Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1.1 Untersuchung zur Spezifitit der Legionella-Wirtszell-Interaktion
Bislang wurde noch nie ein groBeres Legionella-Spektrum systematisch in unterschiedlichen

Wirtszellen getestet. Daher wurden in dieser Arbeit zehn phylogenetisch verschiedene
Stamme der Gattung Legionella ausgewéhlt und deren intrazelluldre Replikationsrate
bestimmt. Darunter waren pathogene Vertreter wie L. pneumophila, einer der
Hauptverursacher der Legionellose, L. bozemanii, bei dem es sich um ein Isolat aus einer
Menschenlunge handelt, sowie der Stamm L. micdadei, der aus dem Blut eines Patienten
gewonnen wurde. L. longbeachae tritt zwar in Europa nicht so hdufig im Zusammenhang mit
der Legionidrskrankheit zu Tage, spielt aber in Australien eine grof3e Rolle. Weiterhin wurden
apathogene Stdmme untersucht wie L. erythra oder L. lytica und LLAP 10 (Legionella Like
Amoebal Pathogen). Letztere wachsen bei maximal 35°C und scheiden schon daher als
Humanpathogene aus. L. [ytica ist aulerdem der einzige Vertreter der ausgewéhlten Stimme,
der nicht in aquatischen Habitaten lebt sondern im Boden vorkommit.

Als Wirtszellen wurden neben der humanen Makrophagen-Zelllinie U937 ein Ciliat
(Tetrahymena pyriformis) sowie vier Vertreter vom Stamm der Rhizopoda (Amdben)
verwendet (Acanthamoeba castellanii, Hartmannella vermiformis, Naegleria gruberi und
Dictyostelium discoideum). Bis auf D. discoideum war fiir alle Einzeller bekannt, dass sie als
Wirte fiir Legionellen vorkommen kénnen, jedoch waren sie oft nicht fiir eine grof3ere Anzahl
Legionella Spezies untersucht worden. In Kokultivierungsversuchen wurde daher die
intrazelluldire Replikation von Legionellen mittels Bestimmung von CFU-Werten
determiniert.

L. hackeliae ist ein Vertreter, der in keiner der verwendeten Wirtszellen in der Lage war sich
zu vermehren (Tabellen 4.1 bis 4.3, Abb. 4.2). Nach 96 h Infektion konnten von anfangs ca.
10° CFU/ml bei N. gruberi keine Bakterien mehr nachgewiesen werden. Bei D. discoideum
und 7. pyriformis verbleiben am Ende der Infektion nur noch ca. 3 CFU/ml. Etwas langsamer
erfolgte der Abbau in 4. castellanii (44 CFU/ml), H. vermiformis (406 CFU/ml) sowie in
U937-Zellen (392 CFU/ml), trotz allem nahm die Legionellenanzahl konstant ab.

Ganz dhnlich stellt sich der Infektionsverlauf bei L. oakridgensis dar. Hierbei handelt es sich
um einen der wenigen unflagellierten Vertreter der Legionellen. Wahrend einer 96 h Infektion
in Dictyostelium, Tetrahymena und Naegleria nahm die Anzahl der detektierten Bakterien mit

der Zeit drastisch ab. In Acanthamoeba und Hartmannella wurde dagegen nach 48 h ein
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Tiefpunkt erreicht und die CFU nahmen dann wieder leicht zu, erreichten aber nie das
Inokulum. Die Interpretation der Infektion der U937 Zellen gestaltet sich schwierig. In sechs
verschiedenen Versuchen wurde L. oakridgensis dreimal abgebaut, zweimal blieb die
Bakterienanzahl auf etwa der Hohe des Inokulums und zweimal wurde gutes Wachstum
beobachtet. Da dieser Stamm schon aus Menschen isoliert wurde, miisste man ein Wachstum
annehmen, allerdings konnte dies nur zweimal beobachtet werden.

Einige Vertreter vermehren sich nur in einer einzigen Amobenspezies, werden aber
andererseits in U937 nicht degradiert. L. erythra zeigt ein starkes Wachstum in A. castellanii
iiber anndhernd zwei log-Stufen, wird in allen anderen Protozoen aber rasch verdaut. In U937
nimmt die Zellzahl iiber 96 h um einen Faktor von ca. drei zu. Dies ist zwar kein starkes
Wachstum, die Bakterien bewerkstelligen es aber sich iiber diesen Zeitraum zu etablieren
ohne verdaut zu werden (siche Abb. 4.1).

Die Anzahl der CFU’s von L. bozemanii steigt sowohl bei der Infektion von A. castellanii als
auch von U937 Zellen iiber 1,5 Zehnerpotenzen. In keinem der anderen Protozoen ist dagegen
ein ausgepragtes Wachstum zu erkennen. In N. gruberi, D. discoideum und T. pyriformis
nimmt die Bakterienanzahl konstant ab. In H. vermiformis ist nach 24 h ein Tief erreicht,

dessen Niveau bis zu 96 h post Infektion gehalten wird.
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Abb. 4.1 Exemplarische Infektion von Legionella erythra in sechs verschiedenen Wirtszellsystemen iiber eine
Infektionsdauer von 96 h. In Acanthamoeben findet nach anfanglicher Reduktion der CFU/ml eine Zunahme um
1,5 log-Stufen statt, bei U937 ist eine Steigerung um Faktor 3 zu beobachten. In allen anderen Protozoen werden
die Legionellen abgebaut.
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Andere Legionellenarten verhalten sich weniger spezifisch in Hinsicht auf die Wahl ihrer
Wirte. L. anisa vermehrt sich sowohl in A. castellanii als auch in H. vermiformis um ca. 1,5
Zehnerpotenzen. Allerdings fiihrt eine gute Vermehrungsrate in Acanthamoeben nicht
unbedingt auch zu einem Wachstum in U937 Zellen. Dies konnte zwar bei L. erythra und L.
bozemanii beobachtet werden, L. anisa wird in den Makrophagen aber ebenso verdaut wie in
den weiteren Protozoen (siehe Tabelle 4.1 und 4.3). In Dictyostelien konnten nach 96 h
Infektion keine L. anisa-Kolonien mehr nachgewiesen werden, in N. gruberi waren es nur
noch wenige, wihrend der Verdau in 7. pyriformis etwas verlangsamt erfolgte.

Fiir L. micdadei war bekannt, dass sich diese Legionella Spezies in A. castellanii, H.
vermiformis und U937 sehr stark repliziert. In diesen Versuchen konnte in den genannten
Amoben allerdings nur eine Vermehrung iiber knapp eine Zehnerpotenz beobachtet werden.
Auch die Verwendung mehrerer Stimme unterschiedlicher Herkunft ergab kein anderes
Ergebnis. Der Infektionsverlauf in N. gruberi deckt sich mit den oben genannten Amdben. In
dem Ciliaten Tetrahymena ist L. micdadei einer der Stimme, die sich am besten etablieren,
allerdings ohne sich zu replizieren. In der Makrophagen-Zelllinie konnten die Ergebnisse
nicht reproduziert werden. Die erwartete Zunahme der CFU’s konnte nur in zwei von sechs
Versuchen beobachtet werden, zweimal fand nur eine geringe Abnahme der urspriinglichen
Bakterienzahl statt und weitere zweimal wurden die L. micdadei stark reduziert.

L. longbeachae vermehrt sich in N. gruberi auBergewohnlich gut. Der flir die Infektion
anderer Wirtszellen typische Abfall der Koloniezahlen 24 h nach Beginn der Infektion konnte
hier nicht festgestellt werden. Die Bakterien vermehren sich um ca. 2 Zehnerpotenzen. Bei A.
castellanii kann eine Zunahme um 1,5 Zehnerpotenzen beobachtet werden. In H. vermiformis
zeigte sich eine konstante Abnahme der Bakterien, wéhrend in 7. pyriformis und D.
discoideum nach 72 h eine erneute und stetige Zunahme der Legionellen gezeigt werden
konnte. Von einem guten Wachstum kann bei 7. pyriformis allerdings erst 168 h Stunden
nach Infektionsbeginn geredet werden. Neben LLAP 10 ist L. longbeachae der einzige
getestete Keim, der sich wéhrend einer Kokultivierung in diesen Ciliaten durchsetzt.

L. pneumophila ist einer der virulentesten Vertreter der Gattung Legionella. Dementsprechend
kann bis auf 7. pyriformis in jeder Wirtszelle eine Vermehrung beobachtet werden. In A.
castellanii, H. vermiformis und N. gruberi nimmt die Koloniezahl/ml schon nach 24 h post
Infektion zu. Die Steigerung betrdgt nach 48 h schon zwischen einer und zwei
Zehnerpotenzen. Bei D. discoideum kann man dagegen nach 24 h zuerst eine Abnahme
beobachten, nach 48 h ist das Ausgangsinokulum wieder erreicht und die CFU/ml nehmen

dann bis 96 h um 1,5 log-Stufen zu. Der Infektionsverlauf in U937 ist dem in Dictyostelien
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dhnlich, allerdings findet nach 72 h keine weitere Vermehrung der Legionellen mehr statt und
es wird eine Gesamtzunahme von nur 0,5 Zehnerpotenzen erreicht. In fritheren Versuchen am
Institut wurde in U937-Zellen jedoch regelmiBig eine Zunahme der CFU-Werte um 1,5 - 2
log-Stufen beobachtet. In dieser Arbeit wurde aber in sechs unabhédngigen Versuchen nie ein
Wachstum von wenigstens einer log-Stufe erreicht. Dass es sich aber durchaus um virulente
Legionellen handelte, konnte in Versuchen mit Naeglerien gezeigt werden. Bakterien aus
demselben Vorrat zeigten dort eine Vermehrung von vier Zehnerpotenzen (siche Abb. 4.2).

L. btica wird zwar in T. pyriformis rasch abgebaut, gehort aber ansonsten neben L.
pneumophila und LLAP 10 zu den Keimen, die in der Lage sind, sich in allen Amdben zu
replizieren. In A. castellanii beginnt die Vermehrung schon nach 24 h und endet bei einer
Steigerung der CFU/ml von 3 Zehnerpotenzen nach 72 h. Nach dieser Infektionsdauer ist eine
Wirtszelllimitierung erreicht. Die Acanthamoeben sind entweder enzystiert oder wurden von
den Legionellen lysiert. Die Legionellen konnten zu diesem Zeitpunkt moglicherweise in ein
nicht kultivierbares VBNC-Stadium iibergehen. Daher nimmt die beobachtete Koloniezahl
von 72 h auf 96 h wieder ab. Bei N. gruberi und H. vermiformis sackt die Bakterienanzahl
nach 24 h zunichst ab, nimmt aber dann denselben Verlauf wie in Acanthamoeben. Die
Infektion in D. discoideum unterscheidet sich von den vorherigen dahingehend, dass auch
nach 72 h noch eine Zunahme der CFU/ml festgestellt werden kann. Die Wirtszellen konnen
in kein Zystenstadium {ibergehen und befinden sich in einem Medium, das noch eine geringe
Vermehrung der Dictyostelien erlaubt. Daher kann eine Vermehrungsrate von iiber 3
Zehnerpotenzen festgestellt werden. Weiterhin konnte festgehalten werden, dass sich die
Infektionstemperatur in diesem Fall nicht so stark auswirkt wie erwartet. D. discoideum
erleidet bei iiber 26°C einen Hitzeschock, weshalb die Infektionen nicht bei 30°C
durchgefiihrt werden konnten, sondern bei 23°C kokultiviert wurden. Die L. lytica-Infektion
nimmt in D. discoideum zwar zunichst einen etwas langsameren Verlauf als z. B. in
Acanthamoeben. Nach 72 h gleicht sich die Bakterienzahl jedoch in beiden Amdben an. In D.
discoideum konnten die CFU-Werte von 72 h auf 96 h sogar nochmals gesteigert werden
(Abb. 4.2), wihrend in anderen Amoben nach 72 h ein Maximum erreicht ist. In U937-
Makrophagen konnte keine Vermehrung beobachtet werden, da fiir L. lytica die maximale
Kultivierungstemperatur bei 35°C liegt, humane Zellen aber bei 37°C inkubiert werden
miissen. Die Legionellen halten sich liber 72 h auf dem Niveau des Ausgangsinokulums.
Danach nehmen die Koloniezahlen ab.

LLAP 10 vermehrt sich bei maximal 30°C. Daher konnte wie fiir L. /ytica kein Wachstum in

U937-Zellen beobachtet werden. Allerdings reagiert dieser Stamm noch sensitiver auf
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Temperaturen von 37°C. Schon nach 24 h kann keine einzige Kolonie mehr nachgewiesen
werden. Ansonsten ist LLAP 10 der einzige Stamm, der sich in allen getesteten Protozoen
replizieren kann (Tabellen 4.1 bis 4.3). Die geringste Zunahme zeigt er in 7. pyriformis. Dort
ist ein Wachstum &hnlich wie bei L. longbeachae erst nach 168 h zu beobachten. Zu Beginn
der Infektion sinken die Bakterienzahlen leicht ab, bleiben dann bis 96 h post Infektion
ungefahr konstant und beginnen dann langsam wieder zu steigen. In allen anderen Amoben ist
LLAP 10 derjenige Stamm, der am raschesten mit der Replikation beginnt. Allerdings werden
am Ende der Infektion trotz einen ldangeren lag-Phase bei L. lytica oft hhere Koloniezahlen
erreicht. Ein Absinken der CFU/ml nach 24 h, wie es bei anderen Legionellen oft beobachtet
werden kann, war bei LLAP 10 nie festzustellen. Bei N. gruberi und A. castellanii siecht man
z. B. schon nach einem Tag eine Erhéhung der Koloniezahlen um eine Zehnerpotenz. In
Naeglerien nimmt dies wihrend der Infektion auf iiber 3 Zehnerpotenzen zu, wihrend bei 4.
castellanii nach 24 h die Wirtszelllimitierung erreicht ist und keine weitere Steigerung mehr
beobachtet werden kann. In H. vermiformis und D. discoideum verlaufen die Infektionen
etwas langsamer. In H. vermiformis findet die Anzahl der LLAP 10 Bakterien nach 72 h und
einer Zunahme um zwei Zehnerpotenzen ein Maximum. Nach dieser Zeit sind die meisten
Amoben enzystiert und der Infektionsverlauf damit beendet. In D. discoideum endet die
Infektion nach 96 h mit einem Gesamtanstieg der Bakterienzahl um 3 log-Stufen.

Die auf den bisherigen Seiten dargestellten Ergebnisse finden sich zusammengefasst in den
Tabellen 4.1 bis 4.3.

Aus Sicht der Wirtszellen stellen sich die Infektionen wie folgt dar. Tetrahymena pyriformis
féllt durch die Zugehorigkeit zu den Ciliaten aus dem Rahmen der weiteren verwendeten
Protozoen. Auch der Infektionsverlauf unterscheidet sich deutlich von dem der Amoében. Zum
einen findet man kein gutes Wachstum von Legionellen, abgesehen von einem geringen
Anstieg der Bakterienzahlen nach 7 Tagen bei Infektion mit L. longbeachae und LLAP 10.
Zum anderen kann man jedoch auch keinen vollstindigen Abbau der weiteren, sich nicht
vermehrenden Legionella-Stimme finden, wie dies z. B. in Naegleria fiir L. hackeliae oder L.
anisa typisch war (Abb. 4.2). Die CFU/ml sinken dagegen nur bis 72 h post Infektion und
bleiben dann auf demselben Niveau.

In den humanen Wirtszellen konnten sich die auf niedrigere Wachstumstemperaturen
beschrinkten Arten LLAP 10 und L .Jytica nicht replizieren. L. anisa und L. hackeliae wurden
ebenso degradiert. Damit stellen diese Zellen nur fiir humanpathogene Arten wie z. B. L.
pneumophila, L. bozemanii oder L. micdadei ein Wirtssystem dar. Im Allgemeinen traten bei

U937-Versuchen Probleme mit der Replizierbarkeit der Ergebnisse auf. Die Daten von L.
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longbeachae und L. oakridgensis konnten nicht ausgewertet werden. Weiterhin wurde fir L.
pneumophila eine weit stirkere Vermehrung erwartet als tatsdchlich gemessen wurde.
Acanthamoeba castellanii stellt fiir Legionella ein sehr gut geeignetes Wirtssystem dar. Auf3er
L. hackeliae und L. oakridgensis waren alle anderen Legionella-Arten in der Lage, sich
intrazelluldr in A. castellanii zu replizieren. Nach 48 h in Amdbenpuffer sind allerdings die
meisten Trophozoiten in ein Zystenstadium iibergegangen. Daher wird ein Maximum der
Bakterienzahl meist nach 72 h und nicht nach 96 h am Ende der Infektionszeit erzielt. Die
Infektionen verlaufen meist sehr rasch, z. B. ist bei L. /ytica nach 48 h eine Steigerung von 2
Zehnerpotenzen zu beobachten (Tabelle 4.1).

In H. vermiformis vermehren sich 5 Legionellenarten, eine weitere (L. bozemanii) wird bis zu
24 h post Infektion um einen halbe log-Stufe reduziert, hilt dann aber das Niveau bis zum
Ende der Infektion. Alle weiteren Arten werden degradiert. Die Enzystierung erfolgt bei
Hartmannella nach ca. 3 Tagen, also 24 h spdter wie bei A. castellanii. Die maximale
Steigerung der Koloniezahlen betrigt wieder 3 Zehnerpotenzen (L. lytica).

In N. gruberi werden 5 Stdamme degradiert, L. micdadei hdlt sich auf der Hohe des
Ausgangsinokulums und 4 Stamme (LLAP 10, L. Wtica, L. pneumophila , L. longbeachae)
vermehren sich (siehe Abb.4.2, Tabellen 4.1, 4.2, 4.3). Diese nehmen alle um mindestens 2
Zehnerpotenzen zu, L. pneumophila sogar um 4. Dies war das groBite je beobachtete
Wachstum in allen durchgefiihrten Versuchen. Dies riihrt zum einen wahrscheinlich daher,
dass es sich bei Naegleria um sehr groBe Amoben handelt und damit fiir die intrazelluldre
Replikation der Bakterien eine groflere Menge an Nahrstoffen zur Verfiigung steht als bei
kleinen Amdben. Zum anderen haben die Legionellen mehr Platz und kénnen sich hdufiger
teilen, bis die Zelle platzt. AuBBerdem sind nach 96 h post Infektion erst etwa die Hélfte der
Wirtszellen enzystiert, wiahrend bei einer Infektion in den etwa gleich grollen 4. castellanii zu
diesem Zeitpunkt nur noch einzelne Trophozoiten vorzufinden sind. Die Wirtszelllimitierung
beginnt daher in einer Naegleria-Infektion spéter.

Bei D. discoideum handelt es sich wiederum um kleine Amdben. Der maximale Zuwachs von
3 Zehnerpotenzen wird von L. [ytica und LLAP 10 erzielt. Bei L. pneumophila verlduft die
Infektion wesentlich langsamer und endet bei einer Zunahme der Bakterienzahlen um 1,5 log-
Stufen. L. longbeachae wird bis zu 72 h post Infektion reduziert, erreicht aber nach 96 h
wieder ungefdhr das Ausgangsinokulum. Alle anderen Stimme werden konstant degradiert. In
D. discoideum vermehren sich also nur diejenigen Legionellen, die sich in mindestens zwei
weiteren Amoben replizieren konnten. Fiir weniger virulente Stdmme ist dieses System nicht

geeignet (sieche Tabellen 4.1 bis 4.3 sowie Abb.4.2)
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Abb. 4.2: Infektionskinetiken 10 verschiedener Legionella-Stamme in zwei verschiedenen Amdben. Abbildung
4.2 A) zeigt den Infektionsverlauf in N. gruberi. Man erkennt, dass sich iiber die Dauer von 96 h vier Stimme
vermehren, einer unveréndert bleibt und der Rest degradiert wird. In Teil B) ist eine Infektion in D. discoideum
abgebildet. In dieser Amobe sind weniger Arten in der Lage, sich intrazellulédr zu replizieren, die Steigerung der
CFU- Werte ist geringer und der Abbau der sich nicht vermehrenden Legionellen erfolgt schneller.

65



99

UQUONSIO A USUSPAIYISIOA € “PUILL UI UOZUSPUS ], OYOI[PIIYISIdJUN L

wnnyou] s[e JouIoy [YeZUBuIUO[OY -

wN[N{oU] WP eMIQ U JYOLIdSIUS [YEZUBUSIUO[OY 0
Zu2j0dIauyd7Z SUIS S| JOUIS[Y Y 96 UOA q[EYIdUUL WNSYIL A -/+
zu0)0dIoUTo7 SUIO SUQ)SOPUIL WIN [ 9§ UOA q[EYIOUUT WMSYOE A +
U0Zu)0dIoUYd7 19MZ SU)SIPUI WIN T 9 UOA q[RUISUUT WINISYIB A ++

"USHIA\ UOPUQJJOI)aq USP UI US[[OUOISIT JOp Neqqy ISIB[N[[9ZBNUI *MZq (S[1e)S IS
SIq YOBMUDS) WMSYOB AN SOIB[N[OZBIUI UI J[10)0SUI0 opInm UOINBISIU] JOP MY 91 "So1ZadS pjja101327 UdUOPAIYISIOA JOp JBIJIZOdS[[OZSMIA OIp Joqn ssn[yosjny 1q18 o[[oqe], 91

. - - - - - SISUaSpLIYDO T
- - - - - - avyayovy
0 i 0 - “/+ -/+ 1apvporut
+ - - - 0 + nuPwaI20q T
-/+ - - - - + paydaa
. ++ + 0 - + avyonaqSuoy T
- - - - + + psiun
- ++ - ++ -+ ++ voud] 1
I+ ++ - + ++ ++ dqi0) d 1
- ++ + ++ ++ ++ 0rdvVTIl
LS6 N1 TI2qQIIS N STULIOJTAAd [ WNIPI0ISIP ([ STULIOJTUIIDA [ TMUD][oJSDD '}, OWWE)S-D]joU0ISIT
SII1Z3USUI0Z0)0.1J

USWQISAS[[97 USUIPAIYISIIA Ul UI[[QUOIFIT UOA 1BIFIZAdS[[9ZS1I A\ pun uone1[day arenjozenu] [ d[[PqeL

9SSTUQaSI



L9

“U0}IQJAI] 9SSTUQaSIH

yoryondisiopim [, ‘Z uayonsIdA ud3ISugyqeun Ul AP ‘QUIA\ PUIS UIYISIOA ¢, A IUENYIUSIS JYoru 93[0J3uey JOIYI Ul UYJIS USPIAYDSIOIUN UD[[AZSHIA\ OJOUYOIOZUUINZ
(1 VIN SIJORI ZueS UOpIOM JOIPEISOP USIS[[QUYOS W US[[QUOISO] UQUAP Ul ‘UASIUAMIP ‘SYUI| US)SOIOM WE ‘USqNE[Id [W/AHIM -1 IOp SunidSio)g o)syoQy dIp oIp
QUIR)SAS[[OZSHI A\ USIUR[IP UAYa)s JIWOS "UdSURY UIPUIYIZIOYIOA UIP JNB UAGOUIY UI S[B INeqa3qe II[[ouyos Jownusuey] JoIoyQy W UdqOUIY Ul US[[OUOISIT Udplom 1oqeq
“J7elS WNISYORA\ UIDY JOPUL) UIQOUWY UJINIPas 132 JYOIU Udp U] “P[OnIpas 19J purs uaaizijdor swwel§ vy7au013277 uayadsiyizods oIp OIS USUP Ul ‘UD[[IZ “MydULIdA | Suey jne
O[9ZSMIAN JOp Ul UQ)Soq we sa1zodg 9pudjJas)aq AIp YoIs ssep 10)nopaq sal(] “So1zadS-pjau013277 UUNSIq JOUTD JIW UONMOJU] 19q US[[OZSHIAN Jop 93[0)Sury 1P 11 3[[)s951e(

142GN43 "N StuL1ofiidd -] wnap10sip “(J 1nuvjjaIsSVI Y stuLLofiutiaa g LE6 N anijayovy
stuiofiidd | wnap10sip “J 142GN43 "N 1nuvjjaIsSVI Y stuLLofiutiaa gy LLE6 N SISUISPLIYDO T
wnap1081p “J stuofiidd | LE6 N 142Gn43 "N (Stu10f1uriaa [ (Huv[I2ISY2 Y 12pvponu
wnap10sip “J smuofiidd | 142GN43 "N SIULLOfIuL1dA “[] nuvjaIsvd y LE6 N nuvwa2oq |
stuiofiution gy wnap10281p “J snuoftadd - nuvjjaIsvd MaqnL3 ] avyonaqsuoy -
stuiofiidd | wnap10sip “J S1uLIOfiuli24 "I 142GN43 "N L€6 N nuvjaIsvI vayydia
wnap102s1p “J L€6 N 1qn43 ‘N suiofiidd - S1u10f1u1a4 g nuvjjaIsd psup 7
snuiofiidd - LE6 N wnap10os1p “q Stu10f1u1a4 nuvjjaIsvd MaqnL3 ] dqi0) d 7
s1ut10fiidd - L€6 N (801 X 6°7) Magnas ] (30] X €) nuvjaysvd " (0] X €) Stui0fiuiioa “f (301 X €) wnaproosp ‘q vonydy 7
LE6 N stuiofiidd ' (301 X °1) nuvjjaysvo (0] X 7) sturiofiuiaa - (30] X €) mnap1oosip “q (801 X €) 1aqni3 N/ 01 dVTT
sd1zadg vjjou01527

9 Suey G Suey ¥ Suey ¢ Suey 7 3uey I Suey

UQ[[IZSIIIAN I9P d3[0)3uey]

sa1zadg 7721013277 UWIWINISIQ JOULD W USUONNJU] JOP [OI1[3NZaq U[[OZSMIA Jop 93[0j3uey 7'f d[[PqeL

9SSTUQaSI



89

‘6 Sury Jne a31uala1p sje neqoa3qe I9[OUYDS pam

01 Suey jne so1zodg a1p pun g Suey] Jne oS1us[oIp S[e 19SSaq J[[OZSHIAY UWIWISIq JOUId uI | Suey jne so1zodg us[[ouorSoT opuayoardsius o1p YoIs MYSUWLIdA JIWOS ‘qe Uojun yoeu
U9qO UOA JWIWIIU 9JBISWNISYOBA OI(] “I[ONIPaS 110J PUIS US[[OUOISOT OPUAIYOULIOA JB[N[[OZBIUT YIS "US[[OZSHIAY UaSI[1omal uap ur uo[jouoi3o Jop oS[ojSuey aIp IsI 3[[9IseS1eq

01 dVT1 avijayovy T av1jayovy T psup T avtjayovy T avijayovy T 01 Suey
psup T psup S1SU23PLIYDO T av1jayovy T avYovaq3uo] T S1ISU23pLIYDO " 6 Suey
av1jayovy T nupwazoq 7 vond] T 1opppor1ut T payiio T 12poponu g Suey
voud] 7 vayifio 7 pAyiio T S1ISU23pLIYDO " nupwazoq 7 nuvuwa20q L Suey
12popo1UL T S1ISU23PLIYDO T nuvwaz0q T NnuUvWZ0q | S1ISU23pLAYyPOo T avyovaqsuoy - 9 Suey
avYovaq3uo] 7 12poponu Kqrop d 7 payifio 7 12pvponu i G Suey
vayidio T avyovaqsuoy DS T avyovaq3uo] T psup 7 T/ y Suey
S1SU23PLIYDO T vonydy 7 12pvpOIU T £qao) d 7 £qao) d 7 £qi0) d 7 ¢ Suey
Aqro) d -7 Aqro) d -7 01 dvVTI voyd] 1 voyd] 1 voyd] 1 ¢ Suey
nuvwazoq 7 0rdvTI avYov2q3uo] T 0IdvVTI 0IdvTIl 0IdvVTI [ Suey
sa1zadg vjjouo1say

L€6 N MaqN4s ‘N stut0f1idd wnap109s1p “q StuL0fiutioa g 1nuvjaIsvd "y JI3p 33[0j3uey

AM[IZSLIA

UDMIA\ USUOPAIYISIOA Ul SUNIYIULID A QIB[N[[9ZENUL 1P [o1[3NZaq s12adS »jjouo13a7 19p 33[0j3uey €'p dPqe L

9SSTUQaSI



Ergebnisse

4.1.2 Zusammenfassung

Mittels Infektionsversuchen wurde ein Spektrum der Gattung Legionella zum ersten Mal
systematisch in verschiedenen Protozoen getestet. Dabei zeigten vor allem die Umweltisolate
L. Iytica und LLAP 10 sowie der hochvirulente humanpathogene Vertreter L. pneumophila in
allen Amoben ein gutes intrazelluldres Wachstum. 4. castellanii stellt diejenige Amdobe dar,
die den meisten der getesteten Legionella-Spezies eine intrazelluldre Replikation ermoglicht.
In H. vermiformis und N. gruberi ist die Anzahl der sich replizierenden Spezies geringer. Im
Gegensatz zu Amoben findet in dem Ciliaten 7. pyriformis bei wenigen Legionella-Spezies
ein geringes Wachstum statt, jedoch werden die sich nicht replizierenden Spezies auch nicht
so schnell abgebaut, wie dies in den Amoben der Fall ist. Infektionsversuche mit humanen
U937-Zellen lieferten in unabhingigen Versuchen z. T. Ergebnisse mit unterschiedlichen
Tendenzen. Somit war die Interpretation der Ergebnisse schwierig und ein Vergleich mit den

aus Amoben gewonnenen Resultaten nicht moglich.

4.2 Etablierung von Dictyostelium discoideum als neues Wirtszellsystem

4.2.1 Wahl des Infektionsmediums

Ein Infektionsmedium muss gewéhrleisten, dass eine optimale Phagozytoserate der Bakterien
erfolgt ohne dadurch die Wirtszellen zu sehr zu beeintriachtigen. Die Wirtszellen sollten sich
darin zwar nicht mehr normal weitervermehren aber andererseits auch die Einstellung des
Metabolismus durch Zystenbildung oder dhnliches verhindert werden.

Bei A. castellanii z. B. dient das Aussden der Zellen in Amobenpuffer dem Aushungern der
Zellen. Dadurch wird eine optimale Phagozytoserate nach Zugabe von Bakterien erzielt.
Allerdings bedingt dies gleichzeitig eine hohe Rate an enzystierten Amoben nach 48 h und
damit einer Verkiirzung der effektiven Infektionszeit. Da die Infektion von Acanthamoeben
allerdings einen sehr raschen Verlauf nimmt, sind diese Bedingungen dort optimal.

D. discoideum Zellen wurden in einem Infektionsassay in 25 cm? Zellkulturflaschen
ausgebracht und die Vermehrungsrate von L. pneumophila in verschiedenen Medien getestet.
Dabei ist Soerensen- oder Amobenpuffer als Infektionsmedium ungeeignet, da bei D.
discoideum unter Nahrungsmangel ein Differenzierungsprozess eingeleitet wird. Diese
Differenzierung miindet bei Kultivierung auf Agarplatten in der Ausbildung eines

Fruchtkorpers. Dieses Endstadium der Entwicklung kann in Fliissigkultur nicht gebildet
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werden, die Zellen aggregieren jedoch nach ca. einem Tag, nehmen dabei eine lang gestreckte
Form an und stellen die Phagozytose ein. Daher ist ein Puffer ohne jegliche Néhrstoffe fiir
Versuche mit einer Dauer von mehr als 24 Stunden nicht als Infektionsmedium geeignet.
Assay-Medium wird z. B fiir H. vermiformis verwendet und wurde ebenso getestet. Bei
Dictyostelien kann hier allerdings ein starkes Amobenwachstum beobachtet werden. Die
Zellzahl/ml bleibt also nicht konstant und ist daher ebenfalls nicht besonders geeignet.
Dasselbe gilt fiir die Infektion in HL5, dem Wachstumsmedium der Dictyostelien. Um das
Wachstum der Amoben weitgehend zu reduzieren ohne die Differenzierung der Zellen zu
bewirken, wurde dann eine Mischung aus Soerensenpuffer und HL5-Medium im Verhiltnis
1:1 verwendet und die Infektionen darin durchgefiihrt. Eine Infektionskinetik in diesem
Medium ist der Abbildung 4.2 zu entnehmen.

Um festzustellen, ob sich einzelne Komponenten negativ auf die Phagozytoserate auswirken,
wurden im FACS-Gerit die Anzahl infizierter Zellen nach 5 h Infektion bestimmt. Ist bei der
Bakterienaufnahme z. B. ein durch Glukose inhibierbarer Rezeptor beteiligt, so sollte durch
die Anwesenheit von Glukose im Medium die Aufnahmerate verringert sein. Getestet wurde
unverdndertes HL5-Medium, HL5 ohne Pepton bzw. ohne Glukose, sowie Soerensenpuffer
mit und ohne Glukose. Infiziert wurde mit dem GFP-markierten L. pneumophila Stamm Nr.
6, der eine hohere Aufnahmerate besitzt als L. pneumophila Corby und man daher
Unterschiede zwischen den Medien besser feststellen kann. Dictyostelien, die Bakterien
internalisiert haben bekommen dadurch eine griine Fluoreszenz und deren Anzahl kann im
Durchflusszytometer bestimmt werden. Dabei konnte in HLS die hochste Phagozytoserate
gemessen werden. Glukose hatte entgegen der erwarteten Ergebnisse einen positiven Einfluss
auf die Aufnahme von Bakterien. Wahrend in HL5 Medium 70 % der Zellen mit dem Stamm
Nr. 6 infiziert waren, war der Anteil griin fluoreszierender Zellen ohne Glukose um 30%
reduziert. Bei der Verwendung von Soerensenpuffer mit bzw. ohne Glukose kann eine
Reduktion von 20% im Puffer ohne Glukose im Vergleich zum Puffer mit Glukose gemessen

werden.
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Abb. 4.3 Prozentualer Anteil mit L. p. Nr. 6 infizierter Dictyostelium-Zellen (MOI 100, 5h) in unterschiedlichen
Infektionsmedien. Glukose und Pepton haben entgegen der Erwartung keinen negativen Effekt auf die
Aufnahmerate.

4.2.2 Einfluss verschiedener Zucker auf die Invasionseffizienz

Bei H. vermiformis kennt man einen Gal/GalNAc Lectin Rezeptor, der durch die Anwesenheit
von Galaktose im Medium, nicht aber von Mannose oder Glukose inhibiert wird. Galaktose
vermindert somit die Menge der phagozytierten Legionellen (Venkatamaran et al., 1997). Die
Dictyostelien wurden mit 100 mM des jeweiligen Zuckers in Soerensenpuffer fiir 30 min
vorinkubiert und fiir 2 h mit GFP markierten L. pneumophila infiziert. Im Gegensatz zu H.
vermiformis lieB sich keine hemmende Wirkung von Galaktose auf die Aufnahme von
Legionellen nachweisen. Die Anzahl infizierter Zellen nahm in Anwesenheit von Galaktose
sogar leicht zu von 16% auf ca. 20 %. In Anwesenheit von Mannose wurde die
Phagozytoserate sogar um 50% gesteigert. Es wurden 32% infizierte Zellen gemessen. Daher
spielt der oben genannte Rezeptor bei der Infektion von D. discoideum im Gegensatz zu H.
vermiformis keine Rolle.

40,00

35,00 [

30,00

25,00

20,00 ] ]

15,00

10,00

5,00

0,00
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Abb. 4.4: Prozentualer Anteil mit L. p. Corby GF3 infizierter Dictyostelien (MOI 50, 2 h) nach Vorinkubation
der Zellen mit verschiedenen Zuckern. Galaktose besitzt im Dictyostelium-Modell im Gegensatz zu H.
vermiformis keine inhibierende Wirkung auf die Aufnahmerate.
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4.2.3 Nachweis der intrazelluliren Vermehrung von Legionellen in Dictyostelium

mittels In-situ-Hybridisierung und Elektronenmikroskopie

Um auszuschlieBen, dass sich die Legionellen extrazelluldr im Medium vermehren wurde die
intrazelluldre Replikation mit mikroskopischen Methoden iiberpriift. Wahrend einer Infektion
mit LLAP 10 wurde jeweils nach 48 h und 72 h ein Aliqout entnommen und auf einen
Objekttrager aufgetropft, fixiert und hybridisiert. Im Fluoreszenzmikroskop waren nach 48 h
einige wenige stark infizierte Dictyostelien zu sehen. Die Anzahl der infizierten Zellen nimmt
mit der Zeit zu, da diese Zellen im weiteren Infektionsverlauf lysieren und die Legionellen
somit frei gesetzt werden. Dadurch beginnt ein weiterer Infektionszyklus und neue
Dictyostelien konnen infiziert werden. Daher findet man nach 72 h sowohl stark als auch
frisch infizierte Zellen (siche Abb. 4.5). AuBlerdem nimmt der Anteil an extrazelluldren
Bakterien zu, die nach 48 h post Infektion noch nicht detektierbar waren. Es beginnt sich
damit auch eine Wirtszelllimitiertung abzuzeichnen.

Eine Infektion mit L. pneumophila wurde nach 48 h fiir die Elektronenmikroskopie fixiert.
Diese Bakterien replizieren genauso intrazelluldr jedoch langsamer als LLAP 10. Nach 48 h
findet man einzelne Dictyostelien die eine Vakuole mit Legionella pneumophila besitzen
(Abb. 4.6). Allerdings beschriankt sich die GroBe der Vakuole auf maximal Y. des
Zellvolumens. Es konnte keine Zelle beobachtet werden, die anndhernd so viele Bakterien
beinhaltete wie bei einer Infektion mit LLAP 10. Der Beginn eines zweiten

Infektionszyklusses findet somit ebenfalls verzogert statt.

Abb. 4.5: In-situ-Hybridisierung LLAP 10 infizierter Dictyostelien mit der Legionella-spezifischen Sonde
LEG705-Cy3. In A und B ist eine Infektion nach 48 h im Fluoreszenzkanal und im Phasenkontrast gezeigt. In C
und D ist die Infektion 72 h nach Beginn aufgenommen. Die Zahl infizierter Amoben nimmt dabei mit der Zeit
deutlich zu. Bei 72 h post Infektion treten erste extrazelluldre Bakterien auf. GroBenmarker ca. 5 pm
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Abb. 4.6: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer L. p. Corby infizierten Dictyostelium-Zelle 48 h nach
Beginn der Infektion (MOI 10). Die Replikationsvakuole mit sich teilenden Legionellen ist deutlich erkennbar.
Weiterhin erkennt man zahlreiche Mitochondrien sowie den Kern mit der typischen Kernkappe, einer Region mit
stark kondensiertem Chromatin. Groenmarker ca. 1 pym

4.2.4 Einfluss einer Legionella-Infektion auf die Entwicklung von Dictyostelium und

die Ausbildung von Fruchtkorpern

In diesem Experiment wurde untersucht, ob infizierte Dictyostelien noch dazu fahig sind, den
Entwicklungszyklus zu durchlaufen. Dafiir wurden sie fiir 48 h mit L. pneumophila infiziert,
die Amdben dann vorsichtig von den 24-well-Schalen abgelost und auf Soerensenagar
ausplattiert. Nach 24 h konnten die Fruchtkdrper unter dem Binokular ausgezédhlt werden.
Wurde mit einer MOI von 10 infiziert, so war die Anzahl der Fruchtkérper um ca. 23%
gesunken. Aus den Elektronenmikroskopischen Versuchen war bekannt, dass zu diesem
Zeitpunkt nur relativ wenige Wirtszellen infiziert sind und die bakterienhaltigen Phagosomen
eine geringe Grofe besitzen mit maximal ca. 50 Bakterien. Eine Kontrolle im Lichtmikroskop
zeigt einige abgerundete Zellen, der Hauptanteil ist dagegen adhdrent und damit fdhig, die
beobachteten 76,8% * 12,7% Fruchtkdrper zu bilden. Diese bestehen dann wahrscheinlich aus
nicht oder nur schwach (max. 10 Bakterien) infizierten Dictyostelien. Wird eine MOI von 50
verwendet, so sicht man im Lichtmikroskop sehr viele abgerundete Zellen, die dadurch nicht
mehr fahig zur amdboiden Bewegung sind und deshalb auch nicht aggregieren kdnnen. Man
kann nur noch 12,9 % * 8,1% gebildete Fruchtkdrper im Vergleich zur Negativkontrolle
detektieren. Dabei handelt es sich auflerdem um ,,Minifruchtkérper®, die weniger als halb so

grof sind wie Fruchtkorper aus nicht infizierten Zellen. Im allgemeinen lésst sich sagen, dass
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es sich bei dieser Reduktion der Entwicklung zu mehrzelligen Aggregaten nicht um eine
spezifische Hemmung der Signaltransduktionswege durch Legionella handelt sondern eher

um eine generelle Schidigung der Wirtszelle

4.2.5 Untersuchungen zur Legionella-spezifischen Induktion der Apoptose in

D. discoideum und T. pyriformis

L. pneumophila ist in Wirtszellen hoherer Eukaryonten dazu in der Lage, schon nach sehr
kurzer Infektionsdauer (30 min) den apoptotischen Zelltod zu induzieren. In 4. castellanii
konnte dagegen nur ein Absterben der Zellen durch nekrotische Vorgidnge beobachtet werden
(Hégele et al., 1998). Allerdings ist fiir die meisten Protozoen unter natiirlichen Bedingungen
nie eine Induktion der Apoptose beobachtet worden. Es konnte daher nicht abschlieBend
beantworte werden, ob Legionellen diese Induktion prinzipiell nur in multizelluliren
Eukaryonten bewirken konnen, oder ob der dafiir notwendige zelluldre Apparat in Amdben
einfach nicht vorhanden ist. Eine der wenigen Ausnahmen bei Protozoen, bei denen Apoptose
auftritt, sind Ereignisse wéhrend Entwicklungsvorgéingen wie der Konjugation bei 7.
pyriformis und der Bildung von Fruchtkorpern bei D. discoideum. In Tetrahymena gibt es
einen Kerndualismus. Der grofle Makronukleus ist zustdndig fiir den normalen Metabolismus,
wihrend der Mikronukleus nur wéhrend der Konjugation eine Rolle spielt. Vor der
Konjugation wird der Makronukleus via Apoptose degradiert (Mpoke und Wolfe, 1996) und
die Konjugationspartner tauschen haploide Mikronuklei aus. Aus dem neu entstandenen
diploiden Mikronukleus wird dann ein aktiver Makronukleus regeneriert. Im Gegensatz zu
den multizelluldiren Eukaryonten ist also nur der Kern von den apoptotischen Vorgingen
betroffen, die Zelle an sich bleibt erhalten. Bei D. discoideum sterben wihrend des
Entwicklungszyklusses die Stielzellen des Fruchtkorpers ab, wobei in der Literatur kontrovers
diskutiert wird, ob es sich dabei wirklich um eine echte Apoptose handelt oder nur um einen
sehr dhnlichen Prozess. Im Unterschied zu hoheren Eukaryonten kann z. B. kein Schrumpfen

des Zellvolumens beobachtet werden (Olie et al., 1998).

Neben der Spaltung der DNA in 200 bp Multimere und dem dadurch entstehenden typischen
Strickleitermuster auf Agarosegelen gilt das Binden von Annexin V an die Zelloberfldche als
ein sicherer Nachweis apoptotischer Zellen. Annexin V geht mit Phosphatidylserin einen
Komplex ein und kann dann iiber den daran gekoppelten FITC-Farbstoff im
Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Phosphatidylserin kommt in gesunden Zellen nur

auf der Innenseite einer Lipiddoppelschicht vor. Eines der ersten Ereignisse nach Induktion
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der Apoptose ist ein Wechsel dieses Lipides auf die AuBenseite der Membran. Die
Gegenfarbung mit Propidiumiodid erlaubt eine Unterscheidung von echten apoptotischen
Zellen mit ausschlieflich griiner Fluoreszenz und nekrotischen Zellen mit griiner und
gleichzeitig roter Fluoreszenz. Propidiumiodid férbt tote Zellen, deren Membranintegritdt
verloren gegangen ist. Bei diesen Zellen bindet dann Annexin V ebenfalls an der Innenseite

der Membran.

Bei der Analyse der Daten erfolgt eine FEinteilung der Fluoreszenzintensititen in vier
Quadranten. Bei Zellen in dem Quadrant mit ausschlieBlich griiner Fluoreszenz handelt es
sich um apoptotische Zellen. Allerdings muss dann im Verlauf der Zeit zuerst eine deutliche
Verschiebung der Zellen in den unteren rechten Quadranten (nur griin gefarbte Zellen) zu
beobachten sein, bevor sich die Zellen nach oben rechts (griin und rot gefarbte Zellen)
bewegen. Ist in der Analyse gleich eine Verschiebung nach oben rechts zu beobachten, so
handelt es sich um nekrotische Zellen, die an den Schnittstellen der Quadranten
falschlicherweise als apoptotisch erfasst werden (Hagele et al., 1998).

Bei einer Farbung Legionella-infizierter Dictyostelien konnte nur eine solche Verschiebung in
Richtung der doppelt gefarbten Zellen und damit keine Apoptoseinduktion nachgewiesen
werden, obwohl in der Abbildung 4.7 diese falsch positiven als ,,apoptotisch® dargestellt
wurden. Dieses Ergebnis entspricht auch den elektronenoptischen Experimenten. Dort kann
man zwar Kerne mit kondensiertem Chromatin feststellen, allerdings beobachtet man dies

auch in der nicht infizierten Kontrolle und es handelt sich dabei um die fiir Dictyostelium
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Abb. 4.7: Durchflusszytometrische Analyse L. p. Corby-infizierter Dictyostelien (MOI 50) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Farbung mit Annexin V und Propidiumiodid. Die Anzahl nekrotischer Zellen nimmt auch nach
48 h nur leicht zu. Bei dem geringen Anteil an Zellen, der als ,,apoptotisch® erfasst wurde, handelt es sich
ausschlieflich um falsch positive, deren prozentualer Anteil liber die Zeit konstant bleibt.
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typischen so genannten Kernkappen in gesunden Zellen. Weiterhin kann festgehalten werden,
dass selbst bei einer Infektion mit einer MOI von 50 erst nach 48 h eine leichte Zunahme
nekrotischer Dictyostelien erfolgt. Obwohl zu diesem Zeitpunkt schon eine massive

Abrundung der Zellen zu beobachten ist, bleibt deren Membran noch intakt.

Bei T. pyriformis konnte iiber einen Zeitraum von 48 h weder eine Zunahme von nekrotischen
noch von apoptotischen Zellen beobachtet werden. Hier kam erschwerend dazu, dass Propi-
diumiodid eine unspezifische Bindung an die Ciliaten besitzt, oder eventuell mit dem Puffer
ins Zellinnere gestrudelt wird und somit ein hoher Anteil scheinbar nekrotischer Zellen
vorhanden ist. Im Lichtmikroskop kann dieser Eindruck jedoch nicht bestétigt werden, da
lebende Zellen an der hohen Beweglichkeit eindeutig erkannt werden. Es kann daher gesagt
werden, dass die Induktion der Apoptose wihrend einer Legionella-Infektion auf die hoheren

eukaryontischen Zellen beschréinkt ist und in Protozoen-Wirten keine Rolle spielt.

4.2.6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bodenamdbe D. discoideum als neues Wirtsmodell fiir Legionella-
Infektionen etabliert. Mittels Infektionsversuchen und Durchflusszytometrie wurde zunichst
eine Mischung von HL5-Medium und Soerensenpuffer als geeignetes Infektionsmedium
bestimmt. Uber elektronenmikroskopische Analysen und In-situ-Hybridisierung wurde der
Nachweis der intrazelluliren Vermehrung von L. lytica, LLAP 10 und L. pneumophila
erbracht. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Zucker Mannose, Galaktose und
Glukose keine hemmende Wirkung auf die Phagozytose besitzen, sondern diese z. T. sogar
fordern. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass bei infizierten Dictyostelien die Entwicklung
zu Fruchtkorpern gestort ist. Eine Induktion der Apoptose, wie sie in den Stielzellen des
Fruchtkorpers zu finden ist, konnte jedoch bei Infektion der Dictyostelien mit Legionellen

nicht nachgewiesen werden.
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4.3 Analyse benotigter Wirtsfaktoren wihrend einer Legionella-Infektion in

Dictyostelium

Da es sich bei D. discoideum um eine haploide, genetisch manipulierbare Amobe handelt,
konnen Mutanten relativ einfach hergestellt werden. Um fiir eine Infektion notwendige
Wirtsfaktoren zu analysieren wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Wege beschritten.
Zum einen wurden schon vorhandene Mutanten, die eventuell einen Einfluss auf die Infektion
besitzen konnten, getestet, zum anderen wurden zufillige Mutanten mittels einer REMI-
Mutagenese hergestellt und diese auf eine Resistenz gegeniiber Legionellen gepriift. Im

Folgenden sind die Ergebnisse beider Vorgehensweisen beschrieben.

4.3.1 Herstellung und Screening zufélliger Mutanten von D. discoideum

Durch die REMI-Mutagenese konnten zufillige Mutanten produziert werden. Bei einem
Einsatz von 5 x 10’ Zellen pro Mutagenese erhielt man im Mittel ungefiihr 20 bis 60 Klone,
die als Kolonien am Boden der Zellkulturflasche zu sehen waren. Die Inkubationszeit bis zum
Wachstum der Klone schwankte sehr stark von 10 Tagen bis zu 5 Wochen. Die REMI-
Mutagenese war aber im allgemeinen eine gute Methode um zufillige Mutanten zu

generieren.

Das Screening gestaltete sich dagegen sehr schwierig. Nach dem Heranwachsen zu einem
losen Monolayer wurden die Zellen mit L. pneumophila oder LLAP 10 infiziert. Diese
Infektion verldauft zum einem relativ langsam (1 bis 2 Wochen), zum anderen werden nie alle
nicht resistenten Klone vollstindig von den Bakterien lysiert, so dass auch nach mehreren
Infektionszyklen immer noch falsch positive Klone vorhanden sind. Ein zu hiufiges
Wiederholen der Infektionszyklen sollte allerdings trotzdem vermieden werden, da die
Dictyostelien zur Spontanmutation neigen. Erhielt man dann resistente Klone so wurden diese
eventuell durch die zusitzliche spontane Verdnderung des Genoms bedingt und die Resistenz
wurde nicht durch den spezifischen Einsatz des REMI-Vektors herbeigefiihrt. Daher wurden
nach spétestens drei Infektionszyklen die Mutanten auf Klebsiella-Platten vereinzelt, gepickt
und in 24-well-Schalen als Einzelklone erneut kultiviert. Nach intensivem, tiglichen Waschen
mit Antibiotika-haltigem Medium iiber zwei Wochen waren die Klone frei von Klebsiellen
und konnten erneut mit Legionellen infiziert werden. Bei diesem Schritt stellten sich alle

erhaltenen Klone als falsch positiv und damit nicht resistent gegeniiber einer Infektion mit
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Legionellen heraus. Nach ca. einem Jahr wurden die Versuche mangels Erfolg eingestellt. Ein
Grund fiir diesen Misserfolg ist das ineffektive Screening. Hitte die Infektion denselben
schnellen Verlauf wie in A. castellanii und wiirden die Wirtszellen genauso wirkungsvoll
lysiert, lage die Wahrscheinlichkeit, einen resistenten Klon zu bekommen, wesentlich hoher.
Da Acanthamoeben fiir genetische Manipulationen nicht zugénglich sind, kann man diesen
Versuch jedoch nicht auf sie libertragen. Kiirzere Versuchslaufzeiten konnten weiterhin die
Anzahl der getesteten Klone deutlich erhohen und damit auch die Anzahl mutierter Gene.
Dies wiirde ebenfalls zu einer groBeren Trefferquote fithren. Zu Bedenken bleibt aber
dennoch, ob eine Resistenz gegeniiber Legionellen wirklich auf die Mutation allein eines
einzigen Faktors zurlickgefiihrt werden kann, oder ob man im giinstigsten Fall eine
Attenuation der Vermehrung erreicht, da meistens mehrere Faktoren zusammenwirken. Eine

Attenuation aber kann unter den hier gewdhlten Bedingungen nicht detektiert werden.

4.3.2 Untersuchung spezifischer AX2-Zytoskelett-Mutanten hinsichtlich ihres

Einflusses auf eine Infektion mit Legionellen

Da bei der Phagozytose von Bakterien die Aktinreorganisation unerldsslich ist, wurden
zunichst zwei verschiedene Knock-out Mutanten getestet. Beide Mutanten wurden aus dem
Wildtypstamm AX2 generiert. Bei der Profilin I/II- Doppelmutante wurden beide Isoformen
des Profilins deletiert. Das 12 kDa grofe Profilin bindet in einem Verhiltnis von 1:1 an
globuldres Aktin. Weiterhin greift es in die Signaltransduktion ein, indem es an Lipide oder
poly-Prolin-Doménen in Zielproteinen bindet. Zusammen mit der PI; Kinase und LimpA
produziert es PIP3 aus PIP,, wodurch die Makropinozytose positiv reguliert wird. Ohne diese
Aktivitit entsteht aus PIP, Diacylglycerol und IP3;, womit die Phagozytoserate steigt (Rupper
und Cardelli, 2001). In der Profilin-Mutante ist das Verhéltnis von G-Aktin zu filamentdsem
F-Aktin im Vergleich zum Wildtyp von 1:1 auf 1:3 verschoben. Weitere phéinotypische
Merkmale dieser Mutante sind Defekte in der Zytokinese (groferes Zellvolumen,
mehrkernig), verlangsamte Wanderungsgeschwindigkeit wahrend der Chemotaxis sowie
erhohte Sensitivitit gegeniiber mechanischer Beanspruchung (kein Wachstum in
Schiittelkultur, keine Ausbildung von Fruchtkorpern).

Die Reorganisation des Zytoskeletts erfordert auBerdem Proteine, die Aktinfilamente
fragmentieren und neu biindeln. Das Hauptprotein dafiir in Dictyostelium ist das Severin. In
Anwesenheit von mikromolaren Mengen Ca®" schneidet Severin Aktinfilamente, bindet an

deren schnell wachsende Enden (,,capping™) und bildet den Kristallisationskeim fiir neue
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Aktinfilamente. PIP, und andere negativ geladene Phospholipide iiben auf die Aktivitit von
Severin eine hemmende Wirkung aus (Noegel und Luna, 1995).

Alle Mutanten wurden mit denjenigen Legionella-Stimmen infiziert, die schon im AX2 WT
eine intrazelluldre Replikation zeigten. Dabei konnte beobachtet werden, dass sich LLAP 10
in den Mutanten genauso vermehrt wie in AX2 Zellen wihrend bei einer Infektion mit L.
Iytica eine Steigerung der Wachstumsrate in Profilin-minus Zellen zu beobachten ist. Der
grofite Unterschied zwischen Mutante und WT kann dabei nach 72 h festgestellt werden. Die
Severinmutante erlaubt nur eine leichte Steigerung der intrazelluldren Replikation und ist
nicht signifikant. Dieselbe Tendenz findet sich bei L. pneumophila infizierten Zellen wieder,
allerdings sind die Unterschiede zwischen WT und Mutanten hier nicht ganz so deutlich
ausgepragt. In der Abbildung 4.8 wurde daher der Infektionsverlauf von LLAP 10 und L.
Iytica gegentibergestellt.
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Abb. 4.8 Infektionskinetik von LLAP 10 (A) und L. Itica (B) in AX2 WT und zwei Mutanten von Aktin-
bindenden Proteinen. Die intrazelluldre Vermehrungsrate von Legionellen ist in der Profilin-negativen Mutante
leicht erhoht, wobei dieser Effekt bei einer Infektion mit L. lytica stirker ausgeprigt ist. Die Deletion von
Severin bewirkt nur eine leichte Erhohung der intrazelluldren Vermehrungsrate und ist statistisch nicht
signifikant.
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FACS-Analyse zur Bestimmung der Phagozytoserate in verschiedenen AX2-Mutanten

Wie oben beschrieben, reguliert Profilin in Wildtypzellen die Makropinozytose in positiver
Art und Weise. In einer Profilin-minus-Mutante miisste daher die Phagozytoserate erhoht
sein, da aus PIP, ohne Profilin kein PIP; mehr gebildet wird und somit nur Diacylglycerol und
IP; entsteht, welche die Phagozytose fordern. Fiir die Messung der Aufnahmerate wurden
Dictyostelium-Mutanten mit GFP-markierten Legionellen infiziert. Griinleuchtende Amdben
konnten damit durchflusszytometrisch erfasst werden. Wie erwartet konnte in der Profilin-
Mutante eine hohere phagozytotische Aktivitét festgestellt werden. Die Inkubation der Zellen
wurde in Soerensenpuffer durchgefiihrt. Damit wurde die Eigenfluoreszenz der Amdben
durch das HL5-Medium unterbunden, allerdings erfolgt die Aufnahme von L. pneumophila
dann nur noch in geringem Male (siche 4.2.1). 6 h nach Infektionsbeginn hatten im WT
gerade 0,5% aller Zellen Bakterien internalisiert. Trotz allem konnte in der Profilin-Mutante
mehr infizierte Zellen nachgewiesen werden (1,09%). 24 h nach Infektionsbeginn hatte sich in

allen Zellen der Anteil der infizierten erhoht, lag jedoch weder in WT noch in Mutante hoher
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Abb. 4.9: Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse infizierter Dictyostelium-Mutanten im Vergleich
zum AX2-WT nach 6 und 24 h. Infiziert wurde mit GFP markierten L. p. Corby bzw. L. p. Nr.6 mit einer MOI
von 100. Die Profilin-Mutante zeigte in 4 unabhéngigen Experimenten eine erhohte Phagozytoserate, wiahrend
bei der Severinmutante die Unterschiede zum WT weder signifikant noch reproduzierbar waren.
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als 2%. Daher wurde gleichzeitig das klinische Isolat L. pneumophila Nr. 6 getestet, das eine
hohere Invasivitit besitzt. Dort konnte nach einer Infektionsdauer von 6 h in der Profilin-
Mutante 4% mehr infizierte Wirtszellen nachgewiesen werden. In AX2-Widltypzellen zeigt
der Stamm Nr. 6 dann allerdings keine so effektive intrazellulire Vermehrung im Vergleich
zu L. pneumophila. Dies zeigt sich in einer Reduktion der infizierten Zellen von 6 h auf 24 h
post Infektion von 6,2 auf 3,4%. In Profilin-minus Zellen findet dagegen eine Zunahme von
10,14% auf iiber 12% infizierte Zellen statt. Die Severin-Mutante wurde ebenfalls getestet.
Die Unterschiede zum WT sind jedoch nicht signifikant. Zusitzlich wurde in flinf
unabhingigen Experimenten entweder eine leicht erhdhte oder erniedrigte Phagozytoserate

bestimmt. Die Tendenzen konnten also nicht reproduziert werden.

4.3.3 Untersuchung der REMI-Mutante RB2 sowie der spezifischen Knock-out
Mutante ImpA”

Bei der mittels REMI hergestellten Mutante RB2 handelt es sich um eine Amdobe, in der in
einem Profilin-minus Hintergrund der wildtypische Phénotyp wiederhergestellt wurde. Dabei
wurde im Gen /mpA der REMI-Vektor integriert. DALIMP ist das Genprodukt von /mpA und
wurde unter 4.3.5 beschrieben. In der /mpA Deletionsmutante wurde in einem AX2-
Stammbhintergrund eine spezifische Mutation dieses Genes herbeigefiihrt (Schleicher, pers.
Mitteilung). Da sich die Legionellen in der Profilin-Mutante besser replizieren, wurden im
Folgenden diese beiden Stimme ebenfalls getestet. Dabei zeigte die RB2-REMI Mutante ein
dhnliches Verhalten wie der Ausgangsstamm Profilin-minus. In der /mpA-Mutante waren
jedoch alle drei getesteten Stimme in weit geringerem Ausmall dazu in der Lage sich
intrazelluldr zu replizieren (siche Abbildung 4.10). Die Funktion von DALIMP ist noch nicht
abschlieBend aufgeklért, es konnte sich aber um einen Fettsduretransporter handeln. Von L.
pneumophila ist bekannt, dass sich die Zusammensetzung der Fettsduren in der phagosomalen
Membran sehr schnell verdndert. Die Dicke der Lipiddoppelschicht wird dadurch verringert
und dhnelt nach der Umwandlung der des ERs und nicht mehr der des endosomalen Systems.
Falls dabei DALIMP eine Rolle spielen kdnnte, so bleibt die Membranzusammensetzung in
der Deletionsmutante erhalten und die Reifung des Phagosoms wird nicht verhindert. Dies
konnte eine Erkldrung dafiir sein, dass die Vermehrungsrate der Legionellen in /mpA
reduziert ist. Allerdings miisste dann auch in der RB2-Mutante die Infektion wesentlich
schlechter verlaufen, als dies der Fall ist. In der folgenden Abbildung wurde eine

reprasentative Infektionskinetik von L. lytica infizierten Mutanten dargestellt.
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Abb. 4.10: Infektion der REMI-Mutante RB2 sowie der spezifischen Deletionsmutante /mpA™ mit L. Iytica liber
96 h

4.3.4 Einfluss verschiedener Calcineurin Uberexpressionsmutanten auf eine Infektion

mit Legionellen

AulBler den bisher verwendeten zufdlligen und spezifischen Deletionsmutanten gibt es in
Dictyostelium die Mdoglichkeit, Proteine in einem Expressionsvektor im Uberschuss zu
exprimieren. In dieser Arbeit wurden Calcineurin Uberexpressionsmutanten verwendet.
Calcineurin besteht aus zwei verschiedenen Untereinheiten, dem katalytischen 60 kDa
Calcineurin A und der 12 kDa groB3en regulatorischen Untereinheit Calcineurin B. Calcineurin
gehort in Dictyostelium zu einer Signalkaskade, die die Zelldifferenzierung steuert. Die
Aktivitit dieser Ca*"/Calmodulin-abhingigen Proteinphosphatase spielt eine wichtige Rolle
bei der Ubertragung von intrazelluliren Calciumsignalen auf die Genebene. Immun-
suppresoren wie Cyclosporin A und FK506 wirken hemmend auf diese Phosphataseaktivitét.
Da ein wichtiger Virulenzfaktor von L. pneumophila, das ,;major infectivity potentiator* mip-
Protein ebenfalls ein FK506-Bindungspartner darstellt, wurden die Mutanten hinsichtlich
einer Infektion mit Legionellen untersucht. Dabei wurden in der CNA/B OP Mutante beide
Untereinheiten tiberexprimiert, in der TrE1-Mutante nur das katalytische Calcineurin A. In
LLAP 10 infizierten Zellen konnte kein Unterschied zwischen AX2 WT und den Uber-
expressionsmutanten beobachtet werden. Dagegen zeigten mit L. [ytica infizierte TrE1-Zellen
eine langsamere Infektionskinetik (sieche Abb. 4.11). Die maximale Differenz in der

Bakterienzahl pro ml kann 72 h nach Infektionsbeginn detektiert werden und betrdgt zwei
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Zehnerpotenzen. Im Stamm CNA/B OP nehmen die CFU-Werte bis 48 h post Infektion
genauso ab wie bei TrEl, dann findet jedoch ein schnelleres Wachstum statt, so dass die
Differenz zum WT am Ende der Infektion geringer ist. Diese Tendenz findet sich bei L.

pneumophila genauso wieder, jedoch nicht ganz so deutlich ausgeprigt. Daher wurden in der

folgenden Abbildung nur LLAP 10 und L. lytica dargestellt.
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Abb. 4.11: Infektionskinetik von LLAP 10 und L. Iytica in den Calcineurin Uberexpressionsmutanten CNA/B
OP und TrEl. Die CNA/B OP-Mutante exprimiert sowohl die katalytische als auch die regulatorische
Untereinheit im Uberschuss, bei der TrE1-Mutante wird nur die katalytische Untereinheit A iiberexprimiert.
Wihrend bei LLAP 10 kein Effekt der Calcineurin-Uberexpression auf die intrazellulire Vermehrung dieses
Stammes zu beobachten ist, ist die Replikationsrate von L. lytica reduziert.
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4.3.5 Untersuchung zur Kolokalisierung des lysosomalen Markers DALIMP mit

Phagosomen

DALIMP gehort zu der CD36/LIMP II Proteinfamilie, die eine hohe Konservierung von
Amoben bis zu Sdugern aufweist. In D. discoideum sind bislang die drei Gene ImpA-C
bekannt, wobei /mpA fiir den verwendeten Marker DALIMP kodiert. Es handelt sich dabei um
ein Protein der lysosomalen Membran mit 2 Transmembrandominen. Fast alle anderen
CD36-Homologe sind dagegen in der Plasmamembran der Zelle lokalisiert. DALIMP besitzt
eine Bindungsspezifitit fiir das anionische PIP,. Andere Mitglieder dieser Proteinfamilie
binden indessen stiarker an Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin, an die DALIMP nicht
bzw. nur sehr schwach bindet. Downstream von PIP, gelegene Signalkaskaden regulieren
neben der Entwicklung zu Fruchtkérpern und der Zytokinese den Vesikeltransport. Eventuell
besitzt DALIMP eine Lipidtransporteraktivitit und koénnte somit auf die zelluldre
Konzentration bestimmter Lipide in der Zelle einwirken (Karakessisoglou et al., 1999).

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob eine Kolokalisierung von Bakterien mit
DALIMP zu beobachten ist. Ein Charakteristikum wihrend einer Infektion mit L.
pneumophila ist die Hemmung der Phagolysosom-Fusion. Sollte keine Kolokalisierung von
DALIMP mit L. pneumophila zu finden sein, wird diese Fusion in D. discoideum genauso
inhibiert wie in den bislang etablierten Wirtszellsystemen. Als Kontrolle dienten E. coli und
L. hackeliae, die keine intrazelluldre Replikation in Dictyostelien aufweisen und auf dem

normalen Weg mit Verdauungsvakuolen fusionieren.

Abb. 4.12: Kolokalisierungsstudie des lysosomalen Markers DALIMP mit verschiedenen Bakterien. Oben links
befinden sich nicht infizierte Zellen. Die Lysosomen sind als rote Punkte erkennbar. Rechts daneben ist eine
Zelle mit sich replizierenden L. p. Corby abgebildet. Die Replikationsvakuole liegt eng neben den Lysosomen,
aber es hat keine Fusion stattgefunden. Dagegen erkennt man bei L. hackeliae (unten links) und E. coli (unten
rechts) an der Gelbfarbung die Kolokalisierung von Bakterien mit lysosomalen Markern.
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Fiir den Versuch wurden Dictyostelien fiir 72 h mit L. hackeliae und L. pneumophila und fiir
24 h mit E. coli infiziert. Die beiden letzteren waren GFP markiert und konnten direkt
detektiert werden. L. hackeliae wurde mit einem monoklonalen Antikdrper gegen HSP 60
griin angefarbt. Die Lysosomen werden mit einem polyklonalen Antikérper gegen DALIMP
rot markiert. In der Analyse am konfokalen Mikroskop ergab sich, dass L. pneumophila-
haltige Phagosomen in ca. 15,8% aller Félle mit Lysosomen fusioniert waren und deshalb
eine Kolokalisierung der roten und griinen Fluoreszenz beobachtet werden konnte. In den
restlichen 84,2% der Fille konnten replizierende Bakterien nachgewiesen werden, deren
Vakuolen zwar in enger rdumlicher Ndhe zu Lysosomen lagen, jedoch klar von ihnen getrennt
waren (siche Abb. 4.12). L. hackeliae dagegen zeigte mit 81,6% eine deutliche
Kolokalisierung. Es handelt sich dabei um einen Stamm, der zwar kontinuierlich degradiert
wird, aber trotzdem nach 96 h post Infektion noch nachgewiesen werden kann. Die Vakuolen,
in denen noch keine Kolokalisierung der Marker aufgetreten ist, werden daher eventuell zu
einem spiteren Zeitpunkt noch fusionieren. Die Fusionsrate bei dem Futterbakterium E. coli
lag dagegen bei anndhernd 100%. Virulente Legionellen-Stimme benutzen in D. discoideum

also dieselbe intrazellulire Uberlebensstrategie wie in den bisher etablierten Wirtssystemen.

4.3.6 Bestimmung des intraphagosomalen pH-Wertes von Legionella-Stammen in D.

discoideum

L. pneumophila durchlduft in einer Infektion von Makrophagen verschiedene Stadien. Bis ca.
16 h nach Infektionsbeginn wird die Ansduerung der Vakuole verhindert und der pH ist
nahezu neutral. Danach beginnen sich die Legionellen zu vermehren und der pH sinkt auf
einen Wert von 5,5. Damit verbunden sind Verdnderungen in der Membranzusammensetzung
der Bakterien, die den vormals Sédure-sensitiven Legionellen nun eine Séuretoleranz verleiht.

In diesen Versuchen sollte untersucht werden, ob in Dictyostelium 2 h nach Beginn der
Infektion der allgemeine Mechanismus greift und eine Ansduerung der Vakuole zunéchst
verhindert wird. Dazu wurden die Legionellen mit Carboxyfluorescein (CF) markiert. Die
Fluoreszenzintensitdt des Farbstoffes ist abhdngig vom pH Wert, je saurer der pH umso
geringer die Intensitdt. In einer Eichgeraden wird der phagosomale pH-Wert an den des
Puffers angeglichen, in dem den Zellen Nigericin zugesetzt wird. Dieses Antibiotikum bildet
Poren in der Membran, zerstort dadurch das Membranpotential und erlaubt den Einstrom der
Ionen ins Zellinnere. Nach Erstellen der Eichgeraden kann dann der pH der gemessenen

Probe bestimmt werden. AuBerdem wurden die Bakterien mit Antikdrpern opsonisiert, um die
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Phagozytoserate zu optimieren. Dabei konnte in einem Kontrollversuch kein Unterschied in
der Ansduerung der Phagosomen detektiert werden. Dies bestétigt die seit langem bekannte
Beobachtung, dass eine Opsonisierung von Legionellen deren intrazelluldre Replikationsrate
nicht beeintrachtigt (Horwitz et al., 1984). Weiterhin war von Mycobakterien bekannt, dass
der intrazelluldre pH durch die Opsonisierung nicht beeinflusst wird (Oh und Straubinger,
1996).

Wie erwartet konnte bei L. pneumophila eine Verhinderung der Ansduerung festgestellt
werden. Der gemessene pH-Wert lag bei 6,33 und stimmt ungefdhr mit der Literatur {iberein,
in der Werte von 6,1 publiziert sind (Horwitz et al., 1984). Dieser Wert unterschied sich somit
deutlich von dem der abgetodteten L. pneumophila, deren Phagosomen normal reifen und einen
pH von 3,84 erreichen. Dies liegt sogar noch unter dem Wert des Futterbakteriums Klebsiella
aerogenes mit 5,13. Alle anderen Legionellen zeigen eine Ansduerung ihres Kompartimentes.
Zwei Stimme besitzen Werte unter 4,0 (L. bozemanii 3,64; L. oakridgensis 3,36), dabei
handelt es sich aber nicht um diejenigen Stimme die am schnellsten degradiert werden. L.

anisa (pH 4,19) und L. hackeliae (pH 4,06) werden von Dictyostelien am effektivsten verdaut
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Abb. 4.13: Intraphagosomale pH-Werte verschiedener Legionellen sowie lebender und abgetoteter L. p. Corby.
Zum Vergleich wurde weiterhin der pH eines Futterbakteriums bestimmt (Klebsiella aerogenes). Lebende L. p.
Corby verhindern die Ansduerung ihres Phagosoms, wihrend alle anderen Stimme in einem saueren
Kompartiment vorliegen.
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und nehmen die ndchst niedrigsten Werte an. Alle anderen Legionellen liegen zwischen pH
4,23 (L. longbeachae) und pH 4,51 (L. lytica), und zeigen also keine statistisch signifikanten
Differenzen, obwohl sich Staimme wie LLAP 10 und L. lytica in Dictyostelium vermehren,

wihrend z. B. L. erythra degradiert wird.

4.3.7 Einfluss von Bafilomycin auf die Infektion von Dictyostelium mit Legionella

Bafilomycin ist ein Inhibitor der vATPase und verhindert den Transport von H'-Ionen ins
Innere einer Vakuole und damit deren Ansduerung. Wie in Abb.4.8 gezeigt, kann L.
pneumophila die Ansduerung des Phagosoms verhindern, wéhrend dies bei L. lytica oder
LLAP 10 nicht festgestellt werden konnte. In diesem Experiment sollte nun untersucht
werden, ob durch den Einsatz von Bafilomycin und dem damit entstehenden hoheren pH im
Phagosom die Vermehrungsrate der Legionellen gesteigert werden kann. Dazu wurde ein
Infektionsassay durchgefiihrt wie unter 3.9 beschrieben, die Zellen jedoch zusédtzlich 30 min
vor Infektionsbeginn mit 100 nM Bafilomycin vorinkubiert und dann in Anwesenheit von
Bafilomycin fiir 96 h infiziert. Im folgenden Diagramm ist eine solche Infektionskinetik fiir L.
pneumophila und LLAP 10 dargestellt. Wie ersichtlich, hat Bafilomycin bei keinem der
beiden Stimme eine Auswirkung auf den Infektionsverlauf. Die Vermehrungsrate wird weder

vermindert noch gesteigert. Dasselbe gilt fiir L. lytica. Die dazugehérigen Daten sind jedoch

hier nicht abgebildet.
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Abb. 4.14 Infektionskinetik LLAP 10 und L. p. Corby infizierter Dictyostelien mit bzw. ohne den Inhibitor der
vATPase Bafilomycin (100nM).
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4.3.8 Zusammenfassung

Mit unterschiedlichen Methoden sollten die an einer Legionella-Infektion beteiligten
Wirtsfaktoren identifiziert werden. Dazu wurden zundchst mittels REMI-Mutagenese
ungerichtete Wirtszellmutanten hergestellt und auf Infektionsresistenz getestet. Es gelang
jedoch nicht, einen resistenten Dictyostelium-Klon zu isolieren. Die Analyse der spezifischen
Deletions-Mutante des Aktin-bindenden Proteins Profilin ergab eine erhdhte Phagozytoserate
und damit auch eine leicht gesteigerte intrazellulire Replikation von L. lytica und L.
pneumophila. Die Uberexpression der katalytischen Untereinheit von Calcineurin fiihrt
dagegen zu einer verminderten intrazelluliren Vermehrung dieser Legionellen-Spezies. Mit
Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde Kolokalisierung des lysosomalen Markers
DALIMP mit Legionella-haltigen Phagosomen untersucht. Dabei konnte eine deutliche
Kolokalisierung von DALIMP mit den sich nicht replizierenden L. hackeliae beobachtet
werden, wahrend L. pneumophila eine Fusion von Phagosomen und Lysosomen inhibiert. L.
pneumophila Bakterien verhindern auflerdem die Ansduerung ihres Phagosoms. Die
Bestimmung des intraphagosomalen pH-Wertes mittels FACS-Analyse ergab bei L.
pneumophila einen durchschnittlichen pH von 6,3. Alle anderen Legionella-Spezies, auch
diejenigen die sich wie L. pneumophila intrazelluldr in Dictyostelium vermehren, liegen

dagegen in einem sauren Kompartiment vor ebenso wie hitzeabgetotete L. pneumophila.

4.4 Isolierung Bakterien-haltiger Phagosomen aus D. discoideum

Als Bodenamobe lebt D. discoideum von dem Bakterienbiofilm auf verfaulendem
organischem Material. Die aufgenommenen Bakterien werden rasch abgebaut und
unverdauliche Partikel exozytiert. Pathogene Bakterien wie L. pneumophila sind jedoch in der
Lage, die sie umgebenden Phagosomen so zu verdndern, dass sie nicht mehr ldnger Teil des
endozytischen Systems sind und nicht mit Endosomen oder Lysosomen fusionieren kdnnen.
Weitere Bakterien, wie z. B. M. tuberculosis, nutzen eine andere Strategie und halten die
Reifung in einem frithen Stadium an. Die Analyse der Wirtsproteine in isolierten Phagosomen
kann Aufschluss iiber Faktoren geben, die fiir diesen Prozess unerlésslich sind. Weiterhin
scheint es lohnenswert, die Lipidzusammensetzung dieses Bakterien-spezifischen
Kompartimentes zu untersuchen. Ziel dieses Projektes war die Etablierung einer Methode die
es erlaubt, bakterienhaltige Phagosomen zu isolieren und die phagosomalen Proteine mittels

2D-Gelelektrophorese zu analysieren. Zu Beginn dieser Arbeit wurde ein Protokoll fiir die
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Isolierung von Phagosomen aus Makrophagen iibernommen (Lithrmann und Haas, 2001). Es
stellte sich jedoch bald heraus, dass dieses Protokoll fiir Dictyostelium nicht geeignet ist. Die
Hauptprobleme, die sich durch das gesamte Projekt zogen und bei diesem Protokoll besonders
stark zu Tage traten, waren mangelnde Ausbeute und Reinheit. Werden z. B. Makrophagen
mit Bakterien infiziert, so ist nach einer Stunde mit einer MOI von 10 der Grofteil der Zellen
mehrfach infiziert. Bei Dictyostelium ist nach einer zweistiindigen Infektion mit opsonisierten
L. pneumophila mit maximal 20 % infizierten Zellen zu rechnen. Werden dagegen die
gewohnlichen Futterbakterien K. aerogemes verwendet, so liegt die Phagozytoserate
wesentlich hoher und bei der Verwendung von Latex-Beads haben nahezu alle Amdben
mehrere Partikel internalisiert. Daher wurde zunédchst versucht, mit Beads, an die Bakterien
gekoppelt wurden, die Menge der phagozytierten Partikel in den Dictyostelien zu erhohen.
Davon erhoffte man sich auch eine hohere Ausbeute an den anschlieBend isolierten

Phagosomen.

4.4.1 Isolierung von Bakterien-gelabelten Magnetbeadphagosomen

4.4.1.1 Kopplung von Bakterien an verschiedene magnetische Beads

Aus der Literatur war bekannt, dass sich Yersinia pseudotuberculosis iiber polyklonale
Antikdrper an Protein G gelabelte paramagnetische Dynabeads (2,5 um Durchmesser, Dynal,
Hamburg) koppeln ldsst und es moglich ist, diese Phagosomen magnetisch zu reinigen
(Tsukano et al., 1999). Daher wurde zunidchst diese Methode auf Dictyostelium und
Legionella iibertragen. Ein polyklonaler Antikdrper von C. Liick (Uni Dresden) stand in
groler Menge zur Verfiigung. In Kontrollversuchen konnte eine schnelle Agglutination von
Bakterien auf einem Objekttrager sowie eine starke Immunfluoreszens bei Legionellen nach
einer Antikorper-Behandlung beobachtet werden. Der Antikorper war also in der Lage, an die
Antigene zu binden. Trotz allem war die Konjugation an die Dynabeads nicht sehr erfolgreich
und bei jedem Waschschritt gingen weitere Bakterien verloren. Daher wurde nun versucht,
die Bakterien zu biotinylieren und sie dann mit Streptavidin gelabelten Beads zu konjugieren.
Die Bindung von Biotin an Streptavidin ist sehr stark und miisste daher zu einer besseren
Kopplungsrate fiihren. Allerdings lieBen sich hier die Bakterien nur in einem geringen
AusmaB biotinylieren und daher schwer an die Beads konjugieren. In einem Kontrollversuch
mit dem Gram-positiven Bakterium Staphylococcus aureus lag die Rate sehr viel hoher. Ca.
50 % aller Magnetbeads waren mit mehren S. aureus Bakterien gekoppelt, wihrend die Rate

bei L. pneumophila so gering war, dass eine Isolierung von Phagosomen damit nicht
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erfolgreich war. Als dritte Moglichkeit wurden tosylaktivierte Beads verwendet. Dabei
handelt es sich um Polyurethan-beschichtete Beads deren aktivierte Oberfliche eine Bindung
mit primiren Amino- und Sulfhydrylgruppen eingeht. Die Bakterien werden deshalb sowohl
durch hydrophobe Wechselwirkung an das Polyurethan als auch kovalent an die aktivierte
Oberfliche gebunden. Mit den stark hydrophoben L. pneumophila wurden damit gute
Ergebnisse erzielt; 41% der Beads waren mit 1-2 Bakterien konjugiert, 12% mit 3 und mehr
Legionellen. Nur an 41% konnten keine konjugierten Bakterien beobachtet werden, wéihrend
dies bei Verwendung von Klebsiella aerogenes 89% ausmachte. Tosylierte Beads schienen
daher fiir eine magnetische Reinigung von Legionella-haltigen Phagosomen am besten

geeignet.

4.4.1.2 Magnetische Reinigung von Phagosomen

Fiir die Isolierung der Phagosomen wurden die Dictyostelien mit gelabelten Beads (MOI 1,5-
3) infiziert und in Homogenisierungspuffer (HP) mit einem Douncer lysiert. Zunichst wurde
versucht, die Phagosomen zu reinigen, indem das Homogenat auf 200 ul 30% Saccharose
geschichtet wurde. Das Reaktionsgefdl wurde dann iiber einen Dynal-Permanentmagneten
gehalten und die Phagosomen sollten nach unten gezogen werden, wihrend alle anderen
Organellen sowie das Zytoplasma auf dem Saccharosekissen liegen bleiben sollten. Diese
Methode versagte, da das Homogenat auch nach dem Verdau der DNA mit Benzonase eine
sehr zdhe Konsistenz besitzt und die magnetische Kraft nicht ausreicht, um die Phagosomen
auf den Boden des Reaktionsgefiles =zu =ziehen. Eine Verringerung der
Saccharosekonzentration auf bis zu 15% brachte ebenfalls keine Verbesserung. Daher wurde
das Homogenat mit HP auf 6 ml Volumen aufgefiillt, in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt und
das Rohrchen in den Dynalmagneten gestellt. Die Phagosomen reichern sich so an der Wand
des Rohrchens an. Durch zwei weitere Waschschritte konnte die Reinheit der Phagosomen
weiter erhoht werden. Die Phagosomen wurden dann fiir die Elektronenmikroskopie fixiert
und analysiert. Dabei wurden Dynabeads mit einer intakten Membran beobachtet. Eng
anliegende Membranen sind dabei ein Kennzeichen fiir Phagosomen, die noch nicht gereift
sind und nicht mit Endosomen fusioniert haben. Weit abstehende phagosomale Membranen
sind dagegen ein Indiz fiir vorhergehende Fusionsvorginge (siche Abbildung 4.16). Die
Verunreinigung mit weiteren Organellen war tolerierbar. Problematisch war allerdings, dass
auch ganze Zellen, die nicht lysiert waren, aber Beads internalisiert hatten, iiber den

Magneten gereinigt wurden. Bei der Analyse phagosomaler Proteine iiber 2D
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Gelelektrophorese konnen diese Verunreinigungen groB3e Probleme verursachen, da eine
intakte Zelle wesentlich mehr zum Gesamtproteingehalt beitrégt als viele einzelne isolierte
Phagosomen. Eventuelle Unterschiede im Proteinmuster zwischen pathogenen und
apathogenen Bakterien werden somit iiberdeckt und sind nicht mehr langer detektierbar. Das
Hauptproblem war jedoch nicht die mangelnde Reinheit der Praparation, sondern dass so gut
wie nie Phagosomen entdeckt wurden, die Bakterien-gelabelte Beads enthielten. Thr Anteil im
Elektronenmikroskop entsprach keinesfalls den 53% mit Bakterien konjugierten Partikeln zu
Beginn der Infektion, auch wenn man in Betracht zieht, dass die Bakterien eventuell nicht in
der Schnittebene lagen. Daher wurden in einem Kontrollversuch GFP-markierte Legionellen
an Dynabeads gekoppelt und der Prozentsatz an gelabelten Beads zu jedem Zeitpunkt des
Versuches bestimmt. Infiziert wurde mit Dynabeads, die zu 47 % mit Bakterien beladen
waren. Bei der ersten Kontrolle im Fluoreszenzmikroskop findet man zwei Stunden nach
Infektionsbeginn in intakten Dictyostelium-Zellen solche Phagosomen mit Beads ohne
Bakterien und solche Phagosomen mit Legionellen ohne Beads (siche Abbildung 4.15).
Phagosomen mit Bakterien-konjugierten Beads konnten jedoch nie beobachtet werden,
allerdings ist dies in intakten Zellen relativ schwer zu detektieren. Die Phagosomen, die
Legionellen ohne Beads beinhalten, sind aus Bakterien entstanden, die nach dem Labeling der
Beads nicht vollstindig weggewaschen wurden. Bei der mikroskopischen Kontrolle des
Homogenats und der gereinigten Magnetfraktion konnten dann schlieBlich weniger als 3 %
bzw. 2 % Bakterien-konjugierte Beads detektiert werden, wobei die Legionellen hiufig nicht
mehr fluoreszierten und somit auf tote Legionellen schlieBen ldsst, in denen das GFP
proteolytisch abgebaut wurde. Dies flihrte zu der Hypothese, dass Legionellen in dem durch
die Beads vergroBerten Phagosom nicht in der Lage waren, dieses Kompartiment zu einer
Legionella-spezifischen Replikationsvakuole umzugestalten und statt dessen eine normale
Ansduerung und Reifung des Phagosoms stattfindet, was dann den Abbau der Legionellen im

Phagosom bewirkt.

Diese Hypothese wurde gepriift, indem Dictyostelien mit Legionella-Beads in Chamber
Slides infiziert wurden. Nach einer Infektionszeit von 24 bis 96 h wurde Neutralrot ins
Medium gegeben und die Zellen am konfokalen Mikroskop analysiert. Neutralrot ist ein
membrangingiger Farbstoff, der in sauren Kompartimenten protoniert wird, dadurch die
Membrangingigkeit verliert und die saure Vakuole rot fluoreszieren ldsst. Es konnte
beobachtet werden, dass alle Bead-haltigen Vakuolen rot gefarbt waren und somit eine
Ansduerung erfolgt war. Auflerdem nahm mit der Zeit der Anteil an Dictyostelien, die

Partikel internalisiert hatten ab, und gleichzeitig die Menge exozytierter, extrazelluldrer
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Dynabeads zu, die nicht wieder erneut phagozytiert wurden. Zu Beginn der Infektion werden
dagegen z. T. mehrere Beads sehr rasch von den Zellen aufgenommen. Eventuell liegt hier
eine Art ,,Lernverhalten” der Dictyostelien vor, so dass unverdauliche Beads nicht erneut
aufgenommen werden. Dies konnte durch eine Verdnderung und Markierung der
Partikeloberfliche wéhrend des intrazelluldren Reifungsprozesses bewirkt werden.

Insgesamt wurden mindestens 5 x 10° infizierte Zellen am Fluoreszenzmikroskop analysiert,
dabei konnte nur in ca. 30 Dictyostelien Replikationsvakuolen detektiert werden, in denen
sowohl L. pneumophila Bakterien als auch ein magnetisches Bead vorlag (Abbildung 4.15).
Dabei handelt es sich wahrscheinlich um die seltenen Fille, bei denen mehr als 10 Bakterien
an die Partikel gekoppelt waren und die ungiinstige Grofle des Phagosoms durch die hohe
Anzahl an Bakterien ausgeglichen werden konnte. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass

eine magnetische Reinigung von Legionella-haltigen Phagosomen nicht moglich war.

Abb. 4.15 Mikroskopische Aufnahmen infizierter Dictyostelien. Saure Vakuolen wurden mit Neutralrot
eingefarbt, die Bakterien sind mit GFP markiert. In der linken Abbildungs-Hélfte ist der seltene Fall gezeigt, bei
dem nach 48 h ein Phagosom aus magnetischen Beads und sich vermehrenden Legionellen vorliegt. In der
rechten Abbildungshélfte sind dagegen Zellen nach 72 h gezeigt, die entweder nur Legionellen beinhalten (Pfeil
von unten) oder Beads, die in sauren (Neutralrot-gefarbten) Vakuolen vorliegen (siche Pfeil von oben).
AuBerdem sind viele extrazelluldr vorliegende Dynabeads zu erkennen. Groenmarker ca. 2,8 pm.
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Abb. 4.16: Elektronenmikroskopische Analyse der Infektion von Dictyostelium mit Bakterien-konjugierten,
tosylierten Dynabeads sowie der nachfolgenden magnetischen Isolierung der Bead-haltigen Phagosomen. In A)
ist eine intakte Zelle abgebildet. Im oberen Drittel der Zelle befindet sich ein Partikel-haltiges Phagosom, mit
weit abstehender Membran. Eine Reifung dieses Phagosoms iiber den endozytischen Weg hat somit
stattgefunden. Das zweite Phagosom dieser Zelle besitzt noch eine eng anliegende Membran. Die weitere
Reifung steht somit noch aus. AuBlerdem erscheint der Durchmesser dieses Partikels grofer. Dies liegt jedoch
daran, dass das Kiigelchen in einer anderen Ebene angeschnitten wurde. Weiterhin kann man bei dieser Zelle
einen dritten Partikel entdecken, der gerade am linken unterer Bildrand der Abbildung A) phagozytiert wird. Im
Teil B) ist ein Fusionsvorgang des Phagosoms mit einem endozytischen Vesikel abgebildet. Die Teile C) und D)
zeigen magnetisch isolierte Phagosomen in einem frithen (C) und spéten (D) Stadium des endozytischen
Pathways. Groflenmarker: A) und B) 1um; C) und D) 0,5 pm
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4.4.2 Isolierung Bakterien-haltiger Phagosomen iiber diskontinuierliche

Optiprepgradienten

4.4.2.1 Bestimmung eines geeigneten Gradienten

In einem ersten Schritt wurde ein Gradient gesucht, der fiir die Auftrennung der
verschiedenen Organellen geeignet war. Dafiir wurden kontinuierliche Gradienten von 50-
10%, 40-5% und 30-5% Optiprep hergestellt. Als Ladefraktion wurde der postnukledre
Uberstand (PNS) verwendet, der zuvor in einem diskontinuierlichen Saccharosegradienten
durch 15% Saccharose auf ein 65% Saccharosekissen zentrifugiert worden war. Losliche
Bestandteile des Zytoplasmas verbleiben dabei in der Ladefraktion und werden verworfen.
Die membranhaltige Fraktion auf dem 65% Saccharosekissen wurde sorgfiltig aufgenommen
und auf ein Volumen von 4 ml und eine Dichte von 8,5% Saccharose eingestellt, der
Optiprepgradient damit liberschichtet, zentrifugiert und mittels Austropfen fraktioniert. Saure
Phosphatase ist ein typisches lysosomales Enzym. Die Bestimmung der Aktivitit in den
verschieden Fraktionen gibt daher Auskunft tiber die Lage der Lysosomen im Gradienten,
zeigt aber auch mit Lysosomen fusionierte Phagosomen an. Diese Auswertung ergab, dass in
einem 50-10% Gradienten nur etwa {iber die Hélfte der verfiigbaren Strecke eine Auftrennung
der Organellen aus der Zellsuspension erfolgt (siche Abb.4.17). Die Organellen sind
dementsprechend in dem Gradienten eng benachbart und lassen sich beim Austropfen nicht
vollstdndig voneinander trennen. Dieser Konzentrationsbereich ist daher also nicht geeignet.
In einem 40-5% Gradienten ist der Peak der Enzymaktivitit schon weiter auseinander
gezogen, noch deutlicher ist dies aber im 30-5% Gradienten zu sehen. Die Auftrennung der
Organellen erfolgt hier iiber mehr als % der Strecke, womit die Phagosomen z. B. von den
Retikularkérperchen (kleine Vesikel, die bei der Lyse der Zellen aus dem zerfallenden ER
entstehen) getrennt werden konnten. Die Phagosomen sammeln sich dabei mit den
Lysosomen und Mitochondrien auf einer Hohe von ca. 17-20% Optiprep an und entsprechen
einer Dichte von 1,112 bis 1,127 g/ml. Aus der Literatur sind in einem Saccharosegradienten
Werte von 1,19-1,22 g/ml fiir Lysosomen und 1,17 -1,21 g/ml fiir Mitochondrien beschrieben.
Sie stimmen damit nicht {iberein, aber es ist bekannt, dass sich die Werte fiir die spezifische
Dichte in verschiedenen Gradienten unterscheiden kdnnen und somit ein lodixanolgradient

(Optiprep) nicht unbedingt mit einem Saccharosegradienten vergleichbar ist.
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Abb. 4.17: Verlauf der sauren Phosphataseaktivitit in Optiprepgradienten mit unterschiedlichen Konzentrations-
bereichen. Die Aktivitdt der sauren Phosphatase zeigt die Lage der Lysosomen und Phagolysosomen im
Gradienten an. Eine Auftrennung erfolgt in den hoher konzentrierten Gradienten nur bis maximal Fraktion 20,
wiahrend in 30-5% Optiprep eine lidngere Strecke zur Auftrennung der Organellen genutzt wird und somit die
Organellen besser voneinander getrennt werden. Die Prédparationen stammen aus LLAP 10 infizierten
Dictyostelien.

Weiterhin wurden von jeder Fraktion die CFU-Werte bestimmt, um die Lage der Bakterien im
Gradienten zu determinieren. Dabei konnte festgestellt werden, dass der Anstieg der CFU-
Werte ungefidhr mit dem der sauren Phosphataseaktivitdt beginnt, jedoch erst wenn dieser
schon wieder abféllt ein Maximum in der Bakterienanzahl erreicht wird (Abb. 4.18). Bei
Klebsiella infizierten Zellen ist dies deutlicher zu sehen als bei LLAP 10 infizierten
Dictyostelien. Das bedeutet, dass extrazelluldre Bakterien nur in geringem Ausmal} mit denen,
die von einer phagosomalen Membran umschlossen sind, im Gradienten kolokalisieren. Eine
Kolokalisierung kann jedoch auch nicht ganz verhindert werden, wobei diese bei LLAP 10 im
Vergleich zu Klebsiella vermehrt zu beobachten ist. Allgemein ldsst sich sagen, dass die
Ausbeute an Phagosomen relativ gering war. Zudem waren die Phagosomen-haltigen
Fraktionen dieser Priparation mit vielen Lysosomen und einigen Mitochondrien kontaminiert.
Aufgrund dieser Verunreinigungen war es nicht moglich, das phagosomale Protein mittels
2D-Gelelektrophorese zu analysieren. Daher wurde zunichst versucht, die Kontamination mit

Lysosomen zu verringern.
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Abb. 4.18 Verlauf der sauren Phosphataseaktivitit und der Kolonienanzahl von K. aerogenes iber die
Fraktionen eines Optiprepgradienten.

4.4.2.2 Versuch der spezifischen Lyse der Lysosomen mit GPN (Stremhaug et al.,
1998)

Von Stremhaug wurde eine Methode fiir die spezifische Lyse kontaminierender Lysosomen
beschrieben, wodurch Autophagosomen aus Rattenhepatozyten in grofer Reinheit gewonnen
werden konnten (Stremhaug et al., 1998). Dazu wird dem PNS 0,05 mM (Endkonz.) des
Peptids Glycyl-L-Phenylalanin-B-Naphtylamid (GPN) zugegeben. GPN ist ein Substrat fiir
das lysosomale Enzym Cathepsin D. In isolierten Ratten-Lysosomen wird dieses Substrat
umgesetzt und fiihrt zur osmotischen Lyse dieser Organellen. In dieser Arbeit wurden daher
in einem Vorversuch nicht infizierte AX2-Zellen homogenisiert, ein PNS hergestellt und
dieser in 2 Aliqouts aufgeteilt. Ein Teil wurde fiir 7 min bei 37°C mit GPN behandelt, die
Kontrollgruppe bleibt unbehandelt. Die Organellen wurden dann vorsichtig abzentrifugiert.
Falls GPN in Dictyostelium Lysosomen dieselbe Wirkung besitzt wie in Hepatozyten, dann
miisste sich im Uberstand der behandelten Zellen eine hohere saure Phosphataseaktivitit
nachweisen lassen als in der Kontrollgruppe. Diese wiederum sollte im Pellet eine erhdhte
Aktivitit gegenliber den GPN behandelten Zellen aufweisen. Allerdings lieBen sich keine
unterschiedlich groBen Enzymaktivititen im Uberstand oder im Pellet nachweisen, die
Aktivitdt pro ug Protein im Pellet mit GPN war gegeniiber der Kontrollgruppe (0,134) sogar
leicht erhdht (0,193). Die Aktivitit im Uberstand war bei beiden Gruppen gering (0,019 mit

96



Ergebnisse

GPN bzw. 0,017 ohne GPN). Diese Methode ist daher nicht geeignet, um die Lysosomen aus

einer Priparation zu entfernen.

4.4.2.3 Magnetische Eliminierung von Lysosomen aus Homogenaten

Eine weitere Methode fiir die Eliminierung von Lysosomen, deren Anwendung in
Dictyostelium beschrieben ist, stellt die magnetische Isolierung dar (Rodriguez-Paris et al.,
1993). Dabei werden kolloidale Eisenpartikel hergestellt und an die Amdben verfiittert. Die
PartikelgrofBe ist dabei so klein, dass sie nicht phagozytiert sondern endozytiert werden. Nach
30 min sind die Partikel iiber den endosomalen Weg in den Lysosomen angelangt, inkubiert
man lénger, so wird nach und nach das gesamte endozytische System mit Partikeln beladen.
Nach Herstellung eines PNS wurden die Lysosomen iiber eine MiniMACS-Saule (Miltenyi
Biotech) in einem Elektromagneten entfernt. Der Durchlauf wurde iiber einen Saccharose-
und einen Optiprepgradienten gereinigt wie unter 4.4.2.1 beschrieben und die Fraktionen am
EM analysiert. Die Anzahl der kontaminierenden Lysosomen war deutlich gesunken, dafiir
stellen nun die Mitochondrien die Hauptkontamination dar. Die Abbildung 4.19 zeigt die vom
Magneten zuriickgehaltene Fraktion. Bakterien-haltige Phagolysosomen wurden in der
Magnetfraktion nicht beobachtet. Zum einen sind diese entweder schon vor der Zugabe der
Eisenpartikel gereift und sind deshalb nicht magnetisch. Zum anderen sind die Eisenpartikel
nach 20 bis 30 Minuten nur in den Lysosomen angereichert, aber noch nicht in den weiteren
endozytischen Vesikeln zu finden.

Das Diagramm 4.20 zeigt eine erhohte Enzymaktivitit der sauren Phosphatase in der
Magnetfraktion Vergleich zum Durchlauf. Dies bestdtigt die EM-Analyse Es handelt sich

hierbei also um eine gute Methode zur Elimination von kontaminierenden Lysosomen.

Abb. 4.19: Elektronenoptische Aufnahme der magnetischen Fraktion, die aus dem PNS gewonnen wurde. In den
Lysosomen sind die Eisenpartikel zu erkennen (siche Pfeile). Groenmarker ca. 0,5 pm
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Abb. 4.20: Relative Phosphatase-Aktivitdt pro pg Protein in den jeweiligen Fraktionen von LLAP 10-,
KLebsiella- und nicht infizierten Dictyostelien. Durch die Anreicherung von Lysosomen in der Magnetfraktion
ist dort die Aktivitdt der sauren Phosphatase erhoht.

4.4.2.4 Elimination kontaminierender Mitochondrien aus der phagosomalen Fraktion

Um die Trennung der Mitochondrien von den Phagosomen in einem Gradienten zu bewirken,
kann man entweder deren Dichte erhdhen oder stark erniedrigen. Von Kawashima et al.
wurde eine Methode beschrieben, in der mit CaCl, ein Anschwellen der Mitochondrien
herbeigefiihrt wurde (Kawashima et al., 1998). Dadurch verringert sich deren spezifische
Dichte und sie konnen somit von Lysosomen aus Rattennieren abgesondert werden. Fiir
dieses Projekt war diese Methode allerdings nicht geeignet. Nach dem Waschen der Zellen in
Homogenisierungspuffer ohne EGTA wurden sie im selben Puffer lysiert, ein PNS hergestellt
und die Lysosomen magnetisch entfernt. AnschlieBend wurde 200 mM CaCl, bis zu einer
Endkonzentration von 2 mM zugegeben und fiir 20 min bei 30°C inkubiert. Wahrend dieser
Zeit verklumpten die Organellen so stark, dass auch eine anschlieBende Zugabe von EGTA
dies nicht mehr riickgéingig machen konnte. Das Homogenat war somit iiber einen
Optiprepgradienten  nicht mehr aufzureinigen. Daher wurde  versucht, mit
Iodonitrotretrazoliumchlorid (INT) die Dichte der Mitochondrien zu erhohen (Parish, 1975).
INT ist ein Substrat fiir das mitochondriale Enzym Succinatdehydrogenase. Beim Umsetzen
des INT entsteht ein Produkt (Formazan) das sich in die Membran einlagert und dadurch die
Dichte der Organellen erhoht. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die entstehende
Rotfarbung des Homogenats durch das Reaktions-produkt. Man kann folglich die Umsetzung
optisch kontrollieren. Die Zellen fiir diese Art der Reinigung wurden in Puffer mit INT lysiert
und anschieBend wie gewohnt weiterverarbeitet (siche 4.4.2.1). Beim ersten
Zentrifugationsschritt ergaben sich allerdings Probleme, da die schwereren Mitochondrien

nicht auf dem 65% Saccharosekissen zu liegen kamen und sich stattdessen ein Pellet am
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Rohrchenboden bildete. Daher wurde in allen folgenden Préparationen auf die Zentrifugation
durch 15% Saccharose verzichtet und der PNS direkt auf den Optiprepgradienten aufgetragen.
Leichte zytoplasmatische Verunreinigungen wurden dabei in Kauf genommen, allerdings
miisste der GroBteil der loslichen Bestandteile in der Ladefraktion verbleiben. Die Analyse
am EM ergab, dass nur noch wenige Mitochondrien und Lysosomen die Prédparation der
Phagosomen verunreinigten, allerdings gab es noch Kontaminationen von weiteren nicht
ndher bekannten Vesikeln. Die EM-Analysen der verschiedenen Pridparationsmethoden sind
in der Abb. 4.21 zusammengefasst dargestellt.

Zum Vergleich des Proteingehalts in den Fraktionen einer Préparation mit und ohne INT
wurden die Gradienten ausgetropft, das Volumen der einzelnen Fraktionen bestimmt und der
Proteingehalt je Fraktion {iber der Summe des Volumens aufgetragen. Dabei ist Fraktion 1
diejenige mit der geringsten Dichte, aber dem Volumen, das am weitesten vom
Rohrchenboden entfernt ist (ca. 12000ul). Der Vergleich einer Priparation mit und ohne INT
zeigt, dass in den 4 ml Ladefraktion (12000-8000 pl) der Priparation ohne INT wesentlich
mehr Protein vorhanden ist. Dies wurde auch erwartet, da hier die zytoplasmatischen
Bestandteile nicht {liber einen Saccharosegradienten entfernt wurden, wie dies bei einer
Reinigung von Phagosomen ohne INT der Fall ist. Am Ende der Ladefraktion nimmt in
beiden Fillen die Proteinkonzentration ab und steigt dann ab ca. 5000 pl wieder an. Dabei ist
der Gesamtproteingehalt mit INT grofer als ohne INT, obwohl von derselben Proteinmenge
im PNS ausgegangen wurde. Eventuell werden die instabilen Organellen wihrend der
Saccharosezentrifugation und besonders wihrend der Verdiinnung der Saccharose von 50%
auf 8,5% z. T. lysiert, so dass die Ausbeute im nachfolgenden Optiprepgradienten geringer
wird. Ohne INT tendiert die Proteinkonzentration unter 2000 pl Volumen gegen null,
wihrend mit INT auch in diesen Fraktionen mit hoherer Dichte Proteine detektiert werden
konnen. Dieser Shift ist auf die Mitochondrien zuriickzufiihren, deren Dichte durch die INT-
Behandlung erhoht wurde (siehe Abb. 4.21).

Weiterhin wurde mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das mitochondriale Porin VDAC
(voltage dependant anion channel) die Menge dieses Proteins in den verschiedenen
Fraktionen mittels eines Western Blots iiberpriift (Abb. 4.22). Man erkennt deutlich den
Anstieg der Proteinmenge bis zur Fraktion 26, in der der Maximalwert erreicht wird. In den
nachfolgenden Fraktionen nimmt die Menge an VDAC gegeniiber der Fraktion 26 wieder
leicht ab, bleibt aber dennoch deutlich iiber dem Niveau der Fraktionen geringerer Dichte. Da
die Phagosomen je nach Préparation vor allem in den Fraktionen 19 bis 23 vorgefunden

werden, konnte somit eine gewisse Trennung von den Mitochondrien erzielt werden.
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Phagosomen mit LLAP 10 Phagosomen mit Klebsiella

Abb. 4.21 EM-Analyse der verschiedenen Priparationsmethoden. In der linken Spalte sind LLAP 10-haltige
Phagosomen dargestellt, in der rechten die von K. aerogenes. In A) sieht man eine Priparation, in der
Lysosomen (siche Pfeil) als Hauptverunreinigung vorkommen. In B) und C) ist eine Isolierung von Phagosomen
nach magnetischer Entfernung der Lysosomen zu sehen. Die Hauptkontamination stellen nun die
gekennzeichneten Mitochondrien dar. D) und E) zeigen Phagosomen nach Behandlung der Mitochondrien mit
INT. Dabei kann man bei LLAP 10 sowohl ein gereiftes Phagosom (Dreieck) als auch eine mit Ribosomen
besetzte Legionella-spezifische Replikationsvakuole (Pfeil) erkennen. GroBenmarker: A, B, C: 0,5 pm; D, E:
Tum
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Abb. 4.22: Proteinmenge in den verschiedenen Fraktionen eines Optiprepgradienten mit und ohne INT-
Behandlung des Homogenats von K. aerogenes infizierten Dictyostelien. Die Volumina der einzelnen Fraktionen
wurden bestimmt und addiert. Dabei entspricht der Wert 0 pl dem Rohrchenboden und der Fraktion mit der
hochsten Dichte. 12000 pl entsprechen dem oberen Ende des Gradienten und daher der Fraktion Nr.1 mit der
geringsten Dichte. Zusitzlich sind die Fraktionsnummern angegeben. Die Verschiebung der Fraktionsnummern
gegeneinander ist deutlich erkennbar.
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Abb. 4.23 Nachweis des mitochondrialen Porins VDAC mittels Western-Blotting. Analysiert wurden die
Fraktionen 21 bis 29 einer Phagosomenpriparation mit INT einer Infektion von Dictyostelien mit
hitzeabgetéteten L. p. Corby. Mit dem monoklonalen Antikdrper 70-100-01 (Verdiinnung 1:3) wurde das VDAC
detektiert. Man erkennt eine deutliche Zunahme der Mitochondrien ab Fraktion 26, wihrend sich die
Phagosomen in diesem Experiment in Fraktion 23 angereichert haben. Die Spuren wurden wie folgt aufgetragen:

Spur 1: Marker Spur 4, Fraktion 23 Spur 7, Fraktion 26 Spur 10, Fraktion 29
Spur 2, Fraktion 21 Spur 5, Fraktion 24 Spur 8, Fraktion 27
Spur 3, Fraktion 22 Spur 6, Fraktion 25 Spur 9, Fraktion 28
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4.4.2.5 Analyse der Phagosomenpriparation mittels Enzymassays und Western Blotting

Die Analyse der Phagosomenprdparation hat das Ziel, Unterschiede zwischen gereiften
Klebsiella-Phagosomen und nicht gereiften LLAP 10 Vakuolen, bzw. Phagosomen mit
lebenden und toten L. pneumophila zu detektieren. Dazu wird zum einen die Aktivitdt der
sauren Phosphatase bestimmt. Dieses Enzym ist spezifisch fiir spite Endosomen und
Lysosomen. In Phagosomen, die mit Lysosomen fusionierten, miisste diese Aktivitdt folglich
erhoht sein. Zum anderen werden definierte Proteinmengen in einem SDS-PAGE aufgetrennt
und spezifische Marker des endozytischen Systems wie z. B. die vATPase, die die
Anséduerung der Vakuolen bewirkt oder das a-common antigen, ein gemeinsames Epitop aller
lysosomaler Proteine, mittels ECL auf einem Western Blot nachgewiesen. Dabei miissten sich
unterschiedliche Mengen an Protein in unterschiedlichen Signalstirken auf einem
Rontgenfilm niederschlagen. Mit beiden Methoden konnten allerdings weder im Vergleich
von LLAP 10 mit Klebsiella Vakuolen, noch in der Gegeniiberstellung von lebenden und
toten L. pneumophila Phagosomen, Unterschiede detektiert werden (sieche Abbildungen 4.24
und 4.25). Den durch Lysosomen und gereifte Phagosomen verursachten Peak in der
Enzymaktivitit findet man bei ca. 4200 pl. Allerdings findet man die maximale Aktivitét
nicht wie erwartet bei K. aerogenes sondern bei LLAP 10. Die nicht infizierte
Negativkontrolle besitzt dabei immer den geringsten Wert (Abb.4.24). Bei Phagosomen mit
toten und lebenden L. pneumophila kann man ebenfalls keine erhohte Aktivitit bei den
Phagosomen der toten Bakterien detektieren, die eine normale Reifung aufweisen. Um dieses
Ergebnis mit einer weiteren Methode zu {iberpriifen wurden Western Blots durchgefiihrt.
Dabei war die Signalstérke bei der vATPase und dem a-common-antigen iiber alle Fraktionen
etwa gleich verteilt, vor allem konnte aber kein Unterschied zwischen Phagosomen mit
lebenden und toten L. pneumophila detektiert werden (siche Abb. 4.25). Bei Western Blotting
Experimenten mit einem Antikorper gegen DALIMP existierte ebenfalls kein Unterschied
zwischen den Phagosomen mit lebenden und toten L. prneumophila, aber man konnte eine
Zunahme dieses lysosomalen Markers ab Fraktion 24 feststellen (sieche Abb. 4.25). Dabei
konnte als interne Kontrolle das ebenfalls mit diesem polyklonalen Antikdrper
kreuzreagierende p60 verwendet werden, dessen Signalstirke iiber die Fraktionen gleich
verteilt ist (vergleiche Jansen et al. 1999). Es kann also davon ausgegangen werden, dass in
allen Spuren des Geles dieselbe Proteinmenge aufgetragen wurde.

Fiir die mangelnden Unterschiede zwischen Klebsiella- und LLAP 10- haltigen Phagosomen
sowie Phagosomen mit lebenden und toten L. pneumophila im Western Blot und in der sauren

Phosphatase-Aktivitdt, besteht keine schliissige Erkldrung. Bei isolierten Phagosomen aus
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Makrophagen konnten in &dhnlichen Versuchen durchaus reproduzierbare Unterschiede
detektiert werden (Lithrmann und Haas, 2001). Trotz allem wurden die auf diese Weise
préiparierten Phagosomen einer 2D-Gelelektrophorese unterzogen. Mit dieser Methode war es
durchaus moglich Unterschiede im Proteinmuster zwischen Phagosomen mit lebenden und

toten L. pneumophila zu detektieren.
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Abb. 4.24: Verteilung der sauren Phosphatase-Aktivitit in einem Optiprepgradienten. Aufgetrennt wurden
Zellsuspensionen von nicht infizierten (NK), LLAP 10- und Klebsiella-infzierten Dictyostelien. Bei ca. 4100 pl
ist der durch die Lysosomen verursachte Peak zu erkennen. Bakterien-haltige Phagosomen befinden sich im
Gradienten ungefdhr auf der Hohe der halben maximalen Aktivitdt der sauren Phosphatae. Insbesondere in dieser
Region wurde eine erhohte Aktivitit von Klebsiella-haltigen Phagosomen gegeniiber LLAP 10-haltigen
Phagosomen erwartet.
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A) vATPase

1 2 3 4 5 6 7
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B) a-common-antigen

C) DALIMP
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Abb. 4.25: Western Blot einer Phagosomenpréparation mit lebenden und toten L. p. Corby. In A) wurde die 70
kDa Untereinheit der vATPase mit einem monoklonalen Antikdrper detektiert (Verdiinnung wie in B) und C)
1:10). Das Signal ist in etwa gleichméBig iiber die Fraktionen verteilt. B) zeigt denselben Blot nach der
Entwicklung mit Antikorpern gegen das a-common-antigen. Im Teil C) wurde DdLIMP mit einem polyklonalen
Antikorper detektiert. DALIMP (88 kDa) ist ab Fraktion 24 in einer grofleren Menge vorhanden, wihrend das mit
dem Antikorper kreuzreagierende p60 in allen Fraktionen dieselbe Signalstirke besitzt. Die Spuren wurden wie

folgt aufgetragen:

Spur 1, Marker

Spur 2, Fraktion 20, Corby lebend
Spur 3, Fraktion 20, Corby tot
Spur 4, Fraktion 21, Corby lebend
Spur 5, Fraktion 21, Corby tot
Spur 6, Fraktion 22, Corby lebend
Spur 7, Fraktion 22, Corby tot
Spur 8, Fraktion 23, Corby lebend
Spur 9, Fraktion 23, Corby tot

Spur 10, Marker

Spur 11, Fraktion 24, Corby lebend
Spur 12, Fraktion 24, Corby tot
Spur 13, Fraktion 25, Corby lebend
Spur 14, Fraktion 25, Corby tot
Spur 15, Fraktion 26, Corby lebend
Spur 16, Fraktion 26, Corby tot
Spur 17, Fraktion 27, Corby lebend
Spur 18, Fraktion 27, Corby tot
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4.4.2.6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Bakterien-haltige Phagosomen aus Dictyostelium
isoliert. Die Reinigung von Bakterien-konjugierten, paramagnetischen Beads ist dabei fiir die
Isolierung von Phagosomen nicht geeignet, da diese Phagosomen entlang des endozytischen
Weges reifen und die Bakterien somit verdaut werden. Deshalb erfolgte die Isolierung der
Phagosomen {iiber eine kontinuierliche Dichtegradienten-Zentrifugation. Verunreinigt wurden
die Préparationen zundchst hauptsdchlich durch Lysosomen und Mitochondrien. Die
Lysosomen wurden daher mit Eisenpartikeln beladen und magnetisch entfernt. Bei den
Mitochondrien wurden durch die spezifische Dichte durch die enzymatische Umsetzung des
Substrates INT erhoht und auf diese Weise von den Phagosomen im Gradienten separiert.
Allerdings ergab werden die Messung lysosomaler Enzymaktivititen noch die Analyse
lysosomaler Protein mittels Western-Blotting-Experimenten eine Unterschied zwischen

gereiften und ungereiften Phagosomen.

4.4.3 Analyse von Phagosomenpriparationen mittels 2D-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von komplexen
Proteingemischen. Mit einer Silberfarbung solcher Gele lassen sich noch kleinste
Proteinmengen nachweisen. Da es moglich ist, aus solchen Gelen gefdrbte Protein-Spots
auszuschneiden und mit Hilfe der Massenspektrometrie zu identifizieren, stellt die Analyse
des phagosomalen Proteoms eine geeignete Methode dar, um bisher unbekannte Wirts-
faktoren im Legionella-spezifischen Phagosom zu charakterisieren. Die Phagosomen wurden
mit Hilfe einer Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert (siche 4.4.2). Allerdings konnten die
Bakterien-haltigen Phagosomen nicht einer bestimmten, konstanten Fraktionsnummer
zugeordnet werden, da durch das Ernten des Gradienten mittels Austropfen immer
unterschiedlich viele Fraktionen entstanden. Fiir die 2D-Gelelektrophorese wurden daher
immer diejenigen Fraktionen verwendet, die ungefdhr die halbe maximale Aktivitdt der
sauren Phosphatase aufweisen. Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen war bekannt,
dass diese Fraktionen reich an Phagosomen sind. In der 2D-Gelelektrophorese konnten mit
diesen Fraktionen gut reproduzierbare FErgebnisse erzielt werden, obwohl sich die
tatsdchlichen Fraktionsnummern z. T. stark unterschieden (Fraktion 17-23). Vor der Analyse

des phagosomalen Proteoms wurden die Bakterien mittels einer Triton-Behandlung entfernt.
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Fiir die erste Dimension der 2D-Gelelektrophorese konnen verschiedene pH-Gradienten
gewdhlt werden, um eine optimale Auftrennung der Proteine zu erzielen. Zu Beginn wurde
ein Gradient von pH 3-10 verwendet, um ein moglichst breites pH-Spektrum zu analysieren.
Der Nachteil dieser Streifen besteht allerdings darin, dass fiir eine Silberfarbung maximal 30
ug Protein aufgetragen werden konnen. AuBerdem konnte festgestellt werden, dass sich die
Proteine im mittleren pH-Bereich anreichern. Die Auftrennung der Proteine ist demzufolge
nicht optimal, da nur ein geringer Anteil dieses Gradienten dem pI-Wert der Proteine
entspricht. Daher wurde in allen weiteren Versuchen ein Gradient von pH 4-7 verwendet. Hier
ist es dann moglich, bis zu 60 pug Protein aufzutrennen. Trotz allem konnten in einem
Gradienten von pH 3-10 mit nur 15 pg aufgetragenem Protein aus einer Phagosomen-
praparation ca. 25-30 Spots detektiert werden (Abb.4.25). Drei dieser Proteine (Pfeilnummer
1-3) waren in Phagosomen mit toten L. pneumophila stirker exprimiert. Ein weiterer Spot

besitzt dieselbe molekulare Masse, ist allerdings in Phagosomen mit lebenden L. pneumophila

weiter in den sauren Bereich verschoben (Spot Nr.4). Es konnte sich folglich um die
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Abb. 4.26: Ausschnitt eines silbergefarbten 2D-Geles mit einem Gradienten von pH 3-10. Der Ausschnitt zeigt
den Bereich von pH 5 bis 6,5. In der linken Halfte sind Proteine aus Phagosomen mit toten L. p. Corby
aufgetrennt. Dabei erkennt man bei Spot 1-3 eine stidrkere Expression als bei den Phagosomen mit lebenden
Legionellen (rechte Hélfte) sowie einen mit schwécherer Signalstirke (Nr. 5). Protein Nr. 4 scheint bei lebenden
Legionella-Phagosomen modifiziert zu werden, da die Lage in den sauren Bereich verschoben ist. Insgesamt
wurden 15 pg Protein je Gel verwendet.
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Modifikation eines Proteins wéhrend der Infektion handeln (z. B. Phosphorylierung). Spot Nr.
5 ist schlieflich in Phagosomen mit lebenden Legionellen stirker exprimiert. Allerdings
findet sich bei diesem pH-Gradienten mit einer so geringen Proteinmenge noch kein
Proteinspot, der ausschlielich bei lebenden, nicht aber bei toten Legionellen vorhanden ist.
Diese Proteine sind von besonderem Interesse, da es sich dabei um von den Legionellen

rekrutierte Wirtsfaktoren handeln konnte.

Um eine bessere Auflosung zu erhalten wurden in allen weiteren Versuchen Streifen mit
einem immobilisierten pH Gradienten von 4 bis 7 verwendet und zwischen 30 und 60 pg
Protein aufgetragen. Dabei konnten 4 Spots detektiert werden, die sich in zwei Versuchen
reproduzierbar zwischen Priparationen mit lebenden und toten Legionellen voneinander
unterschieden, ein weiterer konnte im Gel mit der hoheren Proteinmenge gefunden werden.
Dabei waren 4 Spots vorhanden, die in Phagosomen mit toten Legionellen stirker vorhanden
waren (Abb. 4.27). Dabei handelt es sich wahrscheinlich um Proteine, die fiir den
Reifungsprozess charakteristisch sind. Allerdings konnte in dieser 2D-Analyse ein Spot
gefunden werden, der charakteristisch fiir Phagosomen mit lebenden Legionellen ist.
Eventuell handelt es sich dabei um einen rekrutierten Wirtsfaktor, der fiir die Umgestaltung
des Phagosoms in eine Legionella-spezifische Replikationsvakuole von Bedeutung ist. Das

Ergebnis ist in Abb. 4.27 dargestellt.

4.4.3.1 Zusammenfassung

Das Proteom der isolierten Legionella-haltigen Phagosomen wurde mit Hilfe der 2D-
Gelelektrophorese analysiert. Dabei war die Auflosung der Proteine in Gelen mit einem pH-
Bereich von 3-10 mangelhaft. Darum erfolgte in weiteren Versuchen die Auftrennung in
einem Bereich von pH 4-7. Nach Silberfarbung der Gele konnten Unterschiede im Proteom
der Phagosomen mit toten bzw. lebenden L. pneumophila detektiert werden. Dabei wurden 4
Spots beobachtet, die in Phagosomen, die tote L. pneumophila Bakterien beinhalteten, stiarker
exprimiert waren. Ein Spot war spezifisch fiir Phagosomen, die lebende Legionellen

enthielten.
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Abb. 4.27 Silbergefarbtes 2D-Gel mit einem pH-Bereich von 4 bis 7. Es wurden 60 pg Protein aus einer
Priparation mit lebenden L. p. Corby aufgetragen. Dabei sind die Proteine 1 bis 4 in Phagosomen mit toten
Legionellen in stirkerem Ausmal} vorhanden als in diesem Gel. Dagegen tritt das Protein Nr. 1 ausschlieBlich
bei Vakuolen mit lebenden L. p. Corby auf.
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