besitzt daher mehr filamentdses
Aktin als der WT und zeigt aufgrund der verzdgerten Reorganisation des Aktins eine
langsamere Wanderungsgeschwindigkeit wihrend der Chemotaxis (Noegel und Luna 1995).
Es wurde zunichst davon ausgegangen, dass aus diesem Grund auch die Phagozytose und
damit die intrazelluldre Vermehrung der Legionellen im Vergleich zum WT vermindert wére.
Stattdessen war die intrazellulire Vermehrungsrate sogar erhoht. Da Profilin einen positiv
regulatorischen Effekt auf die Makropinozytose ausiibt, wird dadurch gleichzeitig die
Phagozytose inhibiert (siche Abb. 5.1). Diese Regulation verschiebt das Gleichgewicht in
Profilin-negativen Zellen in Richtung der Phagozytose und Partikel werden somit vermehrt
aufgenommen (Rupper und Cardelli, 2001). Aufgrund der hoheren Aufnahmerate von
Legionellen in Profilin-negativen Zellen konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Aufnahme
von Bakterien {iber Makropinozytose bei Dictyostelium keine Rolle spielt. Dies steht im
Gegensatz zu der Aufnahme von Legionellen im Mausmodell (Watarai et al., 2001 b).

Ob die erhohte intrazelluldire Wachstumsrate der Legionellen ebenso von weiteren eventuell
Profilin-regulierten Ereignissen wihrend der Phagolysosomfusion bewirkt wird, kann bisher
noch nicht sicher beantwortet werden. Allerdings spricht die Beobachtung, dass Ca®" zu

Beginn der Infektion eine grofle Rolle spielt eher dafiir, dass eine generelle Aktivierung des
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Calcium-abhéngigen Phagozytoseprozesses erfolgt und in Profilin-negativen Mutanten keine

sonstigen Effekte auftreten (M. Fajardo Pardo, personliche Mitteilung).

Actin, Coronin, Rab7, Myosins, Scar

|: Phagozytose :| [Makropinozytosc]

[DAG und IP; Pathway][ T[ PIP; Pathway }
[ Rapl, RacC } [ Profilin, LIMP }
PLC '\ /' PI3K
PIP,

Abb. 5.1: Schema zur Regulation von Makropinozytose und Phagozytose (nach Rupper und Cardelli, 2001). Das
Modell geht von einer zentralen Rolle des PIP, sowohl bei der Makropinozyotse als auch der Phagozytose aus.
Durch die Aktivitét der Phopholipase C entsteht Diacylgycerol (DAG) und IP;. Dadurch wird Rapl aktiviert und
die intrazellulire Konzentration an Ca*" steigt. Auf diese Weise wird der Phagozytosepathway initiiert. Im
Gegensatz dazu wird durch die Aktivititen der PI 3-Kinase, Profilin und LimpA die Bildung von PIP;
katalysiert, welches die Makropinozytose triggert.

Neben den spezifischen Deletionsmutanten wurden auch Uberexpressionsmutanten von
Calcineurin untersucht. Calcineurin ist eine Ca2+-abhéingige Proteinphosphatase, die das
Signal des sekundidren Messengers Calcium auf die Genebene iibertrdgt. AuBBerdem bindet es
wie der Legionella-Virulenzfaktor Mip die Immunsuppressoren FK506 und Cyclosporin A.
Die Zugabe dieser Substanzen beeintriachtigen jedoch nur die Fruchtkorperbildung und nicht
das Wachstum (Malchow et al., 1996). Calcineurin besteht aus einer katalytischen A-
Untereinheit und einer regulatorischen B-Untereinheit. Es standen Mutanten zur Verfiigung,
bei denen entweder nur die A (TrE1) oder beide Untereinheiten (CNA/B OP) {iberexprimiert
wurden. In TrEl konnte ein reduziertes Wachstum von L. pneumophila und L. [ytica
beobachtet werden, nicht aber vom Stamm LLAP 10. Eventuell wird in der CNA/B Mutanten
die Calcineurin-Aktivitit aufgrund der Anwesenheit der regulatorischen Untereinheit so
reguliert, dass kein Unterschied in der Aktivitit zum AX2-WT vorhanden ist. In der TrE1-
Mutante miisste dagegen die Aktivitdit im Vergleich zum WT erhoht sein. Daher wurde
versucht die Calcineurin-Aktivitdt der Legionella-infizierten Mutanten zu messen. Diese
konnte jedoch trotz mehrerer verschiedener Experimente nicht ermittelt werden. Die

Interpretation dieser Ergebnisse bleibt somit schwierig, wenngleich auch Inhibitorstudien
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darauf hinweisen, dass eine Phosphatase-Aktivitit zu Beginn einer Legionella-Infektion in
Dictyostelien von Bedeutung ist (M. Fajardo Pardo, personliche Mitteilung).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit D. discoideum ein Wirtszellsystem vorhanden ist,
in dem sowohl Deletions- als auch Uberexpressionsmutanten hergestellt und getestet werden
konnen, wie dies mit keiner anderen Amobe in diesem Ausmal} der Fall ist. Die weitere
Untersuchung solcher Mutanten wird in der Zukunft tiber andere, an der Legionella-Infektion

beteiligten Wirtsfaktoren Aufschluss geben.

5.4  Charakterisierung intraphagosomaler pH-Werte verschiedener Legionella-
Spezies

Im Zuge der Etablierung von D. discoideum als Wirtszellsystem wurde der intraphagosomale
pH-Wert aller zehn getesteten Legionella Spezies bestimmt. Als Kontrolle diente das
Futterbakterium K. aerogenes sowie hitzeabgetotete L. pneumophila. Dabei konnte wie in den
bislang etablierten Wirtszellsystemen beobachtet werden, dass kurz nach Beginn der Infektion
L. pneumophila eine Ansduerung des Phagosoms verhindert. Der gemessene Wert von pH 6,3
+ 0,44 stimmt dabei mit den aus der Literatur bekannten Werten von pH 6,1 + 0,4 in
Makrophagen iiberein (Horwitz und Maxfield, 1984 a). LLAP 10 und L. lytica zeigen jedoch
eine Ansduerung ihres Kompartimentes bis ca. pH 4,5, obwohl im Vergleich mit L.
pneumophila eine stirkere intrazelluldre Vermehrung erfolgt.

Eventuell gibt es in der Familie der Legionellaceae mehrere Strategien fiir die Replikation in
Wirtszellen. L. pneumophila wére dann ein Vertreter derjenigen Legionellen, die eine
Ansduerung zunidchst verhindert und damit ein &hnliches Verhalten zeigt wie virulente
Mycobacterium Stamme (M. tuberculosis und M. avium) in Makrophagen. Bis 72 h post
Infektion kann dort ein pH von 6,3 gemessen werden (Kuehnel et al., 2001). Die Ansduerung
der Mykobakterien-Phagosomen wird verhindert, indem die Fusion mit vATPase-tragenden
Vesikeln inhibiert wird, wiahrend trotz allem Fusionen mit weiteren frithen Endosomen
stattfinden. So findet sich z. B. LAMP-1 durchaus auf der phagosomalen Membran. Die
Ansduerung ist daher unabhingig von der Fusion mit weiteren frithen
Endosomenpopulationen (Sturgill-Koszycki et al., 1994). Bei Yersinisa-Phagosomen scheint
die Ansduerung eher durch eine direkte Interaktion eines bakteriellen Faktors mit der
vATPase inhibiert zu werden. Die Aktivitit dieses Enzyms ist dort deutlich reduziert, im
Vergleich zu Phagosomen mit toten Yersinien bleibt die Menge an vATPase in der
phagosomalen Membran jedoch unveridndert (Tsukano et al., 1999). Aus den Ergebnissen der

Phagosomenisolierung erscheint bei L. pneumophila eher ein Mechanismus vergleichbar den
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Yersinien vorzuliegen, da in Western-Blotting-Experimenten kein Unterschied in der Menge
der vATPase auf Phagosomen mit lebenden und toten L. pneumophila erkennbar war.

LLAP 10 und L. Itica sind nicht human pathogene Umweltisolate. Sie replizieren sich in
Dictyostelium besser als L. pneumophila, liegen jedoch trotzdem in einem sauren Phagosom
vor. Diese Legionellen dhneln daher eher den Salmonellen als Yersinien. Salmonellen
replizieren in einer Vakuole mit einem pH zwischen 4 und 5. Der saure pH ist dabei fiir die
intrazellulire Vermehrung unbedingt notwendig. Wird die Ansduerung des Phagosoms mit
dem spezifischen Inhibitor der vATPase, Bafilomycin A, verhindert und liegen die
Salmonellen daher intrazelluldr in einem eher neutralen Kompartiment vor, so sinkt die
Replikationsrate der Bakterien drastisch (Rathman et al., 1996). In den hier durchgefiihrten
Experimenten konnte jedoch kein Einfluss von Bafilomycin A auf die intrazelluldre
Replikation der Legionellen detektiert werden und zwar weder auf L. pneumophila innerhalb
des neutralen Phagosoms noch auf L. lytica oder LLAP 10, die im sauren Phagosom
vorliegen.

K. aerogenes wird als Futterbakterium rasch verdaut und der pH-Wert von 5,13 stimmt
ungefdhr mit dem von toten M. tuberculosis (pH 5,2) (Kuehnel et al., 2001) und Hitze-
inaktivierten L. pneumophila in Makrophagen (pH 5,4, Horwitz et al., 1984 a) iiberein.
Verwunderlich ist dagegen, dass der Wert der hitzeabgetoteten L. pneumophila mit pH 3,84
sehr viel niedriger ist, als der von Klebsiella. Auch alle weiteren sich nicht replizierenden
Stamme liegen bei pH-Werten von 3,36 bis 4,35. In der zitierten Literatur liegen dagegen die
tiefsten gemessenen Werte um die 5, also vergleichbar mit dem pH des Klebsiella-Phagosoms
(Kuehnel et al., 2001). Eventuell ist diese starke Ansduerung der Grund dafiir, dass sich nur
drei Spezies des ausgewihlten Legionella-Spektrums in Dictyostelium vermehren konnen.
Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass eine sich nicht replizierende L. pneumophila
Dotl-Mutante in Dictyostelium schneller verdaut wird als in Makrophagen (Solomon et al.,
2000). Dies spricht ebenfalls fiir ein extrem saures Kompartiment in Dictyostelium. Weshalb
sich aber die intraphagosomalen pH-Werte der Legionellen von denen der Futterbakterien so
stark unterscheiden kann nicht abschielend beantwortet werden.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass der intraphagosomale pH-Wert von L. pneumophila
den Erwartungen entsprach und nur eine schwache Ansduerung gemessen werden konnte.
Uberraschend war jedoch, dass zwei weitere sich intrazellulir in Dictyostelium replizierende
Legionella Spezies in einem sauren Kompartiment vorliegen. Dass verschiedene Legionella
Spezies unterschiedliche intrazellulire Uberlebensstrategien verfolgen und damit eventuell

auch in Phagosomen mit unterschiedlichen pH-Werten vorliegen konnen, wird auBerdem
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durch einige Publikationen gestiitzt. So wird von das L. micdadei intrazelluldre Vorliegen in
einem Phagosom berichtet, das mit Lysosomen fusioniert und nicht mit Ribosomen assoziiert

ist (Rechnitzer und Blom, 1989; Weinbaum et al., 1984).

5.5 Charakterisierung und Isolierung Bakterien-haltiger Phagosomen aus

Dictyostelium

Mit Hilfe der Isolierung von Legionella-haltigen Phagosomen aus Dictyostelium und der
nachfolgenden Analyse des phagosomalen Proteoms erhofft man sich Aufschluss {iber die an
einer Infektion beteiligten Wirtsfaktoren. Die Auftrennung der Proteine erfolgt dabei iiber 2D-
Gelelektrophorese. AnschlieBende massenspektrometrische Untersuchungen werden fiir die
Identifizierung der Proteine eingesetzt.

Die Charakterisierung des Phagosoms bewihrte sich in anderen Studien als gute Methode, um
Schliisselkomponenten der Wirtszelle aufzudecken, die fiir das intrazellulire Uberleben
pathogener Erreger unerlésslich sind. Auf diese Weise wurde z. B. erkannt, dass TACO
(Coronin) in die phagosomale Membran von Mycobacterium bovis BCG rekrutiert wird. Eine
entsprechende TACO-negative Makrophagen-Mutante vermindert die intrazellulire Uber-
lebensrate der Mykobakterien (Ferrari et al., 1999). Bei Leishmania donovanii konnte eine
Modifikation des endozytischen Pathways nachgewiesen werden, fir die das
Lipophosphoglycan (LPG) des Erregers unentbehrlich ist. Auf Phagosom mit wildtypischen
Leishmanien wird nach dem Verschwinden der friihen endosomalen Marker EEA1 und
Transferrinrezeptor LAMP1 nur sehr langsam akquiriert und rab7 ist {iberhaupt nicht
vorhanden. Dagegen ist rab7 im Phagosomen mit einer Leishmanien LPG-Mutante
angereichert und LAMP1 erschient frither in der phagosomalen Membran (Scianimanico et
al., 1999).

Zahlreiche weitere Studien untersuchen die intraphagosomalen Ereignisse wihrend
Infektionen mit Salmonella, oder zu Beginn einer Listeria-Infektion (z. B. Baldéon et al.,
2001; Pizarro-Cerda et al., 2002). Ebenso wie Legionella liegen Chalmydien und Toxoplasma
gondii intrazelluldr in einem nicht endozytischen Kompartiment vor. Insbesondere ist L.
pneumophila jedoch vergleichbar mit Brucella abortus. Dieser Erreger vermehrt sich nach
einer langeren lag-Phase genau wie L. pneumophila in einem ER-dhnlichen Phagosom, fiir

dessen Bildung ein Typ IV Sekretionssystem verantwortlich ist (Comerci et al., 2001)

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Bakterien-haltige Phagosomen aus Dictyostelium
isoliert. AuBerdem wurde das Proteom Legionella-haltiger Phagosomen bislang noch nie

untersucht.
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Fiir Makrophagen existiert ein geeignetes Protokoll, um Bakterien-haltige Phagosomen in
groBer Reinheit zu isolieren (Lithrmann und Haas, 2001). Die Ubertragung dieser Methode
auf Dictyostelium ist allerdings nicht gelungen, da die Ausbeute der isolierten Phagosomen zu
gering war sowie die erhaltenen Ergebnisse nicht reproduziert werden konnten. Daher sollte
zundchst die Ausbeute an Phagosomen gesteigert werden, indem Legionellen an magnetische
Beads gekoppelt werden sollten. Trotz des relativ groen Durchmessers von 2,5 um werden
oft 3 bis 4 Beads von einer Amobe aufgenommen, deren Durchmesser selbst nur ca. 20 um
betrégt.

Bei Yersinia pseudotuberculosis gelang es mit dieser Methode reine Phagosomen zu
gewinnen (Tsukano et al.,, 1999). Dazu wurden die Yersinien iiber Antikorper an IgG-
beschichtete, paramagnetische Beads gekoppelt. In den so entstandenen Phagosomen aus
Beads und Bakterien wurde die Anséduerung des pH-Wertes genauso effektiv inhibiert wie bei
Phagosomen mit Bakterien alleine. Nach der Isolierung konnte auerdem ein Unterschied in
der Aktivitit der vATPase in Phagosomen aus Beads mit lebenden bzw. toten Yersinien
gemessen werden. Die Phagosomen verhielten sich trotz des Fremdkdrpers also so wie mit
Bakterien alleine. Daher wurde versucht diese Methode auf das Dictyostelium-System zu
iibertragen.

Die Isolierung von Phagosomen mit Bakterien-konjugierten Beads aus Dictyostelium war
jedoch nicht erfolgreich. Dies lag unter anderem an der schlechten Kopplungsrate der
Legionellen sowohl an IgG- als auch an Streptavidin-beschichtetet Beads. Mit tosylaktivierten
Beads konnte immerhin eine Kopplungsrate von 50% erzielt werden. Dabei war an die
meisten Beads jeweils nur eine Legionelle gekoppelt.

Ein weiterer Grund war, dass die Reifung von Phagosomen mit Beads und Bakterien anders
verlief als die der Phagosomen mit Bakterien alleine. In der magnetisch gereinigten
Phagosomenfraktion konnten ausschlielich Beads ohne Bakterien beobachtet werden, daher
lag die Vermutung nahe, dass die Bead-haltigen Phagosomen normal reifen und die an die
Beads gekoppelten Bakterien verdaut werden. Dies konnte in einer mikroskopischen
Kontrolle bestitigt werden, in der eine Ansduerung der Bead-haltigen Vakuolen mit
Neutralrot beobachtet werden konnte. Nur selten wurde eine Legionella-Replikationsvakuole
mit zusitzlichem Magnetpartikel entdeckt.

Da das Bakterium-Bead-Phagosom ein ca. sechsmal groBeres Volumen aufweist als Bakterien
alleine, konnte man sich vorstellen, dass die Menge der von einer Legionelle sekretierten
Effektormolekiile nicht ausreicht, um die gesamte phagosomale Membran umzugestalten und

die Reifung des Phagosoms zu verhindern. Aufgrund der relativ groen Oberfldche der Beads
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im Vergleich zu den Legionellen ist es auBerdem wahrscheinlicher, dass bei der Phagozytose
zuerst ein Partikel-Amdben-Kontakt entsteht und nicht ein enges Zusammentreffen von
Bakterium und Wirt. Bei H. vermiformis wurde in der Literatur berichtet, dass alleine schon
der Kontakt der Amdbe zu Legionellen ausreicht, um zahlreiche Wirtsproteine zu induzieren
(Abu Kwaik et al., 1994 b). Es wire daher denkbar, dass diese frithen Ereignisse noch vor der
eigentlichen Phagozytose den Reifungsweg des entstehenden Phagosoms mitbestimmen. Wird
eine Legionelle dann ohne direkten Kontakt mit der Wirtszelle aufgenommen, so wire es
moglich, dass dies zu einer normalen Reifung des Phagosoms fithren konnte und keine
Legionella-spezifische Replikationsvakuole gebildet werden kann. Die Ausnahmefille mit
sich vermehrenden Legionellen konnten daher von denjenigen Beads herriihren, die mit mehr
als fiinf Bakterien konjugiert waren. Hier konnen mehrere Bakterien ihre Effektormolekiile in
dasselbe groBBe Phagosom sekretieren und die Wahrscheinlichkeit der Aufnahme iiber einen
direkten Bakterium-Amoben-Kontakt steigt.

Die erfolgreiche Isolierung von Phagosomen mit Bakterien-konjugierten Beads bei Yersinien
(Tsukano et al., 1999), kdnnte mit einer besseren Kopplungsrate der Bakterien an die Beads
erklart werden, woriiber in der Literatur leider keine Angaben gemacht wurden. In den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnte z. B mit vier bis fiinf Bakterien pro Bead
eine sehr gute Kopplungsrate bei Staphylococcus aureus erzielt werden, nicht aber bei
Legionellen. Die Kopplungsrate ist also nicht bei jeder Bakterien Spezies gleich gut.
Weiterhin konnte die erfolgreiche Anwendung dieser Methode bei Tsukano et al. an einer
hoheren Virulenz der Yersinien gegeniiber Legionellen liegen. Bei virulenteren Bakterien
konnte eine geringere Anzahl an Erregern geniigen, um die Reifung des Phagosoms zu
modifizieren. Eventuell geniigen im Makrophagenmodell im Vergleich zu Dictyostelium auch

weniger Effektormolekiile, um ein Legionella-spezifisches Phagosom zu etablieren.

Um Legionella-Phagosomen aus Dictyostelien zu isolieren, musste daher in dieser Arbeit eine
neue Methode etabliert werden. Dazu wurde ein diskontinuierlicher Optiprep-Gradient
hergestellt und die Fraktionen anhand des Proteingehalts und der sauren Phosphataseaktivitét
analysiert. Optiprep hat gegeniiber Saccharose den Vorteil, dass es weniger osmotisch aktiv
und weniger viskos ist. Dadurch wird eine erhohte Stabilitit der Organellen sowie eine
leichtere Handhabung gewdhrleistet. Das Ernten des Gradienten erfolgt mittels Austropfen
mit einer Kaniile. Durch die geringe Stromungsgeschwindigkeit wihrend des Austropfens
wird ein Vermischen der Fraktionen weitgehend vermieden. Es ist daher zuverléssiger als das
Abnehmen bestimmter Volumina mit einer Pipette vom oberen Ende des Gradienten. Der

Nachteil des Austropfens ist aber, dass aus zwei unterschiedlichen Rohrchen nie identische
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Fraktionsanzahlen erzielt werden konnten. Daher musste das Volumen jeder einzelnen
Fraktion bestimmt werden, um den Proteingehalt oder die Enzym-Aktivitdt im Verlauf der
Gradienten miteinander vergleichen zu konnen. Die Werte wurden dann iiber der Summe der
pl aus den einzelnen Fraktionen aufgetragen. Besser wire daher das Ernten mit einem
kommerziellen ,Nycomed Gradient Unloader”, wodurch die Volumina der einzelnen
Fraktionen exakt gleich wéren und damit dieselbe Anzahl an Fraktionen liefern wiirde. Fiir
die Analyse der Proteine im 2D-Gel wurden daher nicht diejenigen Fraktionen mit derselben
Fraktionsnummer verwendet, sondern die Fraktionen, die der halben maximalen Aktivitit der
sauren Phosphatase entsprach. Diese Fraktion konnte aus elektronenmikroskopischen
Experimenten den Phagosomen zugeordnet werden. Im FElektronenmikroskop konnte
auBerdem festgestellt werden, dass die Ausbeute an Klebsiella-Phagosomen jeweils hoher war
als die Menge an Legionella-haltigen Vesikeln. Die Beobachtung, dass die als Futterbakterien
verwendeten Klebsiellen von Dictyostelien besser phagozytiert werden als pathogene

Bakterien, wurde auch durch andere Arbeitsgruppen bestétigt (Pukatzki et al., 2002).

In der Analyse der verschiedenen Fraktionen eines Optiprep-Gradienten am Elektronen-
mikroskop konnten Phagosomen-haltige Fraktionen detektiert werden. Die Phagosomen
waren zum groflen Teil von einer intakten Membran umgeben, was eine Voraussetzung fiir
die Analyse in den nachfolgenden 2D-Gelen darstellt. Die erhaltenen Phagosomen besitzen
dieselbe Dichte wie Mitochondrien und Lysosomen. Aus der Literatur war bekannt, dass sich
diese beiden Organellen in Dichtegradienten sehr schlecht voneinander trennen lassen. Daher
wurden die Lysosomen mit kolloidalen Eisenpartikeln beladen und magnetisch entfernt
(Rodriguez-Paris et al., 1993), wéihrend die Mitochondrien iiber die enzymatische Umsetzung
eines Substrates und dessen Einlagerung in die Membran eine hohere Dichte erlangten und
sich weiter unten im Gradienten anreicherten (Parish, 1975). Die Phagosomenfraktionen
enthielten nach dieser Behandlung immer noch nicht ndher definierte, vesikulédre
Kontaminationen. Diese Kontaminationen tragen wesentlich zum Gesamtproteingehalt in den
Phagosomen-haltigen Fraktionen bei und iiberdecken somit die spezifischen Marker der
Phagosomen. Dies konnte der Grund dafiir sein, weshalb in der Aktivitit der sauren
Phosphatase zwischen Klebsiella-haltigen und LLAP 10-haltigen Phagosomen kein
Unterschied zu detektieren war. So konnte auch nach der magnetischen Entfernung der
Lysosomen aus dem Homogenat nur in der Magnetfraktion eine erhohte Aktivitit der sauren
Phosphatase festgestellt werden, nicht jedoch eine Erniedrigung der Aktivitit in der
Durchlauffraktion im Vergleich zur Ausgangssuspension, obwohl iiber die Elektronen-

mikroskopie eine eindeutige Reduktion des Lysosomengehaltes nachzuweisen war.
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Auch der Nachweis spezifischer lysosmaler Marker (vATPase, a-common-antigen, DALIMP)
mittels eines Western Blots konnte keine Unterschiede zwischen Phagosomen mit lebenden
und toten L. pneumophila detektieren. Aus der Literatur war bekannt, dass bei isolierten
Yersinia-Phagosomen ebenfalls kein Unterschied in der Menge der vATPase auf der
phagosomalen Membran nachgewiesen werden konnte, jedoch war dort die Aktivitit der
vATPase reduziert (Tsukano et al., 1999). Andererseits konnten von Lithrmann und Haas
eindeutige Unterschiede sowohl in der Menge des LAMP1 Proteins auf Listeria-haltigen
Phagosomen im Vergleich zu Afipia-Phagosomen gezeigt werden, als auch Unterschiede in
der Aktivitdt der B-Galaktosidase nachgewiesen werden. Somit konnte eindeutig die Fusion
von Listeria innocua-haltigen Phagosomen mit Lysosomen und die Hemmung dieser Fusion
durch Afipia felis gezeigt werden (Lithrmann und Haas, 2001).

Bei der Bestimmung der pH-Werte konnte allerdings festgestellt werden, dass die
Phagosomen lebender L. pneumophila nicht angesduert werden, wihrend Phagosomen mit
hitzteabgetoteten Legionellen eine Wert von unter pH 4 aufwiesen. Daher miissen auch
Unterschiede in den isolierten Phagosomen mit lebenden und toten L. preumophila vorhanden
sein, die jedoch mit keiner der oben genannten Methoden detektiert werden konnten. Daher
wurden die Phagosomen-Priparationen iiber 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Bei einer
ausreichend grofBen Proteinmenge sollten Proteine detektiert werden konnen, die spezifisch
fiir Phagosomen mit lebenden L. pneumophila sind und die bei dieser Methode nicht von den
Kontaminationen tiberdeckt werden kdnnen.

Fiir die Auftrennung der Proteine in der 1. Dimension war ein Gradient von pH 3 bis 10 nicht
geeignet, da sich die Proteine auf einen engen Bereich in der Mitte des Gradienten
konzentrierten und somit die Auftrennung ungeniigend war. Es wurden daher in den
folgenden Experimenten IPG-Streifen mit einem pH von 4 bis 7 verwendet. In einer Studie
phagosomaler Proteine in Tetrahymena thermophila wurde derselbe pH-Gradient verwendet,
wihrend bei der Analyse von Latex-Bead Phagosomen Streifen mit einem pH von 3 bis 9 zum
Einsatz kamen (Maicher und Tiedtke, 1999; Garin et al., 2001). Bei Garin et al. wurde das
gesamte Proteom von Latex-Bead-haltigen Phagosomen aus Makrophagen analysiert. Uber
Massenspektrometrie konnten dort von den insgesamt 140 Proteinen 116 identifiziert werden.
Bei Bead-haltigen Phagosomen handelt es sich um sehr reine Pridparationen mit wenigen
Kontaminationen. Daher wurde in den hier durchgefiihrten Experimenten mit mehr
Proteinspots gerechnet als die von Garin et al. publizierten, da in der Préparation der

Phagosomen immer auch vesikulire Kontaminationen vorhanden waren, die sich in
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zusitzlichen Spots niederschlagen miissten. Auf den 2D-Gelen wurden jedoch nur etwa 100
Spots detektiert.

Das Proteinmuster zwischen Préparationen mit toten und lebenden Legionellen sowie
zwischen unterschiedlichen Experimenten war gut reproduzierbar. Es konnten 4 Spots
detektiert werden, die in Phagosomen mit toten Legionellen stirker exprimiert waren, sowie 1
Spot der fiir Phagosomen mit lebenden L. pneumophila charakteristisch war. Bisher ist nur ein
einziger Wirtsfaktor bekannt, der von L. pneumophila mittels des bakteriellen Proteins RalF
in die phagosomale Membran rekrutiert wird. Dabei handelt es sich um den ADP-
Ribosylierungsfaktor 1 (ARF) (Nagai et al., 2002). In Dictyostelium und Makrophagen
besitzen die jeweiligen Proteine ungefahr dieselbe molekulare Masse. Der pI-Wert von beiden
Proteinen ist bislang nicht genau bestimmt. der angenommene Wert in Makrophagen liegt bei
6,36, bei Dictyostelium bei 6,18. Der fiir Phagosomen mit lebenden L. pneumophila
charakteristische Spot liegt im 2D-Gel zwar in der Néhe dieser Region, das Protein ist
allerdings mit ca. 15 kDa etwas kleiner als ARF 1 mit ungefdhr 20 kDa und der pl-Wert liegt
weiter im basischen Bereich nahe pH 7. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass es
sich dabei tatsdchlich um ARF1 handelt, eventuell ist es aber auch ein bisher unbekannter
Wirtsfaktor, der mit dem Legionella pneumophila-haltigen Phagosom interagiert.

Wie schon erwidhnt wird ARF1 {iber das Genprodukt von ral/F in die Membran rekrutiert.
Dieses Gen scheint fiir den Stamm L. pneumophila spezifisch zu sein und wurde sonst bisher
nur in Rickettsia prowazecki nachgewiesen, nicht aber in vier weiteren Legionella Spezies wie
z. B. L. longbeachae (Nagai et al., 2002). Wiirden daher L. longbeachae-haltige Phagosomen
im 2D-Gel aufgetrennt und wére dieser Spot dann nicht mehr im Gel vorhanden, so konnte
man davon ausgehen, dass es sich bei diesem Protein mit groler Wahrscheinlichkeit um
ARF1 gehandelt hat. Allerdings miisste fiir diese Versuche ein virulenterer L. longbeachae
Stamm verwendet werden. Der in dieser Arbeit benutzte Stamm zeigte in Dictyostelium erst
72 h nach Infektionsbeginn eine Zunahme der CFU-Werte und somit eher eine Persistenz
denn ein Wachstum. Da jedoch die australischen Isolate von L. longbeachae sehr viel
virulenter sind (Doyle et al., 2001), ist ein Wachstum vergleichbar zu L. pneumophila

anzunehmen. Dann konnten auch L. longbeachae-haltige Phagosomen isoliert werden.

Fiir die Weiterfithrung dieses Projektes miissten zundchst 2D-Gele mit Coomassie gefarbt
werden. Da die Proteinmenge einer Pridparation dafiir nicht ausreicht, miisste man die
relevanten Fraktionen mehrerer Experimente vereinigen. Die Coomassie-Féarbung ist in Bezug

auf die tatsdchliche Proteinmenge im Gel zuverldssiger. Silber bindet z. T. unterschiedlich
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stark bzw. iiberhaupt nicht an manche Proteine. Mit einer Coomassie-Féarbung kdnnten daher
weitere Spots gefunden werden, die dann auch {iber Massenspektrometrie identifiziert werden
konnten.

AuBlerdem wire es interessant Phagosomen die verschiedener Legionella-Spezies enthalten
untereinander sowie mit denen, die die Futterbakterien K. aerogenes enthalten zu vergleichen.
Die Bakterien werden dabei durch eine Tritonbehandlung von den phagosomalen Proteinen
getrennt. Da jedoch insbesondere Legionellen sehr empfindlich auf Triton reagieren, konnte
es sein, dass bakterielle Oberflichenproteine mit in die Priparation gelangen, ebenso wie
Proteine, die von den Bakterien iiber das Typ IV Sekretionssytem in das Lumen des
Phagosoms transportiert werden. Deshalb miissten die Bakterien vor der Infektion radioaktiv
markiert werden, um eine deutliche Trennung bakterieller Proteine von Dictyostelium
Proteinen zu erreichen.

Nach der Charakterisierung bendtigter Dictyostelium-Faktoren wahrend einer Infektion mit
Legionellen konnten dann spezifische D. discoideum knock-out und Uberxpressions-
Mutanten hergestellt und diese auf ein verdndertes Verhalten hinsichtlich einer Legionella-

Infektion tiberpriift werden.
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