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1. Einleitung

1.1. Makrophagen

Der Korper ist durch aulfere Barrieren wie Haut oder Epithel oberflache mit Schiemhéuten sowie
durch symbiontische Bakterien und bestimmte chemische Substanzen vor krankheitsverur-
sachenden Organismen wie Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen und Wirmern geschiitzt. Gelangen
Keme dennoch in den Korper, werden die meisten innerhalb kurzer Zeit von korpereigenen
Immunzdlen aufgesplrt und zerstort. Zu diesen zeluld&ren Mechanismen der angeborenen
Immunitét gehtren Makrophagen und Neutrophile. Nur wenn Krankheitserreger diese
Verteidigungdinie durchbrechen, kommt es zu einer adaptiven Immunabwehr. Dabel werden in
einem Prozess, der mehrere Tage in Anspruch nimmt, Effektorzellen (B- und T-Lymphozyten)
gehildet, die spezifisch gegen den eindringenden Keim gerichtet snd  [Janeway und Travers
1997].

Die Makrophagen werden im Knochenmark gebildet und gelangen ds Monozyten ins Blut. Dort
zZirkulieren de circa 3 Tage [Klein 1991]. Danach adhé@rieren se am Sinus von Leber, Milz,
Lymphknoten, Hypophyse oder Nebenniere oder wandern nun als Makrophagen bezeichnete
Zdlen ins umliegende Gewebe. Die genaue Bezeichnung der Makrophagen ist dabe abhdngig
vom Organ bzw. Gewebetyp, in dem de dch aufhdten. SO werden zum Bespid die
Makrophagen im Bindegewebe ds Higtiozyten, in der Lunge ds Alveolarmakrophagen oder in
der Leber ds Kupffer Zelen bezeichnet [Silbernagl und Despopoulos 1991]. Ihre Funktion
besteht darin, Mikroorganismen, aber auch korpereigene apoptotische Zellen, aufzuspiiren,
aufzunehmen, abzuttten und immunkompetenten Lymphozyten ds Antigen zu présentieren sowie
diese Antigene in sekundére lymphatische Organe zu transportieren. Die Gesamtheit der
Vorgange, die zur Erkennung, Aufnahme und zum intrazdluldren Abbau partikulérer Substanzen
durch mononukleére Phagozyten (Monozyten und Makrophagen) und polymorphnukiegre
Phagozyten (Neutrophile) fUhren, wird as Phagozytose bezeichnet [Drosder 1988].
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1.2. Erkennung und Aufnahme des Partikels

Der ergte Schritt der Phagozytose ist die Erkennung des aufzunehmenden Partikels. So werden
die konservierte Oberflichenmolekiile der Mikroorganismen (PAMP - pathogenassociated
molecular patterns) von enigen Rezeptoren (PRR - pattern-recognition receptors) der
Makrophagen erkannt, wie zum Beipie vom Mannose- Rezeptor, vom Scavenger- Rezeptor, von

den Fc- Rezeptoren und den Komplement- Rezeptoren [Janeway 1992].

* De Mannose-Rezeptor erkennt Mannose, Fruktose, Glukose und Galaktose auf der
Oberflache der Mikroorganismen [Stahl und Ezekowitz 1998] und ist somit ein Rezeptor
fUr en breites Spektrum an Pathogenen. Die Bindung des Mannose-Rezeptors an ein
Oligosaccharid fuhrt nicht nur zur Aufnahme des Rartikels, sondern auch zur Sekretion
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a  [Stein und Gordon 1991], I1L-113 oder
IL-6 [Yamamoto et &. 1997].

* Der Scavenger-Rezeptor bindet Lipopolysaccharid (LPS) und Lipoteichonsdure [Dunne
et d. 1994] und vermittelt somit die Aufnahme von Gram:negativen und Gram-positiven
Bakterien. Bidang ig dlerdings noch nicht geklért, ob wetere Molekile dazu benttigt

werden.

* Die Phagozyten exprimieren verschiedene Klassen von Fc-Rezeptoren: FegRl, FegRIIA
und FegRIII [Ravetch 1997]. Diese Rezeptoren erkennen 1gG opsoniserte Partikel. Die
Bindung fuhrt zur Phagozytose des Partikels sowie zur Aktivierung des oxidativen Burst
und der Arachidonsaure-Kaskade [Klein 1991].

* Die Komplement-Rezeptoren 1 (CR1), 3 (CR3) und 4 (CR4) knden an Komplement
opsoniserte Partikeln. Fir die Phagozytose wird alerdings ein weiteres aktivierendes
Signd bendtigt [Pommier et d. 1983).

Die Bindung des jewelligen Rezeptors an seinen Liganden fuhrt zur Reorganiserung des Aktin-
Zytoskeletts und dadurch zur Aufnahme des Mikroorganismus. Be der Aufnahme wird der
Partike von eénem Tell der Plasmamembran des Phagozyten umschlossen, der sich zuerst nach

innen stdlpt und dann abschniirt. Bel diesem neu gebildetem endozytischen Vesikd handelt essch

15



um en Phagosom [Alberts et d. 2001]. Nach dem Entstehen durchlduft dieses neugebildete
Organd| verschiedene Refungsstadien, bis es schlieldich zu einem Phagolysosom wird. Diese
Reifung geht einher mit dem Abt6ten des aufgenommenen Mikroorganismus. Dazu wird dieser
enem niedrigen pH, resktiven Sauerstoffmetaboliten, Defensnen und hydrolytischen Enzymen
(Proteasen, Phosphatasen, Nukleasen, Lipasen, Hydrolasen) ausgesetzt [Haas und Goebel
1992].

1.3. Phagosomenreifung

Die Membran des neu entstandenen Phagosoms veréndert sch dlméhlich, wodurch se der
Membran der spdten Endosomen und Lysosomen dnlich wird. Dieser ds Phagosomenreifung
beze chnete Prozess entspricht zum groften Tell der Endosomenreifung [Tjele et d. 2000] und ist
ein Ergebnis von Fusonsereignissen mit endozytischen Organdlen und Abspdtung von Vesiken.
Dabel werden die Phagosomen entlang der Mikrotubuli [Degardins et a. 1994b] oder des
Aktin-Zytoskeletts [Al-Haddad et al. 2001] transportiert und fusionieren kurz nech ihrer
Entstehung mit frihen Endosomen sowie spéter mit spéten Endosomen und Lysosomen. Dadurch
unterliegen die Phagosomen einer sténdigen Verénderung der biochemischen Zusammensatzung
[Degardins 1995; Degardins et a. 19944], des Phosphorylierungsmusters [Emans et a. 1996]
und der Zusammensetzung der Phospholipide [Degardins et a. 19944]. Es gibt Hinwelse, daftr
dass die fir die Reifung der Phagsomen notwendigen Fusionen keine vollstdndigen Fusonen sind,
sondern Prozesse, die ds “kiss-and-run” bezeichet werden [Storrie und Degardins 1996]. Dabel
verschmelzen die an der Fusion betelligten Membranen nur kurzfristig und loka, tauschen dabel

luminae Inhalte sowie wenig Membranbestandteile aus und trennen sch danach wieder.

Die Refung des Phagosoms beginnt mit dem Recyding von besimmten Plasmamembran
molekilen wie Trandferrin-Rezeptor, Mannose-Rezeptor, Fcg-Rezeptor oder a -Adaptin [Muller
et al. 1980; Pitt et al. 1992b]. Fur die néchsten Schritte der Phagosomenreifung ist die kleine
GTPase rab5 mitverantwortlich. Diese befindet sch schon zum Zeitpunkt der Entstehung des
Phagosoms auf der zytoplasmatischen Seite der phagosomaen Membran [Degardins et .
1994b]. Die kleine GTPase rab5 vermittelt nicht nur die Fusion des neugebil deten Phagosoms mit
frihen Endosomen, sondern auch die Bewegung dieser Veskd entlang der Mikrotubuli [Zerid
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und McBride 2001]. Dabe rekrutieren rab5 Molekile sogenannte “tethering factors’ und
“docking factors' zu den zu fusionierenden Membranen [Pfeffer 1999]. Im Falle der durch rab5
kontrollierten homotypischen Fuson sind dies EEA1 und rabaptin-5 [Christoforidis et al. 1999],
die den Kontakt zwischen rab5-Molekilen auf beiden Membranen herstellen. Erst bel engen
Kontakt der beiden rab5-Molekile und in Gegenwart der richtigen und aktivierten SNARES
kommt es zur Fuson zweier Veskd [Pfeffer 1999]. AulRerdem fusioniert dieses frihe Phagosom
auch mit Veskeln des Trans-Golgi-Networks (TGN). So gelangen Cathepsin H [Claus et 4.
1998] und die vATPase [Bucci et d. 2000] in die Phagosomen. Die VATPase ist eine Membran
asoziierte Protonenpumpe [Lukacs et a. 1990], die zur Ansiuerung des Phagosomenlumens
fuhrt. Ein frihes Phagosom ist gekennzeichnet durch einen pH von 6,0-6,5 [Schaible et a. 1999]
und durch die Assoziierung der phagosomden Membran mit folgenden Molekllen: rab5
[Degardins et d. 1994b], Annexin | [Harricane et a. 1996], NSF, a /b SNAP, Transferrin
[Alvarez-Dominguez et d. 1997], EEAL [Mu et d. 1995] und Cathepsin H [Claus et d. 1998].
Dieses Stadium der Reifung it nach circa 5 min abgeschlossen, obwohl es in Abhangigkeit vom
phagozytierten Partikel und vom Aufnahmeweg grole Zeitschwankungen gibt.

Die Reifung des friihen Phagosoms zum spédten Phagosom wird durch die GTPase rab7 reguliert,
die vorwiegend auf spéten Endosomen, aber nicht auf Lysosomen, zu finden ist [Feng et 4.
1995]. Nach dem Verlust von rab5 und der Aquirierung von rab7 kommt es zur Fuson des
frihen Phagosoms mit spdten Endosomen, wodurch ein spétes Phagosom entsteht [Bucci et dl.
2000; Press et a. 1998]. Die spden Phagosomen fusonieren aber nicht nur mit spéten
Endosomen, sondern auch mit Veskeln des TGN. Auf diesem Wege gelangen LAMP-Molekiile
[Karlsson und Carlsson 1998], aber auch Cathepsine und der Mannose-6-Phosphat Rezeptor
[Schaible et d. 1999] ins Phagosom. Das spéte Phagosom ist gekennzeichnet durch einen pH von
5,5 und die Assoziierung der phagosomalen Membran mit rab7, Mannose-6- Phosphat Rezeptor,
LAMP-1, LAMP-2 [Rabinowitz et a. 1992], Cathepsin D, Cathepsin L und VATPase [Haas
1998]. Zu diesam Zeitpunkt it das Organdl circa 15 min dt, obwohl es auch hier
Zeatschwankungen in Abhdngigkeit vom phagozytierten Partikd und vom Aufnahmeweg gibt.
Waéhrend der Reifung verliert das Phagosom die Fahigkeit, mit frihen Endosomen zu fusionieren
[De Chagelier und Thilo 1997], so dass die Entwicklung dieses Organells nur in eine Richtung
gehen kann, und zwar vom friihen Phagosom Uber ein spétes Phagosom in ein Phagolysosom.

17



Das Phagolysosom entsteht durch die Fuson des spéten Phagosoms mit Lysosomen. Lysosomen
sind mit hydrolytischen Enzymen gefiillte Membransicke [Alberts et a. 2001]. Durch die Reifung
zu Phagolysosomen verliert die phagosomae Membran die kleinen GTPasen rab5 und rab7
sowie den Mannose-6-Phosphat Rezeptor [Storrie und Degardins 1996]. Damit ig ene
homotypische Fusion mit frilhen Endosomen und spéten Endosomen ausgeschlossen [Jahraus et
al. 1998]. Asziiert ist das Phagolysosom mit VATPase, LAMP-1, LAMP-2 [Degardins 1995]
und hydrolytischen Enzymen [Griffiths 1996]. Der pH innerhalb der Phagolysosomen liegt bel

4,0-50 [Gesow et a. 1981]. Dieses durch die vVATPase erzeugte sehr saure Milieu ig
bakteriogtatisch und wichtig fir die Aktivierung der hydrolytischen Enzyme, die fir den Abbau
des phagozytierten Partikels verantwortlich sind. Dabe  entstehende Peptide werden
wahrscheinlich noch in den Phagosomen an MHC 11 Molekile gebunden[Lang et al. 19944]. Es
bestent aber auch die Moglichkeit, dass die Peptide erst in ein anderes spé endozytisches
Kompartiment transportiert und dort an MHC |1 Molekiile gebunden werden [Tjele et d. 1998].
Die aus dem TGN sammenden MHC Il Molekille gelangen direkt Gber Veske vom TGN zum
Phagolysosom oder vom TGN Uber andere endozytische Organdlen ins Phagolysosom
[Rabinowitz et d. 1992]. Die an die MHC Il Molekiile gebundenen antigenen Peptide werden
zur Plasmamembran transportiert und dort présentiert. Die CD4*-T-Zdlen erkennen und binden
diesen Antigen-MHC 11-Komplex, wodurch die adaptive Immunabwehr aktiviert wird [Klein

1991]. Andere Abbauprodukte des phagozytierten Partikels, wie z. B. Lipide werden von CD1
Molekulen unter anderem den CD8"-T-Zdlen préasentiert [Porcelli und Modlin 1999].

Eine schematische Ubersicht (iber die ungestérte Phagosomenreifung ist in Abb. | dargestellt.
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Partikel

Frihes pPH 6,0-6,5
Phagosom Rab5
5 min EEAl1
TR
Spéates PH 5,5
Rab7
Phagosom
15 min M6PR
VATPase
pH 4,0-5,0
Phago- kein rab5, rab7
lysosom kein M6PR
45 min reife Hydrolasen

Abbau des Partikels

Mehrere
Stunden

Abb. I Schematische Darstellung und Kinetik der normalen Phagosomenreifung

Dargestellt sind mogliche Fusionsereignisse eines Phagosoms mit endozytischen Vesikeln sowie die daraus
resultierenden Charakteristika der verschiedenen Reifungsstadien.
EE — frihes Endosom; LE — spétes Endosom; Lys— Lysosom; M6PR — M annose-6-Phosphat Rezeptor.

1.4. Uberlebensstrategien von Mikroorganismen

Die Interaktion der Mikroben mit den Makrophagen spielt eine entscheidende Rolle bei der
Pethogenese vider Infektionen. Um zu Uberleben und um sch zu vermehren haben vide
krankheitserregende Mikroorganismen Strategien entwickdt, die es ihnen erlauben, diesem Tell
der Immunabwehr zu entkommen. Dabel ist der Erfolg der Mikroorganismen abhéngig von der
Vitditét des Mikroorganismus, dem Aktivierungsstaius der Wirtszelle oder dem fur die Aufnahme
verwendeten Rezeptor bzw. der Aufnahmeform. Die verwendeten Strategien lassen sch in 6
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Klassen entelen, die im folgenden anhand von Beispiden erklat werden. Be den beiden
erstgenannten Strategien (1.4.1. und 1.4.2)) handdt es sch um Mdoglichkeiten die Aufnahme
durch Phagozyten zu umgehen oder nach erfolgter Aufnahme aus den Wirtszellen auszubrechen.
Dagegen handdlt es sch ba den in 1.4.3.-1.4.6. aufgefihrten und in Abbildung Il schematisch
dargestdlten Strategien, um Moglichkeiten, innerhab der Phagozyten zu tberleben.

1.4.1. Verhinderung der Aufnahme durch Phagozyten

Eine Moglichkeit, dem Abbau in Phagozyten zu entgehen, ist die Verhinderung der Aufnahme
durch diese Zdlen. Dies geschient zum Beispid durch das Eindringen in nicht-professonele
Phagozyten wie Epithdzdlen oder Fibroblasten [Pieters 2001], wodurch die Pathogene dem
Zugriff der Phagozyten entzogen sind. Einige Gram-negetive Bakterien induzieren die Adhésion
und die Aufnahme in nicht phagozytische Zdlen durch ein hoch konsarviertes sogenanntes
Typ 111-Sekretionssystem [Gaan und Collmer 1999]. Mit Hilfe dieses Sekretionssystems kdnnen
Bakterien Proteine durch eine nade artige Struktur in das Zytoplasma der Wirtszelle injizieren.

Auf diesem Wege induziert z.B. Salmonella typhimurium ihre Aufnahme in Epithelzdlen. Diesist
en wichtiger Schritt fur die Etablierung der Krankhet, da Salmonella typhimurium so die
schiitzende Barriere des intestinden Epithels passeren kann [Jones e d. 1994]. Die ins
Zytoplasma der Wirtszdlle injizierten Proteine fiihren zur Umorganisierung des Aktin-Zytoskeletts
und damit zu “Membran ruffling”, wodurch das Bakterium makropinozytotisch interndisert wird
[Galan 1999].

Eine weitere Mdglichkeit, dem Abbau in Phagozyten zu entgehen, ist die Verhinderung der
Aufnahme in diese Zdlen. Ba Streptococcus pneumoniae verhindert eine Polysaccharidkapse
die Phagozytose [Hacker und Heesemann 2000]. Andere Bakterien, wie zum Beispid
enteropathogene Escherichia coli (EPEC), verhindern die Aufnahme in Phagozyten durch
Injektion von Proteinen mit anti- phagozytotischer Wirkung mit Hilfe des Typ I11-Sekretions-
systems [Goosney et d. 1999].
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1.4.2. Totung der Wirtszellen

Einige pathogene Mikroorganismen konnen Apoptose oder Nekrose in ihren Wirtszellen
induzieren [Navarre und Zychlinsky 2000].

Die Apoptose ist ein korpereigener Mechanismus der schonenden Entsorgung von Uberfliissigen,
selbstresktiven, fehlerhaften oder maigne entarteten Zellen [Carson und Ribeiro 1993; Barr und
Tome 1994], ohne dabe eine inflammatorische Antwort auszulsen. Dieser aktive Zdltod [&uft
nach einem genauen Programm ab und it gekennzeichnet durch starke Fatungen und blasige
Ausstilpungen der Zdlmembran (“Zeioss'), die dadurch eine erhdhte osmotische Stabilitét
aufwes [Dive et d. 1992; Lizard 1995], durch halbmondformig an der Kernmembraninnenseite
angelagertes Chromatin [Wyllie et d. 1984; Martin et d. 1994] und durch die internukleosoma
gespatene DNA [Wyllie 1980; Compton 1992].

Die Nekrose ist eine drastische, pathologische Form des Zelltodes, die mit dem Zusammenbruch
des Energiestoffwechsels der betroffenen Zdle verbunden ist [Waker et d. 1988; Dive e 4.
1992; Schwartz und Oshorne 1993]. Durch gsarke Noxen, Gewebeschadigungen und
Entzindungsresktionen sowie bel Targetzellen der zytotoxischen FZelen und der Aktivierung
des Komplementsystems kommt es innerhalb von Minuten zu enem Verlust der osmotischen
Stabilitét der Membran, einem Caf*-Influx und passiven H,O-Einstrom, as deren Folge die Zdlle
anschwillt und anschliel¥end unter Ausschiittung ihrer Inhatsstoffe platzt [Tome und Cope 1991;
Lennon et a. 1991; Pettmann und Villa 1994]. Dieser Vorgang wird as “Lyss’ bezeichnet. Im
umliegenden Gewebe der nekrotischen Zelle kann es dadurch zu inflammatorischen Prozessen
kommen. Die DNA blebt stabil und wird erst spéter unspezifisch gespalten [Searle et a. 1982;
Kubbieset a. 1993].

Zu den Mikroorganiamen, die einen Vitditétsverlugt ihrer Wirtszellen auddsen, gehdren: Shigella
flexneri [Zychlinsky et d. 1992; Zychlinsky et d. 1996; Hilbi et d. 1997], Salmonella
typhimurium [Monack et a. 1996; Hersh et a. 1999; Brennan und Cookson 2000; Watson et
al. 2000], Yersinia enterocolitica [Monack et al. 1997; Denecker et al. 2001], Mycobacterium
tuberculosis [Keane et ad. 1997; Rojas et d. 1997; Dobos et a. 2000; Keane et a. 2000],
Legionella pneumophila [Gao und Kwaik 1999a; Gao und Kwaik 1999b; Alli et a. 2000],

21



Rhodococcus equi [Zink et a. 1987; Hietda und Ardans 1987] und Francisdlla tularensis[La
et al. 2001].

Shigella flexneri wird von Makrophagen in ein Phagosom aufgenommen und bricht innerhdb
von Minuten aus diesem Phagosom aus [High et d. 1992], wodurch die Shigdlen ins
Wirtszytoplasma gelangen und die Apoptose ihrer Wirtszelle induzieren [Zychlinsky et d. 1994).
Dazu hindet das von Shigella flexneri sekretierte Protein IpaB die Caspase 1. Diese wird
dadurch aktiviert und induziert die Apoptose des Phagozyten sowie die Freisstzung von
proinflammeatorischen Zytokinen [Thornberry et d. 1992; Chen et a. 1996; Hersh et d. 1999].
Durch die hohe Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen kommt es zu einer
Entzindungsreaktion, durch die z.B. benachbartes Mucosaepithel zerstért und den Shigellen der
Zugang zur Lamina propria eleichtert wird [Hacker und Heesemann 2000]. Da es bel der durch
Shigella flexneri induzieten Apoptose zu ener proinflammatorischen Antwort  kommt,
postulieren Zychlinsky und Sansonetti (1997), dass es neben der herkdmmlichen Form der
Apoptose, die zu keiner inflanmatorischen Antwort fuhrt, auch eine proinflammatorische Form
der Apoptose geben muss.

Auch Salmonella typhimurium wird von Makrophagen in einem Phagosom aufgenommen. Mit
Hilfe des Typ Ill-Sekretionsgpparates konnen die SAmondlen Proteine ins Wirtszellzytosol
sekretieren [Galan 1996]. Eines dieser sekretierten Proteine, SipB, bindet und aktiviert ebenso
wie |paB die Cagpase 1 [Hersh et a. 1999]. Die Aktivierung der Caspase 1 fuhrt zur Sekretion
des proinflammatorischen Zytokins IL-1 und zum Wirtszdlltod. Ob es sch bel dem durch
Sdmondlen induzierten Wirtszelltod um Apoptose oder Nekrose handdt, wird kontrovers
diskutiert [Boise und Collins 2001]. In einigen Arbeiten wurden Anhdtpunkte flr Apoptose in
den mit Salmonella typhimurium infizierten Makrophagen gefunden, wie der Caspase 1-ab-
héngige Zdltod und DNA-Fragmentierung [Lindgren et a. 1996; Monack et a. 1996; Richter-
Dahifors et d. 1997; Hersh et al. 1999]. Dagegen deuten die von Brennan und Cookson (2000)
und Watson et d. (2000) erzidten Daten eher auf einen durch Salmonella typhimurium
induzierten nekrotischen Zdltod der infizierten Makrophagen hin.

Infektion mit Mycobacterium tuberculosis kann ebenfdls zu enem Vitditésverlus der
Wirtszelle fuhren. Ob es gch bel dem durch Mycobakterien induzierten Wirtszelltod um
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Apoptose oder Nekrose handdt, scheint vom Wirtszdltyp abzuhéngen. So induziert
Mycobacterium tuberculosis in Epithelzellen Nekrose, wobei dies abhangig vom bakteridlen

Weachstum und/oder der Expresson von nycobakteriellen Faktoren ist [Dobos et d. 2000]. In

Makrophagen hingegen wird der durch Mycobacterium tuberculosis induzierte Zdltod ds

Apoptose klassfiziert und wird wahrscheinlich durch die Sekretion von TNFa  ausgel0st [Keane
et al. 1997; Bacewicz-Sablinska et al. 1999; Keane et al. 2000].

Fir die Totung von elkaryontischen Wirtszellen durch Legionella pneumophila wird en
zweiphasiges Moddl postuliert [Gao und Kwaik 1999a; Gao und Kwaik 1999b]. Bel der ersten
Phase handelt es sich um eine Induktion der Caspase 3-abhdngigen Apoptose, die unabhangig
vom Wachsumsstadium der Legiondlen ist [MUller et . 1996; Gao und Kwaik 1999a; Gao und
Kwak 1999b]. In der zweiten Phase induzieren die in der exponentiellen Wachstumsphase
befindlichen Legionellen den nekrotischen Wirtszdlltod [Byrne und Swanson 1998]. Alli et d.
(2000) spekulieren, dass die Nekrose der Wirtszellen durch ein von den Legionellen sekretiertes

porenbildendes Toxin induziert wird.

Die oben genannten Daten zeigen, dass manche Pathogene eher den einen Typ des Zdltodes,
andere den anderen und manche beide gleich stark in ihren Wirtszdlen aud6sen. Der jewellige
Antell jedes Mechanismus hangt wahrscheinlich von den Kulturbedingungen, Infektionsraten,
Immungtatus der Wirtszelle und 8hnlichen aul¥eren Faktoren ab.

Es gibt aer nicht nur Mikroorganiamen, die zu enem Vitditéasverlug ihrer Wirtszdlen fihren,
sondern auch solche, die ihn verhindern. So inhibieren Chlamydia spp. die Apoptose ihrer
Wirtszellen [Clifton et d. 1998; Fan et &. 1998].

1.4.3. Blockierung der normalen Phagosomenreifung

Eine wetere Moglichkeit, den fir die meiden Bakterien todlichen Bedingungen in enem
Phagolysosom zu entkommen, ist es, den Prozess der Phagosomenreifung zu stoppen. Dadurch
arretiert das Bakterien-enthdtende Kompartiment in einem frih phagosomaen/endosomaen
Stadium, was ein Uberleben der Organismen erlaubt. Beispid fir solche Bakterien sind:

Mycobacterium tuberculosis, Ehrlichia chaffensis und Brucella abortus.
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Nach der Aufnahme durch den Makrophagen befinden sch pathogene Mycobakterien in einer
Vakuole, in der de bis zum Tod der Wirtszelle verbleiben [Russdl 2001]. Dieses von den
Mycobakterien etablierte Kompartiment ist gekennzeichnet durch einen pH von 6,1-6,3 [Sturgill-
Koszycki et d. 1994], der im Fale der Vermehrung der Bakterien im Phagosom auf pH 6,8
angeigen kann [De Chastdllier et d. 1995]. Dieser relativ neutrde pH ist dadurch bedingt, dass
die Mycobakterienenthdtenden Phagosomen keine VATPasen akquirieren [Sturgill-Koszycki et
d. 1994], die zu ener Ansiuerung des Kompartiments fuhren. Da die Mycobakterien
enthaltenden Phagosomen mit MHC |, MHC I, Transferrin-Rezeptor [Clemens und Horwitz
1995], PlasmamembranGlykosphingolipiden [Russdl et d. 1996], nach der Keimaufnahme
interndigertem Cholera-Toxin [Russel et d. 1996] und Trandferrin [Clemens und Horwitz 1996]
assoziiert and, missen die Mycobacterium tuber culosis-enthatenden Phagosomen in einem
gandigen Kontakt bzw. Austausch mit der Plasmamembran stehen. Die ebenfdls mit den Myco-
bakterien-enthatenden Phagosomen assoziierten spé endosomalen/lysosomaen Markerproteine
LAMP-1 und Cathepsin D kommen nicht von Lysosomen, sondern hochstwahrscheinlich von
Veskeln des biosynthetischen Systems aus dem trans-Golgi [Sturgill-Koszycki et al. 1996].
Somit zeigt das Mycobacterium tuber cul osis-enthaltende Phagosom Charakteristika @nesfrih
endosomaen Organdls, das nicht zu einem spa endosomden/lysosomaen Organdl relft. Dies
wird dadurch bestétigt, dass diese Phagosomen mit rab5 assoziiert bleilben, aber nicht
rab7-pogtiv werden [Via et d. 1997]. Da die Mycobakterienenthatenden Phagosomen nur mit
frihen Endosomen und mit Veskedn des biosynthetischen Sysems fusionieren und den
Tranderrin-Rezeptor und rabll [Fratti et d. 2000] akkumulieren, gehdren sie wahrscheinlich zu
den frihen Recyding- bzw. Sorting-Endosomen [Schaible et d. 1999]. Die Lokaiserung der
Mycobakterien in einem solchen Endsosom ermdglicht es ihnen nicht nur, dem Abbau im
Phagolysosom zu entkommen, sondern bietet ihnen auch sténdigen Zugang zu Eisen, das an
Transferrin gebunden in die Phagosomen gelangt [Haas 1998]. Diese Veflgbarket von Eisen
scheint eine sehr wichtiger Uberlebensfaktor fiir die Bakterien zu sein [Schaible et a. 1999).

Wie die Mycobakterien die Phagosomenrefung blockieren, ist bidang unklar. Es gibt

verschiedene Erklarungsversuche fir dieses Phénomen, von denen vier im folgenden kurz

beschrieben werden.
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(1) Eine Beobachtung ist, dass die von der bakteriellen Urease produzierten grof3en Mengen
Ammonium sowohl die Ansduerung der Vakuole [Gordon et d. 1980] a's auch die Fusion des
Mycobakterien-enthdtenden Phagosoms mit Lysosomen [D'Arcy Hart und Young 1991]
verhindern. Dies steht in Ubereingtimmung mit der Tatsache, dass es énen Zusammenhang
zwischen Ansiuerung und Reifung bzw. Fusonsereignissen gibt [Clague et d. 1994]. Allerdings
zeigen Versuche mit Urease-defizienten Mycobakterien nur eine geringfligige Veranderung im
intrazellul&ren Uberleben [Reyrat et . 1996).

(2) Eine weitere Hypothese ist, dass die hydrophobe Natur der Bakterienoberfléche oder einvon
den Bakterien abgegebenes Membranglykolipid (Cord factor) einen hemmenden Einfluss auf die
Membranfusionen hat [Spargo et a. 1991; De Cagtellier et a. 1995; Fujiwara 1997].

(3) Von Ferrari et d. (1999) wurde behauptet, dass TACO (tryptophan-aspartate containing
coat protein) die Komponente darstdlt, die ene Refung der Mycobakterien-enthatenden
Phagosomen verhindert, da die Mycobakterien TACO aktiv auf dem Phagosom zurtickhaten.
Dieses Wirtszdlprotein wird bel der Phagozytose zum Aufnahmeort rekrutiert und it somit mit
dem neu entstandenen Phagosom assoziiert. Wahrend der Reifung verliert das Phagosom unter
normalen Umstdnden dieses auch as Coronin bezeichnete Protein [Grogan et a. 1997;
Morrissette et d. 1999]. Die Beobachtung von Ferrari et d. (1999) konnte in neueren Studien
[Schiller et d. 2001] nur fir Phagosomen, die verklumpte Mycobakterien enthdten, bestétigt
werden, wahrend Phagosomen, die einzelne Mycobakterien enthaten, nur voriibergehend mit
Coronin asoziiert Snd.

(4) Eine watere mogliche Erkl&rung fur die Blockierung der Phagosomenreifung idt, die dass
durch pathogene Mycobakterien eine Hemmung des Angtiegs des intrazdlluldren Kaziumspiegels
verursacht wird [Malik et d. 2000]. Da bekannt ist, dass eine Erhthung des intrazdlul&ren
Kaziumspiegels zur Fuson von Phagosomen mit Lysosomen fuhrt [Mdik et d. 2001], ist die
Hemmung des Angtiegs des intrazelluldren Kaziumspiegels ein Ursache, aber vidleicht auch nur
eine Folge, der Blockierung der Phagosomenreifung.

Die Zusammensstzung der Ehrlichia chaffensis-enthdtenden Phagosomen ist jener der
Mycobacterium tuberculosis-enthatenden Phagosomen sehr dhnlich [Haas 1998]. Sie sind
ebenfals nicht mit der vVATPase assoziiert, weshdb se auch nur geringfligig ansiuern. Aul3erdem
gnd die Ehrlichia chaffensis-enthatenden Phagosomen ebenfals durch die Assoziierung mit
Transferrin gekennzeichnet [Barnewdl et d. 1997).
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Brucella abortus wird in en Phagosom aufgenommen und verbleibt dort bis zum Tod der
Wirtszelle [Arenas et d. 2000]. In nichtprofessonellen Phagozyten befinden sich die Brucellen in
Zigernen des rauhen endoplasmatischen Retikulums [Detilleux et d. 1990]. Der Hypothese
zufolge werden die Bakterien Uber den “autophagozytotischen Pathway” transportiert, bevor se
im ER akkumulieren und sch vermehren [Fizarro-Cerda et d. 1998]. In Phagozyten befinden sich
die Bakterien in enem Phagosom mit saurem pH [Porte et a. 1999], das nicht mit Lysosomen
[Frenchick et a. 1985; Naroeni et a. 2001], aber mit frihen Endosomen [Rittig et &. 2001]
fusoniert. Dieses Phagosom kolokadisiert nicht oder nur in geringem Umfang mit Markern fir ER
und Autophagosomen [Arenas et d. 2000], und wird auf Grund der eng um das Bakterium
liegenden phagosomade Membran ds “tight phagosome* bezeichnet [Rittig et . 2001]. De
Chagtellier und Thilo (1997) vermuten, dass eine eng anliegende Phagosomenmembran die
Fusogenitét des Kompartiments reduziert, wodurch sch die verzogerte Fuson der Brucdlen
enthatenden Phagosomen mit spdten Endosomen [Arenas et d. 2000] erkléaren [4X.

1.4.4. Etablierung eines nicht endozytischen Kompartiments

Einige wenige Pathogene befinden sch innerhab ihrer Wirtszelle in einer Vakuole, die komplett
vom endozytischen System abgetrennt, und somit weder mit exdosomaen Markern noch mit
lysosomaen Markern assoziiert is. Diese Vakuolen fusonieren nicht mit endozytischen Vesken
[Sina und Joiner 1997] aber interagieren mit anderen Wirtsorganelen wie Golgi, Mitochondrien
oder endoplasmatischem Retikulum [Hackstadt 2000]. Zu den Mikroorganismen, bei denen diese
Strategie zum Uberleben in Phagozyten beobachtet wird, gehdren Chlamydia trachomatis,

Toxoplasma gondii und Legionella pneumophila.

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazdlulérer Parasit, der sowohl in Phagozyten ds auch in
nichtprofessonelle Phagozyten endringen kann. Dabe dringt Toxoplasma gondii durch
Invagination der Wirtszdlmembran aktiv in die Wirtszelle ein [Tjelle et d. 2000]. Sofort nach der
Bildung der Toxoplasma gondii-enthatenden Vakuole befinden sch keine Plasmamembran
proteine der Wirtszelle auf dieser Vakuole [Suss-Toby et a. 1996]. Dadurch fusonieren diese
Vakuolen nicht mit anderen endozytischen Vesken. Anschlief3end sekretiert Toxoplasma gondii
viele Proteine, die sowohl im Lumen der Vakuole, im tubulivesikulé&ren Netzwerk innerhab der

Vakuole, aber auch in der Vakuolenmembran integriert werden [Sinai und Joiner 1997; Sibley et
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al. 1986; Beckers et d. 1994]. Diese Proteine haben eine Funktion bel der Etablierung dieses
ungewohnlichen Kompartiments und sind wahrscheinlich an der Aquirierung von Nahrgtoffen
beteiligt [Hackstadt 2000]. Die Toxoplasma-enthadtenden Vakuolen snd somit nicht mit Markern
des endosomalen Systems wie Transferrin-Rezeptor, Mannose-6-Phosphat Rezeptor, LAMP-1
oder VATPase assoziiert [Baca und Kumar 1994]. Dafir snd se haufig mit Mitochondrien und
dem ER der Wirtszelle assoziiert [Schwab et d. 1994)].

Chlamydia trachomatis etablieren ein Kompartiment, das ds “incluson” bezeichnet wird
[Schramm et d. 1996]. Die “incluson* Membran wird kurz nach der Bildung durch bakteridle
Proteine, die sogenannten “incluson membrane proteins® (Inc), verandert [Hackstadt 2000].
Dadurch enthdlt die Membran des Chlamydia trachomatis-enthatenden Kompartiments mehr
bakterielle Proteine ds Wirtszdlproteine [Taraska et a. 1996]. Diese Membran fusioniert nicht
mit endozytischen Veskdn, weshdb diese Einschliisse negativ fur Trandferrin, Mannose-6-
Phosphat Rezeptor, Cathepsin D, LAMP-1 und VATPase sind [Friis 1972; Wyrick und
Brownridge 1978; Heinzen et d. 1996]. Etablierte Chlamydien “inclusons® befinden sich in der
Golgi Region und interagieren mit dem exozytotischen System. Durch die Fuson mit Veskeln, die
vom Golgi-Apparat sammen, gdlangen zum Bespid Sphingoglykolipide in das Chlamydien
enthdtende Kompartiment [Scidmore et d. 1996]. Wie die Interaktion der Chlamydien
“indusons’ mit dem exozytotischen System reguliert wird, ist bidang noch nicht bekannt.

Legionella pneumophila etablieren sowohl in Phagozyten ds auch in Amdben en
Kompartiment, das es ihnen erlaubt, zu Gberleben und sich zu vermehren [Swanson und Hammer
2000]. Durch Phagozyten werden die Legiondlen durch konventionelle Phagozytose [Rechnitzer
und Blom 1989] oder durch einen Prozess, der ds “coiling phagocytoss® bezeichnet wird
[Horwitz 1984], aufgenommen. Dabel wird das Bakterium von einem Pseudopodium der
Wirtszelle eingerollt. Diese dabel entstehende multilaminare Membran wird aufgel 6st, wodurch ein
morphologisch normaes Phagosom entstent. Wéahrend dieses Prozesses werden bestimmte
Plasmamembranproteine (Alkaische Phosphatase, MHC | und MHC I1) von der phagosomalen
Membran ausgeschlossen, wéhrend andere Plasmamembranproteine (CR-3 und 5'-
Nuclectidase) in die phagosomae Membran eingebaut werden [Clemens und Horwitz 1992;

Clemens und Horwitz 1993]. Diese Legiondlenenthatenden Phagosomen fusionieren weder mit
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frihen Endosomen [Clemens et d. 2000] noch mit spdten Endosomen [Clemens und Horwitz
1995; Roy et a. 1998] oder Lysosomen [Horwitz 1983b]. Statt dessen assoziieren diese
Phagosomen zunéchst (5 min-2 h nach Aufnahme) mit glatten Veskeln und Mitochondrien und
spéter (4-12 h nach Aufnahme) mit dem rauhen endoplasmatischen Retikulum [Horwitz 19833;
Swanson und Isberg 1995]. Sechs bis zehn Stunden nach der Aufnahme vermehren Sch
Legionella pneumophila in eéinem Phagosom, das mit Ribosomen besetzt i, bis es zur Lyse der
Wirtszelle kommt [Horwitz und Silberstein 1980; Horwitz 1983a; Joshi et a. 2001]. In neueren
Studien konnte gezeigt werden, dass die Phagosomen, in denen sich die Legiondlen vermehren
konnen, lysosomae Charakteristika aufweisen [Sturgill-Koszycki und Swanson 2000]. Durch
welche Mechanismen die Legiondlen dieses ungewdhnliche Kompartiment etablieren, ist noch
nicht vollsténdig gekl&rt. Allerdings wurden viede Gene identifiziert, die dafir wichtig Snd. Diese
Virulenzgene werden ds dot (fir “ defective for organdlle trafficking*) und adsicm (fur “intracelular
multiplication”) bezeichnet [Segd und Shuman 1998; Kirby und Isberg 1998]. Einige dieser Gene
kodieren fir ein Typ IV-Sekretionssystem [Segd et a. 1998; Voge et a. 1998]. Es wird
vermutet, dass mit Hilfe dieses Sekretionssystems ein Kand in der phagosomaen Membran
entsteht, durch den Proteine ins Wirtszellzytoplasma transportiert werden [Kirby et a. 1998;
Coers e d. 2000]. Diese Proteine haben eine wichtige Funktion bel der Etablierung dieses
ungewohnlichen Kompartiments [Wiater et d. 1998; Roy et d. 1998; Coers et d. 1999], wobel
der genaue Mechanismus unbekannt ist [Meresse et a. 1999; Duclos und Degardins 2000].

1.4.5. Lyse der Phagosomenmembran

Eine Moglichkelt, der fir die Bakterien todlichen Umgebung des Phagolysosoms zu entkommen,
is der frihzetige Ausbruch aus dem Phagosom [Meresse et al. 1999]. Diese Strategie wird von
Trypanosomas cruz [Andrews 1994] sowie von Listeria monocytogenes [Smith et a. 1995],
Shigella flexneri [High et d. 1992] und Rickettsia conorii [Gouin et d. 1999] verwendet. Diese
Organismen gelangen durch die von den Pathogenen gesteuerte Lyse der Vakuolenmembranen
ins Wirtszdlzytoplasma. Dort sind diese Pathogene in der Lage zu wachsen und sch zu
vermehren [Moulder 1985]. Auf3er Trypanosomas cruzi konnen sch dle hier genannten
Bakterien durch Bildung enes Aktin-Komet- Schweifes fortbewegen [Drams und Cossart 1998].
Am Bespid von Listeria monocytogenes soll der Vorgang des Ausbruchs aus dem Phagosom

naher erlautert werden.
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Listeria monocytogenes benutzt verschieden Zdltypen ds Wirt. Die Aufnahme in Phagozyten
erfolgt Uber Fc- oder Komplement- Rezeptoren, wahrend fir die Aufnahmein nichtprofessionelen
Phagozyten unter anderem die Adh&sion der von den Ligterien exprimierten Interndine mit
E-cadherin verantwortlich ist [Mengaud et a. 1996]. Nach der Aufnahme in die Wirtszellen
befinden sch die Ligerien in ener Vakuole, die fir ene kurze Zeitgpanne (circa 30 min) mit
frihen Endosomen fusioniert [AlvarezDominguez e d. 1997]. Durch die Fuson mit frihen
Endosomen wird die Vakuole leicht angesauert, wodurch Ligteriolysin O aktiviert wird [Geoffroy
et a. 1987]. Dieses von Listeria monocytogenes produzierte Lysin ist @n Toxin, das Risse in
der Vakuolenmembran erzeugt, wodurch die Ligterien ins Zytoplasma gdangen [Goebd und
Kuhn 2000]. Dort induziert Listeria monocytogenes die Polymeriserung des Wirtszell-Aktins,
das dadurch den sogenannten “comet tail“ bildet. Mit Hilfe dieses Aktinschweifes knnen sich die
Ligterien in der Wirtszdlle fortbewegen und auch in Nachbarzellen gelangen [Drams und Cossart
1998].

1.4.6. Anpassung an ein saures phagolysosomales Kompartiment

Be dlen bisher beschriebenen Strategien haben die Mikroorganismen Mdglichkeiten gefunden,
nicht in ein Phagolysosom zu gdlangen und o ihr Uberleben zu gewdhrleisten. Die im folgenden
beschriebenen Pathogene snd dagegen in der Lage, in Phagolysosomen zu Uberleben und sich zu
vermehren. Zu diesen Pathogenen gehdren Leishmania mexicana und Coxiella burnetti [Tjele

et . 2000].

De eukaryontische Parasit Leishmania mexicana hdt dsch im Makrophagen in enem
Kompatiment auf, das ds “paradtophorous vacuole’ (PV) bezeichnet wird. Dieses
Kompartiment hat enen pH von 4,7-52 [Antoine e d. 1990] und beinhdtet lysosomae
Hydrolasen [Prina et d. 1990], die lysosomaden MembranGlykoproteine LAMP-1 und
LAMP-2 [Russl e d. 1992; Chen et ad. 19853 und VATPase [Nelson 1987]. Da die
Leishmanien-enthaltenden Vakuolen auch mit rab7 und Mannose-6- Phosphat Rezeptor assoziiert
gnd [RusHl e d. 1992], i es nicht endeutig, ob dieses Kompartiment eher einem
Phagolysosom oder einem spéaten Phagosom entspricht [Haas 1998]. Wichtig fir das Uberleben
nicht nur dieses Pathogens ist die Verfligbarkeit von Nahrstoffen [Haas 1998], welche in diesem
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Fdl durch Fusonen der Leishmanien-enthdtenden Vakuolen mit Veskdan des endosomaen

Kontinuums gegeben ist [Alexander und Vickerman 1975; Russdll et d. 1992).

Kompartimente, die das obligat intrazdlulé&re Pathogen Coxiella burnetii enthdten, reifen
ebenfdls zu Phagolysosomen [Tjelle et d. 2000]. Diese durch ihre Grof3e auch as “spacious
phagosomes® bezeichneten Kompartimente sind charakterisert durch einen pH von 5,2 sowie
durch die Assoziation mit LAMP-1, LAMP-2, Cathepsin D, sauren Phosphatasen und VAT Pase
[Heinzen e d. 1996, Mege et d. 1997]. Um in diesem fir die meigen Mikroorganismen
toxischen Kompartiment tberleben zu kénnen, produziert Coxiella burnetti Enzyme (z. B. saure
Phogphatasen), die zur Eliminierung oder Verhinderung der Synthese von  toxischen
Sauerstoffmetaboliten durch die Wirtszelle fiihren [Baca et a. 1994].
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Abb. I1: Uberlebensstrategien pathogener Mikroor ganismen

Jede der in Kapitel 1.4.3.-1.4.6. beschriebenen intrazelluldren Uberlebensstrategien wird am Beispiel eines
Bakteriums reprasentiert. Dabei sind mogliche Fusionsereignisse mit endozytischen Vesikeln sowie die
charakteristische Kompartimentierung des jeweiligen Bakteriums schematisch dargestellt.

EE — friihes Endosom; LE — spétes Endosom; Lys— Lysosom; TfR — Transferrin-Rezeptor.

1.5. Afipiafelis

1.5.1. Die Gattung Afipia

Die Mitglieder der Gattung Afipia snd Gram-negdiv, nicht hdmolytisch, Urease-positiv,
Oxidase-pogtiv, nicht fermentierenden Stdbchen, die aufgrund eines enzenen Hagelums
beweglich snd. IThre DNA hat einen Guanin- und Cytosn-Anteil von 61,5-69%. Die Gaitung

Afipia wird taxonomisch in die a 2- Subklasse der Proteobakterien eingeordnet, zu der auch die
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Gatungen Rickettsia, Brucella, Bartonella und Agrobacterium gehdren. Auf der Bass
phanotypischer Charakteriserung und DNA Verwandtschaftsbestimmungen wird die Gattung
Afipia derzait in 6 Arten eingetellt: Afipia felis, Afipia clevelandensis, Afipia broomeae, Afipia
Genospecies 1, Afipia Genospezies 2 und Afipia Genospezies 3 [Brenner et a. 1991]. Afipien
wachsen bel 25-30°C auf BCYE-Agar und Nutrient Broth-Agar, aber bereits bel 42°C it ihr
Wachsum vollstandig gehemmt. Nach 72 h be 30°C erschenen 0515 mm grof3e
Einzelkolonien, die grau-weidich, glénzend, konvex und undurchsichtig sind [English et d. 1988].
Die Spezies dieser Gattung sind gekemnzeichnet durch die Zdlwandfettsiure 11-Methyloctadec-
12-Enal. Diese Fettsdure kommt nur noch ba einigen Brucella- und Pseudomonas- Spezies vor
und ist deshdb ein nitzlicher chemischer Marker fir die Gattung Afipia. Alle Isolate von Afipien,
bis auf den einzigen Vertreter der Spezies Afipia Genotyp 3, wurden aus humanem Materid
(Lymphknoten, Sputum, Pleurdfliissgket, Tibidbiopse oder durch Bronchiaspllung) gewonnen.
Afipia Genotyp 3 wurde aus Wasser isoliert [Brenner et d. 1991].

1.5.2. Die SpeziesAfipiafelis

Afipia felis ist die am besten untersuchte Spezies der Gattung Afipia. Es handelt sch um
pleomorphe St&bchen mit enem Durchmesser von 0,2-0,5 um und einer Lange von 0,2-2,0 pm
[English et d. 1988], die resstent gegen (3 Lactam, Ciprofloxacin und Tetracycline, aber sensitiv
fir Aminoglycoside, Imipenem und Ceftriaxone snd. Im Gegensatiz zu dlen anderen Afipia-
Spezies besitzen die bisher bekannten Isolate von Afipia felis ein 44 kbp Plasmid in niedriger
Kopiezahl [Brenner et d. 1991]. Afipia felisigt ein fakultativ intrazelluléres Bakterium, das zuerst
in Makrophagen und Endothelzdlen einer Lymphknotenbiopsie bel Patienten mit Katzen-Kratz
Krankheit gefunden wurde [English et a. 1988]. Es ist aber auch in der Lage, in Wasser [La
Scola und Raoult 1999] oder im Erdboden [Birkness et a. 1992] zu Uberleben. Dabei
unterscheiden sch die intrazdlulére und die extrazdluldre Form von Afipia felis morphologisch
und wahrscheinlich auch funktiondl, so dass die Fahigkeit auf Agar-Nahrstoffplatten zu wachsen
be direkt aus eukaryontischen Zdlen isolierten Afipien eingeschrankt ist [Birkness et al. 1992].
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1.5.3. AfipiafelisalsErreger der Katzen-Kratz Krankheit

Die Katzen-Kratz Krankheit wurde ersmals von Debre et d. (1950) beschrieben. Bei dieser
bakteriellen Infektion, von der vornehmlich Kinder betroffen snd, handdt es sch um ene
regionde, subkutane Lymphdriisenentziindung [Wear et a. 1983]. Haufig kommt leichtes Fieber
und Unwohisain hinzu. Normaerweise hellt die Krankheit nach einigen Wochen oder Monaten
gpontan &b. In sdtenen Fallen, in denen dies nicht geschieht, kann es zu Lungenerkrankungen,
entzindlichen Augenerkrankungen, Enzephalopathien oder systemischen Infektionen [English et
a. 1988] kommen, die be immunsuprimierten Personen todlich enden kénnen [Black et d.
1986]. Seit der Beschreibung dieser Krankheit im Jahre 1950 wurden verschiedenste Bakterien
wie Mycobakterien [Boyd und Craig 1961] oder Chlamydien [Emmons e d. 1976] as
Verursacher angenommen. Wear et d. (1983) demondtrierten mikroskopisch die Anwesenheit
eines pleomorphen, Gram-negativen Bakteriums in den Lymphknoten von 39 Patienten mit
Katzen-Kratz Krankheit. Im Jahr 1988 berichteten English et d. von der Isolierung des Erregers
dieser Krankheit. Dieses wurde von Brenner et d. (1991) charakterisert und mit Afipia felis
bezeichnet. Der Name Afipia i auf das Ingtitut zurtickaufUhren, an dem die erde Isolierung
dieses Keimes gelang, Armed Forces Indtitute of Pathology. Der Nameszusatz “felis* (la. fur
Katze) geht auf den Krankhetsibertrdger zuriick. Die Krankhet tritt meist nach kutaner
Inokulation auf, typischerweise nach einem Kratzer oder Biss einer Katze. Aber auch Hunde,
Kaninchen oder scharfe Gegensténde, wie Angelhaken oder Holzsplitter, kdnnen die Bakterien
Ubertragen [Jerris und Regnery 1996]. Nach der subkutanen Inokulation mit Afipien werden
diese von Makrophagen und wahrscheinlich auch von dendritischen Zdllen aufgenommen und zum
néchstigelegenen Lymphknoten trangportiert. Hier gelingt es dem Bakterium sch zu vermehren
und andere Zdlen wie zum Beispid Endothdzellen zu infizieren [Birkness et d. 1992]. Inzwischen
wurde mit Bartonella henselae @n mit Afipia felis nahe verwandtes Bakterium identifiziert, das
die meisten Féle der Katizen-Kratz Krankheit verursacht [Dolan et a. 1993]. Trotzdem kann
weiterhin davon ausgegangen werden, dass auch Afipia felis ein Verursacher der Katzen-Kratz

Krankheit ist [Alkan et al. 1995].

1.5.4. Interaktion von Afipia felis mit eukaryontischen Zellen

Afipia felis kann in vitro verschiedene Zdltypen as Wirt benutzen. Dabel bindet das Bakterium
an die Wirtszdlmembran und wird phagozytisch aufgenommen. Innerhab der Zdlen befinden sich
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die Afipien in eénem Phagosom. Abhéngig vom ZdItyp and die Bakterien in der Lage, innerhadb
des Phagosoms zu persdtieren oder sich zu vermehren. Eine Vermehrung der Afipien wurde in
humanen Monozyten, P388D1-Zdlen (murine Makrophagen), Hela-Zdlen (humane
Epithelzdlen) und HMEC-1-Zdlen (humane Endothelzellen) beschrieben, wéhrend in U937,
A431 (humane MakrophagenVorlauferzelen) und L929 (murine Fbroblasten) nur en zeitlich
begrenztes Uberleben beobachtet wurde. Die Vermehrung innerhalb der Wirtszdlen fiihrt zu einer
morphologischen Veranderung von Afipia felis. Diese werden langer, pleomorph und veréndern
aul¥erdem ihre Proteinzusammensetzung. Wahrschenlich ist dies der Grund dafir, dass die aus
Zdlen isolierten Afipien nur sghr langsam auf Agar-Nahrstoffplatten wachsen [Birkness et d.
1992]. Uber die genaue Kompartimentierung von Afipia felis ist nur sehr wenig bekannt. Brouaui
und Reoult (1993) konnten zeigen, dass in humanen Makrophagen und in P388D1-Maus-
makrophagen nur ein geringer Prozentsatz der mit Ferritin bel adenen Lysosomen mit den Afipien
enthdtenden Phagosomen fusoniert. Des Waelteren wurde nachgewiesen, dass die Afipien
enthdtenden Phagosomen in  J774E-Mausmakrophagen nicht zugénglich fir endozytisch
aufgenommene Farbstoffe sind [Streker 2000; Schiittfort 2000]. Allerdings sind nur vitale Afipien
in der Lage dieses ungewohnliche Kompartiment zu etablieren [Le Pocher et d. 1998; Streker
2000; Schiittfort 2000]. Wie dies geschieht, ist noch nicht geklart. Brouqui und Raoult (1993)
vermuten, dass die Afipien einen filtrierbaren, Proteinase K sengtiven Faktor produzieren, der die

Fusion des Phagosoms mit Lysosomen inhibiert.

1.6. Rhodococcus equi

1.6.1. Die Gattung Rhodococcus

Die Gattung Rhodococcus gehtrt zur phylogenetischen Gruppe der norcardioformen
Actinomyceten, zu der auch die Gattungen Caseobacter, Corynebacterium, Mycobacterium
und Nocardia gehdren [Goodfellow 1987]. Rhodokokken snd Gram-postive, aerobische,
unbewegliche, Mykolséure-hdtige, Katalase-postive Bakterien. Sie snd gekennzeichnet durch
eine “rod-to-coccus' Morphologie, d. h. abhdngig vom Zdlzyklus bilden die Rhodokokken ane
myzelartige Struktur oder einzelne Stdbchen oder Kokken [Lechevaier 1989]. Das erste Mal
wurde der Gattungsname Rhodococcus 1891 von Zopf verwendet. Seit dieser Zeit wurde auf

Grund von Neuentdeckungen und besseren Bestimmungsmaglichkeiten die Zusammensetzung der
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Gattung standig veréndert [Goodfelow und Alderson 1977]. Rhodokokken snd ubiquitér
vorkommende Bakterien, die aus Boden, Gestein, Bohrlochern, Grundwasser, Meeres-
sedimenten, Tierausscheidungen sowie von gesunden und kranken Menschen, Tieren und
Pflanzen isoliert werden konnten [Goodfellow 1989; Ivshina et a. 1994]. Diese Gaitung ist von
grolEem kommerzidlen Interesse, da viede Rhodokokken die Fahigket bestzen, Umweltgifte
abzubauen und biotechnisch interessante Substanzen zu produzieren [Finnerty 1992; Warhurst
und Fewson 1994]. Aulerdem sind die Spezies dieser Gattung Krankheitserreger von Tieren,
Pflanzen und Menschen [Finnerty 1992, Mc Neil und Brown 1994]. Zur Zeait gehdren 12 Spezies
zur Gattung Rhodococcus: R. coprophilus, R. equi, R fascians, R erythropolis, R. globerulus,
R. marinonascens, R. opacus, R. percolatus, R. rhodnii, R rhodochrous, R. ruber und R.

zopfii.

1.6.2. Die Spezies Rhodococcus equi

Magnussen isolierte 1923 aus der granulomatdsen Lunge eines Fohlens ein Bakterium, dem er
den Namen Corynebacterium equi gab [Magnussen 1923]. Dieses Bakterium wurde in neverer
Zdt in Rhodococcus equi umbenannt [Skerman et d. 1980; Cornish und Washington 1999].
Dabel handelt es sch um ein Gram-positives, aerobes, Katal ase-positives, Oxidase-negatives und
Urease-positives Bakterium, das sdurefest und resstent gegen [5Lactam Antibiotika sein kann
[Cornish und Washington 1999]. Es wéchst be Temperaturen von 10°C bis 40°C auf vielen
verschiedenen wie BHI Agar und Chocolate Agar [Prescott 1991], aber nicht auf MacConkey
Agar [Muller et d. 1988]. Die optimae Wachsumstemperatur liegt bei 30°C [Hughes und
Sulaiman 1987]. Nach 24 h sind die Kolonien 1-2 mm und nach 48 h 2-4 mm grof3 und haben
en charakterigisches Aussehen: rosa, unregedmadg rund, glatt, semitransparent, schleimig und
glanzend [Prescott 1991]. Rhodococcus equi it ein Umweltkeim, der sowohl in der Luft, im
Wassr ds auch im Erdboden gefunden wird. Aul3er in der Antarktis iss R equi auf dlen
Kontinenten verbreitet [Ellenberger ind Genetsky 1978]. Am haufigsten wird dieses Bakterium
im Boden oder im Dung von Pflanzenfressern gefunden. Wobel R. equi sSich dort amn Besten bei
sommerlichen Temperaturen in der geméddgten Klimazone vermehrt [Prescott 1987]. Unter
solchen Bedingungen kann sich das Bakterium in zwei Wochen um den Faktor 10.000 vermehren
[Barton und Hughes 1984]. Innerhalb der Gattung Rhodococcus besitzt die Spezies R. equi das
grofdte pathogene Potentid fur Tiere und Menschen [Prescott 1991].

35



1.6.3. Rhodococcus equi als Krankheitserreger

Rhodococcus equi it en fakultativ intrazelluldres Pathogen, das innerhdb von Makrophagen
Uberleben und eine granulomatdse Entziindung hervorrufen kann. In alen Wirts-Spezies ist die
Lunge das am haufigsten betroffene Organ. Dort kann eine Infektion mit R. equi von ener
granulomatdsen Pneumonie bis zu einem Lungenabzess flhren. Aulerdem verursacht R. equi
Lymphadenitis, Wundinfektionen, Abzesse in unterschiedlichen Regionen des Kérpers und
ulzerative Kalitis [Johnson et d. 1983; Zink et a. 1986]. Sat seiner Entdeckung im Jahre 1923
is dieses Bakterium sehr héufig in der veterindrmedizinischen Literatur ds Verursacher ener
Bronchopneumonie bel Fohlen beschrieben worden, die jinger s 6 Monate Sind [Takal et d.
1997]. Es gibt aber auch Fallbeschreibungen Uber durch R. equi verursachte Lymphadenitis beim
Schwein [Prescott 1991; McNel und Brown 1994] und ulzerative Lymphangitis bem Rind
[Neave 1951]. In den letzten Jahren haben die Berichte Uber durch R. equi verursachten
Erkrankungen beim Menschen zugenommen [Bdl et d. 1998]. Daba snd die meisten Fdle auf
ene Dydunktion des Immunsystems zurtickzufihren. So haben Menschen mit einer HIV-
Infektion, einer Krebserkrankung oder durch eine transplantati onsbedingte Immunsuppression ein
erhdhtes Risko, an R. equi zu erkranken [Verville et d. 1994]. Am héufigsten werden AIDS-
Patienten von diesem Bakterium befdlen [Mosser und Honddus 1996; Linder 1997], was zum
Teil zu todlichen Infektionen fihrt [Emmons et d. 1991; Harvey und Sunstrom 1991; Mastroianni
et a. 1994]. Aber es gibt auch vereinzdte Fal-beschreibungen von R. equi-Infektionen be
immunkompetenten Petienten [Linares et a. 1997; Kedlaya et a. 2001]. Die Pneumonie ist die
haufigste klinische Manifestation einer Erkrankung mit R. equi, wobel diese mit Fieber, Nacken+
schmerzen, unproduktivem Husten und Dyspnoe beginnt [Harvey und Sunstrom 1991]. Die
Ubertragung geschieht durch R equi enthaltende Aerosole, Erde, Staub und Debris [Hillidge
1987; Prescott 1991; McNeil und Brown 1994].

1.6.4. Interaktion von Rhodcoccus equi mit eukaryontischen Zellen

Rhodococcus equi is en fakultativ intrazeluléres Bakterium, das ausschlieldich mononukledre
Phagozyten infiziert [Hondaus 1997]. Das mit Komplement opsonisierte Bakterium bindet an den
CR 3 (CD11b/CD18), der auch ads Mac-1 bezeichnet wird und induziert so seine Aufnahmein
die Wirtszdle [Mosser und Hondalus 1996]. Innerhalb des Makrophagen befinden sich die
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Rhodokokken in enem Phagosom, das nicht mit Lysosomen fudoniet und dadurch
Charakterigtika eines frihen Endosoms aufweist [Zink et d. 1987; Hietala und Ardans 1987]. In
diesem eng anliegenden Veske kdnnen sich die Rhodokokken nach einer Ruhephase von enigen
Stunden vermehren, wobe die Verdopplungszeit in Mausmakrophagen 6-8 h betragt [Honddus
und Mossr 1994]. Der Mechanismus der zdlul&en Aufnahme ist entschedend fir die
Etablierung dieses Kompartiments. So kénnen die Uber den Fc-Rezeptor aufgenommenen R
equi nicht die Phagolysosom-Bildung verhindern und werden deshab sehr schnell von den
Makrophagen abgetotet [Hietala und Ardans 1987]. Eine R. equi Infektion kann toxisch fir den
Makrophagen san. Schon nach ener Infektionszeit von 8 h dnd vide der infizierten
Makrophagen irreversbel geschédigt [Zink et d. 1987; Hietda und Ardans 1987]. Hietala und
Ardans (1987) spekulierten, dass die reduzierte Vitditét der infizierten Makrophagen auf die
durch Rhodokokken induzierte nicht spezifische Degranulierung von Lysosomen ins Wirtszytosol
zurtickzufthren ist. Ob dies die Ursache oder aber die Folge der Schadigung der Makrophagen
is, muss noch geklért werden. Welche Faktoren zur Etablierung der R. equi innerhab des
Makrophagen betragen, ist noch nicht vollstandig eforscht. Zu den mutmaldichen Virulenz-
mechanismen gehoren die Polysaccharidkapsel, die Cholesterin-Oxidase, die Phospholipasen, die
Mykolsaure-hdtige Zdlwand und VapA, das von enem Virulenz-assoziierten Plasmid kodiert
wird [Hondalus 1997], deren Wirkungen im folgenden beschrieben werden. Die Polysaccharid-
kapsd verhindert die Aufnahme der Bakterien durch Phagozyten [Prescott 1991]. Dadurch
konnen die Wirtszellen nur opsoniserte Bakterien phagozytieren, und dieser Aufnahmeweg it
entscheidend firr das Uberleben der R equi innerhab der Makrophagen. Die Cholesterin-
Oxidase i en Exoenzym, das auch ds “equi factor” bezeichnet wird. Sowohl die Cholesterin-
Oxidase ds auch die Phospholipasen wirken unterstiitzend auf die Lyse der Wirtszellmembran
und wahrscheinlich auch auf die Lyse der Lysosomenmembran [Smola et d. 1994; Honddus
1997] und somit auf den Vitditétsverlust der Makophagen. Die Zellwand der Rhodokokken
besteht grofdentells aus Mykolsaure-hdtigen Glykolipiden, die ebenfdls zur Pathogenitdt der
R equi betragen. Es wurde beobachtet, dass Stédmme mit ener langeren Mykolsdure zur
Entsehung enes grof¥eren Granuloms fuhren und eine hohere Ledité fir infiziete Mause
aufweisen ds Mykolsauren mit einer kiirzeren Kohlenstoffkette [Gotoh et a. 1991]. Der bisher
am besten untersuchte Virulenzfaktor ist dlerdings ein von einem Plasmid kodiertes sehr antigenes
Proteolipid, VapA. Es wurde beobachtet, dass nur virulente R. equi- Stdmme dieses 15-17 kDa
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Antigen exprimieren [Chirino-Trgo und Prescott 1987]. AulRerdem sind nur die Isolate, die
dieses Protein exprimieren, virulent fir Mause [Takal et a. 1991a]. Sowohl Takai et d. (1991b)
as auch Tkachuk-Saad und Prescott (1991) berichteten, dass ale dieses Antigen exprimierenden
Isolate auch en 85 kbp Plasmid enthalten. In weiteren Studien konnte bestétigt werden, dass
dieses 85 kbp Plasmid fir das ds VapA bezeichnete 15-17 kDa Antigen kodiert [Takal et d.
1993; Tan et d. 1995]. Ein R equi-Stamm, der dieses Plasmid enthdt und somit VapA
exprimiert, kann sch schndl innerhalb des Makrophagen vermehren. Im Gegensatz dazu wird én
isogener Stamm ohne diese 85 kbp Plasmid vom Makrophagen get6tet [Hondalus und Mosser
1994]. In der Maus, sowohl in vitro dsauch in vivo, ist das Vorhandensain dieses Plasmids mit
Virulenz assoziiert [Mosser und Hondalus 1996]. Auch beim Pferd besitzen praktisch dle
klinischen R. equi-Isolate dieses Plasmid und exprimieren VapA [Hondaus 1997]. Im Gegensatz
dazu wurde in einer Studie gezeigt, dass nur 8 von 39 aus infizierten Menschen isolierten R. equi
diesss Plasmid enthidten [Taka @ d. 1994]. Interessanterwelse enthidlten 173 von 234 Sand-
und Bodenproben von 155 Parkanlagen und 49 Garten in Japan insgesamt 1.249 Rhodococcus
equi Isoate, aber kein einziges enthielt das VapA-exprimierende Plasmid [Taka et d. 1996].
Rhodokokken mit VapA-exprimierendem Plasmid kommen wahrschenlich nur in unmittelbarer
Umgebung (infizierter) Pferde und besonders in Pferdedung vor und von dort efolgt
wahrschenlich die Verbreitung. Auch die kirzlich publizierte Gesamtsequenz des 85 kbp
Virulenz-assozierten Plasmids [Taka et d. 2000] gibt keine offensichtlichen Hinwelse, welche
plasmidkodierten Faktoren fur die Virulenz von Rhodokokken notwendig sind, obwohl VapA
und ene 6-Mitglieder-Familie mit dhnlicher Aminosturessquenz moglicherweise nicht nur
Virulenzmarker, sondern flr die Virulenz wichtige Proteine sind. VapA dleine kann jedoch nicht
das Fehlen des VapA-exprimierenden Plasmids in Virulenz-experimenten funktionell ersetzen
[Giguere et al. 1999].

38



1.7. Ziel dieser Arbeit

Zundchst <ollte die intrazellulade Kompartimentierung von Afipien felis in Makrophagen
untersucht werden. Da bereits bekannt war, dass die Afipienenthdtenden Phagosomen nicht zu
einem Phagolysosom reifen, sollte der Frage nachgegangen werden, ob Afipien die normae
Phagosomenreifung  blockieren oder en nicht endozytisches Kompartiment etablieren.
Anschlief?end sollte dieses ungewohnliche Kompartiment analysert werden. Dazu war es nétig,
ene Methode zur Isolierung maglichst reiner Phagosomen zu etablieren.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Kompartimentierung von Rhodococcus equi in
Makrophagen sowie die durch Rhodokokken vermittelte Zytotoxizitét zu untersuchen. Dabel

sollte vor dlem die Rolle des Virulenz-assoziierten Plasmids analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

— 1,10-Phenanthrolin-Monohydrat

— 2,4,6-TrigDimethylaminomethyl)Phenol

— 6-Amino-n-Capronsaure

— [3-Mercaptoethanol

—ABTS[2,2 - Azinobig(3- Ethylbenzthiazolin- 6- Sulfonséure))
— ACES [N-(Carbamoylmethyl)- 2- Aminoethansul fonséure]
— Acrylamidlésung

—Agar

— Aktivkohle

— APS [Ammoniumperoxodisulfat]

— Ascorbinsiure

— Benzonase

— BioRad DC Protein Assay

— Brain Heart Infusion

— Bromphenol Blau

— Cacodylsaure Natrium-Trihydrat

— Casaminosauren

— Charcod Agar

— Cyclodextrin

— Dinatriumhydrogenphosphat

— DMSO [Dimethylsulfoxid]

— Dodecenylsuccinisches Anhydrid

— DTT [1,4-Dithicthreitol]

— E64 [trans- Epoxysuccinyl- L- Leucylamido- (4- Guanidino)Butan]
— ECL Chemiluminiscence Kit

—EGTA

[Ethylen Glykol-bi(3- Aminoethylether)N,N,N",N - Tetraessigséure]

Sava
Merck
Roth

Sgma
Roth
Difco

Merck
Sgma
Merck
Bio Rad
Difco
Merck
Roth
Difco
Difco
Merck
Merck

Sarva
Roth
Sgma

Amerdham

Sgma
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— Eisen(IDsulfat

— Eisen(lI)chlorid Hexahydrat
— Ethanol

— FCS [Fetales K&l berserum|
—Ficoll - 70.000 Mw

— Hoall-Plague

— Glutardiddehyd

— Glutathion

— Glycerin (87%)

— Glycidether

—Glyan

— Hefe-Extrakt

— Hepes [N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N"- (3- Propansulfonsaure)]
— HRP (Meerrettich Peroxidase)
— Kdiumchlorid

— Kaiumdihydrogenphosphat

— Kdiumhydroxid

— Kadziumchlorid

—L-Cydein

—L-Cydin

— Leupeptin Hydrochlorid
—L-Lysn

—L-Pradlin

— Magermilchpulver

— Magnesumchlorid

— MES [Morpholinoethansulfonséure)
— Methanol

— Methylnadic Anhydrid

— Mowiol

— Natriumacid

— Natriumacetat

Merck
Roth
Roth
Gibco
Sgma
Amersham
Merck
Merck
Merck
Serva
Merck
Difco
Serva

Merck
Merck
Merck
Merck
Sgma
Merck
Sgma
Merck
Sgma
Sdliter
Ferak

Roth
Sarva
Sgma
Merck
Merck
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— Natriumcarbonat
— Natriumchlorid

— Natrium-Glutamat
— Natriumjodid

— Nicotinsdure

— Osmiumtetroxid
— Paraforma dehyd
— Pefabloc

— Pepstatin A

— PIPES [Piperazin-N,N’-big(2- Ethansulfonséure)]
— p-Nitrophenyl-[3-D-Ga aktopyranosd

— Propylenoxid

— Ribonuklease [RNase Typ I-A]

—RPMI
— Sdzsaure

— Sgponin

— SDS [Natriumdodecylsulfat]

— Saccharose

—TEMED [N,N,N",N’- Tetramethylethylendiaminj
— Tris[2- Amino- 2- (Hydroxylmethyl)- 1,3- Propandiol]

— Triton X-100

— Trypanblau

— Tween 20

— Uranylacetat Dihydrat
— Wasserstoffperoxid

— Ziegenserum

— Zitronenséure

Merck
Roth
Merck
Merck
Merck
Roth
Merck
Boehringer Mannheim
Sgma
Serva
Sgma
Merck
Sgma
Gibco BRL
Merck
Sgma
Roth
Sgma
Sarva

Roth
Sgma
Gibco BRL
Roth
Merck
Fuka

PAA

Sgma
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2.2. Verbrauchsmaterialen

— 1 ml Kryotubes Greiner bio-one

— 1,5 ml Reagiergefdde Sarstedt

— 12 mm Deckgléaschen Menzel Glaser

— 15 ml Greinerréhrchen Grener bio-one

— 24-wd| Gewebekulturplatten Laborbedarf Schubert
— 50 ml Greinerrohrchen Greiner bio-one
—96-wel Hachbodenplatten Greiner bio-one

— BEinmalklvetten Hartengtein

— FACS-Rohrchen Hartengtein

— Objekttrager Marienfeld

— PVDF Membran Pharmacia Biotech

— Serologische Pipetten Sarstedt

— SW40Ti Rohrchen Konrad Beranek

— Whatman Pepier Hartenstein oder Sarstedt
— X-ray Filme 13 x 18 cm, 100NIF Noras

— Zdlkulturschaen (90 mm) L aborbedarf Schubert
2.3. Gerate

— Autoklaven Webeco

— Blotkammer Biotec- Fischer

— Brutschrénke Nunc, Heraeus

— Dura Grind Homogenisator Zinss Andytic

— Elektronenmikroskop (TEM 10) Zass

— ELISA-Reader (MR 600) Dynatech Laboratories
— Huoreszenzmikroskop (Didux 20) Leica

— Gefrierschranke Privileg, New Brunswick Scintific
— Gummischaber (Rubber policeman) Hartengtein

— Heizblock Hartengtein



— Konfokales Lasermikroskop (CLSM) Leica

— Lichtmikroskop (CK?2) Olympus

— Mikroliter Pipetten Brand

— pH-Meter (WTW pH 523) Hartengtein

— Photometer (Ultraspec 111) Pharmacia Biotech

— Rontgenfilm-Entwickler Kodak

— Schiittelinkubator Hartengtein

— Spannungsuele Pharmacia Biotech

— Sterilbank Heraeus, Nuaire, Gelaire, Envirco
— Ultrazentrifuge (L8-55M) Beckman

— Vortexer Hartengtein

—Waage Satorius, Hartengtein

— Wasserbader Memmert, Hartenstein

— Westernbl ot- Apparatur E-C Apparatus Corporation

— Zéhlkammer (Neubauer improved) Brand

— Zentrifugen Beckman, Heraeus, Eppendorf

2.4. Verwendete Farbstoffe

Farbstoff Stammldsung | Endkonzentration Firma
OVTR 5mg/ml H,O 15 pg/mi Molecular Probes
NHS-CF 10 mg/ml DMSO 200 pg/ml Molecular Probes
NHSTR 10 mg/ml DMSO 200 pg/ml Molecular Probes
7-AAD wie geliefert 1.50 Pharmingen
Annexin V-PE | wie gdiefert 1.50 Pharmingen
PI 1 mg/ml H,O 50 pg/mi Sgma

OVTR: Ovabumin Texas Red

NHS-CF: 5(und-6)Carboxyfluorescein, Succinimidyl Ester, gemischte |somere
NHSTR: Texas Red-X, Succinimidyl Ester, gemischte |somere

7-AAD: 7-Amino-actinomycin D

Annexin V-PE: Annexin V-Phycoerythrin

PI: Propidium Jodid



2.5. Kulturmedien und Agarplatten

BCYE-Medium

Hefe- Extrakt
ACES
Aktivkohle
KOH (1M)

10g
29
29
10ml

ad 1000 ml aguadest.  und nach dem Autoklavieren Zugabe von:

L-Cyden
FeC|3 X 6H,0O

BCYE-Hatten

Hefe-Extrakt
ACES
Aktivkohle
KOH (1M)
Agar

ad 1000 ml agua dest.

etwa 50-60°C Zugabe von:

049
0,143 g

und nach dem Autoklavieren und Abkthlen auf

L-Cyden 0,49
FeC|3 X 6H20 0,143 g
BHI-Medium
BHI 3749
ad 1000 ml aqua dest.
BHI-Platten
BHI 3749
Agar 189
ad 1000 ml agua dest.
RPM I -K omplettmedium
RPMI 1640 mit 2mM Glutamin 500 mi
FCS 50 mi



Stainer- Scholle-Hilssgmedium (5x)

Natrium-Glutamat x H,O
Prolin

NaCl

KH-PO,

KCI

MgC'Z X 6 H,O

Tris

53,59

1,29
1259

259
1,009
0,509
7,639

ad 1000 ml aguadest.  und pH mit HC| auf 7,6 engellen

Supplement
Cydin
Konz. HCI
FeSO, x 7 H,O
Ascorbinsaure
Nicotinséure
Glutathion

ad 50 ml aquadest. - danach eril filtrieren

Stainer- Scholle-Hilssgmedium (1x)

Stainer- Scholle-Hiissgmedium (5x)
Supplement

Casaminoséuren

Cyclodextrin

CaC|2 X H,O

ad 100 ml aqua dest.

Charcod Agar
Charcoa Agar

ad 1000 ml agua dest.

200 mg
0,5 ml
50 mg

100 mg
20 mg

500 mg

20ml
1ml
100 mg
50 mg
2,64 mg

62,59
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2.6. Losungen und Puffer

[3- Gal aktos dase- Resktiond sung

Triton X-100 (20%)

1 M Zitratpuffer (pH 3,5)
p-Nitrophenyl-3-D-Gdaktopyranosd
agua dest.

2D-Lysspuffer (von der AG Degardins erhalten)

Urea (8 M)

Thiourea (2 M)

CHAPS (4% wiv)

DTT (40 mM)

Tris (20 mM)

PG Puffer

Bromphenol Blau (0,5%)

Annexin V-Bindepuffer (pH 7.4)

Hepes
NaCl
KCI
M gClz
C&Clz

Anodenpuffer |
Tris
Methanaol

ad 1000 ml aqua dest.

Anodenpuffer |1

Tris
Methanol

ad 1000 ml agua dest.

700
3ml
0,04515¢g
16,3 ml

9649
3049
0,89
0,125¢g
0,059
400
100 pl

10 mmoal/l
150 mmol/l
5 mmol/l

1 mmol/l
1,8 mmol/l

369
200 ml

3,03¢g
200 mi
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Blocking Puffer
Saponin

Ziegenserum
in PBS

Cacodylatpuffer (0,2 M)
Cacodylatsiure Natrium-Trihydrat
ad 1000 ml aguadest. und pH auf 7,2 eingtellen

EGTA-Stamml6sung (50 mM)
EGTA
pH mit KOH auf 8,0 eingtellen

Einfriermedium
DMSO
in RPMI 1640/2mM Glutamin und 10% FCS

Epon

Komponente A
Komponente B
2,4,6- Trig Dimethylaminomethyl)Phenol

* Komponente A

Glycidether
Dodecenylsuccinic Anhydrid

* Komponente B

Methylnadic Anhydrid
Glycidether

0,1%
5,0%

42,8

199/l

14,0 %

12,39
1049
049

37,209
50,50 ¢

54,259
60,00 g
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Extraktionspuffer fir SUbG;-Technik (pH 7,8)

Na,HPO, 9 Telle 50,00 mM
Zitronenséure 1 Teal 25,00 mM
Triton X-100 0,1%
NaN; 0,01 %

Farbepuffer fur Apoptosemessung [ SubG;-Technik] (pH 6,8)

PIPES 10,00 mM
NaCl 0,10N
MgCl, 2,00 mM
Triton X-100 0,10 %
NaN3 0,02 %
Ficall-Cushion
Ficoll (70.000) 39
Saccharose 19
EGTA-Sammldsung 02ml
Hepes/ KOH- Stammlésung 20ml
ad 20 ml agua dest.

Fixierungspuffer fir SubG;- Technik

Ethanol 70%
PBS 20%
aguadest. 10%

Hepesd K OH-Stamml8sung (200 mM)
Hepes 47,66 g/l
pH mit KOH auf 7,2 eingtellen

Homogenis erungspuffer
Saccharose 85,58 g
EGTA-StammlGsung 10 ml
Hepes- K OH-Stammldsung 100 mi

ad 1000 ml aqua dest.
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HRP-Reaktiond 8sung

Triton X-100 (20%)

1 M Natriumacetat (pH 5,0)

agua dest.

ABTS

H.0O, (erst kurz vor Reaktionsstart zugeben)

Karnovsky-Puffer

PFA-Lésung (8%)
Glutardiddehydidsung

Cacodylatpuffer (0,2 M)
H,O

Kathodenpuffer
Tris
6- Amino-n-Capronsdure
ad 1000 ml agua dest.

KLBM-Puffer (Kyriakis Lydss Buffer Modified)

1 M HepesKOH (pH 7,4)
0,25M EGTA (pH 8,0)
NaF

[3- Glycerophosphat
Glyzerin (87%)

Triton X-100

NaN ;- Stammlésung (10%)

ad 10 ml agua dest.
Vor der Verwendung Zugabe von:

DTT (IM)
Protease-Inhibitor Cocktail (50x)

20l
25ml
75ml

Smg
34U

25ml
1,0ml
50m
15ml

3,039
5259

200
Ol
21 g
108 ug
1,15ml
100
40 ul

0u
200
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Lammli- Puffer

1M TrigHCI (pH 6,8) 5ml
SDS 08¢
Glycerin (87%) 46ml
(3-Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenol Blau 0,01%

ad 25 ml agua dest.

Laufpuffer (1X
Laufpuffer (10x) 100 mi
ad 1000 ml agua dest.

Laufpuffer (10x)
Tris 30,39
Glyan 1442 g
DS 100g

ad 1000 ml agua dest.

Mowiol
Glycerin 6,09
Mowiol 4-88 Hoechst 249
1 hbe RT rihren
agua dest. 6ml
2 hbe RT rihren
0,2 M TrigHCI (pH 8,8) 12ml

10 min bei 50°C rithren, anschlieRend 15 min bei 5000 U/min zentrifugieren und den Uberstand
bel —20°C aufbewahren

MPT

Milchpulver 59
ad 100 ml PBS/Tween
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PBS (1x
PBS (20x)
ad 1000 ml aqua dest.

PBS (20x

NaCl
KCI
KH,PO,
NaHPO,

ad 1000 ml agua dest.

PBS/Tween

PBS (20x)
Tween 20

ad 1000 ml aqua dest.

PLP (10x

MES (200 mM)
NaCl (700 mM)
KCI (50 mM)
MgCl2 (50 mM)
L-Lysn (700 mM)
EGTA (20 mM)

ad 50 ml agquadest. und pH auf 7,5 engellen

PL PS-Hxierungamittd
PLP (10x)

Paraformaldehyd (8% in aqua dest.)

agua dest.
Saccharose
NaJO,

50ml

1609
49

49
18,359

50,0 ml
05ml

1,952 g
2,045¢
0,186 9
05109
6,420 9
0,152 g

1ml
4,38 ml
4,62 ml
0,459
21,4 mg
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50x Protease-Inhibitor Cocktal (Endkonzentrationen)

Leupeptin [Stammlosung: 1 mg/ml aqua dest.] 1M
1,10-Phenanthrolin [ Stamml Gsung: 0,75 mM
99,1 mg/ml Ethanal]
Pepgtatin A [Stammlésung: 1 mg/ml agua dest. ] 1um
E64 [Stammldsung: 1 mg/ml agua dest] 2uM
Pefabloc [Stammldsung: 50 mg/ml agua dest.] 1mM
Sammelgd
1,0 M Tris(pH 6,8) 1,25ml
Acrylamidlésung 1,7ml
agua dest. 6,8 mi
SDS (20%) 01ml
APS (10%) 0,1 ml
TEMED 10ul
Strippi fer
Tris 3,639
SDS 10,00 g

ad 500 ml aquadest. und pH mit HCl auf 7,6 eingtellen
vor jedem Gebrauch Zugabe von 700 pl [-Mercaptoethanol je 100 ml Strippingpuffer

Saccharose-Ldsungen

65% Saccharose
Saccharose 32549
EGTA-Stammlésung 05 ml
Hepes/K OH- Stammlésung 50ml

ad 50 ml agua dest.

55% Saccharose
Saccharose 27549
EGTA-Sammldsung 05ml
Hepes/K OH- Stammlésung 50ml

ad 50 ml agua dest.



32,5% Saccharose

Saccharose 16,25 g
EGTA-Sammlbsung 05ml
Hepes/K OH-StammlGsung 50ml
ad 50 ml agua dest.
10% Saccharose
Saccharose 59
EGTA-Sammlbsung 05ml
Hepes/K OH-StammlGsung 50ml
ad 50 ml agua dest.
Trenngd (10%)
1,5M Tris(pH 8,8) 25ml
Acrylamidiosung 33ml
agua dest. 40ml
SDS (20%) 01 ml
APS (10%) 01ml
TEMED 104
2.7. Antikorper
2.7.1. Primare monoklonale Antikorper
Antigen Spezies Herkunft Referenz
U.Schable, Berlin
I(_lﬁ mié 4B) Ratte Orgina: Development [Chen et d. 1985h]
Study Hybridoma Bank
Transferrin Rezeptor
(Klon H68.4) Maus Zymed [Cameron et . 1991]
LAMP-2 uU. S'Cha.b|e, Berlin
(Klon ABL-93) Ratte Orginal: Development [Chen et al. 19854]
Study Hybridoma Bank
Afipia felis D. Raoult und H.
(K'On 183-2) Maus L ePocher, Marsdille [YU und Raoult 1994]
EEA1 Maus BD Transduction Labs [Mu et a. 1995]
LAMP-1(Klon BB6) Maus M. Fukuda, La Jolla [Carlsson et d. 1988]




2.7.2. Primére polyklonale Kaninchenantikorper

Antigen Herkunft Referenz
Cdnexin A. Helenius, Zurich [Herbert et a. 1996]
GM-130 M. Lowe, Manchester [Nakamura et al. 1997]
TOM-20 K. Miharaund H. Suzuki, [lwahashi et al. 1997]

Kyushu
VATPase (33 kDa) | D. Brown, Bostonund Y. ,

Moriyama, Osska [Moriyama et al. 1995]
Cathepsin D E. Kominami, Tokyo [Ishidoh et a. 1999
EEA1 G. Millsund M. Clague, | [Millset d. 1998]

Liverpool
rab5 P. van der Sluijs, Utrecht | [Bottger et a. 1996]
TACO J. Pieters, Basel [Ferrari et a. 1999]
VAMP8 W. Antoninund R Jan, | - er et al. 1999]

Gottingen

2.7.3. Sekundére gekoppelte Antikorper

Antigen Spezies Herkunft gekoppelt an
Kaninchen 1gG Ziege Dianova HRP
Ratten 19G Ziege Dianova HRP
Maus 1gG Ziege Dianova HRP
Kaninchen I1gG Ziege Molecular Probes Alexa Fuor 4388
Maus IgG Ziege Molecular Probes Alexa FHuor 488
Ratten 1gG Ziege Molecular Probes Alexa Fuor 4388

2.8. Angaben zu den Herstellern

American Type Culture Collection, Manassas, VA,USA
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany
Beckman, Pdlo Alto, CA, USA
Beranek, Weinhem, Germany
Bio Rad Laboratories, M tinchen, Germany
Biotec- Fischer GmbH, Reiskirchen, Germany
Boehringer Mannhem, Mannhaem, Germany
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Brand, Wertheim aM., Germany

Carl Zeiss, Oberkochen, Germany

Dianova, Hamburg, Germany

Difco, Sparks, MD, USA

Dynatech Laboratories, Alexandria, VA, USA

E-C Apparatus Corporation, St. Petersburg, FL, USA
Envirco Corporation, Andover, Hampshire, England
Eppendorf, Hamburg, Germany

Ferak, Berlin, Germany

Fluka, Neu-Ulm, Germany

Gelaire Flow Laboratories, Opera, Itay

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Germany
Greiner bio-one, Frickenhausen, Germany
Hartengtein, Wiirzburg, Germany

Heraeus, Hanau, Germany

Kodak, Stuttgart, Germany

L aborbedarf Schubert, Wackersdorf, Germany
LeicaMicrosystems AG, Wetzlar, Germany

Menzd- Gléser, Gerhard Menzed Glashearbaitungsverk, Braunschwelg, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Molecular Probes, Eugene, OR, USA

New Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ, USA
Noras, Wirzburg, Germany

Nuaire, Integra Biosiences (IBS), Fernwald, Germany
Nunc, Wiesbaden, Germany

Olympus Optica, Hamburg, Germany

PAA, Colbe, Germany

Paul Marienfeld, Lauda- K énigshofen, Germany
Privileg, Qudle AG, Furth, Germany

Roth, Karlsrtuhe, Germany

Sditer, JM. Gabler Sdliter - Milchwerk, Obergiinzburg, Germany
Sarstedt, Nurnbrecht, Germany

Serva, Heldelberg, Germany

Sgma Aldrich, Taufkirchen, Germany

Webeco, Bad Schwartau, Germany

Zinssr Andytic, Frankfurt, Germany
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2.9. Zellkultur

2.9.1. Lagerung und Kultivierung von J774E und J774A.1

Jr74 ig eine murine Makrophagen-Zdllinie Die in 1,0 ml-Kryotubes in fliissgem Stickstoff
aufbewahrten Zelen (6,0x10%ml Einfriermedium) wurden in warmen Wasser (37°C) aufgetauit.
Die Zdlsugpenson wurde in en mit 10 ml RPMI-Komplettmedium gefilltes 15 ml-
Greinerrohrchen pipettiert. Nach der Zentrifugation (1200 U/min, 8 min, RT) wurden die Zdlenin
RPMI-Komplettmedium resuspendiert, gezahlt (Trypanblau Ausschlussmethode) und in 90 mm
Zdlkulturschden Uberfiihrt. Jeden zweiten Tag wurden die Zdlen im Verhdtnis 1:2 bzw. 1.3

gesplittet.

Fir dle Experimente wurde der Klon J774E, der den Mannoserezeptor auf der Plasmamembran
sehr stark exprimiert [Fani et a. 1998] verwendet. Nur bel der Phagosomenisolierung fur die
2D-Gd-Anayse wurde der Klon J774A.1 verwendet. Dieser Klon exprimiert den Mannose-
rezeptor in wesentlich geringerem Ausmali.

2.9.2. Isolierung von humanen Monozyten

2.9.2.1. Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten durch Dichtegradientenzentrifugation

Vendses humanes Vallblut von gesunden Spendern wurde mit Heparin versetzt und zu gleichen
Tdlen mit PBS verdinnt. In ein 50 ml-Greinerréhrchen wurde 10 ml Ficoll Pague vorgelegt, mit
35 ml Blut-PBS-Gemisch Uberschichtet und zentrifugiert (1300 U/min, 45 min, RT). Der durch
Dichtegradienten-Zentrifugetion entsandene Interphasenring wurde mit einer Pasteurpipette
vorgchtig abgenommen, die darin enthatenen peripheren Blutlymphozyten (PBL) dreimd mit
50 ml PBS gewaschen (1300 U/min, 10 min, 4°C). Anschlief3end wurden die PBL in RPMI-
Komplettmedium aufgenommen und in 24-well- Platten ausgesét.
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2.9.2.2. Gewinnung von humanen Monozyten aus PBL

Die PBL wurden in 24-wdl-Patten mit oder ohne 12 mm Deckgléaschen pipettiert und fir 3 h
inkubiert (37°C, 5% CO,). Danach wurden die nicht adh&enten Zdlen durch dremdiges
Waschen mit warmen PBS entfernt. Bei den verbleibenden adhé&renten Zelen handdlt es sch mit

einer Reinhat von circa 80% um Monozyten.

2.9.3. Anzucht von Bakterien

2.9.3.1. Anzuchtvon Afipia felis

Afipia felis (ATCC 53690) wurde auf BCYE-Platen bei 30°C angezogen. Fur dle
Infektionsexperimente wurden 34 Tage ate Kolonien verwendet. Dazu wurden die Bakterien
mittels einer Impfose vom Nahrboden entnommen und in 1 ml PBS resuspendiert.

2.9.3.2. Anzucht von Rhodococcus equi

Rhodococcus equi (ATCC 33701(+) und ATCC 33701(-)) wurden auf BHI-Platten bei 30°C
angezogen. Fur dle Infektionsexperimente wurde R. equi ds Schittelkultur (190 U/min) Gber
Nacht ba 37°C in BHI Medium angezogen und durch Zentrifugation in ener Minifuge
(8000 U/min, 5 min, RT) geerntet.

2.9.3.3. Anzucht vonListeria innocua

Listeria innocua (Serotyp 6b, aus der Sammsammlung des Lehrstuhls fir Mikrobiologie der
Universtée Wirzburg) wurde auf BHI-Patten ba 37°C angezogen. Fur dle Infektions-
experimente wurde L. innocua as Schittelkultur (190 U/min) tber Nacht be 37°C in BHI
Medium angezogen und durch Zentrifugation in einer Minifuge (8000 U/min, 5 min, RT) geerntet.
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2.9.3.4. Anzucht von Bordetella pertussis

Bordetella pertussis (TIDtox und Bp347 von R. Gross, Indtitut fir Mikrobiologie der Universitét
Wirzburg) wurde auf Charcod Agar-Platten bel 37°C angezogen. Fur alle Infektionsexperimente
wurde B. pertussis ds Schittelkultur (190 U/min) Uber Nacht bei 37°C in Stainer-Scholle-
Hussgmedium angezogen und durch Zentrifugation in einer Minifuge (8000 U/min, 5min, RT)
geerntet.

2.9.4. Ermittlung der Bakterienzellzahl

Im Bereich geringer Zdldichten ist die Anzahl an Bakterien in einer Kultur direkt proportiona zur
optischen Dichte der Bakteriensugpension. Deshab wurden dle verwendeten Bakterien in PBS

aufgenommen und die optische Dichte bet 600 nm am Photometer gemessen.

Es ergeben sch folgende Beziehungen zwischen gemessener optischer Dichte und Lebend-
Zd|zahlen:

Afipia felis: 1 ODggo = 2,8 x 10°
Rhodococcus equi: 1 ODggo = 2,0 x 10°
Listeria innocua: 1 ODgo = 2,0 x 10°
Bordetella pertussis: 1 ODgo = 1,0 x 10°

2.9.5. Vorbehandlung der Bakterien

2.9.5.1. Vorbehandlung mit Paraformadehyd

Die Bakterien (Afipia felis oder Rhodococcus equi) wurden in 1% Paraformadehyd (PFA) in
PBS aufgenommen und fir 2 h be 4°C inkubiert. Danach wurden die Bakterien einmd mit
50 mM NH,Cl und dreima mit PBS gewaschen. Wie A. Schiittfort (dieses Labor) zeigen konnte,
werden durch diese Behandlung 99,9-100% der Bakterien getttet [ Schiittfort 2000].
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2.9.5.2. Opsoniserung

Unbehanddte oder mit PFA getttete Afipien wurden mit 1% monoklonadem Antikorper (Klon
1B6-4) in RPMI-Komplettmedium fir 30 min ba 37°C auf einem Schiittler inkubiert.

2.9.6. Farbung von Bakterien und Zymosan

Vor der Infektion wurden die Bakterien sowie Zymosan mit den Huoreszenzfarbstoffen NHS-CF
(grin) oder NHS-TR (rot) markiert. Dazu wurden die Bakterien und Zymosan enmd mit PBS
gewaschen (8000 U/min, 5 min, RT), in 100 mM NaHCO; (pH 8,8) aufgenommen und mit dem
jewelligen Farbgtoff [200 pug/ml] inkubiert (30 min, 4°C, im Dunken). Danach wurden die
Bakterien und Zymosan enmd mit TrisHCI (pH 7) und zweimd mit PBS gewaschen (8000
U/min, 5 min, RT).

2.10. Quantifizerung der Kolokalisierung Bakterien-enthaltender Pha-
gosomen mit endozytiertem Ovalbumin Texas Red

2.10.1. Markierung der Lysosomen mit Ovalbumin Texas Red

Die auf 12 mm Deckgléschen in einer 24-wdl-Platte adhérenten J774E-Makrophagen wurden
mit 15 pg Ovabumin Texas Red (OVTR) in 1 ml RPMI-Komplettmedium inkubiert. Nach 16 h
Inkubation (37°C, 5%CQO,) wurde das farbstoffhatige Medium entfernt, die Zdlen dreima mit
warmen PBS gewaschen und fir 2 h mit RPMI-Komplettmedium inkubiert (37°C, 5%CO,).
Dadurch reicherte sch der Farbstoff in den lysosomaen Kompartimenten an. Danach wurden die
Zdlen mit den vorher markierten Bakterien bzw. Zymosan fir 1 h mit ener “multiplicity of
infection* (MOI) von 10 infiziert (37°C, 5%C0O,), d. h. das Verhdtnis der Makrophagen zu den
Bakterien it 1:10. Durch dreimdiges Waschen mit warmen PBS wurden die nicht phagozytierten
Bakterien/Zymosan entfernt. Nach der anschliel3enden Inkubationszeit von 2 h (37°C, 5%C0O,)
befanden sch die Bakterien bzw. Zymosan in enem sabilen Kompartiment. Anschliel2end
wurden die Zellen wie unten beschrieben fixiert.
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2.10.2. Markierung des endozytischen Systems mit Ovalbumin Texas Red

Die auf 12 mm Deckglaschen einer 24-wdl-Platte adhérenten J774E-Makrophagen wurden mit
den vorher markierten Bakterien/Zymosan fir 1 h mit ener MOI von 10 infiziert (37°C,
5%CQO,). Durch dreimdiges Waschen mit warmen PBS wurden die nicht phagozytierten
Bakterien/Zymosan entfernt. Anschlief3end wurden die J774E fur weitere 16 h inkubiert (37°C,
5%CQO,). Danach wurde je Kavitét 15 pg OvTR zugegeben. Nach der Inkubation (3 h, 37°C,
5%CO,) wurden die Zellen dreima mit PBS gewaschen und wie unten beschrieben fixiert.

2.10.3. Fixierung mit PLPS

Die auf Deckglaschen adh&enten J774E wurden in 24-wdl-Patten mit frisch hergesteltem
PLPS (500 i) inkubiert (20 min, RT, im Dunkeln). Nach dem Waschen mit PBS wurde 500
eskates Methanol fir 1 min zugegeben. Danach wurde dreima mit PBS gewaschen und die
Deckglaschen auf einen Tropfen Mowiol, der sch auf einem Objekttréger befand, Gberflhrt.

2.10.4. Auswertung am Fluoreszenzmikroskop

Zur Auswertung wurden die Praparate am Fluoreszenzmikroskop unter Olimmersion mit einem
100er Objektiv betrachtet. Représentative Gesichisfelder wurden nit Hilfe einer Kamera auf
einen Computer-Bildschirm Ubertragen. Die Gesamtzahl der Bakterien ener Zelle und der Antell
an Bakterien, die mit OVTR kolokaliseren, wurden gezéhlt. Daraus wurde der prozentude Antell
der Bakterien errechnet, die mit OVTR kolokdiseren.

2.11. Phagosomenisolierung

2.11.1. Infektion von J774-Makrophagen

Einen Tag vor der Infektion wurde bei den J774-Makrophagen ein Mediumwechsd vorge-
nommen. Fur jede Probe (Phagosomenisolierung) eines Experimentes wurden 12-13 Schalen mit
circa 80% konfluenten Makrophagen verwendet (das entspricht circa 1-2x10° Zdlen). Die
Makrophagen wurden 60 min bei 37°C und 5% CO, mit den jewelligen Bakterien mit einer MOI
von 10 in enem Volumen von 7 ml pro Schde inkubiert. Danach wurden die Zdlen vorschtig
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dremal mit warmen PBS gewaschen, um die nicht phagozytierten Bakterien zu entfernen. Nach
Zugabe von 5 ml RPMI-Komplettmedium wurden die Makrophagen fur weitere 2 h bel 37°C
und 5% CO; inkubiert. Anschlief}end wurde das Medium entfernt, in jede Zdlkulturschae 2 ml
eskates PBS gegeben und die Zelen mittels eines Gummischabers vorsgchtig vom Boden der
Zdlkulturschalen gddgt. Die Makrophagen wurden durch eine Zentrifugation (700 U/min, 7 min,
4°C) pelletiert. Nach dem Waschen des Pdlets mit PBS (700 U/min, 7 min, 4°C) und
Homogeniserungspuffer (HP) (1000 U/min, 7 min, 4°C) wurden die Zdlen in HP ohne EGTA

und mit Protease- Inhibitoren aufgenommen.

2.11.2. Aufschlussder infizierten Zellen

Die infizieten Zdlen wurden durch 10 starke St6f%e mit dem Dura Grind Homogenisator
aufgeschlossen. Dabel wurde die Entstehung von Luftblasen vermieden, da der entstehende
Schaum zur Denaturierung von Membranen und Proteinen fuhren kann. Wenn circa 70-80% der
Makrophagen lysert snd (kontrolliert durch lichtmikroskopische Beobachtung), sollten die J774
nicht weiter lysiert werden, da sonst die Ausbeute intakter Phagosomen reduziert wiirde.

2.11.3. Herstellung von postnukledrem Uberstand (PNS)

Um noch intakte Zdlen sowie Zelkerne aus dem Zdlhomogenisat zu entfernen, wurde das Lysat
zentrifugiert (2000 U/min, 3 min, 4°C). Der entstandene PNS wurde abgenommen, das Pellet
vorsichtig in HP resuspendiert und ein weiteres Md zentrifugiert (2000 U/min, 3min, 4°C). Der
dabel entstandene PNS wurde zum ersten gegeben. Da es sich be Phagosomen um labile
Organdlen handdt, sollten diese mit Vordcht behanddt werden. Deshdb sollten nur
abgeschnittene P pettengpitzen sowie Swing-out- Rotoren benutzt werden.

2.11.4. Behandlung des PNS mit Benzonase

DaDNA zu ener gdartigen Konsstenz des PNS und somit zu einem Verkleben der Phagosomen
fiihren kann, wurde der postnuklezre Uberstand mit Benzonase behandelt. Dabei handelt essich
um ene Proteasefreie Enzymmischung, die dle Arten von Polynukleotiden degradiert. Zu je 2 mi
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PNS wurden 2 pl (50 U) des Enzyms gegeben und fir 5 min auf 37°C eewarmt. Danach wurde
der PNS mit der 65% Saccharose 6sung auf 39% Saccharose eingestelIt.

2.11.5. Erster Ultrazentrifugationsschritt

In ein SWA40Ti-Roéhrchen wurden nacheinander 1 ml der 65%-igen Saccharosel6sung, 2 ml der
55%-igen Saccharosd Gsung, der auf 39% Saccharose eingestellte postnuklezre Uberstand, 2 ml
der 32,5%-igen Saccharosdésung sowie 2 ml der 10%-igen Saccharose-16sung pipettiert. In
diesem diskontinuierlichen Saccharosegradienten wandern die Phagosomen in der sch
anschlief¥enden Zentrifugation (28.400 U/min, 1h, 4°C) in den Bereich von 55-65% Saccharose
(Fraktionen 8-10). Fir die Routineuntersuchungen wurden nur diese Fraktionen (circa 2 ml)
weiter verwendet. Fir die Evauierung dieser Technik wurden dle Fraktionen (L-10 und das

Pellet) untersucht.

2.11.6. Zweiter Ultrazentrifugationsschritt

Die Bakterien-enthdtenden Phagosomen befinden sich nach dem erden Zentrifugationsschritt in
den Fraktionen 8-10. Deshdb wurden diese Fraktionen mit HP ohne Saccharose auf eine
Saccharosekonzentration von circa 11% eingestellt. Dies muss sehr langsam geschehen, da sonst
die Gefahr besteht, dass die Phagosomen osmotisch bedingt platzen kénnten. Danach wurde 1 ml
einer 15%-igen Ficollldsung (in 5% Saccharose (w/v); 05 mM EGTA; 20 mM Hepes/KOH, pH
7,2) in ein SWAOTi-Rohrchen vorgdegt und mit den auf 11% Saccharose eingestdlten
Fraktionen 8 10 Uberschichtet. Durch das Zentrifugieren (10.000 U/min, 20 min, 4°C) entstand
en rdativ lockeres Pdlet, in dem sch die Phagosomen befinden.

2.11.7. Dritter Ultrazentrifugationsschritt

Das be der zweten Zentrifugation entstandene Pdlet wurde in 11 ml HP aufgenommen und
nochmals zentrifugiert (10.000 U/min, 10 min, 4°C). Danach befanden sch circa 40% der
Bakterien in dem Pelet F (Finde Pdlet), das in 100 pl HP aufgenommen und im 1,5ml
Reagiergefd bel —80°C eingefroren wurde. Fur die e ektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurde F in 200 pl PBS resuspendiert und wie unter 2.13. beschrieben weiter behanddlt.
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2.12. Bestimmung der Bakterienausbeute in den Phagosomenfraktionen

Je 50 pl der einzelnen Fraktionen (1-10 und F) sowie der postnuklezre Uberstand (PNS) as
Ausgangskontrolle wurden abgenommen und eine Verdinnungsreihe hergestdIt. Die ausge-
wahlten Verdinnungen wurden auf Agar-Nahrgtoffplatten ausplattiert (Afipia felis auf BCYE-
Platten, Listeria innocua auf BHI-Platten und Bordetella pertussis auf Charcoal-Platten). Nach
1-4 Tagen (abhéngig vom Wachsum der einzenen Bakterien) wurden die Einzelkolonien

ausgezahit.

2.13. Elektronenmikroskopie

Von der in 200 pl PBS aufgenommenen Phagosomenfraktion F wurden 150 pl in en 1,5 ml
Reagiergefdl? gegeben und in einem Swing-out-Rotor zentrifugiert (4000 U/min, 10 min, 4°C).
Das Pdlet wurde vordchtig in 1 ml Karnovskypuffer aufgenommen und Gber Nacht im Eisbad
inkubiert. Danach wurde dreima mit jewells 300 pl 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen (4000
U/min, 10 min, 4°C). Anschlief?end wurde das Pellet in 1% (w/v) Osmiumtetroxid in 50 mM
Cacodylatpuffer aufgenommen und nach 1 h bel 4°C dreima mit jewells 300 pl agua cest.
gewaschen (4000 U/min, 10 min, 4°C). Das resultierende Pdlet wurde in 0,5% (w/v)
Uranylacetat in agua dest. aufgenommen und Uber Nacht bel 4°C belassen. Nach dem Entfernen
des Ubergtandes wurde die Phagosomenfraktion mittels einer Ethanolreihe dehydriert (nach
einander mit 30%, 50%, 70%, 90%, 96% Ethanol in delonisertem Wasser fur 30 min bel 4°C,
und am Ende zweima mit 100% Ethanol fur 30 min bel RT). Daba wurde das Pellet vorsichtig
mit jewells 300 pl Ethanol Uberschichtet, ohne es zu resuspendieren. Danach wurde zweima
jeweils 300 ul Propylenoxid fir 5 min bei RT zugegeben und wieder entfernt, ohne das Pdllet zu
resuspendieren. Nach dem Inkubieren des Pdlets Uber Nacht be RT in enem Epon
Propylenoxid-Gemisch (150 pl Epon + 150 pl Propylenoxid) wurde zweima nach 34 h das
Epon gewechsdt. Zum Schluss wurde circa 300 pl frisches Epon zu der Phagosomenfraktion
gegeben und fir 3-5 Tage bel 60°C ausgehértet. Anschlief3end wurden von dem Pellet in einem
Mikrotom mit enem Diamantmesser Ultradinnschnitte angefertigt, die auf Kupfernetzchen
Ubertragen und mit 2%-igem methanolischen Uranylacetat und Reynold's Bleizitrat kontragtiert
wurden. Die Prgparate wurden am Tranamissionsdektronenmikroskop (TEM) ausgewertet.



2.14. Charakterisierung der bel der Phagosomenisolierung anfallenden
Fraktionen

2.14.1. Markieren der Plasmamembran mit HRP

Nachdem die Makrophagen von den Zdlkulturschden abgeschabt und mit eiskatem PBS
gewaschen (700 U/min, 7 min, 4°C) wurden, erfolgte die Inkubation der Zdlen mit PBSHRP
(0,25 mg/ml) fir 30 min bel 4°C. Dadurch wurde die Plasmamembran mit HRP markiert.
Anschlielfend wurden die J774E jewels enmd mit PBS (700 U/min, 7 min, 4°C) und HP
(1000 U/min, 7 min, 4°C) gewaschen. Die folgende Homogeniserung und die Phagosoment
isolierung wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Mittels HRP-Assay wurde danach der

Antell der Plasmamembranproteine an der Phagosomenfraktion F bestimmt.

2.14.2. Markierung der frihen Endosomen mit HRP

Die J774E-Makrophagen wurden von den Zelkulturschalen abgeschabt und mit askatem PBS
gewaschen (700 U/min, 7 min, 4°C). Danach wurden die Zdllen mit PBSHRP (0,25 mg/ml) erst
fir 10 min be 4°C und dann fir 4 min be 37°C (dabei leicht schiitteln) inkubiert. Durch diese
Vorgehensweise wurden die frihen Endosomen mit HRP beladen Anschlief3end wurden die
J774E jewells eénma mit PBS (700 U/min, 7 min, 4°C) und HP (12000 U/min, 7 min, 4°C)
gewaschen. Die folgende Homogeniserung und die Phagosomenisolierung wurden wie oben
beschrieben durchgefihrt. Mittels HRP-Assay wurde danach der Antell der friihen Endosomen
an jeder phagosomalen Fraktion bestimmt.

2.14.3. HRP-Assay

Mit Hilfe diesess Assays wurden die HRP-Aktivitéten bestimmt, die je nach verwendeten
Protokoll (sehe 2.14.1 und 2.14.2.) entweder die Plasmamembran oder die friihen Endosomen
definiert. Dazu wurden die zu testenden Proben mit HP auf ein Volumen von 50 ul gebracht und
in je eine Kavitét einer 96-wdl-Platte pipettiert. Nach Zugabe von jeweils 100 pl der HRP-
Reaktiondsung und einer Inkubationszeit von 20 min (im Dunkeln), wurde zum Stoppen der
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Enzymreaktion 150 pl eiskates agua dest. zugegeben. Danach wurde die Extinktion umgehend
bei 405 nm am ELI1SA-Reader besimmt.

2.14.4. Saure 3-Galaktosidase-Assay

Mit Hilfe diesss Assays wurde die lysosomde Aktivitét in den einzdnen phagosomaen
Fraktionen bestimmt. Dazu wurden die zu testenden Proben mit aqua dest. auf en VVolumen von
50 I gebracht und in je eine Kavitét ener 96-wdl-Platte pipettiert. Danach wurde jeweils 100 p
der [5Galaktosdase- Reaktiond 6sung zugegeben. Nach ener Inkubationszeit von 2 h bel 37°C
wurde die Reaktion durch Zigabe von 150 pl 0,5 M NaCO; gestoppt und die Extinktion bel
405 nm am ELISA-Reader gemessen. Die Aktivitéten wurden in Units (U= gemessene Extinktion

be 405 nm/mg Protein/h) bestimmt.

2.14.5. Bestimmung der Wirtszell-Proteinkonzentration

Um die Wirtszdl- Proteinkonzentration bestimmen zu konnen, mussten die bakteriellen Proteine
von den Wirtszellproteinen getrennt werden. Deshab wurden zu je 50 pl der einzelnen Fraktionen
das Detergenz Triton X-100 (5,5 ul einer 2%igen Losung) zugegeben, welches die Phagosomen:
membran solubilisert und so luminde Proteine und Membranproteine des Wirtes verflgbar
macht. Nach einer Inkubationszeit von 30 min be 4°C wurden die Bakterien durch ene
Zentrifugation (15000 U/min, 5 min, 4°C) peletiet. Der Ubersand wurde in frische
Reagiergefal3e Uberfihrt und die Proteinkonzentration mittels des BioRad DC Protein Assays
bestimmt. Als Standard wurde BSA verwendet.

2.15. SDS-PAGE und Westernblot-Analyse

2.15.1. SDSPAGE

Das denaturierende Polyacrylamidgd erlaubt die Auftrennung von Proteinen oder Polypeptiden
entsprechend ihrem Molekulargewicht. Es bestent aus einem Trenngel, das nach dem Gielzen mit
Methanol Uberschichtet wurde, um en Austrocknen zu vermeiden. Nach vollsténdiger
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Polymeriserung wurde das Methanol verworfen und das Trenngd mit dem Sammelgd
Uberschichtet. Noch vor der Polymeriserung wurde ein geeigneter Kamm in das Sammelge
hineingesteckt. Die jeweiligen Proben wurden mit 2x Lammli-Puffer gemischt, denaturiert (95°C
fir 5 min) und in die vorher mit HO ausgewaschenen Taschen des Gels pipettiert. Der Gellauf
efolgte ba 25 mA/Gd in ener mit Laufpuffer geflllten Westernblot- A pparatur.

2.15.2. Westernblot

Nach Beendigung des Gellaufs wurde das Gel vorsichtig mit H,O gewaschen und die Proteineim
halbtrockenen Blotverfahren auf eine PVDF Membran transferiert (0,8 mA/cn?, 1 h). Dazu
wurden sowohl die PVDF-Membran ds auch die Whaman-Papiere auf die Grol3e des Gels
zugeschnitten. Danach wurden in die Blotkammer 6 Lagen in Anodenpuffer | getrankte Whatman
Papiere, 3 Lagen in Anodenpuffer |1 getrénkte Whatman Papiere, die PV DF Membran, das Gdl
und 6 Lagen in Kathodenpuffer getrankte Whatman Pepiere gelegt. Die PV DF-Membran muss

vor jeder Verwendung 10 sec in Methanol und danach in agua dest. gewaschen werden.

2.15.3. Dekorieren der PVDF-Membran

Nach dem Trandferieren der Proteine auf die Membran wurde diese mit PBSTween fir 10 min
gewaschen. Anschlief®end wurde die Membran mit MPT (5% Milchpulver in PBS/Tween)
geblockt (1 h, RT, auf einem Taumler). Die Membran wurde danach mit dem ersten Antikorper,
der in der Regd in MPT verdinnt wurde, inkubiert (1 h, RT, auf enem Taumler). Nach dem
Waschen mit PBSTween (1x 5 min und 3x 10 min) wurde die Memban mit dem zweiten
Antikorper, der an HRP-gekoppet und in MPT verdinnt war, inkubiert (1 h, RT, auf enem
Taumler). Anschlief?end wurde die Membran mit PBSTween gewaschen (Ix 5 min und
3x 10 min). Die Detektion des HRP-gekoppdten Antikorpers erfolgte mit dem ECL-System
nach Angaben des Herstellers. Dabel wurden die Antikorper mittels Chemoluminiszenz auf einem
X-ray Film schtbar gemecht.
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2.15.4. Strippen der Membranen

Um ene bereits mit einem Antikorper dekorierte Membran mit einem anderen Antikorper zu
dekorieren, der en Protein mit 8hnlichem Molekulargewicht erkennt wie der erste, wurde der
ese Antikérper durch Strippen der Membran entfernt. Dazu wurde die Membran mit
Strippingpuffer inkubiert (60 U/min, 30 min, 60°C). Danach wurde die Membran dreima mit
PBS/Tween gewaschen und wie unter 2.15.3. dekoriert.

2.16. Praparation der phagosomalen Proteine fir die 2D-Gelelektro-
phorese

Fir die 2D-Ge-Andyse von phagosomaen Proteinen wurden die Phagosomen aus infizierten
J774A.1-Makrophagen isoliert. Nach der Isolierung (Sehe 2.11.) wurden die Phagosomen mit
10 ml PBS gewaschen (4000 U/min, 10 min, 4°C) und in 150 pl PBS aufgenommen. Ein Tell der
Phagosomenpréparation (120 pl) wurde zentrifugiert (4000 U/min, 10 min, 4°C), das Pellet in
25 pl 2D-Lysspuffers aufgenommen und fir 1 h auf einem Schittler inkubiert. Danach wurden die
Proben zur Weiterbearbeitung zu unserem Kooperator Dr. Michd Degardins (Montred,
Kanada) geschickt.

2.17. Immunfluoreszenz

2.17.1. Infektion von J774E mit Afipia felis und Zymosan

Die J774E-Makrophagen wurden auf 12 mm Deckgléschen in einer 24-wdl-Platte ausgesit
(1x10° Zdlen/Kavitét). Nachdem die Zdlen eine Konfluenz von 80% erreicht haten (nach
2 Tagen) wurden die Bakterien/Zymosan mit einer MOI von 10 (Afipia, Listeria, Bordetella)
oder 5 (Zymosan) im Kdten auf die Makrophagen zentrifugiert (1200 U/min, 30 min, 4°C).
Angchlief¥end wurde das Medium und somit die nicht adhérenten Bakterien/Zymosan entfernt und
37°C warmes RPM - K omplettmedium zugegeben. Nach einer Infektionsdauer von 5 bis 120 min
(37°C, 5% CO,) wurde das Medium verworfen und eiskates PBS zugegeben. Danach wurden
die Zdlen auf den Deckglaschen mit 3% PFA fixiert (30 min, RT, im Dunkeln), dreimd mit PBS
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gewaschen und mit 50 mM NH,Cl inkubiert (20 min, RT, im Dunken). Anschlief3end erfolgte die
Antikorper-Inkubation (2.17.3.).

2.17.2. Infektion von humanen Monozyten mit Afipia felis und Zymosan

Die vorher markierten Afipien/Zymosan wurden mit ener MOI von 20 im Katen auf die in
24-wdl-Platen auf 12 mm Deckgldschen ausgesiten humanen Monozyten zentrifugiert
(21200 U/min, 30 min, 4°C). Danach wurde das Medium und somit die nicht adhéenten
Bakterien/Zymosan entfernt und 37°C warmes RPMI-Komplettmedium zugegeben. Nach einer
Infektionsdauer von 120 min (37°C, 5% CO,) wurde das Medium verworfen und eiskates PBS
zugegeben. Danach wurden die Zdlen auf den Deckglaschen mit 3% PFA fixiert (30 min, RT, im
Dunkeln), drema mit PBS gewaschen und mit 50 mM NH,Cl inkubiert (20 min, RT, im
Dunkeln). Anschlief3end folgt die Antikorper-Inkubation (2.17.3.).

2.17.3. Antikorper-1nkubation

Nach dremaligem Waschen mit PBS wurden die auf den Deckglaschen adhérenten Zdlen mit
Blocking Puffer nkubiert (50 min, RT, im Dunkeln). Danach wurden die Makrophagen 1 h mit
dem entsprechenden 1. Antikorper inkubiert, dreima mit PBS gewaschen, 50 min mit dem
entsprechenden 2. Antikorper inkubiert und anschlief?end dreima mit PBS gewaschen. Die
Deckglaschen wurden dann auf einen Tropfen Mowiol Uberfiihrt, der Sch auf einem Objekttréger
befand.

2.17.4. Auswertung am konfokalen Lasermikroskop

Zur Auswertung wurden die Préparate am konfokalen Lasarmikroskop mit einem Olimmersions-
objektiv (63x1,4) betrachtet. Reprasentative Geschisfelder wurden mit Hilfe einer Kamera auf
elnen Computerbildschirm Ubertragen. Die Gesamtzahl der Bakterien einer Zdle und der Antell an
Bakterien, die mit dem zeluldren Marker umgeben waren, wurden gezéhlt. Daraus wurde der

prozentuale Anteil der Bakterien, die mit dem zdluldren Marker kolokaiseren, errechnet.

69



2.18. Einflussvon R. equi auf die Vitalitat von Makrophagen

2.18.1. Infektion von humanen Monozyten mit Rhodoccus equi

Die in 24-wdl-Platen ausgesdten humanen Monozyten wurden fir 1 h (37°C, 5%CO;) mit
Rhodococcus equi mit eéiner MOI 30 von infiziert. Danach wurden die nicht phagozytierten
Bakterien durch dreimaliges Waschen mit warmen PBS entfernt und RPM I-Komplettmedium mit
10 pg/ml Gentamicin zugegeben. Nach 22 hriger Inkubation (37°C, 5%CO,) wurde das Medium
verworfen und die Zdlen in eskdtem PBS aufgenommen und mittels Gummischabers abgeschabt.
Die zdlvitditd wurde mit Hilfe der TrypanblatAusschlussmethode am Lichtmikroskop
begtimmt.

2.18.2. Infektion von J774E mit Rhodococcus equi

Konfluente J774E-Makrophagen in einer 90 mm Zdlkulturschde wurden for 1 h mit
Rhodococcus equi mit einer MOI von 30 infiziert (37°C, 5%CO,). Danach wurden die Zdlen
drema mit warmen PBS gewaschen. Nach der Zugabe von RPMI-Komplettmedium mit 40 pg
Gentamicin wurden die Zdlen fur 0 h, 4 h, 6 h inkubiert (37°C, 5%CO,). Danach wurden die
Zdlen abgeschabt und mit dem gesamten Medium in ein 15 ml Greinerréhrchen Uberfiihrt. Nach
der anschlief¥enden Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C) wurden die Zellen in 1 ml eiskatem
PBS aufgenommen. Anschliel®end wurden nekrotische und/oder apoptotische Zellen durch
Nachweis des Spaltprodukts der Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP), mittes SubG;-
Technik oder Doppdfarbung mit Annexin V-PE und 7-AAD bestimmt.

2.18.3. Bestimmung der Apoptose durch Nachweis des Spaltprodukts der PARP

Die Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) ist en 116 kDa Kernprotein, das wichtig bel der
Reparatur der DNA ist. Wahrend der Apoptose ist dieses eines der ersten Proteine, die durch
Caspasen gespalten werden. Dabei wird die N-terminde DNA Bindungsdoméne (24 kDa) von
der C-terminden katdytischen Doméne (89 kDa) gespdten. Da diese Spatung ein fihes Ereignis
wéhrend der Apoptose und die PARP wichtig fir die Erhdtung der Zdlvitdité i, dienen die
Spaltprodukte der PARP as Nachweis fir Apoptose.
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Die Zdlen (ca. 6x10°) wurden zentrifugiert (8000 U/min, 1 min, RT) und das entstandene Pellet in
150 w KLBM-Puffer aufgenommen. Wéhrend der anschliel¥enden 30 min Inkubationszeit,
wurden die Proben ale 10 min gevortext. Nach der folgenden Zentrifugation (14.000 U/min,
15 min, 4°C) wurde der Uberstand mit 150 pl 2x Lammli-Puffer gemischt. Die Proben wurden
durch ene SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PV DF-Membran transferiert. PARP bzw. deren
Spdtprodukte wurden mit enem Antikorper dekoriet und auf enem Rontgenfilm mittels
Chemoluminiszenz detektiert.

2.18.4. Bestimmung der Apoptoserate mittels SubG;-Technik

Es wurde eine nach Hotz et d. (1994) modifizierte Methode (SubG,; - Technik) angewandt. Dabel
wurden Uber Permegbiliserung der Membran leichtmolekulare DNA-Fragmente extrahiert und
die in den fixierten Zellen verbliebene DNA mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Mit Hilfe der durchflul3zytometrischen Messung der Huoreszenz-Intendtét der Zedlen ist en
Rickschluss auf den DNA-Gehdt maglich. Im DNA-Histogramm bilden gpoptotische Zellen vor
dem Zdlzyklus (Go/G,, S, G/M) enen Pegk mit vermindertem DNA-Gehdt, den sogenamten
SubG;-Peak.

Zu den Makrophagen (ca. 5x10°) wurde auf einem Vortexer tropfenweise 3,0 ml des -20°C
katen Fixierungspuffers zugegeben und die Proben Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Das Fixans
wurde nach Zentrifugation (1000 U/min, 10 min, RT) abgesaugt, die Zdlen in 1,0m
Extraktionspuffer resuspendiert und in FACS-Rohrchen Uberfiihrt. Nach 20 min Inkubetion bel

RT wurden die Zellen sedimentiert (1000 U/min, 10 min, RT) und der Uberstand verworfen. Die
Zdlpdlets wurden in je 400 pl Férbepuffer, 20 ul Propidiumjodid- Stammlésung (1,0 mg/ml) und
25 pl RNAse-Losung (10 mg/ml) resuspendiert. Nach 30 min Inkubation im Dunkeln bet RT

efolgte die Messung am FACScan (sehe 2.185.).

Von jewells 10.000 Zdlen wurden Vorwarts- und Seitwérts- Streulicht sowie die Rotfluoreszenz
(FL3-Area, -Width, -Height) aufgenommen und im DNA-Higtogramm (FL3-Height) der Antell
apoptotischer Zdlen bestimnnt.

71



2.18.5. Markierung mit Annexin V-PE und 7-AAD

Die Zdlen (ca. 1x10°) wurden einma mit PBS und einma mit Annexin V-Bindepuffer gewaschen
(2000 U/min, 10 min, 4°C). Das Pdlet wurde in 150 pl Annexin V-Bindepuffer aufgenommen
und in en FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Danach wurden die Zdlen mit 3 yl 7-AAD und
3 g Annexin V-PE inkubiert (15 min, RT, im Dunkeln). Nach Zugabe von 200 pl Bindepuffer

wurde am FACScan gemessen.

Annexin V-PE bindet an Phosphatidylserin, das wahrend des Zdltodes von der Innen zur
Aulensate der Zdlmembran trandokdisert wird. Allerdings farbt Annexin V-PE nicht nur
gpoptotische sondern auch nekrotische Zellen, deren Plasmamembran permegbilisiert ist und dem
Antikorper somit die Bindung an das Phosphatidylserin auf der Innensaite der Plasmamembran
erlaubt. Der Farbstoff 7-AAD farbt die DNA dler permegblen Zdlen. Deshdb ist eine Doppd-
farbung zu empfehlen, um frih apoptotische (AnnexinV-PE-positiv, -AAD-negativ) von spét
gpoptotischen und nekrotischen Zdlen (Annexin V-PE-positiv, 7-AAD-positiv) zu unterscheiden.

Von 5000 Zdlen wurden logarithmisch die Orange- und Rotfluoreszenz (FL2-Heght, FL3-
Heght, kompensert) aufgenommen und im Dot Plot der Antell apoptotischer und nekrotischer
Zdlen bestimmt.

2.18.6. Auswertung am FACScan

Die Proben wurden an einem FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) gemessen und
mit Hilfe der Software Cdlquest ausgewertet. Zum Gerdesystem gehort en 15 mW
Argon-lonenlaser, der die Proben mit 488 nM anregt.

Abhéangig von der angewandten Methode wurden folgende Parameter aufgenommen:

Vorwérts Streulicht (FSC), Seitwérts-Streulicht (SSC), Fluoreszenz FL 2 (orange, BP 585/42
nm) und Huoreszenz FL 3 (rot, LP 650 nm), wobel jewells die Sgnahdhe (z. B. FSC-Height)
bestimmt wurde. Bel der SubG;-Technik wurde zusitzlich das Signdintegrd (FL3-Area) und
die Signdbreite (FL3-Width) andydert, um in der zweiparametrischen Darstellung (Dot Plot)
Zdlaggregate auszuschlief3en und die korrekte DNA-Menge zu bestimmen.
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3. Ergebnisse

3.1. Zuganglichkeit Bakterien-enthaltender Kompartimente fur endo-
zytiertes Ovalbumin Texas Red (OVTR)

Um die Interaktion von Afipien-enthadtenden Kompartimenten mit dem endozytischen System
untersuchen zu konnen, wurde am Fuoreszenzmikroskop die Kolokaisierung von Afipia felis mit
dem endozytisch aufgenommenen Farbgtoff Ovadbumin Texas Red (OVTR) bestimmt. Als
Pogtivkontrolle dienten die Bakterien Listeria innocua und Bordetella pertussis sowie
Zymosan, da schon mehrfach gezeigt werden konnte, dass die Reifung der Phagosomen normal
verlauft, die den Gram-negativen Kem B. pertussis [Schneider et a. 2000] oder den Gram+
podtiven Kem L. innocua [Schwan et d. 1994] enthdten. Zymosan wird schon sait langem
verwendet, um die ungestorte Phagosomenreifung zu untersuchen [Oh und Straubinger 1996]. Es
wurden zwel verschiedene Fragestedlungen und somit Versuchsanordnungen gewdhlt. (1)
Gelangen die Bakterien in @n Lysosom und (2) steht das Bakterien-enthatende Kompartiment
mit irgendeinem endozytischen Kompartiment in Verbindung?

Um die erste Frage zu kl&ren, wurden J774E-Makrophagen Uber Nacht mit OvTR inkubiert, so
dass dle Kompartimente, die zum endozytischen System gehtren, mit diesem Farbstoff markiert
waren. Danach wurden die Zdlen gewaschen und fir weitere 2 h mit Medium ohne OVTR
inkubiert. Dadurch gelangt solches OVTR, weches sch noch in den friihen endozytischen
Kompartimenten befindet, in die spdten Kompartimente (spéte Endosomen oder Lysosomen).
Anschlief®end wurden die Zdlen fir 1 h mit den zuvor mit NHS-CF markierten Bakterien bzw.
Zymosan infiziet. Durch Waschen wurden die nicht phagozytierten Bakterien bzw. Zymosan
entfernt. Danach wurden die Makrophagen fir weitere 2 h inkubiert. Dies erlaubt normaderweise
Bakterien-enthdtenden Kompartimenten zu einem Phagolysosom zu reifen. Die Auswertung
efolgte an Fluoreszenzmikroskop (Sehe 2.10.4.). Dabel wurde der prozentude Antell der
Bakterien und Zymosan bestimmt, der mit dem Farbstoff kolokdisert. Wie A. Schilttfort (dieses
Labor) zeigen konnte, is OVTR be dieser Versuchsanordnung ein Marker fir Lysosomen
[Schittfort 2000]. Der Prozentsatz der Kolokaliserung ist somit gleich zu setzen mit dem Antell
der zu Phagolysosomen gereiften Phagosomen. Es zeigte Sich, wie aus Abb. 1A zu entnehmen i,
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dass nur 27% der Afipienenthdtenden Phagosomen postiv fir OVTR waen, dh. zu
Phagolysosomen gereift waren. Im Vergleich dazu waren die Phagosomen, die L. innocua, B.

pertussis oder Zymosan enthielten, zu 80-90% zu Phagolysosomen gereift.

Um die Frage zu kléren, ob das Bakterium-enthadtende K ompartiment mit anderen endozytischen
Kompartimenten in Kontakt steht, wurden J774E-Makrophagen mit vorher markierten
Bakterien/Zymosan infiziert. Nach 1 h wurden die nicht phagozytierten Bakterien durch Waschen
entfernt und die Zdlen fur weitere 16 h inkubiert. Dies erlaubt den Bakterien-enthatenden
Kompartimenten zu reifen. Danach wurden die Zdlen 3 h mit OvTR inkubiert und anschlief3end
fixiert. Auf diese Weise erfolgte die Markierung des gesamten endozytischen Systems mit OvTR.
Am Fuoreszenzmikroskop (Sehe 2.10.4.) wurde der prozentude Antell der Bakterien/Zymosan
bestimmt, der mit dem Farbstoff kolokdisiert. Da Fuson zum gréfden Teil zwischen Phagosomen
und endozytischen Veskeln des sdlben Refestadiums geschieht, sollten dle Phagosomen, die mit
endozytischen Veskeln fusonierten, mit OVTR geférbt sein. Der Prozentsatz der Kolokaliserung
gibt somit den Antell der Bakterien-enthadtenden Phagosomen an, die innerhab der dreistiindigen
Inkubationszait mit endozytischen Veske fusonierten. Wie in Abb. 1B dargestellt, waren nur
24% der A. felis-enthatenden Phagosomen positiv fir OVTR, wohingegen 70-90% der Kontroll-
partikd mit dem Farbstoff kolokaiserten. Dies zeigt deutlich, dass A. felis-enthatende
Phagosomen nicht fir endozytisch aufgenommenes OVTR zugénglich snd. Im Gegensaiz dazu
gnd L. innocua-, B. pertussis- oder Zymosanenthatende Phagosomen fiir diesen endozytisch
aufgenommenen Farbstoff zuganglich. Der grofe Tell der Afipien befindet sch somit in einem
Kompartiment, welches nicht oder nur in sehr geringem Umfang mit dem endozytischen Sysemin
Kontakt steht.
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Fig. 1. Die Mehrzahl der Afipien-enthaltenden Phagosomen sind nicht zuganglich fir

OVTR

(A) Zuerst wurden die Lysosomen der J774E-Makrophagen mit OvTR geférbt. Danach wurden die Zellen fir
1h mit A. felis (A f.), L. innocua (L.i.), B. pertussis (B.p.) oder Zynosan (Z) infiziert. Anschlief3end wurden die
Makrophagen fur weitere 2 h ohne Bakterien/Zymosan inkubiert. Am Fluoreszenzmikrokop wurde der Anteil
der Bakterien bestimmt, die mit dem roten Farbstoff OvTR kolokalisieren. Dargestellt sind die Daten aus 3
Experimenten mit > 110 gez&hlten Phagosomen je Ansatz.

(B) Nach der Infektion der J774E-Makrophagen mit den oben beschriebenen Bakterien fir 16 h wurde das
gesamte endozytische System fur 3 h mit OvTR angeférbt. Die Auswertung afolgte wie in (A) mit > 45
gezéhlten Phagosomen je Ansatz mit insgesamt 3 Experimenten.

3.2. Einfluss der Vitalitat und Opsonisierung der Afipien auf die Phago-
somenreifung

A. Schitttfort (dieses Labor) konnte mit der OvTR-Methode zeigen, dass das vorherige
opsoniseren und toten der Afipien einen entscheidenden Einfluss auf die Phagosomenreifung hat
[Schiittfort 2000]. Die Phagosomen, die getGtete oder mit Antikdrpern opsonisierte Afipien
enthidten, reiften demnach zum grofden Teil zu enem Phagolysosom. Diese Ergebnisse sollten mit
einer anderen Methode (Immunfluoreszenz) verifiziert oder widerlegt werden. Dabel wurde das
wirtsspezifische Markerprotein LAMP-1, das auf Membranen von spaten Endosomen und
Lysosomen vorkommt, mit Antikérpern detektiert und die Kolokadiserung dieses Proteins mit
A. felis ausgewertet. Die vorher mit NHS-TR markierten Afipien wurden entweder unbehandelt
belassen oder mit Paraformadehyd (PFA) getétet. Je ein Teil der lebenden und PFA-fixierten
Afipien wurde mit einem monoklonaen Antikérper opsonisiert. Die auf Deckglaschen adhérenten
J774E-Makrophagen wurden mit den so vorbehandelten Afipien fir 2 h infiziert. Danach wurden
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die Zdlen fixiert und mit dem Antikbrper gegen spde Endosomenv/Lysosomen (LAMP-1)
inkubiert. Anschliel3end wurde am konfokaen Lasermikroskop der Antell an Afipien bestimmt,
die mit eénem Ring des zdlul&en Makers umgeben waren. Wie in Abb. 2 zu sehen i,
kolokdiseren nur 26% der nicht vorbehanddten Afipien (A.f) mit LAMP-1. Hingegen
kolokaiseren 59% der opsoniserten Afipien (A.f. ops), 62% der PFA-fixierten Afipien (Af.
PFA) und 62% der PFA-fixierten und danach opsoniserten Afipien (A.f. PFA + ops) mit diesem
Marker fir spéte Endosomen/Lysosomen. Die Abttung mit PFA, aber auch die Opsoniserung
mit Antikorpern fihrt zu ener drasischen Verdanderung der Phagosomenreifung. Die
Phagosomen, die diese so vorbehanddten Afipien enthdten, reifen zum grofiden Teil (59-62%) zu
einem Phagolysosom. Im Gegensatz dazu befinden sich nur 26% der unbehanddten Afipien in
einem Phagolysosom. Die mit der OvTR-Methode gewonnenen Ergebnisse von A. Schilttfort

konnten somit bestétigt und erweitert werden.
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Abb. 2: PFA-Fixierung und Opsonisierung ver ander n die Kompartimentierung der
Afipien

Nach der Infektion der J774E-Makrophagen mit unbehandelten (A.f.), opsonisierten (A.f. ops), PFA -fixierten
(A.f. PFA) und PFA -fixierten und opsonisierten Afipien wurden die Makrophagen fixiert. Anschlief3end wurde
LAMP-1 mit einem Antikdrper detektiert. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Lasermikroskop, wobei der
Anteil der Bakterien-enthaltenden Phagosomen bestimmt wurde, die mit einem Ring des zellulédren Markers
LAMP-1 umgeben sind. Dargestellt sind die Daten aus 3 Experimenten mit > 50 Phagosomen je Ansatz.
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3.3. Anwesenheit von zellularen Markern auf Afipien-enthaltenden
Phagosomen

Die Ergebnisse, die in 3.1 dargestdlt snd, deuten darauf hin, dass die Afipien-enthatenden
Phagosomen nicht zu dem EndosomenLysosomen Kontinuum gehéren. Um diese These zu
untersuchen, wurden J774E-Makrophagen oder primé&re humane Monozyten mit vorher
markierten Afipien oder Zymosan infiziert. Anschlief3end wurden einige zdlulére Proteine mit Hilfe
von Antikorpern detektiert, die typisch fur bestimmte endozytische Vesked snd. Am konfokalen
Lasermikroskop wurde der Antell Afipien und Zymaosan-enthatender Phagosomen bestimmt, die

mit einem Ring desjeweiligen zdluléren Membranmarkers umgeben snd.

3.3.1. Kolokaliserung von zellularen Markern mit Afipienenthatenden Phago-
somen in J774E-Makrophagen

Die J774E-Makrophagen wurden fur 2 h mit vorher markierten Afipia felis oder Zymosan
infiziert. Danach wurden die Zdlen fixiert und mit AntikOrpern gegen EEA1L (friihe Endosomen),
LAMP-1 (spde Endosomen/Lysosomen) und LAMP-2 (spdte Endosomen/Lysosomen)
inkubiert. Anschliel®end wurde am konfokalen Lasermikroskop der prozentuade Anteil der
Kolokaliserung von Afipien bzw. Zymosan mit den zdlulé&ren Markern bestimmt. Wie aus Tab.
1A hervorgeht, Snd nur 26-29% der Afipien-enthaltenden Phagosomen in J774E-Makrophagen
postiv fur die spd endosomdenv/lysosomaen Markerproteine LAMP-1 und LAMP-2. Dagegen
snd 90% der Zymosan-enthatenden Phagosomen pogtiv fir LAMP-1. Weder Afipiert noch
Zymosan-enthaltende Phagosomen akkumulieren das frih endosomae Markerprotein EEAL
nach ener zwestindigen Infektionszeit. In Abbildung 3 ist je eine représentetive Overlay-
Aufnahme dargestdlt. Die Afipien bzw. das Zymosan and rot wéhrend die beiden Marker-
proteine (EEA1 und LAMP-1) grin makiet snd. Die Bilder belegen die in Tab. 1A
dargestellten Ergebnisse, in der mehrere Experimente detdliert dargestellt sind, auch um die sehr
gute Reproduzierbarkeit dieses Versuches zu belegen.
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Tab. 1A: Anteil bestimmter Proteine auf Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen
in J774E-M akrophagen

Jr74E-M akrophagen wurden fur 2 h infiziert. Danach wurden die jeweiligen zelluléaren Proteine mit einem
Antikorper markiert. Ausgewertet wurde am konfokalen Lasermikroskop, wobei der prozentuale Anteil der
Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen bestimmt wurde, die mit einem Ring des jeweiligen
zelluldren Markers umgeben sind. Angegeben ist jeweils der Prozentsatz der Kolokalisierung aus 3 bzw. 4
Experimenten. In Klammern sind die jeweils gezéhlten Phagosomen angegeben.

Afipia felis Zymosan
EEA1 LAMP-1 LAMP-2 EEA1 LAMP-1
4% (51) 24% (51) 24% (50) 2% (55) 91% (55)
2% (57) 25% (51) 33% (55) 3% (58) 94% (62)
4% (51) 27% (49) 30% (53) 4% (48) 78% (50)
3% + 1% 25% + 1% 29% + 4% 3% + 1% 88% + 7%
EEAL LAMP-1

Abb. 3. Die meisten Afipien-enthaltenden Phagosomen kolokalisieren nicht mit endo-
zytischen Markerproteinen

Jr74E-Makrophagen wurden mit vorher rot (NHS-TR) gefarbten Afipien bzw. Zymosan fir 2 hinfiziert. Danach
wurden die jeweiligen zelluléren Proteine (EEAL1 und LAMP-1) mit einem Antikorper dekoriert, der mit einem
grin markierten zweiten Antikorper detektiert wurde. Die Overlay-Aufnahmen wurden am konfokalen

Lasermikroskop erstellt. Esist je ein exemplarisches Beispiel dargestellt. Mit Pfeilspitzen ist die Akkumulierung
des zellularen Markers hervorgehoben.
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3.3.2. Kolokalisierung von zelluldren Markern mit Afipienenthatenden Phago-
somen in humanen Monozyten

Die priméaen humanen Monozyten wurden fir 2 h mit vorher fluoreszenzmarkierten Afipia felis
oder Zymosan infiziet. Danach wurden die Zdlen fixiert, permesblisert und mit Antikdrpern
gegen EEA1 (frihe Endosomen) und LAMP-1 (spéte Endosomen/Lysosomen) inkubiert.
Anschlief3end wurde am konfokaen Lasermikroskop der prozentuae Antell der Kolokaliserung
von Afipien bzw. Zymosan mit den zdlul&ren Markern bestimmt. Wie aus Tab. 1B hervorgeht,
sand nur 30% der Afipienenthatenden Phagosomen in humanen Monozyten positiv fir das spét
endosomale/lysosomae Markerprotein LAMP-1. Dagegen sind 95% der Zymosan-enthdtenden
Phagosomen posgtiv fir LAMP-1. Ebenso wie in J774E-Makrophagen akkumulieren in humanen
Monozyten weder Afipien- noch Zymosanenthaltende Phagosomen nach einer zweistiindigen
Infektionszeit das frih endosomade Markerprotein EEAL. Deshdb it davon auszugehen, dass
gch die Afipien ba ener dablierten Infektion weder in enem spé endosomaen noch in eénem
frih endosomaen Kompartiment befinden. Dies gilt wahrscheinlich Spezies Ubergreifend, da es
sowohl fir eine MausmakrophagentZdllinie ds auch fir primére humane Monozyten gezeigt
werden konnte (Sehe Tab. 1A und 1B). K. Streker (dieses Labor) konnte die ungewdhnliche
Kompatimentierung der Afipien in J774E in weteren Immunfluoreszenz- Experimenten mit
Antikérpern gegen andere zdlulére Proteine bestétigen [LUhrmann et a. 2001].
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Tab. 1B: Anteil bestimmter Proteine auf Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen
in humanen Monozyten

Humane Monozyten wurden fir 2 h infiziert. Danach wurden die jeweiligen zelluldren Proteine mit einem
Antikorper markiert. Ausgewertet wurden 3 Experimente am konfokalen Lasermikroskop, wobei der
prozentuale Anteil der Afipia felis- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen bestimmt wurde, die mit einem
Ring des jeweiligen zelluldren Markers umgeben waren. Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardabwei chungen sowie in Klammern die Anzahl der jeweils gezdhlten Phagosomen.

Afipia felis Zymosan
EEAL LAMP-1 EEAL LAMP-1
2% (53) 28% (103) 0% (50) 96% (106)
6% (51) 29% (51) 4% (53) 94% (53)
2% (53) 32% (50) 5% (57) 94% (52)
3% * 2% 30% + 2% 3% + 2% 95% + 1%

3.4. Kinetik der Akquirierung von frihen und spaten endosomalen
Proteinen

Etwa 70% der etablierten Afipienenthatenden Phagosomen in J774E-Makrophagen zeigen, wie
Tab. 1A und den von K. Streker (dieses Labor) erhobenen Daten [LUhrmann et a. 2001] zu
entnehmen i, keine Charakteristika eines Kompartimentes, dass zum endozytischen System
gehdrt. Deshadb sollte Uberprift werden, ob dieses ungewdhnliche Kompartiment schon direkt
nach der Phagozytose exidtiert, oder ob es erst durch die Manipulation eines normaen fihen
Phagosoms durch die Afipien gebildet wird. Zur Kl&rung dieser Frage wurden Afipien/Zymosan
im Kdten sehr sanft auf die J774E-Makrophagen zentrifugiert. Nach dem Entfernen des
Mediums wurde 37°C warmes Medium zugegeben. Der Zeitpunkt der Zugabe wurde ds
Nullpunkt definiert. Durch diese Vorgehensweise wird die Aufnahme der Partikel synchronigert.
Nach einer Inkubationszeit von 5-120 min wurde entweder das friih endosomae Markerprotein
EEA1 oder das spéat endosomale/lysosomae Markerprotein LAMP-1 mit Hilfe von Antikorpern
markiert. Am konfokaen Lasermikroskop erfolgte die Bestimmung des Anteils der Afipia felis-
und Zymosanenthatenden Phagosomen, die mit einem Ring des jewelligen zdlul&ren Markers
umgeben waren. Zur Veranschaulichung it je en Beispid fur die Kolokadiserung der Afipien
bzw. des Zymosans mit EEA1 zum Zeitpunkt 10 min in Abb. 4 dargestellt. Wie aus der Grafik
hervorgeht, ist die Aufnahme der Afipien im Vergleich zu Zymosan verzogert. Dieses wurde auch
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von anderen Mitarbeitern dieses Labors beobachtet (A. Schittfort und N. Mauder, nicht
verdffentlicht). So werden die meisen Zymosanpartikel in den erden 5 min aufgenommen,
wohingegen die Aufnahme der Afipien erst nach 5-10 min beginnt und nach 20 min abgeschlossen
is. EEAL, en Marker fur frihe Endosomen, it sehr haufig auf frihen Zymosan-enthdtenden
Phagosomen zu finden und mit eniger Verzogerung, bedingt durch die verzogerte Aufnahme, auch
auf ener Subpopulation der Afipia felis-enthatenden Phagosomen. Nachdem dle Partike
aufgenommen wurden (bei Zymaosan nach 5 min und bel Afipia felis nach 20 min) igt die jewellige
Summe der Kolokaliserung der beiden Marker EEA1 und LAMP-1 auf Afipien oder Zymosan
enthdtenden Phagosomen nahezu kongtant (Abb. 4). Be den Afipia felis-enthaltenden
Phagosomen betragt die Summe 30% und bei den Zymosan-enthatenden Phagosomen 100%.
Da EEA1 und LAMP-1 nicht gleichzetig auf ein und demsalben endozytischen Kompartiment
vorkommen [Stede-Mortimer et d. 1999], gibt die Summe der kolokdiserenden Phagosomen
jewells die Gesamtzahl der Phagosomen an, die zum endozytischen Sysem gehdren. Bel
Zymosan snd zu Beginn der Infektion fagt dle Zymosanenthdtenden Phagosomen posgtiv fir
EEA1 und damit in frihen Endosomen. Im Laufe der Infektion reifen diese friihen Endosomen zu
gpdten Endosomen/Lysosomen und sind dann zu fast 100% postiv fir LAMP-1. Bel ener
Infektion mit Afipia felisist nur eine Subpopulation der Afipienenthatenden Phagosomen positiv
fir EEAL und damit in frihen Endosomen. Im Laufe der Infektion reift diese Subpopulation zu
gpédten Endosomen und ist dann positiv fir LAMP-1. Nur 30% der Afipien befinden sch zu dlen
getesteten Zeitpunkten (5-120 min) in enem Kompartiment, das zum endozytischen System
gehort. Dementsprechend befinden sch innerha b der untersuchten Infektionsdauer circa 70% der
Afipien in eénem Kompartiment, das nicht zum endosomalen-lysosomaen Kontinuum gehort. Dies
gimmt sehr gut mit den gezeigten Daten in Abb. 1 und Tab. 1A Uberein, durch die ebenfdls
gezeigt wird, dass nur circa 30% der Afipien nach einer zweistindiger Infektionsdauer in einem
endozytischen Kompartiment sind.
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Abb. 4: Nur ein Teil der Afipien befinden sich in einem endozytischen Kompartiment

Jr74E-Makrophagen wurden fir 5120 min mit Afipia felis oder Zymosan infiziert. Danach wurden die
zelluldren Markerproteine EEA1 (friihe Endosomen) und LAMP-1 (spéte Endosomen/Lysosmen) mittels
Antikorper detektiert. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Lasermikroskop. Dabei wurde der Anteil der
Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen bestimmt, die mit einem Ring des jeweiligen zelluléren
Markers umgeben waren. In den rechts von den jeweiligen Grafen gezeigten Immunfluoreszenzen zeigen die
Pfeilspitzen auf Ringe des zelluldren Markers EEAL. Dargestellt sind die Daten aus 3 Experimenten mit > 50
gezahlten Phagosomen pro Zeitpunkt und Probe. Fir jeden getesteten Zeitpunkt sind die prozentualen Anteile
der Kolokalisierung der Phagosomen mit EEAL1 und LAMP-1 (Abb. 4) sowie der prozentuale Anteil der
Phagosomen angegeben, die zum endozytischen Sy stem gehéren.

3.5. Phagosomenisolierung

Um genauer untersuchen zu kénnen, in welchem Kompartiment sich die Afipien innerhab des
Makrophagen befinden, wurde eine Methode zur Isolierung von Bakterien-enthatenden
Phagosomen etabliert. Mit den isolierten Bakterien-enthatenden Phagosomen sollte es ermégllicht
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werden, weitere Marker subzdluldrer Kompartimente zu testen und zuklnftig Uber ene Ge-
samtproteinanayse sagen zu kdnnen, welche Proteine typisch fir ein Afipia felis-enthdtendes
Phagosom sind.

3.5.1. Die Methode

Mit Hilfe der unter 2.11. beschriebenen Methode wurden Afipia felis-, Listeria innocua- und
Bordetella pertussis- enthaltende Phagosomen isoliert. Die beiden Bakterien Listeria innocua
und Bordetella pertussis dienten a's Postivkontrolle. Phagosomen, die diese Bakterien erthalten,
reifen zu Phagolysosomen (siehe oben).

Die J774-Makrophagen wurden fir 1 h mit Afipia felis oder Listeria innocua oder Bordetella
pertussis infiziert. Danach wurden die nicht phagozytierten Bakterien entfernt und die Zdlen fir
weitere 2 h inkubiert. Anschlief?end efolgte die Isolierung der Phagosomen. Abb. 5
veranschaulicht diein 2.11. beschriebene Methode.

Homogenisierung der
infizierten Makrophagen

R A N

Hers__tellur}_g des L ) | € 4 1 ;
postnukledren Uberstandes
10%
Nuklease Behandlung
32,5% B
Verdinnen . Pellet .
) ®* | und aufden Cliree vorsichtig
0,
Auf 39% Saccharose einstellen —p» 39% 2 Gradienten Salclg/ﬁ resuspendieren
15%
W Isolierte
Phagosomen —p»
(F)
SWA40Ti Rotor SW40Ti Rotor SW40Ti Rotor

28.400 U/min, 1 h, 4°C  10.000 U/min, 20 min, 4°C  10.000 U/min, 10 min, 4°C

Abb. 5: Schematische Dar stellung der Phagosomenisolierung

Die Jr74-Makrophagen wurden in Gegenwart von Proteaselnhibitoren homogenisiert. Danach wurde der
postnukleére Uberstand (PNS) hergestellt und nach der Nuklease Behandlung auf 39% Saccharose eingestel|t.
Anschlief3end wurde der PNS in einem diskontinuierlichen Saccharosegradienten zentrifugiert (28.400 U/min,
1h, 4°C). Die phagosomalen Fraktionen (8-10) wurde auf circa 11% Saccharose eingestellt, auf 15% Ficoll
geladen und zentrifugiert (10.000 U/min, 20 min, 4°C). Das Pellet wurde in Homogenisierungspuffer (HP)
aufgenommen und nochmals zentrifugiert (10.000 U/min, 10 min, 4°C). Das resultierende Pellet (F), welches die
Phagosomen enthalt, wurde in HP aufgenommen und fr weitere Untersuchungen bei —80°C gelagert.
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3.5.2. Anayse der Phagosomenfraktionen

Um die Reinheit der angereicherten Phagosomen und damit die Effizienz der hier angewendeten
Phagosomenisolierung bestimmen zu kdnnen, wurde die Ausbeute an Phagosomen sowie die
Kontamination mit anderen endozytischen Kompartimenten analysiert. Besonders bel Bakterien
enthadtenden Phagosomen, die nicht zum endozytischen System gehdren, fihrt schon eine geringe
Kontamination mit endozytischen Vesken zu einer drastischen Fehlinterpretation der genauen
Kompartimentierung des Bakteriums. Da nach den Ergebnissen aus Abb. 1-4 und Tab. 1A und
1B davon auszugehen i, dass die Afipienenthdtenden Phagosomen nicht zum endozytischen
Sysem gehtren, sollte gerade auf diesen Punkt be der Etablierung ener Methode zur
Phagosomenreifung geechtet werden. Deshalb wurden die Fraktionen 210, das Pellet (Sehe
Abb. 6) und das Endprodukt F (sehe Abb. 5) auf Proteinkonzentration, lysosomae Aktivitét,
Gehdt an friihen Endosomen und Anzahl an Bakterien (Ausbeute) untersucht. Fir die Analysen
wurden nicht infizierte ®wie mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierte J774E-Makrophagen
verwendet. Als Pogtivkontrolle fand L. innocua Verwendung, da Phagosomen, die dieses
Bakterium enthdten, zu Phagolysosomen refen. Die aus den nicht infizierten Makrophagen
isolierten Veskd, die im folgenden ds Pseudophagosomen bezeichnet werden, dienten ds
Kontrolle. Die Pseudophagosomen geben an, welches nicht phagosomde Materid bel dieser
Methode mitisoliert wird und sind somit ein Anhatspunkt fir die Reinheit der Praparation.
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Abb. 6:Schematische Dar stellung der Fraktionsnummern

Die Fraktionen wurden nach dem diskontinuierlichen Saccharosegradienten abgenommen und fir weitere
Analysen verwendet. Die Fraktionsnummern werden so auch in Tabelle 2 verwendet.



3.5.2.1. Bestimmung der Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen

Von den nicht infizieten, mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierten J774E-Makrophagen
wurden Phagosomen mit der in Abb. 5 dargestditen Methode isoliert. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden von den einzelnen Fraktionen (1-10, Pellet, F) Aliquots mit 2%
Triton X-100 inkubiert (30 min, 4°C). Nach der anschlief¥enden Zentrifugation (15.000 U/min,
5 min, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und die Proteinkonzentration mittels des BioRad
DC Protein Assays bestimmt. Die Angabe des Proteingehdts in den einzelnen Fraktionen erfolgte
in Prozent vom Statmaterid (PNS). Wie der Tab. 2 zu entnehmen ist die Vertellung der
Proteinkonzentrationen Uber die Fraktionen bel alen drel Proben gleich. Daran ist unter anderem
die Reproduzierbarkeit dieser Methode abzulesen. Der grofde Tell der Proteine befindet Schin
der Fraktion 6 (Ladefraktion). Nur 45% befinden sich in den Fraktionen 810, die auf den

zweiten Gradienten geladen und aus denen die Phagosomen gereinigt wurden.

Tab. 2: Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen der Phagosomenisolierung

Die Pseudophagosomen und die Afipia felis- bzw. Listeria innocua- enthaltenden Phagosomen wurden mit
Triton X-100 inkubiert. Nach der anschlieRenden Zentrifugation wurde im Uberstand der Proben die
Proteinkonzentration mittels BioRad DC Protein Assays bestimmt. Fir jede Fraktion der getesteten Proben
wurde der Proteingehalt in Prozent vom Startmaterial (PNS) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und
die Standardabweichungen von Daten aus 3 Experimenten.

Proteine

Fraktionen nicht infiziert Afipia felis Listeria innocua
1 0,39 +/- 0,16 0,41 +/- 0,12 0,37 +/- 0,02
2 0,86 +/- 0,20 0,69 +/- 0,36 0,70 +/- 0,25
3 1,14 +/- 0,12 0,99 +/- 0,19 1,15 +/- 0,37
4 2,30 +/- 0,31 2,09 +/- 0,13 1,46 +/- 0,28
5 10,71 +/- 2,96 11,74 +/- 3,65 10,14 +/- 2,09
6 (Ladefr.) 61,81 +/- 4,66 62,50 +/- 3,16 65,26 +/- 1,55
7 17,35 +/- 1,55 15,43 +/- 1,44 14,53 +/- 1,70
8 1,58 +/- 0,59 2,28 +/- 0,51 1,80 +/- 0,34
9 1,10 +/- 0,49 1,25 +/- 0,27 1,37 +/- 0,25
10 1,48 +/- 0,59 1,11 +/- 0,34 1,91 +/- 0,22
Pellet 1,28 +/- 0,03 1,51 +/- 0,72 1,32 +/- 0,19
8-10 4,17 +- 1,49 4,64 +- 0,91 5,08 +/- 0,50
F 0,32 +/- 0,05 0,34 +/- 0,15 0,45 +/- 0,10
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3.5.2.2. Bestimmung des Anteiles an friihen Endosomen in den einzelnen Fraktionen

Die nicht infizierten, mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierten J774E-Makrophagen wurden fiir
10 minbe 4°C und fur 4 min be 37°C mit PBS/HRP inkubiert. Dadurch erfolgte die Markierung
der frihen Endosomen mit HRP. Anschlief?end wurden die Phagosomen mit der in Abb. 5
dargestdlten Methode isoliert. In den einzelnen Fraktionen (1-10, Pellet, F) wurden die HRP-
Enzymaktivitaen besimmt. Angegeben snd die HRP-Aktivitéten der einzelnen Fraktionen in
Prozent vom Startmaterid (PNS). Die HRP-Aktivitét definiert die frihen Endosomen. Wie aus
Tab. 3 hervorgeht, igt die Vertellung der HRP-Aktivitéten und damit der friihen Endosomen tiber
die Fraktionen bei den dargestellten Proben gleich.

Tab. 3: Anteil an frihen Endosomen in den einzelnen Fraktionen der Phagosomenisolierung

Aliquots von den Pseudophagosomen und von den A. felis- bzw. L. innocua-enthaltenden Phagosomen
wurden mit der HRP-Reaktionsldsung inkubiert. Nach dem Stoppen der Enzymreaktion erfolgte die
Bestimmung der Extinktion am ELISA-Reader. Fir jede Fraktion der getesteten Proben wurde die HRP-
Aktivitdt in Prozent vom Startmaterial (PNS) angegeben. Die HRP-Aktivitdt definiert bel dieser
Versuchsanordnung frilhe Endosomen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von
Daten aus 3 Experimenten.

frihe Endosomen

Fraktionen nicht infiziert Afipia felis Listeria innocua
1 0,06 +/- 0,06 0,07 +/- 0,05 0,03 +/- 0,02
2 0,30 +/- 0,04 0,20 +/- 0,15 0,19 +- 0,11
3 5,40 +/- 1,62 4,21 +/- 0,90 5,04 +/- 2,81
4 8,02 +/- 3,31 6,68 +/- 0,85 4,44 +/- 0,41
5 15,26 +/- 2,64 16,56 +/- 3,35 15,88 +/- 4,37
6 (Ladefr.) 55,68 +/- 7,42 57,41 +/- 2,43 57,71 +/- 6,21
7 11,81 +/- 0,28 10,72 +/- 0,81 9,96 +/- 1,24
8 0,84 +/- 0,23 1,53 +/- 0,35 1,18 +/- 0,22
9 0,53 +/- 0,30 0,72 +/- 0,22 0,85 +/- 0,17
10 1,05 +/- 0,17 0,95 +/- 0,18 1,08 +/- 0,13
Pellet 1,03 +/- 0,08 0,94 +/- 0,17 1,02 +/- 0,05
8-10 2,43 +/- 0,47 3,20 +/- 0,55 2,96 +/- 0,30
F 0,13 +/- 0,07 0,21 +/- 0,13 0,20 +/- 0,02
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3.5.2.3. Bestimmung der lysosomalen Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktionen

Von den nicht infizierten, mit Afipia felis bzw. mit Listeria innocua infizierten J774E
Makrophagen wurden Phagosomen isoliert. Die saure (5 Galaktosidase- Enzymeaktivitéten wurde
in dlen Fraktionen betimmt. Angegeben sind die 3-Galaktosidase-Aktivitéien der einzelnen
Fraktionen in Prozent vom Startmateria (PNS). Die Aktivitét wurde in Units (U= Extinktion bel
405 nm/mg Protein/h) bestimmt. Aus Tab.4 ist zu entnehmen, dass esin den Fraktionen 8-10 und
F deutliche Unterschiede zwischen den Proben gibt, obwohl in den gleichen Faktionen die
Proteinkonzentration (Tab. 2) sowie die HRP-AKktivitét und damit der Antell an fribhen
Endosomen (Tab. 3) gleich waren. Besonders deutlich ist der Unterschied in der Fraktion F
zwischen den Pseudophagosomen und den L. innocua-enthatenden Phagosomen. So ist die
lysosomae Aktivitét der Listeria innocua-enthatenden Phagosomen circa 4,5x so hoch wie die
der Pseudophagosomen. Dies verdeutlicht die Anreicherung von Phago(lyso)somen in den
Fraktionen 8-10 und besondersin F.

Tab. 4: Lysosomale Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktionen der Phagosomenisolierung

Aliquots von Pseudophagosomen und von Afipia felis- bzw. Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen
wurden mit der 3Galaktosidase-Reaktionsldsung inkubiert. Nach Stoppen der Enzymreaktion wurde die
Extinktion am ELISA-Reader bestimmt. Fiir jede Fraktion der getesteten Proben wurde die R-Gal aktosidase
Aktivitét in Prozent vom PNS angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabwei chungen von
Daten aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten.

Lysosomen

Fraktionen nicht infiziert Afipia felis Listeria innocua
1 0,09 +/- 0,02 0,18 +/- 0,06 0,09 +/- 0,07
2 1,79 +/- 1,06 1,38 +/- 0,86 0,71 +- 0,31
3 21,52 +/- 10,10 20,76 +/- 11,38 17,79 +/- 9,77
4 14,18 +/- 2,36 11,05 +/- 2,54 7,71 +/- 1,79
5 18,50 +/- 2,29 19,28 +/- 0,60 15,94 +/- 2,18
6 (Ladefr.) 27,56 +/- 7,12 27,97 +- 7,74 31,12 +/- 7,57
7 12,90 +/- 3,48 15,01 +/- 5,36 18,20 +/- 4,33
8 0,91 +/- 0,38 1,63 +/- 0,72 2,40 +/- 0,98
9 0,68 +/- 0,43 1,02 +/- 0,55 2,60 +/- 1,32
10 1,07 +/- 0,30 0,97 +/- 0,30 2,15 +/- 0,48
Pellet 0,80 +/- 0,06 0,77 +/- 0,21 1,29 +/- 0,30
8-10 2,66 +/- 1,10 3,62 +- 1,51 7,15 +- 2,78
F 0,19 +/- 0,11 0,42 +/- 0,22 0,89 +/- 0,31
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3.5.2.4. Bestimmung der Bakterienzahl in den einzelnen Fraktionen

Von den mit Afipia felis bzw. mit Listeria innocua infizierten J774E-Makrophagen wurden
Phagosomen mit der in Abb. 5 dargesditen Methode isoliert. Zur Bestimmung der
Bakterienzdlzahl wurden von den einzdnen Fraktionen (1-10 und F) Verdinnungsreihen
hergestdlt und auf Agar-Platen ausplatiet. Diese Vorgehensweise i moglich, da die
Lebendzelzahlen der intrazdluldren Bakterien 2-3 h nach der Aufnahme in die Phagosomen
konstant sind. Nach 1-4 Tagen (abhangig vom Wachstum der verschiedenen Bakterienspezies)
wurden die Einzekolonien ausgezdhlt. Angegeben is die Bakterienzdlzahl der enzenen
Fraktionen in Prozent, ausgehend von der Gesamtbakterienzellzahl. Wie in Tab. 5 aufgdige,

befinden sch circa 80% der Bakterien in den Fraktionen 8-10. Das entspricht der Beobachtung,
dass in den Fraktionen 8-10 die Phago(lyso)somen angereichert sind (sehe Tab. 4). Nach dem
2. Gradienten betrug die Ausheute an Bakterien circa 50%. Das heil¥, die Halfte der Bakterien,
die auf diesen Gradienten gdladen wurden, befanden sch nach der Zentrifugation im Pdlet (F).
Gleichzetig betrug die Ausheute der frih endosomalen und lysosomaen Aktivitét nur circa 5
10% der Aktivitét, die auf diesen Gradienten geladen wurde. Dies verdeutlicht, dass ein Grofdel
der Kontamination mit friihen Endosomen und Lysosomen, aber nur en vergleichswelse geringer
Tell der Bakterien und damit der Phagosomen durch den 2. Gradienten entfernt wurde. Somit ist
dieser zweite Schritt fir die Reinheit der Phagosomen mitentscheidend. Insgesamt zeigen diein
den Tabellen 25 dargestelten Ergebnisse, dass diese Methode der Phagosomenisolierung dazu
geaignet i, Bakterien-enthdtende Phagosomen zu isolieren und damit besser zu charakterisieren.
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Tab. 5. Bakterienzellzahl in den einzelnen Fraktionen der Phagosomenisolierung

Von den A. felis- und den L. innocua-enthaltenden Fraktionen wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und auf
Agar-Platten ausplattiert. Die Einzelkolonien wurden gezéhlt und die Bakterienzellzahl in Prozent vom
Startmaterial (PNS) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von Daten
aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten; n. n. = nicht nachweisbar.

Bakterienzellzahl

Fraktionen Afipia felis Listeria innocua
1 n. n. n. n.
2 n. n. n. n.
3 n. n. n. n.
4 n. n. n. n.
5 1,3 +/- 0,9 0,6 +/- 0,4
6 (Ladefr.) 2,7 +/- 2,3 1,0 +/- 0,7
7 10,7 +/- 8,4 11,5 +/- 6,0
8 185 +/- 1,5 240 +/- 4,4
9 30,0 +/- 11,6 34,3 +/- 14,6
10 25,0 +/- 7,5 215 +/- 8,8
Pellet 12,0 +/- 75 77 +/- 34
8-10 73,4 +/- 4,1 79,8 +/- 34
F 36,0 +/- 7,2 39,0 +/- 10,2

3.5.3. Analyse der isolierten Phagosomen

In Kapitel 3.5.2. wurde gezeigt, dass mit der hier vorgestellten Methode Bakterien-enthaltende
Phagosomen isoliert und im Verhdtnis zu anderen endozytischen Vesken angereichert werden.
Das Endprodukt dieser Isolierung ist die phagosomale Fraktion F, die im Folgenden detalllierter
andysert werden sollte. Dabel wurde die Anreicherung von bzw. Kontamination mit anderen
zdluld&en Bestandteilen, wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER), dem Golgi-Apparat und
der Plasmamembranen in den phagsosomaen Fraktionen der nicht infizierten, mit Afipia felis
oder Listeria innocua infizieten Proben untersucht. Eine Anreicherung in nur ener der
phagosomaen Fraktionen wirde einen Anhdtspunkt Uber die genaue Kompartimentierung des
jeweiligen Phagosomentyps geben. So ist z.B. von den Legionella pneumophila-enthatenden
Phagosomen bekannt, dass sie mit rauem ER assoziiert sein konnen [Swanson und Isherg 1995).
Des Weteren gibt diese Andyse wetere Hinweise auf die Reinhet der isolierten Phagosomen
und erlaubt es, die Intaktheit der Phagosomen mit Hilfe des Elektronenmikroskops zu andysieren.
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Die Intakthet ist fir die Anayse der luminden Inhate von entscheldender Bedeutung. So wurden
die frihen Endosomen und Lysosomen in Kapitd 3.5.2. mit Hilfe zweler Assays fur luminde
Inhdte nachgewiesen. Durch ene nicht intakte und damit permeable Phagosomenmembran
wirden die luminden Inhdte aus dem Phagosom entwelchen und damit nicht mehr nachweisbar

sain. Das Ergebnis einer Andyse dieser Phagosomen wére somit verfascht.

3.5.3.1. Kontamination der isolierten Phagosomen mit zelluldren Bestandteilen

Um die Kontamination mit Plasmamembranbestandteilen bestimmen zu kénnen, wurden die nicht
infizierten, zuvor mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierten J774E-Makrophagen fir 10 min bei
4°C PBSHRP inkubiert. Das glykosylierte HRP reichert sch unter diesen Bedingungen auf der
Plasmamembran an, ohne endozytiert zu werden, und kann somit as biochemischer Marker fir
die Plasmamembran dienen. Das Material der verschiedenen Fraktionen wurde auf HRP-
Aktivitét getestet. Angegeben ist die HRP-Aktivitét der einzdlnen Fraktionen in Prozent vom
Startmaterid (PNS). Wie aus Tab. 6 hervorgeht, befindet sich nur circa0,1% der HRP-AKktivité
des PNS nach der Phagosomenisolierung in der resultierenden Fraktion F. Dies ist unabhéngig
von dem phagozytierten Bakterium. Da es durch die Versuchsanordnung héchst unwahrscheinlich
ist, dass HRP endozytisch von den Makrophagen aufgenommen werden konnte und somit in ein
phagosomaes Kompartiment gelangt, reflektieren diese Zahlen direkt die geringe Kontamination

mit Plasmamembranbestandteilen.
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Tab. 6: Nur ein sehr geringer Anteil der Plasmamembran befindet sich in der Endfraktion

Aliquots von den Pseudophagosomen und von den Afipia felis- bzw. Listeria innocua-enthaltenden
Phagosomen wurden mit der HRP-Reakti onsl 6sung inkubiert. Nach dem Stoppen der Enzymreaktion wurde die
Extinktion am ELISA-Reader bestimmt. Fir jede getestete Probe wurde die HRP-Aktivitét in Prozent vom
Startmaterial  (PNS) angegeben. Die HRP-Aktivitédt definiert bei  dieser Versuchsanordnung die
Plasmamembran. Dargestellt sind die Daten aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten.

nicht infiziert Afipia felis Listeria innocua
0,09 0,09 0,12
0,05 0,09 0,13
0,03 0,06 0,08

0,06 + 0,02 0,08 + 0,01 0,11 +0,02

Die Kontamination der isolierten Bakterien-enthatenden Phagosomen mit ER oder Membranen
des Golgi-Apparates wurde mittels Westernblot bestimmt. Dazu wurden die Wirtszdl-
Proteinkonzentrationen der Pseudophagosomen, der Afipia felis- und der Listeria innocua-
enthaltenden Phagosomen so bestimmt, wie es unter 2.14.5. beschrieben ist. Anschlief3end
wurden die Wirtszellproteine durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden jewells
2 ug und 40 g des Startmaterids (PNS) aufgetragen, so dass die Anreicherung bzw. der Verlust
des jewelligen zdluldren Markers in der phagosomaen Fraktion im Verhdtnis zum PNS deutlich
wird. Nach dem Transferieren der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden das Golgi-
Markerprotein GM130 und das ER-Markerprotein Canexin mit Antikérpern dekoriert und
mittds Chemoluminiszenz detektiert. Wie der Abb. 7 zu entnehmen, ist das ER-Markerprotein
Cdnexin in der phagosomaen Fraktion der infizieten Makrophagen im Vergleich zu der
phagosomaen Fraktion der uninfizierten Makrophagen (Pseudophagosomen) und zum Start-
material angereichert. Die Anreicherung an ER war erwartet worden, da dies be dlen bisher
beschriebenen |solierungsmethoden beobachtet wurde [Garin et d. 2001]. Allerdings gibt esin
der Quantitét keinen Unterschied zwischen den beiden Bakterien-enthatenden Phagosomen, so
dass dies keinen Hinwels auf die genaue Kompartimentierung der Bakterien gibt. Hingegen ist
weder in der phagosomalen Fraktion (F) der infizierten noch der uninfizierten Makrophagen das
Markerprotein GM 130, fur den mediden Golgi, detektierbar. Damit wurde nachgewiesen, dass
durch die hier vorgestdite Methode zur Phagosomenisolierung dieses Organd| effizient entfernt

wird.
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PNS (2 )
PNS (40 pg)
Listeria innocua
Afipia felis

nicht infiziert

Calnexin

Abb. 7: ER ist und Golgi ist nicht in der phagosomalen Fraktion angereichert

Die Wirtszellproteine der Pseudophagosomen, der Afipia felis- und der Listeria innocua-enthaltenden
Phagosomen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und das Golgi-
Markerprotein GM 130 sowie das ER-Markerprotein Calnexin mit Antikorpern detektiert. Als Kontrolle wurden
jeweils 2 pg und 40 pg des Startmaterials (PNS) aufgetragen. Dargestellt ist je ein représentatives Experiment
aus 3 unabhangigen Experimenten.

3.5.3.2. Elektronenmikroskopische Darstellung der isolierten Phagosomen

Um die Intaktheit und die Reinheit der Phagosomen beurteilen zu kénnen, wurden von den
A. felis- und L. innocua-enthaltenden Phagosomen e ektronenmikroskopische Préparate herge-
gellt. Dazu wurden J774E-Makrophagen mit A. felis und L. innocua infiziet und die
Phagosomen mit der in Abb. 5 gezeigten Methode isoliert. Anschlief¥end wurden von diesen
Bakterien-enthatenden Phagosomen wie in Kapitd 212, beschrieben Ultradinnschnitte
hergestdlt. Am Transmissonsdektronenmikroskop (TEM) wurden von représentativen Aus-
schnitten Aufnahmen angefertigt. Die Abb. 8 zeigt deutlich, dass sowohl die Listeria innocua- ds
auch die Afipia felis-enthadtenden Phagosomen intakt sind. Die phagosomale Membran, die
durch Pfelle markiert ig, liegt eng um die Afipien und bildet somit kompakte Phagosomen. Im
Gegensatz dazu handdt es sch ba den Listeria innocua-enthatenden Phagosomen um grofie,
volumige Membransicke, die locker um die Bakterien liegen. Bel Phagosomen mit recht lose um
das Bakterium liegender Membran handdt es sch normaerweise um Phagosomen, deren
Reifungsstadium dem eines spédten Endosoms oder Lysosoms entspricht. Friihe Endosomen bzw.

nicht gerefte Phagosomen snd dagegen durch eine eng anliegende Phagosomenmembran
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gekennzeichnet [De Chagtdlier und Thilo 1997]. Somit dnd die dektronenmikroskopischen
Aufnahmen ein weiterer Hinweis auf die ungewohnliche Kompartimentierung der Afipien.

Abb. 8: Dieisolierten Bakterien-enthaltenden Phagosomen sind intakt

Von isolierten Afipia felis- und Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen aus J774E-M akrophagen wurden
Ultradiinnschnitte hergestellt. Am Transmissionselektronenmikroskop wurden anschlieRend von diesen

Praparaten Aufnahmen angefertigt. Die Aufnahme der Afipia felis-enthaltenden Phagosomen (Af) ist 52.800x
vergréfert, und die Aufnahme der Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen (Li) ist 34.000x vergroRert. Die
Pfeile zeigen auf phagosomale Membranen.

3.5.4. Analyse der isolierten Afipia felis-enthaltenden Phagosomen mittels Western-
blot

Nachdem gezeigt werden konnte, dass mit der hier vorgestellten Methode intakte und von
Kontaminationen reldiv freie Bakterien-enthaltende Phagosomen isoliert werden konnen, sollte
die Kompartimentierung der Afipien andysiert werden. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass
sch die Afipien in einem ungewdohnlichen Kompartiment befinden. So befinden sich circa 70 %
der Afipien in dem untersuchten Zdtinterval (5-120 min) in enem nicht endozytischen
Kompartiment. Deshadb wurden die Afipia felis-enthaltenden Phagosomen auf die Anwesenhelt
verschiedener Markerproteine untersucht. Zum einen, um die mittels Immunfluoreszenz erhdtenen
Daten mit einer zweiten Methode zu Uberprifen und zum anderen, um weitere Markerproteine zu
testen, zu denen Antikorper vorhanden waren, die sich aber nicht fir die Immunfluoreszenz
egnen. Dazu wurden die Wirtszell-Proteinkonzentrationen der Pseudophagosomen, der Afipia

feiss und der Listeria innocua-enthatenden Phagosomen wie unter 2.14.5. beschrieben
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besimmt. Anschlief?end wurden gleche Mengen der Wirtszdlproteine durch eine SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach dem Tranderieren der Protene auf eine PVDF-Membran wurden
verschiedene Organellenmarkerproteine mit Antikorpern dekoriert und auf einem Rontgenfilm
mittels Chemoluminiszenz detektiert. Zur Kortrolle wurden jewells 2 pg und 40 pg des Start-
materids (PNS) aufgetragen, so dass die Anreicherung bzw. der Verlust des Markers in der
phagosomalen Fraktion im Verhdtnis zum PNS deutlich wird. Obwohl die Ligterien wie auch die
Bordetdlen-enthatenden Phagosomen die spé  endosomaen/lysosomaen Markerproteine
LAMP-1, vATPase und Cathepsin D (Cath D) akkumulieren, enthalten se keines der frih
endosomaen Makerproteine EEA1 oder Transferrin Rezeptor (TfR). Dies war nach einer
Infektionszeit von 2 h erwartet worden. Die Afipia felis-enthatenden Phagosomen dagegen
akkumulieren nur geringe Mengen der oben beschriebenen spét endosomalenvlysosomaen
Markerproteine (Sehe Abb. 9). Diese Anreicherung it auf die circa 30% der Afipien
zurlickzufUhren, die 9ch in @nem endozytischen Kompartiment befinden. Keine hier untersuchten
Bakterien-enthatenden Phagosomen hatten das Protein TACO (= Coronin) akkumuliert, dasas
ein wichtiger Faktor fir die Biogenese der Mycobakterienenthal tenden Phagosomen beschrieben
wurde [Ferrari et a. 1999]. Vidmehr ist TACO in der pseudophagosomaen Prgparation
angereichert. VAMP-8 (Endobrevin), ein Marker fir das gesamte endozytische System, idt in
dlen Bakterien-enthatenden Phagosomen im Vergleich zu den Pseudophagosomen angereichert.
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Abb. 9: Afipien akkumulieren nur geringe Mengen spét endosomale M arker proteine

Die Wirtszellproteine der Pseudophagosomen, der Afipia felis-, der Listeria innocua-, oder der Bordetella
pertussis-enthaltenden Phagosomen wurden durch eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und die verschiedenen Organellenmarkerproteine mit Antikérpern detektiert. Es wurden jeweils
2ug und 40 pg des Startmaterials (PNS) sowie je 2 g der jeweiligen phagosomalen Fraktion (F) aufgetragen.
Von Cathepsin D ist sowohl die 48 kDa Vorlauferform (*) als auch die gereifte 31 kDa Form (**) markiert.
Dargestellt ist je ein reprasentatives Experiment aus mindestens 3 unabhéngigen Phagosomen-isolierungen.

3.5.5. 2D-Gelelektrophorese der Afipien-enthaltenden Phagosomen

Mit den bidang gezeigten Methoden konnte kein Protein charakterisert werden, das spezifisch
auf oder in Afipienrenthdtenden Phagosomen angereichert ist. Deshdb wurden in ener
Kooperation mit Dr. M. Degardins (Montrea, Kanada) die Afipienenthatenden Phagosomenin
einer 2D-Gedekirophorese untersucht. Dazu wurden von uninfizierten oder mit Afipia felis
infizierten J774A.1-Makrophagen Phagosomen mit der in 2.11. beschriebenen Methode isoliert.
Anschlieffend wurden die Phagosomen in 2D-Lysspuffer aufgenommen und zur Welter-
bearbeitung zu Dr. M. Degardins geschickt. Die Verwendung von J774A.1-Makrophagen statt
der J774E-Makrophagen ist darauf zurlickzufUhren, dass Dr. M. Degardins eine 2D-Ge-Karte
von aus J774A.1-Makrophagen isolierten Latex Beads-enthadtenden Phagosomen hergestellt hat
[Garin et d. 2001]. Die Afipia felis-enthdtenden Phagosomen und die Pseudophagosomen
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sollten in dem Standard-Proteintrennungssystem dieses Labors andysiert werden, um direkte
Vergleiche mit der existierenden Referenzkarte zu ermdglichen. In Abb. 10 it der erste und
bidang einzige Versuch dieser Kooperation dargestdlt. Mit Pfeilen snd Spots markiert, die nur
auf jenem Gd zu finden gnd, auf das die Afipien-enthaltenden Phagosomen aufgetragen wurden.
Diese Spots gdlen Proteine dar, die spezifisch fir Afipia felis-enthdtende Phagosomen sind.
Deshab sollen diese Proteine in naher Zukunft andysert werden. Aul3erdem soll die Funktionen
dieser Proteine bel der Etablierung dieses ungewohnlichen Kompartimentes untersucht werden.
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Abb. 10: 2D-Gel-Analyse der Afipien-enthaltenden Phagosomen

Von je circa 4x10° uninfizierten oder mit Afipia felis infizierten J774A.1-Makrophagen wurden Phagosomen
isoliert. Anschlieffend wurden die Proteine der Pseudophagosomen und der Afipia felis-enthaltenden
Phagosomen durch eine 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt, mit Coomassie Blau geférbt und gescannt. Die
Pfeile kennzeichnen einige Spots, die sich ausschliefflich auf dem Gel befinden, auf dem die Afipien-
enthaltenden Phagosomen aufgetrennt wurden. Die Ausdehnung des pH-Gradienten ist Uber den Gelen und
die Molekulargewichte der verwendeten Standardproteine sind rechts neben den Gelen angegeben.
Dargestellt ist das einzige bislang durchgef iihrte Exp eriment.
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3.6. Analyse von Rhodococcus equi-enthaltenden Phagosomen

Rhodococcus equi igt @n veterinarmedizinisch reevantes Bakterium, dessen ungewdhnliche Pha-
gosomen bereits vor 15 Jahren mit einfachen Mitteln grob beschrieben wurden [Zink et d. 1987,
Hietda und Ardans 1987]. Da E. Fernandez (dieses Labor) zeigen konnte, dass R. equi(-)-
enthatende Phagosomen wesentlich haufiger mit lysosomaen Dextran Texas Red kolokaiseren
ads R equi(+)-enthaltende Phagosomen [Fernandez 2001], konnte angenommen werden, dass
die Biogenese der Rhodokokkenenthdtenden Phagosomen auch in unserem Mausmakro-
phagen-Modd| ungewohnlich ist. Deshdb sollte die Kompartimentierung von Rhodococcus equi
in Makrophagen untersucht werden. Dazu wurden J774E-Makrophagen fur 1 h mit
Rhodococcus equi infiziet und nach dem Entfernen der nicht phagozytierten Bakterien fur
weitere 2 h inkubiert. Danach wurden die Bakterien-enthatenden Phagosomen mit der unter
2.11. beschriebenen Methode isoliert. Anschlielend wurden die isolierten Phagosomen
charakterisert. Dabel wurde die Intaktheit der Rhodokokkenenthaltenden Phagosomen durch
Tranamissons- Elektronenmikroskopie untersucht. Des Waeiteren wurden lysosomae Enzym-
aktivitdten sowie die Anwesenhet verschiedener Markerproteine bestimmt. Als Postivkontrolle
dienten wieder Listeria innocua-enthdtende Phagosomen. Auch hier dienten Pseudo-
phagosomen as Kontrolle fir die Reinheit der Préparation und als Ma3 fir die Anreicherung von
Markerproteinen bzw. der Enzymaktivitét.

3.6.1. Elektronenmikroskopische Darstellung der isolierten Phagosomen

Von den R equi(+)-enthatenden Phagosomen wurden Préparate fir die Transmissions-
Elektronenmikroskopie hergestellt, um die Intaktheit der Phagosomen beurteilen zu kdnnen.
Deshadb wurden J774E-Makrophagen mit R. equi(+) infiziert und die Phagosomen mit der in
Abb. 5 dargestellten Methode isoliert. Anschlief3end wurden von diesen Bakterien-enthdtenden
Phagosomen Ultradiinnschnitte angefertigt (Sehe Kapitel 2.12.). Am Transmissions- Elektronen
mikroskop (TEM) wurden von représentativen Ausschnitten Aufnahmen angefertigt. Wie in
Abb. 11 zu sehen, sind die Rhodokokkenenthdtenden Phagosomen intekt. Die eng um die
Bakterien liegende Phagosomenmembran deutet auf eine gestdrte oder verzogerte Reifung der R
equi (+)-enthatenden Phagosomen hin.
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Abb. 11: Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen intakte Rhodokokken-
enthaltende Phagosomen

Von isolierten R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen aus J774E-Makrophagen wurden Utradinnschnitte
hergestellt. Am Transmissionselektronenmikroskop wurden anschlief3end von diesen Préparaten Aufnahmen
mit einer Vergréf3erung von 31.500x angefertigt.

3.6.2. Bestimmung der lysosomalen Enzymaktivitét der Rhodococcus equi-ent-
haltenden Phagosomen

Um die Rhodokokkenenthatenden Phagosomen zu charakteriseren, wurde zunéchst die
Aktivitét des lysosomaen Enzyms (5 Galaktosidase bestimmt. Es wurden Phagosomen aus den
nicht infizieten, mit Listeria innocua, mit R equi(+) oder R equi(-) infizieten J774E-
Makrophagen Phagosomen mit der in Abb. 5 dargestellten Methode isoliert und die saure
[3- Gl aktos dase- Enzymaktivitéten in den Fraktionen bestimmt. Aus Abb. 12 it zu entnehmen,
dass die Aktivitét der R. equi(+)-enthatenden Phagosomen mit 21 U nur wenig hoher it ds die
Aktivitdt der ds Negativkontrolle dienenden Pseudophagosomen (13,5 U). Dagegen ist die
lysosomde Enzymaktivitét der R equi(-)-enthatenden Phagosomen mit 41 U doppelt so hoch
wie die R-Gaaktosdase-Aktivitdt der R equi(+)-enthdtenden Phagosomen. Wenn die
Enzymaktivitét der Pseudophagosomen von denen der anderen Proben abgezogen wird, um die
generdle Verunreinigung der Préparationen mit Lysosomen zu korrigieren, falt der Unterschied
zwischen R. equi(-) und R. equi(+) noch deutlicher aus. Die zu Phagolysosomen reifenden
Listeria innocua-enthatenden Phagosomen akkumulieren diesss Enzym in noch stérkerem
Umfang (49,5 U) ds die R equi(-)-enthatenden Phagosomen. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass es einen Unterschied in der Reifung der Rhodokokkenenthatenden Phagosomen in
Abhangigkeit vom 85 kbp Plasmid gibt.
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Abb. 12: Die R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen akkumulieren mehr (FGalaktosidase-
Aktivitat als dieR. equi(+)-enthaltenden Phagosomen

Aliquots von den Pseudophagosomen, L. innocua-, R. equi(+)- und R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen
wurden mit der B-Gal aktosi dase-Reaktionsl ésung inkubiert. Anschlieend wurde die 3-Gal aktosidase-Aktivitét
am ELISA-Reader gemessen. Angegeben ist die R-Gaaktosidase-Aktivitédt in Units (U= Extinktion bei
405nm/mg Protein/h). Die Mittelwerte und die Standardabweichungen von Daten aus 3 voneinander
unabhangigen Experimenten sind dargestellt.

3.6.3. Analyse der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen mittels Westernbl ot

Um der Frage nachzugehen, ob es einen Unterschied be der Kompartimentierung der
Rhodococcus equi(+) und der Rhodococcus equi(-) nach einer zweistiindigen Infektionszeit gibt,
wurden die Rhodococcus-enthaltenden Phagosomen auf die Anwesenhelt verschiedener
Markerproteine untersucht. Dazu wurde die Wirtszdll-Proteinkonzentrationen der R. equi(+)-,
der R. equi(-)- und der Listeria innocua-enthatenden Phagosomen bestimmt (Siehe 2.14.5.).
Anschlief¥end wurden gleiche Mengen der Wirtszdlproteine durch eine SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Transferieren der Proteine auf ene PVDF-Membran wurden verschiedene
Organdlenmarkerproteine mit  Antikorpern  dekoriert und auf enem RoOntgenfilm  mittels
Chemoluminiszenz detektiert. Zur Kontrolle wurden jewells 2 pug und 40 pg des Satmaterids
(PNS) aufgetragen, so dass die Anreicherung bzw. der Verlust des Markers in der phagosomalen
Fraktion im Verhditnis zum PNS deutlich wird. Die Listeria innocua-enthatenden Phagosomen
akkumulieren die spét endosomaen/lysosomaen Markerproteine LAMP-1 und (eine Untereinhait
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der) VATPase, wéahrend de wenig frih endosomaes rab5 enthdten (sehe Abb. 13). Die
Rhodokokken-enthdtenden  Phagosomen dagegen akkumulieren das frih endosomde
Markerprotein rabb. AulRerdem findet sich in Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen das spét
endosoma ellysosomale Markerprotein LAMP-1, wobel R. equi(-) dieses Protein in stérkerem
Mal3e akkumuliert dsR. equi(+). Insgesamt akkumuliert R equi(+) mehr friih endosomales rab5,
wahrend R. equi(-) mehr spé endosomaes/lysosomales LAMP-1 und VATPase akkumuliert.
Dies verdeutlicht, dass die Reifung der Rhodokokken-enthatenden Phagosomen gestért oder
verzogert ist. Diese verénderte Phagosomenreifung 1&sst sch zum Tell auf das Vorhandensein des
85 kbp Plasmids zuriickfiihren.

PNS (2 ?9)
L. innocua

. PNS (40 2g)
' R. equi(+)

rap5

LAMP-] - e - -

VATPQOSE | s . — —

Abb. 13: R. equi(-)- und R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen reichern unterschiedliche
endozytischen Marker proteinen an

Die Wirtszellproteine der Listeria innocua-, der Rhodococcus equi(+)- und der Rhodococcus equi(-)-
enthaltenden Phagosomen wurden durch eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PV DF-Membran transferiert
und die verschiedenen Organellenmarkerproteine mit Antikorpern detektiert. Es wurden jeweils 2 pg und 40 pg
des Startmaterials (PNS) sowie je 2 pg der jeweiligen phagosomalen Fraktion (F) aufgetragen. Dargestellt ist je
ein reprasentatives Experiment aus mindestens 2 unabhangigen Phagosomenisolierungen.

3.7. Einfluss von Rhodococcus equi auf die Vitalitat von eukaryotischen
Zellen

N. Mauder (dieses Labor) konnte mitteds Trypanblau-Ausschiussmethode zeigen, dass
Rhodococcus equi mit dem Virulenz-assoziierten Plasmid enen zytotoxischen Einfluss auf J774E-
Makrophagen haben. Nach einer 22-sttindigen Infektion mit einer MOI von 30 Snd 41% der mit
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R. equi(+) und nur 3% der mit R. equi(-) infizierten J774E-Makrophagen positiv fUr Trypanblau
[Mauder 2001]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob es sich bel dem
durch R. equi(+)-induzierten Zdltod um einen gpoptotischen oder nekrotischen Zdltod handelt.
Des Waelteren sollte untersucht werden, ob Rhodococcus equi auch auf primére humane

Monozyten zytotoxisch wirkt.

3.7.1. Einflussvon Rhodococcus equi auf die Vitalitat von J774E-Makrophagen

Die J774E-Makrophagen wurden mit Rhodococcus equi(+) und Rhodococcus equi(-) fur 1 h
mit einer MOI von 30 infiziert und in Gegenwart von Gentamicin fur weitere O h, 4 h oder 6 h
inkubiert. Da Gentamicin nicht von den Makrophagen aufgenommen wird, verhindert dieses
Antibiotikum nur die Vermehrung der nicht phagozytierten Rhodokokken Es wurde bereits
gezeigt, dass thermisch ds auch chemisch getbtete R. equi keinen zytotoxischen Effekt auf
J774E-Makrophagen haben [Mauder 2001]. Somit wurde bel dieser Versuchsanordnung
auschliefdich der Einfluss der |ebend phagozytierten Bakterien auf die Vitaitét der Makrophagen
begtimmt. Als Kontrolle fir gpoptotische Zelen dienten J774E-Makrophagen, die fir 6 h mit dem
Topoisomerase-Hemmer und Apoptose-Induktor Etoposid inkubiert wurden [Waker et d.
1991;Stefandlli et d. 1998]. Die nekrotischen und gpoptotischen Zellen wurde anschlief3end
durch den Nachweis des Spaltprodukts der Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP), die SubG;-
Technik und mit Hilfe einer Doppe farbung mit Annexin V-PE und 7-AAD begtimnt.

3.7.1.1. Apoptosenachweis mittels PARP-Spal tprodukten

Von den mit R equi infizieten bzw. mit Etoposd inkubierten J774E-Makrophagen wurden
Zdlextrakte hergestdlt. Diese wurden durch ene SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran transferriet und die Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) sowie deren
Spdtprodukte mittels Antikbrper detektiert. Die Spdtung der PARP ig en fihes Ereignis
wéhrend der Apoptose, so dass durch Nachweis der beiden Spatprodukte (89 kDa und
24 kDa) auch Apoptose nachgewiesen wird. Die PARP der mit Etoposid inkubierten J774E-
Makrophagen ist durch Caspasen (apoptotisch relevante Cysteinproteasen) gespalten worden.
Die beiden Spatprodukte (** - 89 kDa und *** - 24 kDa) dnd in Abbildung 14 deutlich zu
erkennen. Damit sind, wie erwartet, die mit Etoposid inkubierten Makrophagen gooptotisch.
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Dagegen snd weder be den Zdlextrakten der mit R. equi(-) noch ba den mit R equi(+)
infizierten Makrophagen Spdtprodukte der PARP vorhanden. Dies kann nicht mit der
unterschiedlich geladenen Proteinmengen (Sehe ungespdtenes PARP - *) erklat werden,
sondern nur mit der Tatsache, dass es Sich bel der durch Rhodokokken vermittelten Zytotoxizitét
nicht um Apoptose handelt.

*% -
-~

**k%k

Abb. 14: Rhodococcus equi induziert keine Apoptose in J774E-M akrophagen

Jr74E-M akrophagen wurden mit R. equi(+) oder R. equi(-) fir 1 hinfiziert bzw. nicht infiziert und in Gegenwart
von Gentamicin fir 6 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden J774E-Makrophagen 6 h mit Etoposid (300 uM)
inkubiert. Von den anschlielend hergestellten Zellext rakten wurden gleiche Volumina durch eine SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Mittels Antikdrper wurden die 116 kDa Roly(ADP-
Ribose) Polymerase (*) sowie die beiden Spaltprodukte: das 89 kDa-Fragment (**) und das 24 kDa-Fragment
(***) detektiert. Dargestellt ist das einzige bisher durchgefiihrte Experiment.

3.7.1.2. Bestimmung der Apoptoserate mittels SUbG;-Technik

Diesr Versuch wurde in Kooperation mit Jan Schulze-Lihrmann (Pathologisches Indtitut,
Universté Wirzburg) durchgefihrt.

Nachdem gezeigt wurde, dass Rhodococcus equi(+) keine Apoptose in J774E-Makrophagen
aud 6sen, sollte dieses Ergebnis mit der SubG,- Technik Uberprift werden. Diese Methode basiert
auf der Tatsache, dass in apoptotischen Zellen die DNA durch eine induzierte Endonuklease
gespaten wird. Die dadurch entstehenden DNA-Fragmente (mit einer Grole von circa 200 bp)
werden extrahiert und der verminderte DNA-Gehdt nachgewiesen (Sehe 2.18.4.). Die mit
Rhodococcus equi infizierten bzw. mit Etoposd inkubierten J774E-M akrophagen wurden fixiert
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und mit Extraktionspuffer inkubiert. Dadurch wurde die Membran permesbilisert und leicht-
molekulare DNA-Fragmente extrahiert. Die in den Zelen verblicbene DNA wurde mit
Propidiumjodid (PI) markiert. Die Auswertung erfolgte am FACScan (Sehe 2.18.5.). Nach einer
sechsstiindigen Inkubationszeit mit Etoposd (300 uM) sind 14,2% der J774E-Makrophagen
apoptotisch (sehe Abb. 15). Von den mit R equi(+) oder R. equi(-) infizierten Makrophagen
hingegen sind nur 1,1-2,8% und von den nicht infizierten Makrophagen 1,4% (nicht dargestellt)
gooptotisch. Diese Werte simmen gut mit dem Ergebnis Uberein, das mittels Nachweis von
PARP-Spdtprodukten erzidt wurde. Es handet sch aso bel der durch Rhodokokken
vermitteten Zytotoxizitét nicht um Apoptose.

Etoposid R. equi(-) R. equi(+)
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Abb. 15: Rhodococcus equi induzieren keine Apoptose in J774E-M akrophagen

Jr74E-M akrophagen wurden mit R. equi(+) und R. equi(-) fur 1 hinfiziert und in Gegenwart von Gentamicin fir
6 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden J774E-Makrophagen 6 h mit Etoposid inkubiert. Anschlief3end
wurden die Zelen fixiert, leichtmolekulare DNA-Fragmente extrahiert und die verblicbene DNA mit
Propidiumjodid markiert. Dargestellt ist ein repréasentatives Experiment, wobel der Marker M1den Prozentsatz
apoptotischer Makrophagen und der Marker M2 den Prozentsatz der lebenden und nekrotischen
Makrophagen angibt. Aufgenommen wurde von circa 9000 Zellen (Events) die Rotfluoreszenz (FL3-Height) in
logarithmischer Skalierung.

3.7.1.3. Vitalitatsbestimmung mittels Doppelfarbung mit 7-AAD und Annexin V-PE

Nachdem ausgeschlossen wurde, dass es sich bel der durch R. equi(+) vermittelten Zytotoxizitét
um Apoptose handdt, wurde die mit Rhodococcus infizierten Makrophagen mittels Doppel-
farbung mit Annexin V-PE und 7-AAD auf Nekrose und/oder Apoptose untersucht. Von den mit
Annexin V-PE und 7-AAD inkubierten J774E-Makrophagen wurde am FACScan der
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prozentude Antell der nekrotischen (definiert ds 7- AAD-positiv/Annexin V-negativ und 7-AAD-
postiv/Annexin V-positiv) sowie der apoptotischen (definiert als #AAD-negativ/Annexin V-
positiv) Makrophagen bestimmt. Weder R. equi(-) noch R. equi(+) zeigen eine proapoptotische
Wirkung auf J774E-Makrophagen. So sind bei alen untersuchten Proben im Durchschnitt nur 1%
der Makrophagen apoptotisch (sehe Anhang). Dagegen haben die Rhodokokken Einfluss auf die
Nekroserate der infizieten Makrophagen, wie aus Abb. 16 hervorgeht. Die R. equi(-)
verursachen nur einen geringen Vitditésverlust der nfizierten J774E-Makrophagen. Dagegen
fuhren die das 85 kbp Plasmid enthaltenden R. equi(+) zu einem starken Vitditétsverlust. Dabel
nimmt der Antell der nekrotischen Makrophagen mit der Inkubationsdauer deutlich zu. So steigt
die Nekroserate von 2% be 1 h Infektion ohne anschlief¥ende Inkubation auf 29% nach 1 h
Infektion und anschliefRenden 6 h Inkubation an. Damit handelt es sch bei der durch R equi(+)
vermittelten Zytotoxizité um Nekrose.

’0\3
~ 35
(O]
g 30
e
o
o 25
X
©
> 20
L
X 15
N~
° 10
()
E
(&)
|
g 5
> o
2

Oh 4h 6h Oh 4h 6h
R. equi(-) R. equi(+)

Abb. 16: R. equi(+) induziert Nekrose in J774E-M akr ophagen

Jr74E-Makrophagen wurden mit R. equi(+) und R. equi(-) fur 1 hinfiziert und in Gegenwart von Gentamicin fur
0 h, 4 h, 6 h inkubiert. Anschlief3end wurden die J774E-Makrophagen mit 7-AAD und Annexin V-PE geférbt
und die Nekroserate bestimmt (definiert als 7-AAD-positiv/Annexin V-PE-negativ und 7-AAD-
positiv/Annexin V-PE-positiv). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von Daten aus 3
unabhangigen Experimenten.

Fir einige der dargestellten Experimente stellte N. Mauder (dieses Labor) dankenswerterweise mit
Rhodococcus equi infizierte J774E-Makrophagen zur Verfiigung.
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3.7.2. Einflussvon Rhodococcus equi auf die Vitalitat von humanen Monozyten

Nachdem nachgewiesen wurde, dass R. equi(+) einen entscheidenen Einfluss auf die Vitditét von
J774E-Makrophagen hat, sollte geklart werden, ob dieses Bakterium eine dhnliche Wirkung auf
primée humane Monozyten zeigt. Dies ist besonders interessant, da es nur wenige Félle ener
R equi Infektion beim Menschen gibt. Des Weiteren sollte geklart werden ob, ebenso wie bel
J774E-Makrophagen, nur vitale Rhodokokken diese Zytotoxizitét vermitteln. Aus diesem Grund
wurden humane Monozyten fir 1 h mit R equi(+), R. equi(-) und abgettteten, Paraformal dehyd-
fixierten R. equi(+) mit einer MOI von 30 infiziert. Danach wurden die Monozyten fir weitere
22 h in Gegenwat von Gentamicin inkubiert. Als Negativkontrolle dienten nicht infizierte
Monozyten. Anschlief¥end wurde die Zdvitditét mit Hilfe der Trypanblau Ausschlussmethode am
Lichtmikroskop bestimmt. Trypanblau gelangt nur in Zelen, die keine intakte Membran haben.
Somit snd nur tote Wirtszelen mit Trypanblau geférbt. Wie aus Abb. 17 zu entnehmen, sind 5%
der nicht infizierten Monozyten pogitiv fur Trypanblau. Die waagerechte Linie markiert diesen
Ausgangswert. Eine Infektion mit Rhodokokken hat nur einen geringen Einfluss auf die Vitditét
der humanen Monozyten. Der Unterschied der Wirkung der R. equi(+) und R. equi(-) auf die
Vitalitdt der Monozyten ist ebenfdls nur gering. So sind nur 13% der mit R. equi(+) infizierten
Monozyten und nur 8% der mit R equi(-) infizierten Monozyten Trypanblaur positiv. Dies steht im
deutlichen Gegensatz zu der Wirkung der Rhodokokken auf die Vitditd der J774E
Makrophagen, bel denen der zytotoxische Effekt vid stérker audfdlt (Sehe 3.7.1.3.).
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Abb. 17: Rhodokokken haben nur eine geringe zytotoxische Wirkung auf humane
M onozyten

Humane Monozyten wurden mit R. equi(+), R. equi(-) und R. equi(+) PFA (Paraformaldehyd-fixiert) fir 1 h
infiziert und in Gegenwart von Gentamicin fur 22 h inkubiert. Als Negativkontrolle dienten nicht infizierte
Monozyten. AnschliefRend wurde die Zellvitalitdt mit Hilfe der Trypanblau-Ausschlussmethode bestimmit.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von Daten aus 3 unabhangigen Experimenten.

106



4. Diskussion

Die Interaktion der Mikroorganismen mit den phagozytischen Zdlen des mononukledren und
polymorphnuklegren Systems it entscheidend flr eine erfolgreiche Infektion. Nach der Aufnahme
durch die Phagozyten befinden sich die Mikroorganismen in einem neu gebildeten Organdll, dem
Phagosom. Das Phagosom wird mit der Zeit modifiziert, wodurch die Mikroorganismen abgetGtet
und abgebaut werden. Der Prozess der Modifizierung wird von ener Reihe von Molekilen
reguliert, die unter anderem die Interaktion mit dem Zytoskdett und damit die Bewegung
innerhab der Zelen sowie die Fuson der Phagosomen mit endozytischen Veskeln und damit
sine Refung steuern. Allerdings Snd einige Mikroorganismen in der Lage, dem Abbau im
Phagosom bzw. Phagozyten zu entkommen. Zu den Bakterien, deren Phagosomenreifung gestort
i und die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, gehtren Afipia felis und Rhodococcus
equi. Durch Analyse der Kompartimentierung dieser, aber auch anderer, Bakterien mit gestorter
Phagosomenreifung it die Charakteriserung der an der Phagosomenreifung sowie an der

Etablierung des ungewohnlichen Kompartiments betelligten Molekile moglich.

4.1. Phagosomenisolierung

Die Isolierung der Phagosomen ermdglicht die biochemische Analyse des Phagosoms sowie der
an der Phagosomenreifung beteiligten Molekiile [Degardins und Scianimanico 1998]. Mit Hilfe
der in diesr Promotionsarbeit entwickelten Methode it es mdglich, Bakterien-enthdtende
Phagosomen zu isolieren. Diese Methode kombiniert und modifiziert einige bereits beschriebene
Vefdren [Surgill-Koszycki et d. 1996; Alvarez-Dominguez et d. 1996; Alvarez-Dominguez et
d. 1997; Mills und Finlay 1998] mit dem Hauptzid, endozytische Veske durch Reinigung zu
entfernen. Dies ist besonders wichtig bel der Andyse von Bakterien-enthaltenden Phagosomen,
die nicht zum endozytischen System gehdren oder in einem besimmten Rafungsstadium arretiert
snd. In diesen Fdlen fuhrt eine verfahrensbedingte Kontamination mit endozytischenVesken zu
ene drastischen Fehlinterpretation der Kompartimentierung. Deshdb wurden die einzelnen
Fraktionen des Sacchararosegradienten sowie die phagosomae Fraktion auf ihren Gehdt an
Protein, frihen Endosomen und Lysosomen untersucht (Tab. 24). Dabe wurden die friihen

Endosomen wie in anderen Studien [Alvarez-Dominguez et d. 1996; Mukherjee et a. 2000]
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durch enen kurzen “chasg’ mit HRP definiert. Der Gehdt an Lysosomen wurde durch die
Aktivitdt der sauren R-Gaaktosdase definiert, die vorwiegend in Lysosomen, aber auch in
geringen Mal3 in spéten Endosomen zu finden ist [Ward et a. 1997; Mukherjee et a. 2000;
Hashim et d. 2000]. Die Vertalung der frih endosomaden und lysosomaen Enzymaktivitéten
sowie der Proteinkonzentrationen Uber die einzelnen Fraktionen it fir ale Phagosomentypen sehr
ahnlich. Dies bewe s die gute Reproduzierbarkeit der vorgestellten Methode. Klare Unterschiede
gibt es nur in der lysosomaen Enzymeaktivité zwischen den einzelnen Proben in den Fraktionen
8-10 und der aus diesen dre Fraktionen resultierenden Endfraktion F, obwohl die Protein-
konzentration sowie der Gehalt an friihen Endosomen in diesen Fraktionen gleich ist. Besonders
deutlich wird dieser Unterschied zwischen der nicht infizierten und der mit Listeria innocua
infizierten Probe. Da schon mehrfach gezeigt wurde, dass L. innocua-enthdtende Phagosomen
zu Phagolysosomen reifen [Schwan et d. 1994], demondriert dies die spezifische Anreicherung
von Phago(lyso)somen in diesen Fraktionen. Dies stimmt mit der in Tabelle 5 dargestellten
Beobachtung Uberein, dass sich in den Fraktionen 8-10 ungefahr 80% der auf den Saccharose-
gradienten geladenen Bakterien befinden. Durch die Einflihrung eines zweiten Gradienten (Ficoll-
Kissen) wurde die Kontamination der Phagosomen mit frih endosomaen und lysosomaen
Veskdn verringert. So befinden sch nur 5-10% des auf diesen Gradienten geladenen Materids
(Fraktionen 810) in der Endfraktion F, wéhrend gleichzeitig die Ausbeute an Bakterien, die en
Mal3 fur die Phagosomen darstdlt, circa 50% betrug. Die Phagosomen werden aso relativ zu den
Lysosomen in diesem letzten Schritt 5-10-fach angereichert. Die Kontamination der Endfraktion
F mit frihen Endosomen ig mit circa 0,2% der frih endosomaen Enzymektivitét des
Startmaterids (PNS) sehr gering. Die Kontamination mit Lysosomen, die an der Endfraktion der
nicht infizierten Probe abgelesen werden kann, it mit circa 0,2% des Startmaterias ebenfalls
niedrig. Da es aber neben den endozytischen Organdlen auch noch andere K ontaminationen gikbt,
und es allferdem kaum moglich i, vollstandig reine Phagosomen zu isolieren [Pasgudi et d.
1999], wurden die phagosomden Fraktionen auf eine mdgliche Kontamination mit anderem
Wirtszelmaterid wie endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat, Plasmamembran (Sehe Abb.
7 und Tab. 6) und Mitochondrien [LUhrmann und Haas 2000] untersucht. Dabel wurden
Kontaminationen mit endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien nachgewiesen. Gleich
zeitig war keine Kontamination mit Telen des Golgi-Apparates feststellbar, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass dieses Organd| effektiv entfernt worden ist. Eine Verunreinigung
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der phagosomaen Fraktion mit Mitochondrien war erwartet worden, da Dichte und Form von
Mitochondrien und Phagosomen sehr dhnlich snd [Lihrmann und Haas 2000]. Eine
Kontamination mit ER wird bel jeder phagosomaen Prdparation, unabhéngig von der gewéhlten
Isolierungsmethode, beobachtet [Fidka et d. 1997]. Dabel ist noch nicht vollstandig geklart, ob
das ER wirklich ds Kontamnation zu betrachten i, oder ob es viddmehr enen wichtigen
Bestandtell der Phagosomen darstdlt [Garin et a. 2001]. Fir letzteres spricht, dass der ER-
Gehalt bei den Pseudophagosomen bedeutend niedriger it ds be den Afipia felis- und den

Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen.

Die Kontamination der Prgparation mit Plasmamembranbestandteilen war ebenfdls nur sehr
gering. In der phagosomalen Fraktion F befanden sich nur 0,06-0,11% der HRP-Aktivitét des
PNS. Zum Nachweis der Plasmamembran wurden die infizierten J774E-Makrophagen bei 4°C
mit HRP inkubiert [Degardins et d. 1994a; Alvarez-Dominguez et a. 1996; Hashim et d. 2000].
Durch die niedrige Inkubationstemperatur ist die Endozytose blockiert, HRP bindet demnach an
den Mannose-Rezeptor auf der Wirtszellmembran [Dunn et d. 1980; Marsh et a. 1986]. Somit
ist die Plasmamembran in dieser Studie definiert as das Kompartiment, das zusammen mit HRP
gearenigt wird. Die HRP-Aktivitéten repréasentieren direkt die Kontamination mit Plasma-

membranbestandteilen.

Als weteren Nachwaeis fur die relative Reinheit der phagosomaen Fraktionen sind eektronen
mikroskopische Techniken zum Einsatz gekommen. Die resultierenden Aufnahmen machen sehr
deutlich, dass die Phagosomen intakt und im Vergleich zu anderen zeluléren Bestandteilen
angereichert snd (Abb. 8). Damit ist die Phagosomenreinigungs-Methode sehr gut daflir geeignet,
relativ reine Bakterienenthadtende Phagosomen zu isolieren. Der Vortell gegentber anderen
bereits beschriebenen Methoden liegt dabel in der htheren Reinheit des Produktes. Allerdings ist
en direkter Vergleich zum Tell recht schwierig, da sdlten im gleichen Umfang oder mit dhnlichen
Methoden die Reinheit der Phagosomen kontrolliert wurde. So geben Sturgill-Koszycki et d.
(1996) an, dass die von ihnen gereinigten Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen 610%
andere Wirtszdlproteine enthaten. Be diessr Kontamination handdt es sch nicht um ene
seektive Anreicherung eines spezifischen Proteins, wie die Autoren mittels einer 2D-Andyse
nachweisen. Allerdings wird kein Hinweis auf die Ausbeute an Phagosomen gegeben. Bel zwel
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anderen Methoden wurden die K ontaminationen mit Plasmamembran und Golgi [Degardins et 4.
19944 oder mit Plasmamembran, Lysosomen, Endosomen, Golgi und ER [Hasam et d. 2000;
Mukherjee et a. 2000] untersucht. Dabel wurde jedoch kein Vergleichsmald wie Proteingehalt
oder Ausheute (Bakterien) angegeben, sondern lediglich die Anteile bestimmter Markerproteine
im Produkt relativ zum Starthomogenat. Eine Aussage Uber die Renheit und damit ein direkter
Vergleich ig so nicht mdglich. Da aber sowohl Hasm et d. (2000) as auch Mukherjee et d.
(2000) zur Andyse der Phagosomen im Western Blot pro Spur 40ug phagosomaes Protein
andysert haben (in dieser Promotionsarbeit 2 pg), i davon auszugehen, dass die erziete
Ausbeute geringer ig, da die Sgndhohe trotz 20-fachen Proteineinsaizes in etwa gleich is.
Weiter benutzten fhrende Labors in der Analyse von Phagosomen generell deutlich weniger ds
40 pg/Spur [David Russdl, Corndl Univ., USA, pers. Mitteilung]. Von einer wesentlich htheren
Ausheute (Bakterien) ds die in dieser Promotionsarbeit erzielten circa 40% (Tab. 5) berichten
Alvarez-Dominguez et d. (1996). Bel der von dieser Gruppe verwendeten Methode befinden
sch 70% der Ausgangs-Bakterienzellzahl in der phagosomaen Fraktion. Allerdings verwenden
die Autoren fir die Western Blot Andyse, trotz der fast doppelt so hohen Ausbeute, 15x mehr
phagosomales Protein. Dies und die Tatsache, dass die Kontamination mit Plasmamembran-
bestandtellen und Golgi hoher zu sain scheint, erlaubt den Schluss, dass diese Methode ene
geringere Reinheit der Phagosomen erzidt. Eine andere Methode zur Phagosomenisolierung [Fitt
et d. 1992b] weist mit 30% eine fast gleiche Ausbeute an Bakterien auf. Allerdings befinden sch
4% der Ausgangs- Proteinkonzentration in der phagosomalen Fraktion. Diesist um den Faktor 10
hoher as die Proteinkonzentration in der hier vorliegenden Promotionsarbeit (Tab. 2). Deshdb
wird wahrscheinlich auch bel dieser Methode zur Phagosomenisolierung eine wesentlich geringere
Renheit erreicht.

Insgesamt verdeutlichen diese Vergleiche, dass mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit etablierten
Methode ene gute Ausbeute und vor dlem eine hthere Reinheit an Bakterien-enthatenden
Phagosomen ezidt wird. Allerdings it trotzdem ene weitere Verbesserung der Reinheit
winschenswert. Dabel sollte die relativ hohe Kontamination mit Mitochondrien und endo-
plasmatischem Retikulum verringert werden. Das i besonders wichtig, wenn Bakterien
enthdtende Phagosomen untersucht werden sollen, die mit Mitochondrien oder ER assoziiert snd
wie zum Bespid be Legionella pneumophila-enthatenden Phagosomen. In diesen Félen
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konnte die vefarensbedingte Kontamination moglicheweise ein  interessantes Sgnd
Uberdecken. Deshdb sind berdts erge Versuche unternommen worden, die Verunreinigung mit
Mitochondrien zu verringern (nicht dargestellt). Dazu wurde das Startmaterid, der postnukledre
Uberstand (PNS), mit ImM CaCl, fir 5 min bei 37°C inkubiert. Dadurch schwellen die
Mitochondrien und werden leichter [Aral et d. 1991]. Dies sollte zu einem anderen Laufverhalten
im Saccharosegradienten und damit zu einer geringeren Kontamination der phagosomaen
Fraktion mit Mitochondrien fihren. Bel Vergleichsuntersuchungen wurde dlerdings keine
Verminderung der Kontamination mit Mitochondrien festgestellt. Eine weitere Méglichkalt, um die
Kontamination mit Mitochondrien und endoplasmatischem Retikulum zu verringern, is ene
Inkubation (2-5 min auf Eis) des PNS mit 10 nM ATP Thierry Soldati (ESF Conference:
Membrane Dynamics in Endocytos's, Tomar 2001). Dieser Inkubationsschritt sollte in Zukunft
getestet werden, um 0 vidleicht die Kontamination mit Mitochondrien und ER waeter zu

verringern.

4.2. Kompartimentierung von Afipiafelis

Afipia felis wird von Makrophagen phagozytiert und in ein Phagosom verpackt, in dem sich die
Bakterien vermehren [Birkness et d. 1992). Dieses Afipia felis-enthatende Phagosom fusioniert
weder mit Ferritin beladenen Lysosomen [Brouqui und Raoult 1993] noch mit Ovabumin Texas
Red (OvTR) beadenen Lysosomen [Schittfort 2000; Streker 2000]. Afipia felis-enthatende
Phagosomen refen dso nicht zu Phagolysosomen. Deshdb solite im Rahmen dieser
Promotionsarbeit untersucht werden, in welchem Kompartiment sich die Afipien innerhab des
Makrophagen befinden.

Um fedzuddlen, ob Afipien mit dem endozytischen Sysem kommunizieren, wurden die
Lysosomen der J774E-Makrophagen mit dem pinozytotisch aufgenommenen, fluoreszierenden
Protein Ovabumin Texas Red markiert und anschlief3end mit Bakterien infiziert [Swanson 1989,
Swanson und Isberg 1996]. Dabel zeigte sich, dass circa 70% der Afipien-enthdtenden
Phagosomen nicht mit OVTR kolokdiseren, d. h. nicht zu Phagolysosomen reifen, wahrend unter
gleichen Bedingungen crca 80-90% der Listeria innocua- und Bordetella pertussis-

enthdtenden Phagosomen zu Phagolysosomen reifen (Sehe Abb. 1A). Eine Erklarung fir dieses
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Phanomen wére, dass die Afipien ebenso wie Listeria monocytogenes [Goebel und Kuhn 2000]
in der Lage sind, aus dem Phagosom ins Zytosol der Wirtszdlle auszubrechen. Da aber auf alen
verfigbaren dektronenmikroskopischen Aufnahmen [Brouqui und Raoult 1993 und Abb. 8]
eindeutig eine Wirtsmembran um die Afipien zu sehen i, kann diese M églichkeit ausgeschlossen
werden. Demnach befinden sch die meigen Afipien innerhdb der Makrophagen in einem
Organdll, das nicht zu enem Phagolysosom reift. Bisher snd zwel Gruppen von Bakterien
enthatenden Phagosomen bekannt, die nicht zu Phagolysosomen reifen. Phagosomen, die entlang
des endozytischen Pathways in enem pradysosomaen Kompatiment aretiet sind oder
Phagosomen, die aus dem endozytischen Sysem ausgebrochen snd und neuatige
Kompartimente etablieren. Das am besten untersuchteste Beispiel fir arretierte phagosomae
Kompartimente snd Phagosomen, die pathogene Mycobakterien enthaten. Diese Phagosomen
fusonieren nicht mit &t endosomaeVlysosomaen Vesken, aber mit frihen Endosomen
[Surgill-Koszycki et d. 1996; Rittig et a. 2001], stehen dso mit dem frihen exdozytischen
System in Kontakt. Davon ausgehend wurde in der vorliegenden Promotionsarbeit Uberpriift, ob
etablierte Afipienenthatende Phagosomen mit irgendeinem endozytischen Kompartiment
fusonieren, 9ch aso dhnlich verhaten wie Mycobakterien-entha tende Phagosomen. Dabel zeigte
sich, dass circa 70% der Afipia felis-enthdtenden Phagosomen nicht mit dem endozytischen
System in Kontakt stehen (sehe Abb. 1B). Insgesamt lassen die oben angegebenen Caten
vermuten, dass die Afipien ein Kompartiment etablieren, das nicht zu einem Phagolysosom reift
und das auch nicht mit frihen endozytischen Vesken fusoniert. Deshab it Afipia felis nicht in
die Gruppe der Bakterien einzuordnen, die eéne Hemmung der normaen Phagosomenreifung

induzieren.

Das oben mit der OvTR-Methode ezidte Ergebnis sollte mit einer weteren Methode
(Immunfluoreszenz) abgesichert werden. Dazu wurde die Kolokdiserung der etablierten (2 h
dten) Afipia felis-enthatenden Phagosomen mit den beiden endozytischen Markerproteinen
EEA1 (frihes Endosom) und LAMP-1 (spédtes Endosonv/Lysosom) bestimmt. Die etablierten
Afipien-enthatenden Phagosomen kolokdiseren nur in geringem Umfang (circa 30%) mit
LAMP-1 und gar nicht (circa 3%) mit EEAL. Dies wurde sowohl in der Mausmakrophagen+
Zdllinie J774E (Tab. 1A und Abb. 3) ds auch in humanen peripheren Blutmonozyten (Tab. 1B)
nachgewiesen und bestétigt sowie erweitert die Ergebnisse, die mit der OvTR-Methode erzidlt
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wurden. Da auch die Andyse der isolierten Afipien enthaltenden Phagosomen keine Assoziierung
mit den frih endosomalen Markerproteinen TfR, EEA1 und TACO sowie nur eine schwache
Assoziierung mit den spét endosomaen/lysosomaen Markerproteinen LAMP-1, vVATPase und
Cathepsin D gezeigt hat (Abb. 9, it davon auszugehen, dass die Mehrzahl der Afipien Schin
einem Kompartiment befinden, das nicht zum endozytischen System gehdrt. Somit hat das Afipia
felis-enthdtende Phagosom Ahnlichkeit mit Kompartimenten, die folgende Mikroorgansimen
enthdten: Chlamydia trachomatis, Legionella pneumophila oder Toxoplasma gondii [Joshi et
al. 2001; Mordue und Sibley 1997; Mordue et a. 1999]. Deren Phagosomen sind, ebenso wie
A. felis-enthdtende Phagosomen, nicht mit Markerproteinen des endosomaen Systems assoziiert
und befinden sich in einem nicht endozytischen Kompartiment. | nteressanterweise wurde sowohl
fur die Legionella pneumophila-enthatende Phagosomen [Joshi et a. 2001] as auch die
Toxoplasma gondii-enthatenden Phagosomen [Mordue und Sibley 1997; Mordue et a. 1999]
gezeigt, dass de zu jedem Zatpunkt der Infektion komplett vom endozytischen System
abgekoppdt snd, dso direkt in ein nicht endozytisches Kompartiment gelangen. Das gilt
wahrscheinlich auch fir Chlamydia trachomatis, obwohl diese Fragestdlung bidang noch nicht

untersucht wurde.

Um zu kldren, ob Afipia felis dieses ungewohnliche Kompartiment bereits bel der Aufnahme
oder zu enem pderen Zetpunkt umprogrammiert, wurde die Reifung der Afipia felis-
enthatenden Phagosomen kinetisch untersucht (Abb. 4A). Dabe zeigt sich, dass nur die circa
30% der Afipien-enthdtenden Phagosomen, die nach 2 h positiv fir spé endosomde/lysosomae
Markerproteine sind, auch zu einem frilheren Zetpunkt (20 min) pogtiv fur den frih endosomaen
Marker EEA1 snd. Die Mehrzahl der Afipien befinden sch dagegen zu keinem Zeitpunkt in
enem endozytischen Kompartiment. Somit existiert dieses ungewohnliche, nicht endozytische
Kompartiment ebenso wie das Legionella pneumophila- und Toxoplasma gondii-enthatende
K ompartiment sofort nach der Aufnahme.

Eine weitere Eigenschaft, die Afipia felis z. B. mit Legionella pneumophila telt, ist der Antell an
LAMP-1-pogtiven Phagosomen. So snd 25-30% der Afipia felis und 20-35% der
Legiondlen-enthdtenden Kompartimente [Roy et al. 1998; Joshi et d. 2001] postiv fir dieses
gpéd endosomalellysosomae Markerprotein. Allerdings gibt es auch Unterschiede. So gibt es

113



keinen Hinweis daflr, dass Afipia felis ebenso wie Legionella pneumophila [Horwitz 1983g;
Swanson und Isberg 1995], Toxoplasma gondii [Jones et d. 1972; Endo et a. 1981; Snai et d.
1997] oder Chlamydia trachomatis [Masumoto et a. 1991] Wirtszel-Organdlen wie
Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum rekrutiert. Da die Frage, ob Afipia felis mit
endoplasmatischem Retikulum oder Mitochondrien assoziiert ist, noch nie Gegenstand ener
Untersuchung war, i eine eindeutige Aussage auch im Rahmen dieser Promotionsarbeit nicht
madglich. Auch das mittels Western Blot erzidte Ergebnis, dass weder ER noch Mitochondrien
[Ldhrmann und Haas 2000] in hdherem Mal3e mit isolierten Afipien-enthaltenden Phagosomen als
mit anderen isolierten Bakterienenthatenden Phagosomen assoziiert Sind, ist kein Beweisfir ene
fehlende Assoziierung mit diesen Organdlen. So kénnte es Sch um ene lose Assoziierung
handeln, die wahrend des Isolierungs- Prozesses verloren geht, oder ein magliches postives Sgnd
konnte vom Hintergrundsigna Uberdeckt sein. Die zweite Vermutung liegt nahe, da sowohl ER ds
auch Mitochondrien die hauptsachliche Kontamination bel der hier angewandten Isolierungs-
methode darstellen. Deshdb wére es snnvall, die Assoziierung A. felis-enthdtender Phagosomen
mit ER und Mitochondrien in situ zu untersuchen. Aulerdem konnte die gewahlte Infektions-
dauer eine wichtige Rolle bei der Detektion ener mdglichen Assoziierung spiden. So snd
Legiondlen-enthdtende Kompartimente erst nach circa 4 h Infektionsdauer mit rauhem ER
asoziiert. Da die hier untersuchten Afipia felis-enthdtenden Phagosomen aber erst 23 hdt
waren, besteht die Moglichkelt, dass eine Assoziierung erst zu einem spéteren Zeitpunkt besteht.
Deshdb wére eine Untersuchung Uber eine langere Infektionsdauer snnvoll. Aul3erdem konnte
dann auch die Frage geklart werden, ob die Afipien-enthdtenen Phagosomen, dnlich wie die
Legiondlen-enthadtenden Phagosomen [Sturgill-Koszycki und Swanson 2000], sich nach einer
18 h-igen Infektionsdauer in ein saures endozytisches Kompartiment verwandeln.

Da das Schicksa eines Bakteriums im Makrophagen unter anderem von der Vitdité der
Bakterien abhangt, wurde Uberprift, ob eine Paraformaldehyd-Fixierung der Afipien enen
Einfluss af die Kompatimentieeung der Afipien hat. Die AbtStung der Afipien mit
Paraformaldehyd fuhrt zu einer Normaiserung der Phagosomenrefung, d. h. wesentlich mehr
Afipia felis-enthdtende Phagosomen refen zu Phagolysosomen. Phagosomen, die lebende
Afipien enthalten, reifen nur zu circa 30% zu Phagolysosomen, im Gegensatz zu 60% der
Phagosomen, die tote Afipien enthdten (Abb.2). Diese Normdiserung der Reifung der
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Phagosomen, die tote Afipien enthdten, konnte bereits fir hitzeabgettete Afipien beobachtet
werden [Schittfort 2000; Streker 2000]. Aber auch bel anderen Mikroorganismen ist eine
Abhangigkeit der Phagosomenreifung von der Vitditét der Bakterien beobachtet worden. So sind
Phagosomen, die durch Hitze bzw. Gamma- Strahlen getttete Mycobacterium avium enthaten,
mit lysosomalen Markerproteinen kolokalisert, wahrend Phagosomen, die lebende Myco-
bacterium avium enthdten, nicht mit lysosomaen Markern assoziiert sind [Frehe et d. 1986;
Oh und Staubinger 1996]. Die |lebenden Mycobakterien sind in der Lage, die Phagosomenreifung
zu veahindern, dies konnen tote Mycobakterien nicht. Ein dhnlicher Unterschied in der
Phagosomenreifung wurde auch bel Phagosomen mit Mycobacterium marinum [Barker et a.
1997], Salmonella typhimurium [Hashim et d. 2000], Listeria monocytogenes [Alvarez-
Dominguez et d. 1997, Brucella suis [Naroeni et al. 2001] oder Brucella abortus [Arenas et
al. 2000] beobachtet. Wahrscheinlich it fir die Hemmung der Phagosomenreifung jewells ein von
den Mikroorganismen produzierter Faktor verantwortlich. Dabel kann es sch um dn
Oberflachenmolekll oder ein sekretiertes Molekil handeln [Haas 1998]. Und da tote
Mikroorganismen keinen Metabolismus mehr betreiben kénnen, snd Se nicht in der Lage, die
Reifung zu Phagolysosomen zu hemmen.

Aber nicht nur die Vitditét der Bakterien it fUr die Etablierung des jeweligen Kompartiments
entscheidend. Auch die Opsonisierung des Bakteriums mit spezifischen Antikorpern kann zur
Normaiserung der Phagosomenreifung fuhren. Dies wurde fir Mycobacterium tuberculosis
[Armstrong und Hart 1975], Mycobacterium avium [Frehd und Rastogi 1989], Toxoplasma
gondii [Sibley et d. 1985], Rhodococcus equi [Hietala und Ardans 1987] und Escherichia coli
[Baorto et d. 1997] beschrieben. Allerdings ist nicht fir dle der hier genannten Bakterien
vollsténdig geklat, ob die durch die Opsoniserung hervorgerufene Normadiserung der
Phagosomenreifung durch die Antikérper vermittete Inaktivierung der fir die Reifungshemmung
wichtigen bakteriellen Faktoren [De Chagtdlier und Thilo 1999] oder durch die veranderte
Aufnahme Uber den Fc-Rezeptor bedingt ist [Haas 1998]. Dabe ist der letztgenannte
Mechanismus der wahrscheinlichere und kann z. B. bei Escherichia coli beobachtet werden.
Dieses Bakterium wird nach der Bindung an CD48 interndisert und kann durch die
anschlieRende Hemmung der Phagosomenreifung sein Uberleben sichern. Mt spezifischen
Antikdrpern opsoniserte E. coli dagegen werden Uber den Fc-Rezeptor und nicht Uber CD43
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aufgenommen, und dieser verdnderte Aufnahmeweg flhrt zur Reifung der E. coli-enthdtenden
Phagosomen zu Phagolysosomen und somit zum verminderten Uberleben des Bakteriums [Baorto
et a. 1997]. Mit monoklonalem Antikorper opsonisierte Afipia felis kolokaiseren mit circa 60%
doppdt so haufig mit dem spét endosomden/lysosomaen Markerprotein LAMP-1 wie nicht
opsoniserte Afipien (Abb. 2), reifen dso zu Phagolysosomen. Diese durch die Opsoniserung mit
monoklondem  Antikdrper hervorgerufene  Normdiserung der  Phagosomenrefung it
wahrscheinlich nicht auf eine durch den Antikorper bedingte Inaktivierung bakterieler Faktoren,
sondern auf den veranderten Aufnahmeweg zurtickzufiihren. Bisher ist der Rezeptor, der die
Aufnahme der nicht opsonisierten Afipien durch den Makrophagen vermittelt, noch nicht bekannt.
Opsonigierte Afipien werden aber im Vergleich zu nicht opsonisierten Afipien wesertlich schndller
phagozytiert (persinliche Beobachtung sowie Mitteilung von A. Schiittfort), was eine Betelligung
enes anderen Rezeptors erwarten 1&sst. Da sowohl Phagosomen, die tote oder opsonisierte
Afipien enthdten in ihrer Mehrzahl (circa 60%) zu Phagolysosomen refen, solite tberprift
werden wie sch die Phagosomen verhdten, die opsoniserte, Paraformadehyd-fixierte Afipien
enthaten. Die Mechanismen, die bel abgetGteten oder opsonisierten Afipien zur Normaliserung
der Phagosomenraifung fuhren, scheinen unterschiedlich zu sein. Deshdb wurde bel abgettteten
und opsoniderten Afipien en synergisischer Effekt erwartet, was dlerdings nicht der Fal ist
(Abb. 2). Eine mogliche Erklarung fir dieses Phénomen i<, dass es durch die Paraforma dehyd-
Fixierung zu einer Veranderung der Zdloberfléche der Afipien kommt, wodurch der monoklonae
Antikorper nicht mehr binden kann. Dadurch wirden dann diese so vorbehandelten Afipien nicht
Uber den Fc-Rezeptor aufgenommen. Diese Moglichkeit ist aber unwahrscheinlich, da sowohl die
opsoniserten, Paraformaldehyd-fixierten ds auch die opsonigerten Afipien schndler von den
Makrophagen phagozytiert werden as nicht opsoniserte Afipien. Viedmehr scheint es, dass nur
lebende Afipia felis ein Oberflachenmolekil exprimieren, das die Aufnahme Uber enen bidang
unbekannten Rezeptor induziert. Somit werden tote ebenso wie opsoniserte Afipien nicht Uber
diesen unbekannten Rezeptor aufgenommen. Da aber der Aufnahmeweg entscheidend fir die
Etablierung enes ungewohnlichen Kompartimentes i<, reift die Mehrzahl der Phagosomen, die
tote oder opsonigerte Afipien enthalten, zu Phagolysosomen. Bel dem Oberflachenmolekl, das
die Aufnehme vermittelt, konnte es sich um ein Protein handeln, wie es auch von Schiittfort
(2000) postuliert wird. Brouqui und Raoult (1993) nehmen ebenfdls an, dass es sch bel dem
Faktor, der die Phagolysosom-Bildung inhibiert, um ein Protein handdt. Allerdings postulieren
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Brougui und Raoult (1993), dass es sich bel diesem Proteinase K-sendtiven Faktor um enen
filtrierbaren und damit 16dichen Faktor handdlt und nicht um ein Oberfléchenmolekill. Diese letzte
Behauptung 18sst Sich aber aus der Versuchsanordnung nicht ablesen, da nur Bakterienlysat und
nicht der Uberstand der Afipien verwendet wurde.

Anhand der in dieser Promotionsarbeit vorgestellten Ergebnisse |&sst sich folgende Hypothese zur
Kompartimentierung von Afipia felis in J774E-Makrophagen aufstdlen:

Afipia felis wird nach der Bindung enes bidang unbekannten Liganden an enen ebenfdls
unbekannten Makrophagen Rezeptor vom Makrophagen in ein Phagosom aufgenommen. Dieses
Afipia felis-enthdtende Phagosom fusioniert nicht mit Endosomen und gehdrt somit nicht zum
endozytischen System [Luhrmann et a. 2001]. Da aber nur |ebende Afipien in der Lage sind,
dieses ungewohnliche Kompartiment zu etablieren, it davon auszugehen, dass ein von Afipia
felis produzierter Faktor dafur verantwortlich ist. Wie dieser Faktor dlerdings die Fusion der
Afipien-enthatenden Phagosomen mit Endosomen inhibiert it noch unklar. Vorgdlbar igt, dass
Afipia felis ebenso wie Legionella pneumophila, Brucella spp. und Agrobacterium
tumefaciens Uber en Typ IV-Sekretionsapparat verfugt. Legionella pneumophila kann mit
Hilfe dieses Sekretionssystems wahrscheinlich Proteine ins Wirtszdlzytosol injizieren, die ene
Fusion des Legionella pneumophila-enthal tenden Phagosoms mit Endosomen inhibiert [Coers et
al. 2000; Tilney et d. 2001]. Da es aber fir das Uberleben der Afipien nicht ausreicht, ein nicht
endozytisches Kompartiment zu etablieren, it es sehr wahrschanlich, dass Afipia felis-
enthdtende Phagosomen, mit anderen Vesken fusonieren um Zugang zu Néahrgtoffen zu
bekommen. Deshdb sollte es moglich sein, charakteristische Proteine fir dieses Afipia felis-
enthatende Phagosom zu finden. Ein ergter Schritt zur |dentifizierung von Markerproteinen ist mit
der 2D-Geedektrophorese der Afipia felis-enthatenden Phagosomen (Abb. 10) bereits unter-

nommen worden.

In Abb. 111 it ein schematisches Moddll der Reifung von Afipia felis-enthatenden Phagosomen
dargestdlt.
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Abb. Ill: Schematische Darstellung der Reifung von Afipia felis-enthaltenden

Phagosomen

Dargestellt ist die Reifung eines Afipia felis-enthaltenden Phagosomsim Vergleich zur ungestorten, normalen
Phagosomenreifung sowie die méglichen Fusionsereignisse mit endozytischen Vesikeln und die daraus
resultierenden Charakteristika der verschiedenen Reifungsstadien.

EE — frihes Endosom; LE — spétes Endosom; Lys— Lysosom; M6PR — M annose-6-Phosphat Rezeptor.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um den fur die Aufnahme verwendeten Makrophagen
Rezeptor sowie die Natur des Liganden und damit den Aufnahmeweg aufzukléren. Aul3erdem
sollte es mit Hilfe der 2D-Anayse moglich sain, das Afipia felis-enthatende Phagosom besser zu
charakteriseren. Zudem sollte Uberpriift werden, ob die Afipien Zugang zu Néhrstoffen haben,
um sch innerhdb des Makrophagen zu vermehren. Diese Fragestdlung ist wichtig fir das
Vergéndnis der Pathogenese dieses Bakteriums und wirde Auskunft Uber Fusionspartner der
Afipia felis-enthdtenden Phagosomen geben. Die Untersuchung der Reifung von Afipia felis-
enthatenden Phagosomen in Endothd-, Epithe- oder dendritischen Zelen kdnnte ebenfalls zum
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Vergténdnis der Pathogenese dieses Kames betragen. Aullerdem kdmte der Vergleich der
Phagosomenreifung innerhab der unterschiedlichen Wirtsze ltypen zur [dentifikation von Faktoren
fUhren, die zur Etablierung des Afipien-enthaltenden Kompartiments beitragen.

4.3. Kompartimentierung von Rhodococcus equi

Rhodococcus equi ist ein fakultativ intrazdlulares Bakterium, das von Makrophagen phagozytiert
und dabel in en Phagosom verpackt wird. Dieses R. equi-enthdtende Phagosom fusioniert nicht
mit Lysosomen und weist Charakteristika eines friihen Endosoms auf [Zink et d. 1987; Hietda
und Ardans 1987; Armstrong und D”Arcy Hart 1971].

Wahrscheinlich ermdglicht die Inhibierung der Phagolysosom-Bildung den Rhodokokken sich

innerhab eines Phagosoms zu vermehren [Zink et d. 1987; Hondalus und Mosser 1994]. Die
Vermehrung innerhab des Makrophagen ist mit dem Vorhandensain eines 15-17 kDa Antigens
(VapA) asoziiert [Hondalus und Mosser 1994]. VapA, das von einem 85 kbp Plasmid kodiert
wird, i sowohl be Infektionen von Pferden [Chirino-Trejo und Prescott 1987] as auch bel

Méusen [Taka et d. 19918 mit Virulenz assoziiert. Deshdb it es naheliegend anzunehmen, dass
auch die Fahigket, die Phagolysosom-Bildung zu inhibieren mit dem Vorhandensein des 85 kbp
Plasmids bzw. mit der Expression von VapA assoziiert ist. Ob das aber s0 i, it nicht erforscht,
da das Virulenz-assoziierte Antigen VapA zum Zeitpunkt der Untersuchungen zur Hemmung der
Fusion der Rhodococcus equi-enthatenden Phagosomen mit Lysosomen [Zink et d. 1987;

Hietala und Ardans 1987] noch nicht bekannt war. Da die Antwort auf diese Frage aber

besonders wichtig fir das Vergehen der Virulenz von Rhodococcus sain dirfte, wurde im
Rahmen dieser Promotionsarbeit bel der Untersuchung der Reifung Rhodokokken enthal tender
Phagosomen besonders auf mogliche Unterschiede zwischen Infektionen mit Rhocococcus equi

mit Plasmid (R. equi(+)) bzw. ohne Plasmid (R. equi(-)) geachtet.

Als ein Ma} fir die Reifung der Bakterien-enthdtenden Phagosomen zu Phagolysosomen wurde
die Enzymaktivitét der sauren [-Gdaktosdase in isolieten Rhodococcus equi-enthatenden
Phagosomen bestimmit. Dieses lysosomade Enzym wurde in der Literatur schon mehrfach zum
Nachweis von Lysosomen bzw. Phagolysosomen beschrieben [Ward et d. 1997; Mukherjee et
al. 2000; Hashim et d. 2000]. So lasst sich anhand der [3-Galaktosidase- Aktivitét ablesen, ob die
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Bakterien-enthdtenden Phagosomen zu Phagolysosomen gereift Snd oder nicht. Dabel zeigten
sch deutliche Unterschiede zwischen den Enzymektivitéten in R. equi(+)- gegentiber R. equi(-)-
enthaltenden Phagosomen (Abb. 12). Die lysosomae Enzymaktivitét der Rhodococcus equi(-)-
enthatenden Phagosomen ist doppelt so hoch wie die der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen.
Diesser Unterschied wird noch grofer, wenn die Enzymaktivitét der ds Negativkontrolle
dienenden Pseudophagosomen von denen der anderen Proben abgezogen wird. Wird so die
durch die Isolierung bedingte, generdle Kontamination mit Lysosomen Kkorrigiert, ist die
lysosomale Enzymaktivitét der R. equi(-)-enthatenden Phagosomen 3,7x so hoch wie die Enzym-
aktivitét der R. equi(+)-enthadtenden Phagosomen. Eine mogliche Erklarung dafir i, dass die
Makrophagen wesentlich schneller und vor alem mehr R equi(-) phagozytierten ds R equi(+).
Dadurch konnte es zu einer wesentlich hoheren Ausbeute an R equi (-)-enthal tenden Phagosomen
und damit auch an lysosomalen Aktivitdten kommen. Diese Annahme wird durch Ergebnisse von
Giguére und Prescott (1998) unterstiitzt, die mit murinen peritonealen Makrophagen und dem
Rhodokokken-Stamm (R. equi 103) eine hohere Phagozytoserate der avirulenten R. equi
festgelten. Aber in Experimenten mit der murinen Makrophagenzdllinie J774E, die mit dem
Rhodococcus equi-Stamm ATCC 33701 infiziet wurde, konnte kein Unterschied der
Phagozytosekinetik abhéngig vom 85kbp Plasmid festgestdlt werden [Mauder 2001;
personliche Beobachtung]. Da in dieser Promotionsarbeit die murine Zdllinie J774E und der
Rhodokokken-Stamm ATCC 33701 unter gleichen Infektionsbedingungen verwendet wurden,
kann die unterschiedliche Enzymeaktivitéd nicht auf unterschiedliche Phagozytoserate und -
geschwindigkeit zurtickgefUhrt werden. Vielmehr ist davon auszugehen, dass die unterschiedlichen
lysosomden Aktivitdten durch en unterschiedliches Reifungsverhalten der Rhodokokken
enthdtenden Phagosomen bedingt is. Die Rhodococcus equi(-)-enthatenden Phagosomen
scheinen zu refen, warend die Rhodococcus equi(+)-enthdtenden Phagosomen die
Phagosomenreifung inhibieren. Also ig die Hemmung der Phagosomenreifung mit dem
Vorhandensain des 85 kbp Plasmids bzw. des von diesem kodierten VapA assoziiert.

Um zu Uberprifen, ob R equi (+) wie manche andere Pathogene wie Listeria monocytogenes
[Smith et d. 1995], Shigella flexneri [High et d. 1992] oder Rickettsia conorii [Gouin et d.
1999] aus seinem Phagosom ausbrechen kann, wurden eektronenmikroskopische Aufnahmen
von isolieten R, equi(+)-enthdtenden Phagosomen angefertigt. Dabel zeigte Sch, dass die
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Rhodokokken nicht die Fahigket besitzen, aus ihrem Phagosom auszubrechen. Die R. equi(+)
befinden sch in einem intakten und eng anliegenden Phagosom (Abb. 11). Dies wird durch
Beobachtungen von Honddus (1997) und anhand von in vivo EM - Aufnahmen im egenen Labor
[N. Mauder, pers. Mittellung] bestétigt. Eine eng das Bakterium umschlief3ende Phagosomen
membran wird auch bel anderen Mikroorganismen beobachtet. So befinden sich Mycobakterien
[De Chagtdlier und Thilo 1997], Afipia felis [Luhrmann et a. 2001] oder Brucella suis [Rittig et
a. 2001] ebenfdlsin einem engen Phagosom.

Die Rhodokokken haben viele Ahnlichkeiten mit den phylogenetisch verwandten Mycobakterien
[Hondalus und Mosser 1994; Giguére et a. 1999]. Unter anderem besitzen beide Gattungen
Mykolsdure- [Barry et d. 1998] und Lipoarabinomannanhdtige Zdlwande [Haherty et a. 1996]
und sowohl Mycobacterium tuberculosis [Deretic und Fratti 1999; Murray 1999] ds auch
Rhodococcus equi [Zink et d. 1987; Bell et d. 1998] konnen zu Erkrankungen der Atemwege
be Mensch und Tier fuhren. Deshdb sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob die R.
equi(+) ebenso wie Mycobacterium tuberculosis in der Lage sind, die Phagosomenrafung in
enem frih phagosomaen/endosomalen Stadium zu arretieren. Dazu wurde untersucht, ob es
zwichen Rhodococcus equi(-)- und Rhodococcus equi(+)-enthdtenen  Phagosomen
Unterschiede bel der Assoziierung mit dem frih endosomaen Markerprotein rab5 und den spét
endosomal en/lysosomaen Markerproteinen LAMP-1 und VATPase gibt. Dabei zeigte sich, dass
sowohl R equi(-)- ds auch R. equi(+)-enthdtende Phagosomen mit dem frih endosomaen
Markerprotein rab5 assoziiert snd (Abb. 13). Das spé endosomae/lysosomae Markerprotein
LAMP-1 ig mit den Rhodococcus equi(+)-enthatenden Phagosomen in geringerem Ausmass
assoziiert ds mit Rhodococcus equi(-)-enthadtenden Phagosomen. Im Gegensatz dazu ist die
VATPase deutlich mit den R. equi(-)- und kaum mit den R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen
asoziiert. Die R. equi(+) befinden 9ch somit in einem Kompartiment, das negativ fir vVATPase,
wenig postiv fir LAMP-1 und vor dlem stark pogitiv fur rab5 ist. Sie sind deshab in die Gruppe
der Mikroorganismen einzuordnen, die ene Blockierung der normaen Phagosomenreifung
induzieren konnen. Damit hat dieses von Rhodococcus equi(+) etablierte Kompartiment grof3e
Ahnlichkeit mit dem Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen. Auch die Mycobakterien
enthatenden Phagosomen sind assoziiert mit rab5 [Via et d. 1997], LAMP-1 [Sturgill-K oszycki
et d. 1996], aber nicht mit der vVATPase [Sturgill-Koszycki et al. 1994]. Mycobacterium
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tuberculosis-enthdtende Phagosomen snd postiv fir rabll [Fratti et d. 2000], en
Markerprotein fUr perinukledre Recycling-Endosomen [Sheff et d. 1999; Sonnichsen et a. 2000;
Zerid und McBride 2001; De Renzis et d. 2002], deshdb wird angenommen, dass sch die
Mycobakterien in enem frihen Recyding- bzw. Sorting-Endosom befinden [Schaible et d.
1999]. Fur die Etablierung dieses Mycobacterium tuber cul osis-enthatenden Phagosoms scheint
der Ausschluss des rab5 Effektorproteins EEA1 von der phagosomden Membran von
entscheidender Bedeutung zu sain [Fratti et a. 2000; Fratti et a. 2001]. Aufgrund der hier
dargestellten Daten ist es moglich, dass Sch R. equi(+) ebenfdls in einem Recyding-Endosom
befinden. Fur den Nachwe's dieser Hypothese sind weltere Untersuchungen der Rhodokokker+

enthatenden Phagosomen notwendig.

Die Aswoziierung der R equi(-)-enthdtenden Phagosomen mit den beiden spét
endosomaen/lysosomaden Markerproteinen LAMP-1 und vATPase war erwartet worden, da
Phagolysosomen mit diesen beiden Proteinen assoziiert sind [Degardins 1995]. Dagegen sind
Phagolysosomen nicht mit dem frih endosomaen Markerprotein rab5 assoziiert [Storrie und
Degardins 1996]. Somit scheint es sich bei den R. equi(-)-enthatenden Phagosomen um ene
heterogene Population zu handeln. Eine kinetische Untersuchung des Refungsverhdtens der
R equi(-)-enthatenden Phagosomen wirde Aufschluss Uber die Ursachen fir die Assoziierung
mit rab5, LAMP-1 und vATPase geben. Ein Grund fur die Assoziierung mit dem frih
endosomalen Markerprotein rab5 konnte sein, dass auch R. equi(-) die Phagosomenreifung
inhibieren bzw. in e@nem frih endosomaen/phagosomaen Stadium aretieren kann. Diese
Inhibierung der Phagosomenreifung wére dlerdings zeitlich begrenzt, d. h. nach eniger Zeit
fusonieren diese R equi(-)-enthaltenden Phagosomen mit spdten Endosomen und Lysosomen
und werden postiv fir LAMP-1 und VATPase. Da sSch in der Gesamtpopulation der isolierten
Rhodococcus equi(-)-enthaltenden Phagosomen sowohl rab5 as auch LAMP-1 und vVATPase
befindet, ist anzunehmen, dass es sch um einen sehr langsamen Reifungsprozess handdt. Dadurch
wirde sich eine Subpopulation der R. equi(-)-enthatenden Phagosomen in einem frilhen endo-
somalen/phagosomaen Stadium befinden, wahrend eine andere Subpopulation bereits zu einem

Phagolysosom gerelft wére.
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Anhand der hier dargestdlten Ergebnisse der R equi(+)- und R equi(-)-enthaltenden
Phagosomen lasst Sich folgende Hypothese aufstellen:

Rhodokokken sind unabhéngig vom Vorhandensain des 85 kbp Plasmids in der Lage, die
Phagosomenreifung 21 verlangsamen bzw. das Rhodokokkenenthatende Phagosom flr einen
bidang unbekannten Zeitraum in enem frihen Stadium zu aretieren. Diese Fahigket der
Rhodokokken wiirde auch die von E. Fernandez (dieses Labor) erzielten Ergebnisse erkléaren, die
unabhdgig vom Pasmid nur eine geringe Kolokdiserung (20-30%) der Rhodokokken
enthatenden Phagosomen mit 10 kDa Dextran Texas Red markierten Lysosomen feststdlte.
Dass auch Phagosomen, die tote R. equi(+) enthaten, nur zu circa 30% mit Dextran Texas Red
markierten Lysosomen kolokdideren, lasst vermuten, dass die Hemmung bzw. die
Verlangsamung der Fusion der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen mit Lysosomen nicht auf
en vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekil zuriickzufUihren ist [Fernandez 2001]. Die Hemmung
der Fusogenitét konnte unter anderem durch den Cord Faktor bedingt sein, da fUr dieses
Zdlwand-Glykolipid der Rhodokokken eine fusonshemmmde Wirkung nachgewiesen wurde
[Spargo et a. 1991]. Aber da R equi(-) die Phagosomenrefung zwar verlangsamen, aber
letztendlich nicht verhindern kann reifen die Phagosomen, die R. equi(-) enthdten, nach einiger
Zeit zu Phagolysosomen. Im Gegensatiz dazu kann R equi(+) wahrscheinlich en frihes
Recyding-Endosom etablieren, und verhindert so langfristig die Phagolysosom:Bildung. Somit ist
es sehr wahrscheinlich, dass mindestens en vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekdl fur die
wetere Rafungshemmung bzw. Etablierung der R equi(+)-enthdtenden Phagosomen
verantwortlich ist. Dieses Molekll kénnte direkt oder indirekt die Fusion mit spdten Endosomen
und Lysosomen hemmen und/oder die Fuson mit Recyding-Endosomen induzieren. So koénnte
dieses Molekil den Ausschluss des frith endosomaen Antigens 1 (EEA1) von der phagosomalen
Membran induzieren und so wie bei Mycobacterium tubercul osis-enthatenden Phagosomen,
zur Etablierung eines Recyding-Endosoms fuhren [Fratti et a. 2000; Fratti et d. 2001]. Die
Etablierung @nes Recyding- Endosoms schiitzt die Rhodokokken vor den todlichen Bedingungen
in den Phagolysosomen und gewéhrleigtet ihnen gleichzatig den Zugang zu Nahrdoffen. Diese
Versorgung mit Eisen und anderen Néhrstoffen ist wichtig fir die Vermehrung der Rhodokokken.
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Um diese Hypothese zu bestétigen bzw. zu widerlegen, sind folgende Versuche notwendig:

1. Untersuchung, db die isolierten Rhodokokken-enthatenden Phagosomen zu irgendeinem

Zatpunkt mit Markern der Recyding-Endosomen (rab4, rabll) assoziiert sind. So

konnte nachgewiesen werden, dass R. equi(+) aber nicht R equi(-) en Recyding-

Endosom etabliert.

2. Kinetik der Assoziierung der R equi(+)-enthdtenden Phagosomen mit EEAL. Dadurch

konnte festgestellt werden, ob ebenso wie be Mycobacterium tuberculosis en

Auschluss von EEA1 von der phagosomaen Membran fir die Etablierung enes

Recyding- Endosomens entscheidend ist.

3. Kinetik der Assoziierung der Rhodokokkententhatenden Phagosomen mit  spét

endosomaen/lysosomalen Markerproteinen (z. B. LAMP-1, vATPase, rab7 und

Cathepsn D). So wirde die Refung der R equi(-)-enthatenden Phagosomen zu

Phagolysosomen nachgewiesen.

4. Kinetik der Kolokaliserung der Rhodokokkertenthatenden Phagosomen mit Dextran

Texas Red. So konnte nachgewiesen werden, dass R equi(-)- im Gegensaiz zu R

equi (+)-enthadtende Phagosomen nach einiger Zeit zu Phagolysosomen reifen.

Durch die in den Punkten 1-4 genannten Untersuchungen konnte aul¥erdem festgestdllt

werden, wie lange die Rhodokokken unabhéngig vom Plasmid die Phagosomenreifung

hemmen.

4.4. Einfluss von Rhodococcus equi auf die Vitalitat ihrer Wirtszellen

In enigen Arbeten wurde ein zytotoxischer Einfluss phagozytierter Rhodokokken auf ihre
Wirtszellen keschrieben [Hietala und Ardans 1987; Zink et d. 1987; Nordmann et a. 1994,
Mauder 2001]. Jedoch wurde nur in einer Arbeit die Rolle des 85 kbp Plasmids bei der durch
Rhodokokken vermittelten Zytotoxizitét untersucht. So fand Mauder (2001), dass R equi(+)

gark zytotoxisch und R. equi(-) nur sehr gering zytotoxisch auf J774E-Mausmakrophagen

wirken. Allerdings konnen nur vitde Rhodokokken einen Vitditétsverlugt ihrer Wirtszellen

induzieren. Ob es sch bel dem durch R. equi induzierten Tod der Wirtszellen um Apoptose oder

Nekrose handelt, wurde bidang in keiner der genannten Arbeiten untersucht. Da sowohl die



Frage, ob R. equi(+) und R. equi(-) unterschiedlich zytotoxisch fir ihre Wintszellen sind, as auch
die Frage, ob es sich bei der durch Rhodokokken vermittelten Zytotoxizitét um Apoptose oder
Nekrose handdt, fir das Vergandnis der Immunantwort des Wirtsorganismus und der
Pethogenese des Mikroorganismus von entscheidender Bedeutung ist, wurde beides in dieser

Promotionsarbeit untersucht.

Um festzugtellen, ob es sich bel der durch Rhodokokken vermittelten Zytotoxizitét um Apoptose
handdt, wurden die mit Rhodococcus equi infizierten Mausmakrophagen auf eine Spaltung ihrer
DNA untersucht. Es wurde vermutet, dass es sich ba dem durch Rhodokokken induzierten
Zdltod um Apoptose handdt, da die mit Rhodococcus equi nahe verwandten sowie bei der
Phagosomenreifung sich &hnlich verhdtenden Mycobacterium tuberculosis in Makrophagen
Apoptose induzieren kdnnen [Keane et d. 1997; BalcewiczSablinska et al. 1999; Keane et d.
2000]. Zum Nachwes enes vermindeten DNA-Gehdtes wurde die Wirtzdimembran
permeabilisert, um leichtmolekulare DNA-Fragmente zu extrahieren. Anschliel3end wurde die in
den fixierten Zdlen verbliebene DNA mit enem spezifischen Huoreszenzfarbstoff markiert
[Nicolettiet a. 1991; Tdford et d. 1992]. Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung der
Huoreszenz-Intengtét der Zdlen it so ein Riickschluss auf den DNA-Gehdt moglich [Dd Bino
et al. 1992; Teford et d. 1994]. Dabe der Apoptose die DNA internukleosoma gespaten wird
[Wyllie 1980; Compton 1992], wéahrend bel der Nekrose die DNA stabil bleibt [Searle et d.
1982; Kubbies et a. 1993], ist es mit dieser SubG;-Technik genannten Methode mdglich, den
apoptotischen Zelltod anhand des DNA-Verlustes nachzuweisen. Dabel zeigte sich, dass die
Inkubation mit dem Topoisomerase-Inhibitor und Apoptose-Induktor Etoposd [Steffandlli et d.
1998] bei Makrophagen Apoptose induziert, wahrend weder eine Infektion mit Rhodococcus
equi(+) noch mit Rhodococcus equi(-) zu einem apoptotischen Zdltod der J774E
Mausmakrophagen fihrte (Abb. 15).

Um eindeutig auschlief?en zu konnen, dass es Sch bei dem durch Rhodokokken vermittelten
Vitditésverlust der infizierten Zellen um Apoptose handdt, wurde ein weiteres Kriterium des
gpoptotischen Zdltodes untersucht. Dies ist notwendig, da es auch Formen der Apoptose gibt,
bel denen die DNA intakt bleibt und keine Strangbriiche aufweist [Cohen et a. 1992]. Deshab
wurde untersucht, ob die Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) der mit R. equi infizierten
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J77AE-Mausmakrophagen gespdten wurde. Die PARP igt ein 116 kDa Kernprotein, das en
wichtiges DNA Reparaturenzym dargtellt [Shah et d. 1996]. Wahrend der Apoptose ist PARP
eines der ersten Proteine, das durch Caspasen gespdten wird [Rosen und Casciola-Rosen
1997]. Dabei wird die N-terminde DNA Bindungsdoméne (24 kDa) von der Gterminden
katdytischen Doméne (89 kDa) abgespdten. Da PARP nur in gpoptotischen und nicht in
nekrotischen Zelen gespaten wird [Ha und Snyder 1999], dienen die Spatprodukte der PARP
as Apoptosenachweis. Dabel zeigte sich, dass weder die mit R. equi(+) noch die mit R. equi(-)
infizierten Makrophagen, im Gegensatz zu Makrophagen, die mit dem Apoptose-Induktor
Etoposid inkubiert wurden, Spaltprodukte der PARP aufwiesen (Abb. 14). Mit Hilfe der oben
beschriebenen Methoden kann ausgeschlossen werden, dass es sch bei dem durch
Rhodokokken vermittdten Vitditésverlust der Wirtszellen um Apoptose handelt. Deshab
wurden die mit Rhodococcus equi infizierten Mausmakrophagen auf Nekrose untersucht. Dazu
wurden die mit Rhodokokken infizierten J774E-Makrophagen mit dem Fuoreszenzfarbsoff
7-AAD inkubiert, der die DNA dler permeablen Zelen farbt. Da vitae und apoptotische Zelen
intakte Membranen bestzen und somit diesen Farbstoff ausschliefien, wird nur die DNA
nekrotischer Zelen mit diesem Farbstoff gefarbt. Dabel zeigte sich, dass die mit R, equi(+)
infizierten J774E-Mausmakrophagen nach einer 6 hrigen Inkubationszeit zu circa 30% 7-AAD-
positiv sind. Dagegen sind nur circa 5% der mit R. equi(-) infizierten Mausmakrophagen positiv
fur 7-AAD (Abb. 16). Somit handelt es dch bei dem durch R equi(+) vermitteten
Vitditésverlust der nfizierten Mausmakrophagen um Nekrose. Durch den nekrotischen Wirts-
zdltod kann es zu d@ner schédlichen Entziindungsreaktion kommen [Alberts et d. 2001], in deren
Folge es zur Granulomabildung kommen kann. Diese wird bei einer Infektion mit Rhodokokken

sehr héufig beobachtet [Takai et . 1995].

Bisher it nicht genau geklért, wie die Rhodokokken den nekrotischen Zdltod ihrer Wirtszellen
induzieren und welche Funktion dabel das 85 kbp Plasmid hat. Nordmann et a. (1994) stellten
fest, dass der Uberstand von virulenten Rhodokokken zytotoxisch fiir L929-, Vero- und Hela-
Zdlen ig. Dieser 16diche und toxische Faktor wurde dlerdings nur von virulenten Rhodococcus
equi produziert, die bei 37°C kultiviert wurden. Da das vom 85 kbp Plasmid kodierte VapA nur
bel Temperaturen von 34-41°C [Teka et d. 1992] exprimiert wird, liegt nahe anzunehmen, dass
es dch bel dem toxischen Faktor um VapA oder um en ebenfdls temperaturabhangig
exprimiertes, vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekiil handelt. Allerdings hatte der Uberstand der
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ba 37°C kultivierten R. equi(+) keinen zytotoxischen Einfluss auf die Mausmakrophagenlinie
Jr74E [Mauder 2001]. Trotzdem ist sehr wahrscheinlich, dass es sich bei dem zytotoxischen
Agenz um ein von den Rhodokokken stdndig neu produzierten Faktor handelt, da Nekrose im
Gegensatz zur Apoptose ein passver Prozessit, und tote R. equi(+) nicht zytotoxisch fur J774E-
Makrophagen snd [Mauder 2001]. Es konnte sch be diesem toxischen Faktor um en
porenbildendes Molekil handeln. So wird vermutet, dass es sich bel dem von Mycobacterium
tuberculosis produzierten und fir infizierte Lungenepithelzellen nekrotisch wirkenden Faktor um
ein solches Molekll handdt [Dobos et d. 2000]. Dieses porenbildende Molekil konnte von dem
85 kbp Plasmid kodiert werden. Allerdings ist auch denkbar, dass dieses toxische Molekdl
unabhangig von dem 85 kbp Plasmid, aber abhéngig von der Wachstumsphase der Rhodo-
kokken exprimiert wird. So wird bel Legionella pneumophila beobachtet, dass nur in der
exponentiellen Wachsumsphase befindliche Legionellen an fir die Wirtszdllen toxisches MolekUl
exprimieren [Byrne und Swanson 1998; Gao und Kwaik 1999a]. Sollte das fir die Wirtszdlen
toxische Molekil von den Rhodokokken ebenso wie jenes der Legionellen in Abhéngigkeit von
der Wachstumsphase und unabhdngig vom Virulenzplasmid exprimiert werden, wére das 85 kbp
Plasmid der Rhodokokken ausschliefdich fir die Etablierung eines Kompartimentes verant-

wortlich, in dem sch die Bakterien teilen bzw. vermehren kénnen.

Da rur virulente und das 85 kbp Plasmid-enthdtende R. equi zytotoxisch fir Mausmakrophagen
and, wurde untersucht, ob es einen dnlichen Zusammenhang auch in humanen Monozyten gibt.
Diese Fragestdlung ist deshalb besonders interessant, da immunkompetente Menschen nur in den
stengen Fdlen von R. equi efolgreich infiziert werden [Kedlaya et d. 2001]. In Abbildung 17
it dargestellt, dass Rhodokokken unabhéngig vom Vorhandensain des 85 kbp Plasmids nur
geringfligig zytotoxisch fir humane Monozyten sind.

Somit erlauben die in diessr Promotionsarbeit dargestellten Ergebnisse folgende Arbeits
hypothese:

Das 85 kbp Plasmid ig in phagozytischen Zdlen der Maus fir die Etablierung enes
Kompartimentes notwendig, in dem sch die Rhodokokken vermehren konnen. Somit konnen
gch nur R equi(+) in ihren Wirtszdlen vermehren. Abhdngig von der Wachstumsphase
exprimieren die Rhodokokken dann dlerdings unabhéngig vom Vorhandensein des 85 kbp
Plasmid einen toxischen Faktor, der zum nekrotischen Zelltod der Wirtszelle fihrt. Da die R.
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equi(-) nicht in der Lage sind, ein Kompartiment zu etablieren, in dem se sch vermehren kénnen,
produzieren se auch keinen zytotoxischen Faktor. Somit ist die durch Rhodokokken vermittelte
Zytotoxizitét nur indirekt mit Virulenz assoziert.

Durch Hergellung rekombinanter Rhodokokken Stdmme sollte es méglich sain, den oder die
Faktoren zu bestimmen, die fir die Vermittlung der Zytotoxizité wichtig snd. Gleichzeitig kdnnte
0 auch zwischen den Faktoren, die fir die Kompatimentierung und Zytotoxizitédt der

Rhodokokken entscheidend sind, unterschieden werden.
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5. Zusammenfassunq

Die Isolierung von Phagosomen ermoglicht die biochemische Andyse der Phagosomen
Zusammensetzung sowie der an der Phagosomenreifung betelligten Molekiile. Deshab wurdeim
Rahmen dieser Promotionsarbeit eine Methode entwickdt, die es ermdglicht, Bakterien
enthatende Phagosomen zu isolieren. Diese Methode ezidt im Vergleich zu anderen in der
Literatur beschriebenen Methoden eine gute Ausbeute (fast 40%) und vor dlem eine hohere
Reinheit an Bakterien-enthatenden Phagosomen. So besteht keine Kontamination mit Teilen des
Golgi-Apparates und nur eine sehr geringe Kontamination mit endosomaen und lysosomaen
Proteinen sowie Plasmamembranbestandtellen. Allerdings wurde eine Kontamination mit
Mitochondrien und ER detektiert. Letzteres muss nicht unbedingt eine Kontamination darstellen,
sondern konnte ein wichtiger Bestandtell von Phagosomen sain.

Afipia felis i ein Gram-negatives Bakterium, das fur einige Félle der Katzen-Kratz Krankheit
verantwortlich is. Es kann innerhab von Makrophagen Uberleben und sch vermehren. Die
genaue Kompartimentierung der  Afipia felis-enthadtenden Phagosomen in Makrophagen war
dlerdings unbekannt und sollte deshab in der vorliegenden Promotionsarbeit analysiert werden.
Ovabumin Texas Red, mit dem Lysosomen vor der Infektion markiert wurden, gelangt nicht in
die Afipien-enthaltenden Phagosomen, und die Afipien-enthatenden Phagosomen sind auch nicht
zuganglich fir Ovadbumin Texas Red, mit dem das gesamte endozytische System nach der
etablierten Infektion markiert wurde. Aul3erdem sind etablierte, isolierte Afipia felis-enthadtende
Phagosomen nur in geringem Umfang positiv fir spé endosomale/lysosomale Markerproteine und
negativ fir frih emdosomale Markerproteine. Die Afipien, die en nicht endozytisches
Kompartiment etablieren, werden vom Makrophagen in ein EEA1-negatives Kompartiment
aufgenommen, das auch zu spéteren Zeitpunkten negativ fur LAMP-1 ist. Nur die circa 30% der
Afipien, die sch in eénem Kompatiment befinden, das zum endozytischen System gehét,
gelangen nach der Aufnahme durch den Makrophagen in ein EEA1-positives Kompartiment, das
Zu einem spéeren Zeitpunkt pogtiv fur LAMP-1 wird. T6étung der Afipien oder Opsoniserung
mit Antikbrpern vor der Infektion normdidert die Refung der Afipia felis-enthatenden
Phagosomen in den J774E-Makrophagen.
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Somit konnte nachgewiesen werden, dass die Mehrzahl der Phagosomen (70%), die Afipia felis
enthdten, nicht zum endozytischen System gehdren. Diese ungewohnliche Kompartimentierung
besteht bereits bl der Aufnahme und kann nur von |ebenden Afipien etabliert werden.

Rhodococcus equi is ein Gram-positives Bakterium, das unter anderem Bronchopneumonien
beim Fohlen verursacht. Aber auch Menschen und andere Saugetiere sind von Infektionen mit
R equi betroffen. Die Fahigkeit der Rhodokokken, innerhalb der Makrophagen zu tberleben und
gch zu vermehren, i mit dem Vorhandensein eines 85 kbp Plasmids assoziiert. Da Uber die ge-
naue Kompartimentierung von R. equi im Mausmakrophagen wenig bekannt war, und der Frage,
ob es einen Unterschied zwischen der Kompartimentierung von R. equi(+)- und R. equi(-)-
enthdtenden Phagosomen gibt, noch nicht nachgegangen wurde, war beides Thema dieser
Promotionsarbeit. Dabea zeigt sich, dass R equi(-)-enthdtende Phagosomen wesentlich stérker
mit den spéa endosomaen/lysosomaen Markerproteinen vVATPase und LAMP-1 assoziiert Snd
sowie eine hohere (3 Galaktosidase- Aktivitdt aufweisen ds die R equi(+)-enthdtenden Phago-
somen. Da sowohl dieisolierten R. equi(-)- asauch die R. equi(+)-enthatenden Phagosomen mit
dem frih endosomalen Markerprotein rab5 assoziiert sind, ist anzunehmen, dass Rhodokokken
unabhdngig vom Vorhandensain des 85 kbp Plasmids in der Lage snd, die Phagosomenraifung zu
verzogern. Aber R equi(-) kann die Reifung zwar verzogern, aber letztendlich nicht verhindern.
Wahrscheinlich reifen die Phagosomen, die R equi(-) enthdten, zu enem spéteren Zeitpunkt zu
Phagolysosomen, wohingegen R equi(+) en ungewohnliches Kompartiment etabliet und
dadurch die Phagosomenreifung endgiiitig zu verhindern scheint. Somit it anzunehmen, dass
mindestens eén vom 85 kbp Plasmid kodietes Molekll fir die Etablierung dieses
ungewohnlichen, R equi(+)-enthdtenden Kompartimentes, verantwortlich ist.

Da eine Infektion mit Rhodococcus equi zytotoxisch fur die infizierte Zdle sain kann, wurde die
von den Rhodokokken vermittelte Zytotoxizitét ndher andysert. Die in dieser vorliegenden Pro-
motionsarbeit dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass nur die Plasmid-enthatenden Rhodo-
kokken zur Nekrose, aber nicht zur Apoptose ihrer Wirts-zdlen fihren, wahrend R. equi(-)
keinen Einfluss auf die Vitditét ihrer Wirtszellen haben. Dieses Phénomen it dlerdings abhangig
vom Wirtszdltyp. So snd R. equi(-) dsauch R equi(+) fir humane Monozyten nur geringfligig
zytotoxisch.
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6. SUmmary
The isolation of phagosomes from phagocytes enables ther fine biochemica andlysis as well as

the determination of the role of various moleculesin phagosome biogeness. Therefore, a method
to purify bacteria- containing phagosomes from infected macrophages has been established in this
study. In comparison with previoudy described methods a good yidd (40%) and a higher leve of
purity d bacteria-containing phagosomes were obtained using this phagosome isolation method.
No Golgi-derived contamination and only very little endosomd or lysosomd and plasma
membrane-derived contaminations was found. Furthermore, some mitochondrid and ER

contaminations were detectable.

Afipia felis is a Gram-negative bacterium that causes some cases of human Cat Scratch Disease.
It can survive and multiply in macrophages, but the precise intracdlular compartimentaization of
Afipia felis-containing phagosomes is unknown. In this study we show evidence, that 70% of
Afpia felis-containing phagosomes do not belong to the endocytic pathway. Thisis supported by
the facts that neither did ovabumin preloaded into lysosomes enter most Afipia felis-containing
phagosomes, nor did ovalbumin loaded into the endocytic system after infection. Furthermore the
percentage of isolated Afipia felis-containing phagosomes positive for late endosoma/lysosomd
markerproteins were very low and early endosoma marker proteins were rarely detectable.
Those bacteria that were to be found in a nonendosoma compartment entered the macrophage
via an EEA1-negative compartment, which remained negeative for LAMP-1. The smdl population
of Afipia felis whose phagosomes were part of the endocytic system entered into an EEA1-
postive compartment which also subsequently acquired LAMP-1. Killing of Afipia felis or
opsonization with antibodies before infection lead to a strong increase in the percentage of Afipia
felis-containing phagosomes that interact with the endocytic system.

We conclude that most phagosomes containing Afipia felis are disconnected from the endocytic
system. This unusua compartdization is decided a uptake and can only be established by vigble
Afipiafeis.

Rhodococcus equi is a Gram-positive bacterium that causes granulomatous pneumoniain fods. It

is aso apathogen for other animals and human beings. The pathogenicity of Rhodococcus equi is
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depending on its ability to exis and multiply indde macrophages and this corrdates with the
presence of a 85 kbp plasmid. The am of this sudy was to eucidate the intracelular
compartmentation of Rhodococcus equi and the mechanism by which the bacteria might avoid
the dedtruction in host macrophages. The importance of the virulence-associated plasmid was
aso evauated. In this study it is shown that R. equi(-)-containing phagosomes contained much
more of the late endosomal/lysosoma marker proteins VATPase or LAMP-1 and dso alarger
amount of the lysosomd enzyme (3 gaactosidase than R. equi(+)-containing phagosomes. Both
R. equi(+)- and R. equi(-)-containing phagosomes associated with the early endosoma marker
protein rab5. Based on these results it can be speculated that Rhodococcus equi isableto dow
down or arrest the maturation of its phagosome independently of the 85 kbp virulence-associated
plasmid. Whereas R. equi(-) is able to dow down but not to arrest its phagosomes, R. equi(+)
establishes an unusua compartment, which possbly represents a recycling-endosome. Therefore,
for the long term establishment of the unusud R. equi(+)-containing phagosomes at least one of
the molecules encoded by the 85 kbp plasmid is necessary.

Since Rhodococcus equi infection ultimately proves toxic for macrophages, the R. equi mediated
cytotoxicity was analyzed. In this study it is shown that Rhodococcus equi induce necrodsin their
hogt cdlls and which is dependent on the presence of the virulence-associated 85 kbp plasmid.
But the Rhodococcus induced necrosis can only be observed in mouse macrophages and not in

human monocytes.
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