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1. Einleitung 

1.1. Makrophagen 

Der Körper ist durch äußere Barrieren wie Haut oder Epitheloberfläche mit Schleimhäuten sowie 

durch symbiontische Bakterien und bestimmte chemische Substanzen vor krankheitsverur-

sachenden Organismen wie Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen und Würmern geschützt. Gelangen 

Keime dennoch in den Körper, werden die meisten innerhalb kurzer Zeit von körpereigenen 

Immunzellen aufgespürt und zerstört. Zu diesen zellulären Mechanismen der angeborenen 

Immunität gehören Makrophagen und Neutrophile. Nur wenn Krankheitserreger diese 

Verteidigungslinie durchbrechen, kommt es zu einer adaptiven Immunabwehr. Dabei werden in 

einem Prozess, der mehrere Tage in Anspruch nimmt, Effektorzellen (B- und T-Lymphozyten) 

gebildet, die spezifisch gegen den eindringenden Keim gerichtet sind [Janeway und Travers 

1997]. 

 
Die Makrophagen werden im Knochenmark gebildet und gelangen als Monozyten ins Blut. Dort 

zirkulieren sie circa 3 Tage [Klein 1991]. Danach adhärieren sie am Sinus von Leber, Milz, 

Lymphknoten, Hypophyse oder Nebenniere oder wandern nun als Makrophagen bezeichnete 

Zellen ins umliegende Gewebe. Die genaue Bezeichnung der Makrophagen ist dabei abhängig 

vom Organ bzw. Gewebetyp, in dem sie sich aufhalten. So werden zum Beispiel die 

Makrophagen im Bindegewebe als Histiozyten, in der Lunge als Alveolarmakrophagen oder in 

der Leber als Kupffer Zellen bezeichnet [Silbernagl und Despopoulos 1991]. Ihre Funktion 

besteht darin, Mikroorganismen, aber auch körpereigene apoptotische Zellen, aufzuspüren, 

aufzunehmen, abzutöten und immunkompetenten Lymphozyten als Antigen zu präsentieren sowie 

diese Antigene in sekundäre lymphatische Organe zu transportieren. Die Gesamtheit der 

Vorgänge, die zur Erkennung, Aufnahme und zum intrazellulären Abbau partikulärer Substanzen 

durch mononukleäre Phagozyten (Monozyten und Makrophagen) und polymorphnukleäre 

Phagozyten (Neutrophile) führen, wird als Phagozytose bezeichnet [Drössler 1988]. 
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1.2. Erkennung und Aufnahme des Partikels 

Der erste Schritt der Phagozytose ist die Erkennung des aufzunehmenden Partikels. So werden 

die konservierte Oberflächenmoleküle der Mikroorganismen (PAMP - pathogen-associated 

molecular patterns) von einigen Rezeptoren (PRR - pattern-recognition receptors) der 

Makrophagen erkannt, wie zum Beispiel vom Mannose-Rezeptor, vom Scavenger-Rezeptor, von 

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

 
∗ Der Mannose-Rezeptor erkennt Mannose, Fruktose, Glukose und Galaktose auf der 

Oberfläche der Mikroorganismen [Stahl und Ezekowitz 1998] und ist somit ein Rezeptor 

für ein breites Spektrum an Pathogenen. Die Bindung des Mannose-Rezeptors an ein 

Oligosaccharid führt nicht nur zur Aufnahme des Partikels, sondern auch zur Sekretion 

von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α  [Stein und Gordon 1991], IL-1ß oder 

IL-6 [Yamamoto et al. 1997]. 

 
∗ Der Scavenger-Rezeptor bindet Lipopolysaccharid (LPS) und Lipoteichonsäure [Dunne 

et al. 1994] und vermittelt somit die Aufnahme von Gram-negativen und Gram-positiven 

Bakterien. Bislang ist allerdings noch nicht geklärt, ob weitere Moleküle dazu benötigt 

werden. 

 
∗ Die Phagozyten exprimieren verschiedene Klassen von Fc-Rezeptoren: FcγRI, FcγRIIA 

und FcγRIII [Ravetch 1997]. Diese Rezeptoren erkennen IgG opsonisierte Partikel. Die 

Bindung führt zur Phagozytose des Partikels sowie zur Aktivierung des oxidativen Burst 

und der Arachidonsäure-Kaskade [Klein 1991]. 

 
∗ Die Komplement-Rezeptoren 1 (CR1), 3 (CR3) und 4 (CR4) binden an Komplement 

opsonisierte Partikeln. Für die Phagozytose wird allerdings ein weiteres aktivierendes 

Signal benötigt [Pommier et al. 1983]. 

 
Die Bindung des jeweiligen Rezeptors an seinen Liganden führt zur Reorganisierung des Aktin-

Zytoskeletts und dadurch zur Aufnahme des Mikroorganismus. Bei der Aufnahme wird der 

Partikel von einem Teil der Plasmamembran des Phagozyten umschlossen, der sich zuerst nach 

innen stülpt und dann abschnürt. Bei diesem neu gebildetem endozytischen Vesikel handelt es sich 
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um ein Phagosom [Alberts et al. 2001]. Nach dem Entstehen durchläuft dieses neugebildete 

Organell verschiedene Reifungsstadien, bis es schließlich zu einem Phagolysosom wird. Diese 

Reifung geht einher mit dem Abtöten des aufgenommenen Mikroorganismus. Dazu wird dieser 

einem niedrigen pH, reaktiven Sauerstoffmetaboliten, Defensinen und hydrolytischen Enzymen 

(Proteasen, Phosphatasen, Nukleasen, Lipasen, Hydrolasen) ausgesetzt [Haas und Goebel 

1992]. 

 

1.3. Phagosomenreifung 

Die Membran des neu entstandenen Phagosoms verändert sich allmählich, wodurch sie der 

Membran der späten Endosomen und Lysosomen ähnlich wird. Dieser als Phagosomenreifung 

bezeichnete Prozess entspricht zum größten Teil der Endosomenreifung [Tjelle et al. 2000] und ist 

ein Ergebnis von Fusionsereignissen mit endozytischen Organellen und Abspaltung von Vesikeln. 

Dabei werden die Phagosomen entlang der Mikrotubuli [Desjardins et al. 1994b] oder des 

Aktin-Zytoskeletts [Al-Haddad et al. 2001] transportiert und fusionieren kurz nach ihrer 

Entstehung mit frühen Endosomen sowie später mit späten Endosomen und Lysosomen. Dadurch 

unterliegen die Phagosomen einer ständigen Veränderung der biochemischen Zusammensetzung 

[Desjardins 1995; Desjardins et al. 1994a], des Phosphorylierungsmusters [Emans et al. 1996] 

und der Zusammensetzung der Phospholipide [Desjardins et al. 1994a]. Es gibt Hinweise, dafür 

dass die für die Reifung der Phagsomen notwendigen Fusionen keine vollständigen Fusionen sind, 

sondern Prozesse, die als “kiss-and-run“ bezeichet werden [Storrie und Desjardins 1996]. Dabei 

verschmelzen die an der Fusion beteiligten Membranen nur kurzfristig und lokal, tauschen dabei 

luminale Inhalte sowie wenig Membranbestandteile aus und trennen sich danach wieder. 

 
Die Reifung des Phagosoms beginnt mit dem Recycling von bestimmten Plasmamembran-

molekülen wie Transferrin-Rezeptor, Mannose-Rezeptor, Fcγ-Rezeptor oder α -Adaptin [Muller 

et al. 1980; Pitt et al. 1992b]. Für die nächsten Schritte der Phagosomenreifung ist die kleine 

GTPase rab5 mitverantwortlich. Diese befindet sich schon zum Zeitpunkt der Entstehung des 

Phagosoms auf der zytoplasmatischen Seite der phagosomalen Membran [Desjardins et al. 

1994b]. Die kleine GTPase rab5 vermittelt nicht nur die Fusion des neugebildeten Phagosoms mit 

frühen Endosomen, sondern auch die Bewegung dieser Vesikel entlang der Mikrotubuli [Zerial 
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und McBride 2001]. Dabei rekrutieren rab5 Moleküle sogenannte “tethering factors“ und 

“docking factors“ zu den zu fusionierenden Membranen [Pfeffer 1999]. Im Falle der durch rab5 

kontrollierten homotypischen Fusion sind dies EEA1 und rabaptin-5 [Christoforidis et al. 1999], 

die den Kontakt zwischen rab5-Molekülen auf beiden Membranen herstellen. Erst bei engen 

Kontakt der beiden rab5-Moleküle und in Gegenwart der richtigen und aktivierten SNAREs 

kommt es zur Fusion zweier Vesikel [Pfeffer 1999]. Außerdem fusioniert dieses frühe Phagosom 

auch mit Vesikeln des Trans-Golgi-Networks (TGN). So gelangen Cathepsin H [Claus et al. 

1998] und die vATPase [Bucci et al. 2000] in die Phagosomen. Die vATPase ist eine Membran-

assoziierte Protonenpumpe [Lukacs et al. 1990], die zur Ansäuerung des Phagosomenlumens 

führt. Ein frühes Phagosom ist gekennzeichnet durch einen pH von 6,0-6,5 [Schaible et al. 1999] 

und durch die Assoziierung der phagosomalen Membran mit folgenden Molekülen: rab5 

[Desjardins et al. 1994b], Annexin I [Harricane et al. 1996], NSF, α /β  SNAP, Transferrin 

[Alvarez-Dominguez et al. 1997], EEA1 [Mu et al. 1995] und Cathepsin H [Claus et al. 1998]. 

Dieses Stadium der Reifung ist nach circa 5 min abgeschlossen, obwohl es in Abhängigkeit vom 

phagozytierten Partikel und vom Aufnahmeweg große Zeitschwankungen gibt.  

 
Die Reifung des frühen Phagosoms zum späten Phagosom wird durch die GTPase rab7 reguliert, 

die vorwiegend auf späten Endosomen, aber nicht auf Lysosomen, zu finden ist [Feng et al. 

1995]. Nach dem Verlust von rab5 und der Aquirierung von rab7 kommt es zur Fusion des 

frühen Phagosoms mit späten Endosomen, wodurch ein spätes Phagosom entsteht [Bucci et al. 

2000; Press et al. 1998]. Die späten Phagosomen fusionieren aber nicht nur mit späten 

Endosomen, sondern auch mit Vesikeln des TGN. Auf diesem Wege gelangen LAMP-Moleküle 

[Karlsson und Carlsson 1998], aber auch Cathepsine und der Mannose-6-Phosphat Rezeptor 

[Schaible et al. 1999] ins Phagosom. Das späte 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 al. 1992], Cathepsin D, Cathepsin L und vATPase [Haas 

1998]. Zu diesem Zeitpunkt ist das Organell circa 15 min alt, obwohl es auch hier 

Zeitschwankungen in Abhängigkeit vom phagozytierten Partikel und vom Aufnahmeweg gibt. 

Während der Reifung verliert das Phagosom die Fähigkeit, mit frühen Endosomen zu fusionieren 

[De Chastellier und Thilo 1997], so dass die Entwicklung dieses Organells nur in eine Richtung 

gehen kann, und zwar vom frühen Phagosom über ein spätes Phagosom in ein Phagolysosom.  
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Das Phagolysosom entsteht durch die Fusion des späten Phagosoms mit Lysosomen. Lysosomen 

sind mit hydrolytischen Enzymen gefüllte Membransäcke [Alberts et al. 2001]. Durch die Reifung 

zu Phagolysosomen verliert die phagosomale Membran die kleinen GTPasen rab5 und rab7 

sowie den Mannose-6-Phosphat Rezeptor [Storrie und Desjardins 1996]. Damit ist eine 

homotypische Fusion mit frühen Endosomen und späten Endosomen ausgeschlossen [Jahraus et 

al. 1998]. Assoziiert ist das Phagolysosom mit vATPase, LAMP-1, LAMP-2 [Desjardins 1995] 

und hydrolytischen Enzymen [Griffiths 1996]. Der pH innerhalb der Phagolysosomen liegt bei 

4,0-5,0 [Geisow et al. 1981]. Dieses durch die vATPase erzeugte sehr saure Milieu ist 

bakteriostatisch und wichtig für die Aktivierung der hydrolytischen Enzyme, die für den Abbau 

des phagozytierten Partikels verantwortlich sind. Dabei entstehende Peptide werden 

wahrscheinlich noch in den Phagosomen an MHC II Moleküle gebunden [Lang et al. 1994a]. Es 

besteht aber auch die Möglichkeit, dass die Peptide erst in ein anderes spät endozytisches 

Kompartiment transportiert und dort an MHC II Moleküle gebunden werden [Tjelle et al. 1998]. 

Die aus dem TGN stammenden MHC II Moleküle gelangen direkt über Vesikel vom TGN zum 

Phagolysosom oder vom TGN über andere endozytische Organellen ins Phagolysosom 

[Rabinowitz et al. 1992]. Die an die MHC II Moleküle gebundenen antigenen Peptide werden 

zur Plasmamembran transportiert und dort präsentiert. Die CD4+-T-Zellen erkennen und binden 

diesen Antigen-MHC II-Komplex, wodurch die adaptive Immunabwehr aktiviert wird [Klein 

1991]. Andere Abbauprodukte des phagozytierten Partikels, wie z. B. Lipide werden von CD1 

Molekülen unter anderem den CD8+-T-Zellen präsentiert [Porcelli und Modlin 1999]. 

 
Eine schematische Übersicht über die ungestörte Phagosomenreifung ist in Abb. I dargestellt. 
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Abb. I: Schematische Darstellung und Kinetik der normalen Phagosomenreifung 

Dargestellt sind mögliche Fusionsereignisse eines Phagosoms mit endozytischen Vesikeln sowie die daraus 
resultierenden Charakteristika der verschiedenen Reifungsstadien. 
EE – frühes Endosom; LE – spätes Endosom; Lys – Lysosom; M6PR – Mannose-6-Phosphat Rezeptor.  

1.4. Überlebensstrategien von Mikroorganismen 

Die Interaktion der Mikroben mit den Makrophagen spielt eine entscheidende Rolle bei der 

Pathogenese vieler Infektionen. Um zu überleben und um sich zu vermehren haben viele 

krankheitserregende Mikroorganismen Strategien entwickelt, die es ihnen erlauben, diesem Teil 

der Immunabwehr zu entkommen. Dabei ist der Erfolg der Mikroorganismen abhängig von der 

Vitalität des Mikroorganismus, dem Aktivierungsstatus der Wirtszelle oder dem für die Aufnahme 

verwendeten Rezeptor bzw. der Aufnahmeform. Die verwendeten Strategien lassen sich in 6 
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Klassen einteilen, die im folgenden anhand von Beispielen erklärt werden. Bei den beiden 

erstgenannten Strategien (1.4.1. und 1.4.2.) handelt es sich um Möglichkeiten die Aufnahme 

durch Phagozyten zu umgehen oder nach erfolgter Aufnahme aus den Wirtszellen auszubrechen. 

Dagegen handelt es sich bei den in 1.4.3.-1.4.6. aufgeführten und in Abbildung II schematisch 

dargestellten Strategien, um Möglichkeiten, innerhalb der Phagozyten zu überleben. 

 

1.4.1. Verhinderung der Aufnahme durch Phagozyten 

Eine Möglichkeit, dem Abbau in Phagozyten zu entgehen, ist die Verhinderung der Aufnahme 

durch diese Zellen. Dies geschieht zum Beispiel durch das Eindringen in nicht-professionelle 

Phagozyten wie Epithelzellen oder Fibroblasten [Pieters 2001], wodurch die Pathogene dem 

Zugriff der Phagozyten entzogen sind. Einige Gram-negative Bakterien induzieren die Adhäsion 

und die Aufnahme in nicht phagozytische Zellen durch ein hoch konserviertes sogenanntes 

Typ III-Sekretionssystem [Galan und Collmer 1999]. Mit Hilfe dieses Sekretionssystems können 

Bakterien Proteine durch eine nadelartige Struktur in das Zytoplasma der Wirtszelle injizieren.  

 
Auf diesem Wege induziert z.B. Salmonella typhimurium ihre Aufnahme in Epithelzellen. Dies ist 

ein wichtiger Schritt für die Etablierung der Krankheit, da Salmonella typhimurium so die 

schützende Barriere des intestinalen Epithels passieren kann [Jones et al. 1994]. Die ins 

Zytoplasma der Wirtszelle injizierten Proteine führen zur Umorganisierung des Aktin-Zytoskeletts 

und damit zu “Membran ruffling“, wodurch das Bakterium makropinozytotisch internalisiert wird 

[Galan 1999]. 

 
Eine weitere Möglichkeit, dem Abbau in Phagozyten zu entgehen, ist die Verhinderung der 

Aufnahme in diese Zellen. Bei Streptococcus pneumoniae verhindert eine Polysaccharidkapsel 

die Phagozytose [Hacker und Heesemann 2000]. Andere Bakterien, wie zum Beispiel 

enteropathogene Escherichia coli (EPEC), verhindern die Aufnahme in Phagozyten durch 

Injektion von Proteinen mit anti-phagozytotischer Wirkung mit Hilfe des Typ III-Sekretions-

systems [Goosney et al. 1999]. 
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1.4.2. Tötung der Wirtszellen 

Einige pathogene Mikroorganismen können Apoptose oder Nekrose in ihren Wirtszellen 

induzieren [Navarre und Zychlinsky 2000].  

Die Apoptose ist ein körpereigener Mechanismus der schonenden Entsorgung von überflüssigen, 

selbstreaktiven, fehlerhaften oder maligne entarteten Zellen [Carson und Ribeiro 1993; Barr und 

Tomei 1994], ohne dabei eine inflammatorische Antwort auszulösen. Dieser aktive Zelltod läuft 

nach einem genauen Programm ab und ist gekennzeichnet durch starke Faltungen und blasige 

Ausstülpungen der Zellmembran (“Zeiosis“), die dadurch eine erhöhte osmotische Stabilität 

aufweist [Dive et al. 1992; Lizard 1995], durch halbmondförmig an der Kernmembraninnenseite 

angelagertes Chromatin [Wyllie et al. 1984; Martin et al. 1994] und durch die internukleosomal 

gespaltene DNA [Wyllie 1980; Compton 1992].  

 
Die Nekrose ist eine drastische, pathologische Form des Zelltodes, die mit dem Zusammenbruch 

des Energiestoffwechsels der betroffenen Zelle verbunden ist [Walker et al. 1988; Dive et al. 

1992; Schwartz und Osborne 1993]. Durch starke Noxen, Gewebeschädigungen und 

Entzündungsreaktionen sowie bei Targetzellen der zytotoxischen T-Zellen und der Aktivierung 

des Komplementsystems kommt es innerhalb von Minuten zu einem Verlust der osmotischen 

Stabilität der Membran, einem Ca2+-Influx und passiven H2O-Einstrom, als deren Folge die Zelle 

anschwillt und anschließend unter Ausschüttung ihrer Inhaltsstoffe platzt [Tomei und Cope 1991; 

Lennon et al. 1991; Pettmann und Villa 1994]. Dieser Vorgang wird als “Lysis“ bezeichnet. Im 

umliegenden Gewebe der nekrotischen Zelle kann es dadurch zu inflammatorischen Prozessen 

kommen. Die DNA bleibt stabil und wird erst später unspezifisch gespalten [Searle et al. 1982; 

Kubbies et al. 1993]. 

 
Zu den Mikroorganismen, die einen Vitalitätsverlust ihrer Wirtszellen auslösen, gehören: Shigella 

flexneri [Zychlinsky et al. 1992; Zychlinsky et al. 1996; Hilbi et al. 1997], Salmonella 

typhimurium [Monack et al. 1996; Hersh et al. 1999; Brennan und Cookson 2000; Watson et 

al. 2000], Yersinia enterocolitica [Monack et al. 1997; Denecker et al. 2001], Mycobacterium 

tuberculosis [Keane et al. 1997; Rojas et al. 1997; Dobos et al. 2000; Keane et al. 2000], 

Legionella pneumophila [Gao und Kwaik 1999a; Gao und Kwaik 1999b; Alli et al. 2000], 
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Rhodococcus equi [Zink et al. 1987; Hietala und Ardans 1987] und Francisella tularensis [Lai 

et al. 2001]. 

 
Shigella flexneri wird von Makrophagen in ein Phagosom aufgenommen und bricht innerhalb 

von Minuten aus diesem Phagosom aus [High et al. 1992], wodurch die Shigellen ins 

Wirtszytoplasma gelangen und die Apoptose ihrer Wirtszelle induzieren [Zychlinsky et al. 1994]. 

Dazu bindet das von Shigella flexneri sekretierte Protein IpaB die Caspase 1. Diese wird 

dadurch aktiviert und induziert die Apoptose des Phagozyten sowie die Freisetzung von 

proinflammatorischen Zytokinen [Thornberry et al. 1992; Chen et al. 1996; Hersh et al. 1999]. 

Durch die hohe Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen kommt es zu einer 

Entzündungsreaktion, durch die z.B. benachbartes Mucosaepithel zerstört und den Shigellen der 

Zugang zur Lamina propria erleichtert wird [Hacker und Heesemann 2000]. Da es bei der durch 

Shigella flexneri induzierten Apoptose zu einer proinflammatorischen Antwort kommt, 

postulieren Zychlinsky und Sansonetti (1997), dass es neben der herkömmlichen Form der 

Apoptose, die zu keiner inflammatorischen Antwort führt, auch eine proinflammatorische Form 

der Apoptose geben muss. 

 
Auch Salmonella typhimurium wird von Makrophagen in einem Phagosom aufgenommen. Mit 

Hilfe des Typ III-Sekretionsapparates können die Salmonellen Proteine ins Wirtszellzytosol 

sekretieren [Galan 1996]. Eines dieser sekretierten Proteine, SipB, bindet und aktiviert ebenso 

wie IpaB die Caspase 1 [Hersh et al. 1999]. Die Aktivierung der Caspase 1 führt zur Sekretion 

des proinflammatorischen Zytokins IL-1 und zum Wirtszelltod. Ob es sich bei dem durch 

Salmonellen induzierten Wirtszelltod um Apoptose oder Nekrose handelt, wird kontrovers 

diskutiert [Boise und Collins 2001]. In einigen Arbeiten wurden Anhaltpunkte für Apoptose in 

den mit Salmonella typhimurium infizierten Makrophagen gefunden, wie der Caspase 1-ab-

hängige Zelltod und DNA-Fragmentierung [Lindgren et al. 1996; Monack et al. 1996; Richter-

Dahlfors et al. 1997; Hersh et al. 1999]. Dagegen deuten die von Brennan und Cookson (2000) 

und Watson et al. (2000) erzielten Daten eher auf einen durch Salmonella typhimurium 

induzierten nekrotischen Zelltod der infizierten Makrophagen hin.  

 
Infektion mit Mycobacterium tuberculosis kann ebenfalls zu einem Vitalitätsverlust der 

Wirtszelle führen. Ob es sich bei dem durch Mycobakterien induzierten Wirtszelltod um 
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Apoptose oder Nekrose handelt, scheint vom Wirtszelltyp abzuhängen. So induziert 

Mycobacterium tuberculosis in Epithelzellen Nekrose, wobei dies abhängig vom bakteriellen 

Wachstum und/oder der Expression von mycobakteriellen Faktoren ist [Dobos et al. 2000]. In 

Makrophagen hingegen wird der durch Mycobacterium tuberculosis induzierte Zelltod als 

Apoptose klassifiziert und wird wahrscheinlich durch die Sekretion von TNFα  ausgelöst [Keane 

et al. 1997; Balcewicz-Sablinska et al. 1999; Keane et al. 2000].  

 
Für die Tötung von eukaryontischen Wirtszellen durch Legionella pneumophila wird ein 

zweiphasiges Modell postuliert [Gao und Kwaik 1999a; Gao und Kwaik 1999b]. Bei der ersten 

Phase handelt es sich um eine Induktion der Caspase 3-abhängigen Apoptose, die unabhängig 

vom Wachstumsstadium der Legionellen ist [Müller et al. 1996; Gao und Kwaik 1999a; Gao und 

Kwaik 1999b]. In der zweiten Phase induzieren die in der exponentiellen Wachstumsphase 

befindlichen Legionellen den nekrotischen Wirtszelltod [Byrne und Swanson 1998]. Alli et al. 

(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 Zelltodes, 

andere den anderen und manche beide gleich stark in ihren Wirtszellen auslösen. Der jeweilige 

Anteil jedes Mechanismus hängt wahrscheinlich von den Kulturbedingungen, Infektionsraten, 

Immunstatus der Wirtszelle und ähnlichen äußeren Faktoren ab. 

 
Es gibt aber nicht nur Mikroorganismen, die zu einem Vitalitätsverlust ihrer Wirtszellen führen, 

sondern auch solche, die ihn verhindern. So inhibieren Chlamydia spp. die Apoptose ihrer 

Wirtszellen [Clifton et al. 1998; Fan et al. 1998]. 

 

1.4.3. Blockierung der normalen Phagosomenreifung 

Eine weitere Möglichkeit, den für die meisten Bakterien tödlichen Bedingungen in einem 

Phagolysosom zu entkommen, ist es, den Prozess der Phagosomenreifung zu stoppen. Dadurch 

arretiert das Bakterien-enthaltende Kompartiment in einem früh phagosomalen/endosomalen 

Stadium, was ein Überleben der Organismen erlaubt. Beispiel für solche Bakterien sind: 

Mycobacterium tuberculosis, Ehrlichia chaffensis und Brucella abortus. 
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Nach der Aufnahme durch den Makrophagen befinden sich pathogene Mycobakterien in einer 

Vakuole, in der sie bis zum Tod der Wirtszelle verbleiben [Russell 2001]. Dieses von den 

Mycobakterien etablierte Kompartiment ist gekennzeichnet durch einen pH von 6,1-6,3 [Sturgill-

Koszycki et al. 1994], der im Falle der Vermehrung der Bakterien im Phagosom auf pH 6,8 

ansteigen kann [De Chastellier et al. 1995]. Dieser relativ neutrale pH ist dadurch bedingt, dass 

die Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen keine vATPasen akquirieren [Sturgill-Koszycki et 

al. 1994], die zu einer Ansäuerung des Kompartiments führen. Da die Mycobakterien-

enthaltenden Phagosomen mit MHC I, MHC II, Transferrin-Rezeptor [Clemens und Horwitz 

1995], Plasmamembran-Glykosphingolipiden [Russell et al. 1996], nach der Keimaufnahme 

internalisiertem Cholera-Toxin [Russell et al. 1996] und Transferrin [Clemens und Horwitz 1996] 

assoziiert sind, müssen die Mycobacterium tuberculosis-enthaltenden Phagosomen in einem 

ständigen Kontakt bzw. Austausch mit der Plasmamembran stehen. Die ebenfalls mit den Myco-

bakterien-enthaltenden Phagosomen assoziierten spät endosomalen/lysosomalen Markerproteine 

LAMP-1 und Cathepsin D kommen nicht von Lysosomen, sondern höchstwahrscheinlich von 

Vesikeln des biosynthetischen Systems aus dem trans-Golgi [Sturgill-Koszycki et al. 1996]. 

Somit zeigt das Mycobacterium tuberculosis-enthaltende Phagosom Charakteristika eines früh 

endosomalen Organells, das nicht zu einem spät endosomalen/lysosomalen Organell reift. Dies 

wird dadurch bestätigt, dass diese Phagosomen mit rab5 assoziiert bleiben, aber nicht 

rab7-positiv werden [Via et al. 1997]. Da die Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen nur mit 

frühen Endosomen und mit Vesikeln des biosynthetischen Systems fusionieren und den 

Transferrin-Rezeptor und rab11 [Fratti et al. 2000] akkumulieren, gehören sie wahrscheinlich zu 

den frühen Recycling- bzw. Sorting-Endosomen [Schaible et al. 1999]. Die Lokalisierung der 

Mycobakterien in einem solchen Endsosom ermöglicht es ihnen nicht nur, dem Abbau im 

Phagolysosom zu entkommen, sondern bietet ihnen auch ständigen Zugang zu Eisen, das an 

Transferrin gebunden in die Phagosomen gelangt [Haas 1998]. Diese Verfügbarkeit von Eisen 

scheint eine sehr wichtiger Überlebensfaktor für die Bakterien zu sein [Schaible et al. 1999].  

 

Wie die Mycobakterien die Phagosomenreifung blockieren, ist bislang unklar. Es gibt 

verschiedene Erklärungsversuche für dieses Phänomen, von denen vier im folgenden kurz 

beschrieben werden.  
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(1) Eine Beobachtung ist, dass die von der bakteriellen Urease produzierten großen Mengen 

Ammonium sowohl die Ansäuerung der Vakuole [Gordon et al. 1980] als auch die Fusion des 

Mycobakterien-enthaltenden Phagosoms mit Lysosomen [D´Arcy Hart und Young 1991] 

verhindern. Dies steht in Übereinstimmung mit der Tatsache, dass es einen Zusammenhang 

zwischen Ansäuerung und Reifung bzw. Fusionsereignissen gibt [Clague et al. 1994]. Allerdings 

zeigen Versuche mit Urease-defizienten Mycobakterien nur eine geringfügige Veränderung im 

intrazellulären Überleben [Reyrat et al. 1996].  

(2) Eine weitere Hypothese ist, dass die hydrophobe Natur der Bakterienoberfläche oder ein von 

den Bakterien abgegebenes Membranglykolipid (Cord factor) einen hemmenden Einfluss auf die 

Membranfusionen hat [Spargo et al. 1991; De Castellier et al. 1995; Fujiwara 1997].  

(3) Von Ferrari et al. (1999) wurde behauptet, dass TACO (tryptophan-aspartate containing 

coat protein) die Komponente darstellt, die eine Reifung der Mycobakterien-enthaltenden 

Phagosomen verhindert, da die Mycobakterien TACO aktiv auf dem Phagosom zurückhalten. 

Dieses Wirtszellprotein wird bei der Phagozytose zum Aufnahmeort rekrutiert und ist somit mit 

dem neu entstandenen Phagosom assoziiert. Während der Reifung verliert das Phagosom unter 

normalen Umständen dieses auch als Coronin bezeichnete Protein [Grogan et al. 1997; 

Morrissette et al. 1999]. Die Beobachtung von Ferrari et al. (1999) konnte in neueren Studien 

[Schüller et al. 2001] nur für Phagosomen, die verklumpte Mycobakterien enthalten, bestätigt 

werden, während Phagosomen, die einzelne Mycobakterien enthalten, nur vorübergehend mit 

Coronin assoziiert sind.  

(4) Eine weitere mögliche Erklärung für die Blockierung der Phagosomenreifung ist, die dass 

durch pathogene Mycobakterien eine Hemmung des Anstiegs des intrazellulären Kalziumspiegels 

verursacht wird [Malik et al. 2000]. Da bekannt ist, dass eine Erhöhung des intrazellulären 

Kalziumspiegels zur Fusion von Phagosomen mit Lysosomen führt [Malik et al. 2001], ist die 

Hemmung des Anstiegs des intrazellulären Kalziumspiegels ein Ursache, aber vielleicht auch nur 

eine Folge, der Blockierung der Phagosomenreifung. 

 
Die Zusammensetzung der Ehrlichia chaffensis-enthaltenden Phagosomen ist jener der 

Mycobacterium tuberculosis-enthaltenden Phagosomen sehr ähnlich [Haas 1998]. Sie sind 

ebenfalls nicht mit der vATPase assoziiert, weshalb sie auch nur geringfügig ansäuern. Außerdem 

sind die Ehrlichia chaffensis-enthaltenden Phagosomen ebenfalls durch die Assoziierung mit 

Transferrin gekennzeichnet [Barnewall et al. 1997]. 
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Brucella abortus wird in ein Phagosom aufgenommen und verbleibt dort bis zum Tod der 

Wirtszelle [Arenas et al. 2000]. In nichtprofessionellen Phagozyten befinden sich die Brucellen in 

Zisternen des rauhen endoplasmatischen Retikulums [Detilleux et al. 1990]. Der Hypothese 

zufolge werden die Bakterien über den “autophagozytotischen Pathway“ transportiert, bevor sie 

im ER akkumulieren und sich vermehren [Pizarro-Cerda et al. 1998]. In Phagozyten befinden sich 

die Bakterien in einem Phagosom mit saurem pH [Porte et al. 1999], das nicht mit Lysosomen 

[Frenchick et al. 1985; Naroeni et al. 2001], aber mit frühen Endosomen [Rittig et al. 2001] 

fusioniert. Dieses Phagosom kolokalisiert nicht oder nur in geringem Umfang mit Markern für ER 

und Autophagosomen [Arenas et al. 2000], und wird auf Grund der eng um das Bakterium 

liegenden phagosomale Membran als “tight phagosome“ bezeichnet [Rittig et al. 2001]. De 

Chastellier und Thilo (1997) vermuten, dass eine eng anliegende Phagosomenmembran die 

Fusiogenität des Kompartiments reduziert, wodurch sich die verzögerte Fusion der Brucellen-

enthaltenden Phagosomen mit späten Endosomen [Arenas et al. 2000] erklären läßt. 

 

1.4.4. Etablierung eines nicht endozytischen Kompartiments 

Einige wenige Pathogene befinden sich innerhalb ihrer Wirtszelle in einer Vakuole, die komplett 

vom endozytischen System abgetrennt, und somit weder mit endosomalen Markern noch mit 

lysosomalen Markern assoziiert ist. Diese Vakuolen fusionieren nicht mit endozytischen Vesikeln 

[Sinai und Joiner 1997] aber interagieren mit anderen Wirtsorganellen wie Golgi, Mitochondrien 

oder endoplasmatischem Retikulum [Hackstadt 2000]. Zu den Mikroorganismen, bei denen diese 

Strategie zum Überleben in Phagozyten beobachtet wird, gehören Chlamydia trachomatis, 

Toxoplasma gondii und Legionella pneumophila. 

 
Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellulärer Parasit, der sowohl in Phagozyten als auch in 

nichtprofessionelle Phagozyten eindringen kann. Dabei dringt Toxoplasma gondii durch 

Invagination der Wirtszellmembran aktiv in die Wirtszelle ein [Tjelle et al. 2000]. Sofort nach der 

Bildung der Toxoplasma gondii-enthaltenden Vakuole befinden sich keine Plasmamembran-

proteine der Wirtszelle auf dieser Vakuole [Suss-Toby et al. 1996]. Dadurch fusionieren diese 

Vakuolen nicht mit anderen endozytischen Vesikeln. Anschließend sekretiert Toxoplasma gondii 

viele Proteine, die sowohl im Lumen der Vakuole, im tubulivesikulären Netzwerk innerhalb der 

Vakuole, aber auch in der Vakuolenmembran integriert werden [Sinai und Joiner 1997; Sibley et 
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al. 1986; Beckers et al. 1994]. Diese Proteine haben eine Funktion bei der Etablierung dieses 

ungewöhnlichen Kompartiments und sind wahrscheinlich an der Aquirierung von Nährstoffen 

beteiligt [Hackstadt 2000]. Die Toxoplasma-enthaltenden Vakuolen sind somit nicht mit Markern 

des endosomalen Systems wie Transferrin-Rezeptor, Mannose-6-Phosphat Rezeptor, LAMP-1 

oder vATPase assoziiert [Baca und Kumar 1994]. Dafür sind sie häufig mit Mitochondrien und 

dem ER der Wirtszelle assoziiert [Schwab et al. 1994]. 

 

Chlamydia trachomatis etablieren ein Kompartiment, das als “inclusion“ bezeichnet wird 

[Schramm et al. 1996]. Die “inclusion“ Membran wird kurz nach der Bildung durch bakterielle 

Proteine, die sogenannten “inclusion membrane proteins“ (Inc), verändert [Hackstadt 2000]. 

Dadurch enthält die Membran des Chlamydia trachomatis-enthaltenden Kompartiments mehr 

bakterielle Proteine als Wirtszellproteine [Taraska et al. 1996]. Diese Membran fusioniert nicht 

mit endozytischen Vesikeln, weshalb diese Einschlüsse negativ für Transferrin, Mannose-6-

Phosphat Rezeptor, Cathepsin D, LAMP-1 und vATPase sind [Friis 1972; Wyrick und 

Brownridge 1978; Heinzen et al. 1996]. Etablierte Chlamydien “inclusions“ befinden sich in der 

Golgi Region und interagieren mit dem exozytotischen System. Durch die Fusion mit Vesikeln, die 

vom Golgi-Apparat stammen, gelangen zum Beispiel Sphingoglykolipide in das Chlamydien-

enthaltende Kompartiment [Scidmore et al. 1996]. Wie die Interaktion der Chlamydien 

“inclusions“ mit dem exozytotischen System reguliert wird, ist bislang noch nicht bekannt. 

 

Legionella pneumophila etablieren sowohl in Phagozyten als auch in Amöben ein 

Kompartiment, das es ihnen erlaubt, zu überleben und sich zu vermehren [Swanson und Hammer 

2000]. Durch Phagozyten werden die Legionellen durch konventionelle Phagozytose [Rechnitzer 

und Blom 1989] oder durch einen Prozess, der als “coiling phagocytosis“ bezeichnet wird 

[Horwitz 1984], aufgenommen. Dabei wird das Bakterium von einem Pseudopodium der 

Wirtszelle eingerollt. Diese dabei entstehende multilaminare Membran wird aufgelöst, wodurch ein 

morphologisch normales Phagosom entsteht. Während dieses Prozesses werden bestimmte 

Plasmamembranproteine (Alkalische Phosphatase, MHC I und MHC II) von der phagosomalen 

Membran ausgeschlossen, während andere Plasmamembranproteine (CR-3 und 5´-

Nucleotidase) in die phagosomale Membran eingebaut werden [Clemens und Horwitz 1992; 

Clemens und Horwitz 1993]. Diese Legionellen-enthaltenden Phagosomen fusionieren weder mit 
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frühen Endosomen [Clemens et al. 2000] noch mit späten Endosomen [Clemens und Horwitz 

1995; Roy et al. 1998] oder Lysosomen [Horwitz 1983b]. Statt dessen assoziieren diese 

Phagosomen zunächst (5 min-2 h nach Aufnahme) mit glatten Vesikeln und Mitochondrien und 

später (4–12 h nach Aufnahme) mit dem rauhen endoplasmatischen Retikulum [Horwitz 1983a; 

Swanson und Isberg 1995]. Sechs bis zehn Stunden nach der Aufnahme vermehren sich 

Legionella pneumophila in einem Phagosom, das mit Ribosomen besetzt ist, bis es zur Lyse der 

Wirtszelle kommt [Horwitz und Silberstein 1980; Horwitz 1983a; Joshi et al. 2001]. In neueren 

Studien konnte gezeigt werden, dass die Phagosomen, in denen sich die Legionellen vermehren 

können, lysosomale Charakteristika aufweisen [Sturgill-Koszycki und Swanson 2000]. Durch 

welche Mechanismen die Legionellen dieses ungewöhnliche Kompartiment etablieren, ist noch 

nicht vollständig geklärt. Allerdings wurden viele Gene identifiziert, die dafür wichtig sind. Diese 

Virulenzgene werden als dot (für “defective for organelle trafficking“) und als icm (für “intracellular 

multiplication“) bezeichnet [Segal und Shuman 1998; Kirby und Isberg 1998]. Einige dieser Gene 

kodieren für ein Typ IV-Sekretionssystem [Segal et al. 1998; Vogel et al. 1998]. Es wird 

vermutet, dass mit Hilfe dieses Sekretionssystems ein Kanal in der phagosomalen Membran 

entsteht, durch den Proteine ins Wirtszellzytoplasma transportiert werden [Kirby et al. 1998; 

Coers et al. 2000]. Diese Proteine haben eine wichtige Funktion bei der Etablierung dieses 

ungewöhnlichen Kompartiments [Wiater et al. 1998; Roy et al. 1998; Coers et al. 1999], wobei 

der genaue Mechanismus unbekannt ist [Meresse et al. 1999; Duclos und Desjardins 2000]. 

 

1.4.5. Lyse der Phagosomenmembran 

Eine Möglichkeit, der für die Bakterien tödlichen Umgebung des Phagolysosoms zu entkommen, 

ist der frühzeitige Ausbruch aus dem Phagosom [Meresse et al. 1999]. Diese Strategie wird von 

Trypanosomas cruzi [Andrews 1994] sowie von Listeria monocytogenes [Smith et al. 1995], 

Shigella flexneri [High et al. 1992] und Rickettsia conorii [Gouin et al. 1999] verwendet. Diese 

Organismen gelangen durch die von den Pathogenen gesteuerte Lyse der Vakuolenmembranen 

ins Wirtszellzytoplasma. Dort sind diese Pathogene in der Lage zu wachsen und sich zu 

vermehren [Moulder 1985]. Außer Trypanosomas cruzi können sich alle hier genannten 

Bakterien durch Bildung eines Aktin-Komet-Schweifes fortbewegen [Dramsi und Cossart 1998]. 

Am Beispiel von Listeria monocytogenes soll der Vorgang des Ausbruchs aus dem Phagosom 

näher erläutert werden. 
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Listeria monocytogenes benutzt verschieden Zelltypen als Wirt. Die Aufnahme in Phagozyten 

erfolgt über Fc- oder Komplement-Rezeptoren, während für die Aufnahme in nichtprofessionellen 

Phagozyten unter anderem die Adhäsion der von den Listerien exprimierten Internaline mit 

E-cadherin verantwortlich ist [Mengaud et al. 1996]. Nach der Aufnahme in die Wirtszellen 

befinden sich die Listerien in einer Vakuole, die für eine kurze Zeitspanne (circa 30 min) mit 

frühen Endosomen fusioniert [Alvarez-Dominguez et al. 1997]. Durch die Fusion mit frühen 

Endosomen wird die Vakuole leicht angesäuert, wodurch Listeriolysin O aktiviert wird [Geoffroy 

et al. 1987]. Dieses von Listeria monocytogenes produzierte Lysin ist ein Toxin, das Risse in 

der Vakuolenmembran erzeugt, wodurch die Listerien ins Zytoplasma gelangen [Goebel und 

Kuhn 2000]. Dort induziert Listeria monocytogenes die Polymerisierung des Wirtszell-Aktins, 

das dadurch den sogenannten “comet tail“ bildet. Mit Hilfe dieses Aktinschweifes können sich die 

Listerien in der Wirtszelle fortbewegen und auch in Nachbarzellen gelangen [Dramsi und Cossart 

1998]. 

 

1.4.6. Anpassung an ein saures phagolysosomales Kompartiment 

Bei allen bisher beschriebenen Strategien haben die Mikroorganismen Möglichkeiten gefunden, 

nicht in ein Phagolysosom zu gelangen und so ihr Überleben zu gewährleisten. Die im folgenden 

beschriebenen Pathogene sind dagegen in der Lage, in Phagolysosomen zu überleben und sich zu 

vermehren. Zu diesen Pathogenen gehören Leishmania mexicana und Coxiella burnetti [Tjelle 

et al. 2000]. 

 
Der eukaryontische Parasit Leishmania mexicana hält sich im Makrophagen in einem 

Kompartiment auf, das als “parasitophorous vacuole“ (PV) bezeichnet wird. Dieses 

Kompartiment hat einen pH von 4,7-5,2 [Antoine et al. 1990] und beinhaltet lysosomale 

Hydrolasen [Prina et al. 1990], die lysosomalen Membran-Glykoproteine LAMP-1 und 

LAMP-2 [Russell et al. 1992; Chen et al. 1985a] und vATPase [Nelson 1987]. Da die 

Leishmanien-enthaltenden Vakuolen auch mit rab7 und Mannose-6-Phosphat Rezeptor assoziiert 

sind [Russell et al. 1992], ist es nicht eindeutig, ob dieses Kompartiment eher einem 

Phagolysosom oder einem späten Phagosom entspricht [Haas 1998]. Wichtig für das Überleben 

nicht nur dieses Pathogens ist die Verfügbarkeit von Nährstoffen [Haas 1998], welche in diesem 
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Fall durch Fusionen der Leishmanien-enthaltenden Vakuolen mit Vesikeln des endosomalen 

Kontinuums gegeben ist [Alexander und Vickerman 1975; Russell et al. 1992]. 

 
Kompartimente, die das obligat intrazelluläre Pathogen Coxiella burnetii enthalten, reifen 

ebenfalls zu Phagolysosomen [Tjelle et al. 2000]. Diese durch ihre Größe auch als “spacious 

phagosomes“ bezeichneten Kompartimente sind charakterisiert durch einen pH von 5,2 sowie 

durch die Assoziation mit LAMP-1, LAMP-2, Cathepsin D, sauren Phosphatasen und vATPase 

[Heinzen et al. 1996; Mege et al. 1997]. Um in diesem für die meisten Mikroorganismen 

toxischen Kompartiment überleben zu können, produziert Coxiella burnetti Enzyme (z. B. saure 

Phosphatasen), die zur Eliminierung oder Verhinderung der Synthese von toxischen 

Sauerstoffmetaboliten durch die Wirtszelle führen [Baca et al. 1994]. 
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Abb. II: Überlebensstrategien pathogener Mikroorganismen 

Jede der in Kapitel 1.4.3.-1.4.6. beschriebenen intrazellulären Überlebensstrategien wird am Beispiel eines 
Bakteriums repräsentiert. Dabei sind mögliche Fusionsereignisse mit endozytischen Vesikeln sowie die 
charakteristische Kompartimentierung des jeweiligen Bakteriums schematisch dargestellt. 
EE – frühes Endosom; LE – spätes Endosom; Lys – Lysosom; TfR – Transferrin-Rezeptor. 

1.5. Afipia felis 

1.5.1. Die Gattung Afipia 

Die Mitglieder der Gattung Afipia sind Gram-negativ, nicht hämolytisch, Urease-positiv, 

Oxidase-positiv, nicht fermentierenden Stäbchen, die aufgrund eines einzelnen Flagellums 

beweglich sind. Ihre DNA hat einen Guanin- und Cytosin-Anteil von 61,5-69%. Die Gattung 

Afipia wird taxonomisch in die α 2-Subklasse der Proteobakterien eingeordnet, zu der auch die 
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Gattungen Rickettsia, Brucella, Bartonella und Agrobacterium gehören. Auf der Basis 

phänotypischer Charakterisierung und DNA Verwandtschaftsbestimmungen wird die Gattung 

Afipia derzeit in 6 Arten eingeteilt: Afipia felis, Afipia clevelandensis, Afipia broomeae, Afipia 

Genospecies 1, Afipia Genospezies 2 und Afipia Genospezies 3 [Brenner et al. 1991]. Afipien 

wachsen bei 25-30°C auf BCYE-Agar und Nutrient Broth-Agar, aber bereits bei 42°C ist ihr 

Wachstum vollständig gehemmt. Nach 72 h bei 30°C erscheinen 0,5-1,5 mm große 

Einzelkolonien, die grau-weißlich, glänzend, konvex und undurchsichtig sind [English et al. 1988]. 

Die Spezies dieser Gattung sind gekennzeichnet durch die Zellwandfettsäure 11-Methyloctadec-

12-Enol. Diese Fettsäure kommt nur noch bei einigen Brucella- und Pseudomonas-Spezies vor 

und ist deshalb ein nützlicher chemischer Marker für die Gattung Afipia. Alle Isolate von Afipien, 

bis auf den einzigen Vertreter der Spezies Afipia Genotyp 3, wurden aus humanem Material 

(Lymphknoten, Sputum, Pleuralflüssigkeit, Tibialbiopsie oder durch Bronchialspülung) gewonnen. 

Afipia Genotyp 3 wurde aus Wasser isoliert [Brenner et al. 1991]. 

 

1.5.2. Die Spezies Afipia felis 

Afipia felis ist die am besten untersuchte Spezies der Gattung Afipia. Es handelt sich um 

pleomorphe Stäbchen mit einem Durchmesser von 0,2-0,5 µm und einer Länge von 0,2-2,0 µm 

[English et al. 1988], die resistent gegen ß-Lactam, Ciprofloxacin und Tetracycline, aber sensitiv 

für Aminoglycoside, Imipenem und Ceftriaxone sind. Im Gegensatz zu allen anderen Afipia-

Spezies besitzen die bisher bekannten Isolate von Afipia felis ein 44 kbp Plasmid in niedriger 

Kopiezahl [Brenner et al. 1991]. Afipia felis ist ein fakultativ intrazelluläres Bakterium, das zuerst 

in Makrophagen und Endothelzellen einer Lymphknotenbiopsie bei Patienten mit Katzen-Kratz 

Krankheit gefunden wurde [English et al. 1988]. Es ist aber auch in der Lage, in Wasser [La 

Scola und Raoult 1999] oder im Erdboden [Birkness et al. 1992] zu überleben. Dabei 

unterscheiden sich die intrazelluläre und die extrazelluläre Form von Afipia felis morphologisch 

und wahrscheinlich auch funktionell, so dass die Fähigkeit auf Agar-Nährstoffplatten zu wachsen 

bei direkt aus eukaryontischen Zellen isolierten Afipien eingeschränkt ist [Birkness et al. 1992]. 
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1.5.3. Afipia felis als Erreger der Katzen-Kratz Krankheit 

Die Katzen-Kratz Krankheit wurde erstmals von Debre et al. (1950) beschrieben. Bei dieser 

bakteriellen Infektion, von der vornehmlich Kinder betroffen sind, handelt es sich um eine 

regionale, subkutane Lymphdrüsenentzündung [Wear et al. 1983]. Häufig kommt leichtes Fieber 

und Unwohlsein hinzu. Normalerweise heilt die Krankheit nach einigen Wochen oder Monaten 

spontan ab. In seltenen Fällen, in denen dies nicht geschieht, kann es zu Lungenerkrankungen, 

entzündlichen Augenerkrankungen, Enzephalopathien oder systemischen Infektionen [English et 

al. 1988] kommen, die bei immunsuprimierten Personen tödlich enden können [Black et al. 

1986]. Seit der Beschreibung dieser Krankheit im Jahre 1950 wurden verschiedenste Bakterien 

wie Mycobakterien [Boyd und Craig 1961] oder Chlamydien [Emmons et al. 1976] als 

Verursacher angenommen. Wear et al. (1983) demonstrierten mikroskopisch die Anwesenheit 

eines pleomorphen, Gram-negativen Bakteriums in den Lymphknoten von 39 Patienten mit 

Katzen-Kratz Krankheit. Im Jahr 1988 berichteten English et al. von der Isolierung des Erregers 

dieser Krankheit. Dieses wurde von Brenner et al. (1991) charakterisiert und mit Afipia felis 

bezeichnet. Der Name Afipia ist auf das Institut zurückzuführen, an dem die erste Isolierung 

dieses Keimes gelang, Armed Forces Institute of Pathology. Der Nameszusatz “felis“ (lat. für 

Katze) geht auf den Krankheitsüberträger zurück. Die Krankheit tritt meist nach kutaner 

Inokulation auf, typischerweise nach einem Kratzer oder Biss einer Katze. Aber auch Hunde, 

Kaninchen oder scharfe Gegenstände, wie Angelhaken oder Holzsplitter, können die Bakterien 

übertragen [Jerris und Regnery 1996]. Nach der subkutanen Inokulation mit Afipien werden 

diese von Makrophagen und wahrscheinlich auch von dendritischen Zellen aufgenommen und zum 

nächstgelegenen Lymphknoten transportiert. Hier gelingt es dem Bakterium sich zu vermehren 

und andere Zellen wie zum Beispiel Endothelzellen zu infizieren [Birkness et al. 1992]. Inzwischen 

wurde mit Bartonella henselae ein mit Afipia felis nahe verwandtes Bakterium identifiziert, das 

die meisten Fälle der Katzen-Kratz Krankheit verursacht [Dolan et al. 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 Zelltypen als Wirt benutzen. Dabei bindet das Bakterium 

an die Wirtszellmembran und wird phagozytisch aufgenommen. Innerhalb der Zellen befinden sich 
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die Afipien in einem Phagosom. Abhängig vom Zelltyp sind die Bakterien in der Lage, innerhalb 

des Phagosoms zu persistieren oder sich zu vermehren. Eine Vermehrung der Afipien wurde in 

humanen Monozyten, P388D1-Zellen (murine Makrophagen), HeLa-Zellen (humane 

Epithelzellen) und HMEC-1-Zellen (humane Endothelzellen) beschrieben, während in U937, 

A431 (humane Makrophagen-Vorläuferzellen) und L929 (murine Fibroblasten) nur ein zeitlich 

begrenztes Überleben beobachtet wurde. Die Vermehrung innerhalb der Wirtszellen führt zu einer 

morphologischen Veränderung von Afipia felis. Diese werden länger, pleomorph und verändern 

außerdem ihre Proteinzusammensetzung. Wahrscheinlich ist dies der Grund dafür, dass die aus 

Zellen isolierten Afipien nur sehr langsam auf Agar-Nährstoffplatten wachsen [Birkness et al. 

1992]. Über die genaue Kompartimentierung von Afipia felis ist nur sehr wenig bekannt. Brouqui 

und Raoult (1993) konnten zeigen, dass in humanen Makrophagen und in P388D1-Maus-

makrophagen nur ein geringer Prozentsatz der mit Ferritin beladenen Lysosomen mit den Afipien-

enthaltenden Phagosomen fusioniert. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die Afipien-

enthaltenden Phagosomen in J774E-Mausmakrophagen nicht zugänglich für endozytisch 

aufgenommene Farbstoffe sind [Streker 2000; Schüttfort 2000]. Allerdings sind nur vitale Afipien 

in der Lage dieses ungewöhnliche Kompartiment zu etablieren [Le Pocher et al. 1998; Streker 

2000; Schüttfort 2000]. Wie dies geschieht, ist noch nicht geklärt. Brouqui und Raoult (1993) 

vermuten, dass die Afipien einen filtrierbaren, Proteinase K sensitiven Faktor produzieren, der die 

Fusion des Phagosoms mit Lysosomen inhibiert. 

 

1.6. Rhodococcus equi 

1.6.1. Die Gattung Rhodococcus 

Die Gattung Rhodococcus gehört zur phylogenetischen Gruppe der norcardioformen 

Actinomyceten, zu der auch die Gattungen Caseobacter, Corynebacterium, Mycobacterium 

und Nocardia gehören [Goodfellow 1987]. Rhodokokken sind Gram-positive, aerobische, 

unbewegliche, Mykolsäure-haltige, Katalase-positive Bakterien. Sie sind gekennzeichnet durch 

eine “rod-to-coccus“ Morphologie, d. h. abhängig vom Zellzyklus bilden die Rhodokokken eine 

myzelartige Struktur oder einzelne Stäbchen oder Kokken [Lechevalier 1989]. Das erste Mal 

wurde der Gattungsname Rhodococcus 1891 von Zopf verwendet. Seit dieser Zeit wurde auf 

Grund von Neuentdeckungen und besseren Bestimmungsmöglichkeiten die Zusammensetzung der 
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Gattung ständig verändert [Goodfellow und Alderson 1977]. Rhodokokken sind ubiquitär 

vorkommende Bakterien, die aus Böden, Gestein, Bohrlöchern, Grundwasser, Meeres-

sedimenten, Tierausscheidungen sowie von gesunden und kranken Menschen, Tieren und 

Pflanzen isoliert werden konnten [Goodfellow 1989; Ivshina et al. 1994]. Diese Gattung ist von 

großem kommerziellen Interesse, da viele Rhodokokken die Fähigkeit besitzen, Umweltgifte 

abzubauen und biotechnisch interessante Substanzen zu produzieren [Finnerty 1992; Warhurst 

und Fewson 1994]. Außerdem sind die Spezies dieser Gattung Krankheitserreger von Tieren, 

Pflanzen und Menschen [Finnerty 1992; Mc Neil und Brown 1994]. Zur Zeit gehören 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 granulomatösen Lunge eines Fohlens ein Bakterium, dem er 

den Namen Corynebacterium equi gab [Magnussen 1923]. Dieses Bakterium wurde in neuerer 

Zeit in Rhodococcus equi umbenannt [Skerman et al. 1980; Cornish und Washington 1999]. 

Dabei handelt es sich um ein Gram-positives, aerobes, Katalase-positives, Oxidase-negatives und 

Urease-positives Bakterium, das säurefest und resistent gegen ß-Lactam Antibiotika sein kann 

[Cornish und Washington 1999]. Es wächst bei 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 al. 1988]. Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 30°C [Hughes und 

Sulaiman 1987]. Nach 24 h sind die Kolonien 1-2 mm und nach 48 h 2-4 mm groß und haben 

ein charakteristisches Aussehen: rosa, unregelmäßig rund, glatt, semitransparent, schleimig und 

glänzend [Prescott 1991]. Rhodococcus equi ist ein Umweltkeim, der sowohl in der Luft, im 

Wasser als auch im Erdboden gefunden wird. Außer in der Antarktis ist R. equi auf allen 

Kontinenten verbreitet [Ellenberger und Genetsky 1978]. Am häufigsten wird dieses Bakterium 

im Boden oder im Dung von Pflanzenfressern gefunden. Wobei R. equi sich dort am Besten bei 

sommerlichen Temperaturen in der gemäßigten 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 

größte pathogene Potential für Tiere und Menschen [Prescott 1991]. 
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1.6.3. Rhodococcus equi als Krankheitserreger 

Rhodococcus equi ist ein fakultativ intrazelluläres Pathogen, das innerhalb von Makrophagen 

überleben und eine granulomatöse Entzündung hervorrufen kann. In allen Wirts-Spezies ist die 

Lunge das am häufigsten betroffene Organ. Dort kann eine Infektion mit R. equi von einer 

granulomatösen Pneumonie bis zu einem Lungenabzess führen. Außerdem verursacht R. equi 

Lymphadenitis, Wundinfektionen, Abzesse in unterschiedlichen Regionen des Körpers und 

ulzerative Kolitis [Johnson et al. 1983; Zink et al. 1986]. Seit seiner Entdeckung im Jahre 1923 

ist dieses Bakterium sehr häufig in der veterinärmedizinischen Literatur als Verursacher einer 

Bronchopneumonie bei Fohlen beschrieben worden, die jünger als 6 Monate sind [Takai et al. 

1997]. Es gibt aber auch Fallbeschreibungen über durch R. equi verursachte Lymphadenitis beim 

Schwein [Prescott 1991; McNeil und Brown 1994] und ulzerative Lymphangitis beim Rind 

[Neave 1951]. In den letzten Jahren haben die Berichte über durch R. equi verursachten 

Erkrankungen beim Menschen zugenommen [Bell et al. 1998]. Dabei sind die meisten Fälle auf 

eine Dysfunktion des Immunsystems zurückzuführen. So haben Menschen mit einer HIV-

Infektion, einer Krebserkrankung oder durch eine transplantationsbedingte Immunsuppression ein 

erhöhtes Risiko, an R. equi zu erkranken [Verville et al. 1994]. Am häufigsten werden AIDS-

Patienten von diesem Bakterium befallen [Mosser und Hondalus 1996; Linder 1997], was zum 

Teil zu tödlichen Infektionen führt [Emmons et al. 1991; Harvey und Sunstrom 1991; Mastroianni 

et al. 1994]. Aber es gibt auch vereinzelte Fall-beschreibungen von R. equi-Infektionen bei 

immunkompetenten Patienten [Linares et al. 1997; Kedlaya et al. 2001]. Die Pneumonie ist die 

häufigste klinische Manifestation einer Erkrankung mit R. equi, wobei diese mit Fieber, Nacken-

schmerzen, unproduktivem Husten und Dyspnoe beginnt [Harvey und Sunstrom 1991]. Die 

Übertragung 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 ist ein fakultativ intrazelluläres Bakterium, das ausschließlich mononukleäre 

Phagozyten infiziert [Hondalus 1997]. Das mit Komplement opsonisierte Bakterium bindet an den 

CR 3 (CD11b/CD18), der auch als Mac-1 bezeichnet wird und induziert so seine Aufnahme in 

die Wirtszelle [Mosser und Hondalus 1996]. Innerhalb des Makrophagen befinden sich die 
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Rhodokokken in einem Phagosom, das nicht mit Lysosomen fusioniert und dadurch 

Charakteristika eines frühen Endosoms aufweist [Zink et al. 1987; Hietala und Ardans 1987]. In 

diesem eng anliegenden Vesikel können sich die Rhodokokken nach einer Ruhephase von einigen 

Stunden vermehren, wobei die Verdopplungszeit in Mausmakrophagen 6-8 h beträgt [Hondalus 

und Mosser 1994]. Der Mechanismus der zellulären Aufnahme ist entscheidend für die 

Etablierung dieses Kompartiments. So können die über den Fc-Rezeptor aufgenommenen R. 

equi nicht die Phagolysosom-Bildung verhindern und werden deshalb sehr schnell von den 

Makrophagen abgetötet [Hietala und Ardans 1987]. Eine R. equi Infektion kann toxisch für den 

Makrophagen sein. Schon nach einer Infektionszeit von 8 h sind viele der infizierten 

Makrophagen irreversibel geschädigt [Zink et al. 1987; Hietala und Ardans 1987]. Hietala und 

Ardans (1987) spekulierten, dass die reduzierte Vitalität der infizierten Makrophagen auf die 

durch Rhodokokken induzierte nicht spezifische Degranulierung von Lysosomen ins Wirtszytosol 

zurückzuführen ist. Ob dies die Ursache oder aber die Folge der Schädigung der Makrophagen 

ist, muss noch geklärt werden. Welche Faktoren zur Etablierung der R. equi innerhalb des 

Makrophagen beitragen, ist noch nicht vollständig erforscht. Zu den mutmaßlichen Virulenz-

mechanismen gehören die Polysaccharidkapsel, die Cholesterin-Oxidase, die Phospholipasen, die 

Mykolsäure-haltige Zellwand und VapA, das von einem Virulenz-assoziierten Plasmid kodiert 

wird [Hondalus 1997], deren Wirkungen im folgenden beschrieben werden. Die Polysaccharid-

kapsel verhindert die Aufnahme der Bakterien durch Phagozyten [Prescott 1991]. Dadurch 

können die Wirtszellen nur opsonisierte Bakterien phagozytieren, und dieser Aufnahmeweg ist 

entscheidend für das Überleben der R. equi innerhalb der Makrophagen. Die Cholesterin-

Oxidase ist ein Exoenzym, das auch als “equi factor“ bezeichnet wird. Sowohl die Cholesterin-

Oxidase als auch die Phospholipasen wirken unterstützend auf die Lyse der Wirtszellmembran 

und wahrscheinlich auch auf die Lyse der Lysosomenmembran [Smola et al. 1994; Hondalus 

1997] und somit auf den Vitalitätsverlust der Makophagen. Die Zellwand der Rhodokokken 

besteht größtenteils aus Mykolsäure-haltigen Glykolipiden, die ebenfalls zur Pathogenität der 

R. equi beitragen. Es wurde beobachtet, dass Stämme mit einer längeren Mykolsäure zur 

Entstehung eines größeren Granuloms führen und eine höhere Letalität für infizierte Mäuse 

aufweisen als Mykolsäuren mit einer kürzeren Kohlenstoffkette [Gotoh et al. 1991]. Der bisher 

am besten untersuchte Virulenzfaktor ist allerdings ein von einem Plasmid kodiertes sehr antigenes 

Proteolipid, VapA. Es wurde beobachtet, dass nur virulente R. equi-Stämme dieses 15-17 kDa 
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Antigen exprimieren [Chirino-Trejo und Prescott 1987]. Außerdem sind nur die Isolate, die 

dieses Protein exprimieren, virulent für Mäuse [Takai et al. 1991a]. Sowohl Takai et al. (1991b) 

als auch Tkachuk-Saad und Prescott (1991) berichteten, dass alle dieses Antigen exprimierenden 

Isolate auch ein 85 kbp Plasmid enthalten. In weiteren Studien konnte bestätigt werden, dass 

dieses 85 kbp Plasmid für das als VapA bezeichnete 15-17 kDa Antigen kodiert [Takai et al. 

1993; Tan et al. 1995]. Ein R. equi-Stamm, der dieses Plasmid enthält und somit VapA 

exprimiert, kann sich schnell innerhalb des Makrophagen vermehren. Im Gegensatz dazu wird ein 

isogener Stamm ohne diese 85 kbp Plasmid vom Makrophagen getötet [Hondalus und Mosser 

1994]. In der Maus, sowohl in vitro als auch in vivo, ist das Vorhandensein dieses Plasmids mit 

Virulenz assoziiert [Mosser und Hondalus 1996]. Auch beim Pferd besitzen praktisch alle 

klinischen R. equi-Isolate dieses Plasmid und exprimieren VapA [Hondalus 1997]. Im Gegensatz 

dazu wurde in einer Studie gezeigt, dass nur 8 von 39 aus infizierten Menschen isolierten R. equi 

dieses Plasmid enthielten [Takai et al. 1994]. Interessanterweise enthielten 173 von 234 Sand- 

und Bodenproben von 155 Parkanlagen und 49 Gärten in Japan insgesamt 1.249 Rhodococcus 

equi Isoate, aber kein einziges enthielt das VapA-exprimierende Plasmid [Takai et al. 1996]. 

Rhodokokken mit VapA-exprimierendem Plasmid kommen wahrscheinlich nur in unmittelbarer 

Umgebung (infizierter) Pferde und besonders in Pferdedung vor und von dort erfolgt 

wahrscheinlich die Verbreitung. Auch die kürzlich publizierte Gesamtsequenz des 85 kbp 

Virulenz-assoziierten Plasmids [Takai et al. 2000] gibt keine offensichtlichen Hinweise, welche 

plasmidkodierten Faktoren für die Virulenz von Rhodokokken notwendig sind, obwohl VapA 

und eine 6-Mitglieder-Familie mit ähnlicher Aminosäuresequenz möglicherweise nicht nur 

Virulenzmarker, sondern für die Virulenz wichtige Proteine sind. VapA alleine kann jedoch nicht 

das Fehlen des VapA-exprimierenden Plasmids in Virulenz-experimenten funktionell ersetzen 

[Giguere et al. 1999]. 
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1.7. Ziel dieser Arbeit 

Zunächst sollte die intrazelluläre Kompartimentierung von Afipien felis in Makrophagen 

untersucht werden. Da bereits bekannt war, dass die Afipien-enthaltenden Phagosomen nicht zu 

einem Phagolysosom reifen, sollte der Frage nachgegangen werden, ob Afipien die normale 

Phagosomenreifung blockieren oder ein nicht endozytisches Kompartiment etablieren. 

Anschließend sollte dieses ungewöhnliche Kompartiment analysiert werden. Dazu war es nötig, 

eine Methode zur Isolierung möglichst reiner Phagosomen zu etablieren. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Kompartimentierung von Rhodococcus equi in 

Makrophagen sowie die durch Rhodokokken vermittelte Zytotoxizität zu untersuchen. Dabei 

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

2.1. Chemikalien 

– 1,10-Phenanthrolin-Monohydrat Sigma 

– 2,4,6-Tris(Dimethylaminomethyl)Phenol Serva 

– 6-Amino-n-Capronsäure Merck 

– ß-Mercaptoethanol Roth 

– ABTS [2,2´-Azinobis(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonsäure)] Sigma 

– ACES [N-(Carbamoylmethyl)-2-Aminoethansulfonsäure] Sigma 

– Acrylamidlösung Roth 

– Agar Difco 

– Aktivkohle Sigma 

– APS [Ammoniumperoxodisulfat] Merck 

– Ascorbinsäure Sigma 

– Benzonase Merck 

– BioRad DC Protein Assay  Bio Rad 

– Brain Heart Infusion Difco 

– Bromphenol Blau Merck 

– Cacodylsäure Natrium-Trihydrat Roth 

– Casaminosäuren Difco 

– Charcoal Agar Difco 

– Cyclodextrin Merck 

– Dinatriumhydrogenphosphat Merck 

– DMSO [Dimethylsulfoxid] Sigma 

– Dodecenylsuccinisches Anhydrid Serva 

– DTT [1,4-Dithiothreitol] Roth 

– E64 [trans-Epoxysuccinyl-L-Leucylamido-(4-Guanidino)Butan] Sigma 

– ECL Chemiluminiscence Kit Amersham  

– EGTA Sigma 

[Ethylen Glykol-bis(ß-Aminoethylether)N,N,N´,N -́Tetraessigsäure] 
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– Eisen(II)sulfat Merck 

– Eisen(III)chlorid Hexahydrat Roth 

– Ethanol Roth 

– FCS [Fetales Kälberserum] Gibco 

– Ficoll – 70.000 Mw Sigma 

– Ficoll-Plaque Amersham  

– Glutardialdehyd Merck 

– Glutathion Merck 

– Glycerin (87%) Merck 

– Glycidether Serva 

– Glycin Merck 

– Hefe-Extrakt Difco 

– Hepes [N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N´-(3-Propansulfonsäure)] Serva 

– HRP (Meerrettich Peroxidase) Sigma 

– Kaliumchlorid  Merck 

– Kaliumdihydrogenphosphat  Merck 

– Kaliumhydroxid  Merck 

– Kalziumchlorid Merck 

– L-Cystein Sigma 

– L-Cystin Merck 

– Leupeptin Hydrochlorid  Sigma 

– L-Lysin Merck 

– L-Prolin Sigma 

– Magermilchpulver Saliter 

– Magnesiumchlorid Ferak 

– MES [Morpholinoethansulfonsäure] Sigma 

– Methanol Roth 

– Methylnadic Anhydrid  Serva 

– Mowiol Sigma 

– Natriumacid Merck 

– Natriumacetat  Merck 
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– Natriumcarbonat  Merck 

– Natriumchlorid  Roth 

– Natrium-Glutamat Merck 

– Natriumjodid Merck 

– Nicotinsäure Merck 

– Osmiumtetroxid  Roth 

– Paraformaldehyd Merck 

– Pefabloc  Boehringer Mannheim 

– Pepstatin A Sigma 

– PIPES [Piperazin-N,N´-bis(2-Ethansulfonsäure)] Serva 

– p-Nitrophenyl-ß-D-Galaktopyranosid Sigma 

– Propylenoxid Merck 

– Ribonuklease [RNase Typ I-A] Sigma 

– RPMI Gibco BRL 

– Salzsäure Merck 

– Saponin Sigma 

– SDS [Natriumdodecylsulfat] Roth 

– Saccharose Sigma 

– TEMED [N,N,N´,N -́Tetramethylethylendiamin] Serva 

– Tris [2-Amino-2-(Hydroxylmethyl)-1,3-Propandiol] Roth 

– Triton X-100 Sigma 

– Trypanblau Gibco BRL 

– Tween 20 Roth 

– Uranylacetat Dihydrat Merck 

– Wasserstoffperoxid Fluka 

– Ziegenserum PAA 

– Zitronensäure Sigma 
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2.2. Verbrauchsmaterialen 

– 1 ml Kryotubes Greiner bio-one 

– 1,5 ml Reagiergefäße Sarstedt 

– 12 mm Deckgläschen Menzel Gläser 

– 15 ml Greinerröhrchen Greiner bio-one 

– 24-well Gewebekulturplatten  Laborbedarf Schubert 

– 50 ml Greinerröhrchen Greiner bio-one 

– 96-well Flachbodenplatten Greiner bio-one 

– Einmalküvetten Hartenstein 

– FACS-Röhrchen Hartenstein 

– Objektträger Marienfeld 

– PVDF Membran Pharmacia Biotech 

– Serologische Pipetten Sarstedt 

– SW40Ti Röhrchen  Konrad Beranek 

– Whatman Papier Hartenstein oder Sarstedt 

– X-ray Filme 13 x 18 cm, 100NIF Noras 

– Zellkulturschalen (90 mm) Laborbedarf Schubert 

 

2.3. Geräte 

– Autoklaven Webeco 

– Blotkammer Biotec-Fischer 

– Brutschränke Nunc, Heraeus 

– Dura Grind Homogenisator Zinsser Analytic 

– Elektronenmikroskop (TEM 10) Zeiss 

– ELISA-Reader (MR 600) Dynatech Laboratories 

– Fluoreszenzmikroskop (Dialux 20) Leica 

– Gefrierschränke Privileg, New Brunswick Scintific 

– Gummischaber (Rubber policeman) Hartenstein 

– Heizblock Hartenstein 
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– Konfokales Lasermikroskop (CLSM) Leica 

– Lichtmikroskop (CK2) Olympus 

– Mikroliter Pipetten Brand 

– pH-Meter (WTW pH 523) Hartenstein 

– Photometer (Ultraspec  III) Pharmacia Biotech 

– Röntgenfilm-Entwickler Kodak 

– Schüttelinkubator Hartenstein 

– Spannungsquelle Pharmacia Biotech 

– Sterilbank Heraeus, Nuaire, Gelaire, Envirco 

– Ultrazentrifuge (L8-55M)  Beckman 

– Vortexer  Hartenstein 

– Waage Satorius, Hartenstein 

– Wasserbäder Memmert, Hartenstein 

– Westernblot-Apparatur E-C Apparatus Corporation 

– Zählkammer (Neubauer improved) Brand 

– Zentrifugen Beckman, Heraeus, Eppendorf 

 

 

2.4. Verwendete Farbstoffe 

Farbstoff Stammlösung Endkonzentration Firma 

OvTR 5 mg/ml H2O 15 µg/ml Molecular Probes 

NHS-CF 10 mg/ml DMSO 200 µg/ml Molecular Probes 

NHS-TR 10 mg/ml DMSO 200 µg/ml Molecular Probes 

7-AAD wie geliefert 1:50 Pharmingen 

Annexin V-PE wie geliefert 1:50 Pharmingen 

PI 1 mg/ml H2O 50 µg/ml Sigma 

OvTR: Ovalbumin Texas Red 
NHS-CF: 5-(und-6)Carboxyfluorescein, Succinimidyl Ester, gemischte Isomere 
NHS-TR: Texas Red-X, Succinimidyl Ester, gemischte Isomere 
7-AAD: 7-Amino-actinomycin D 
Annexin V-PE: Annexin V-Phycoerythrin 
PI: Propidium Jodid 
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2.5. Kulturmedien und Agarplatten 

BCYE-Medium 

Hefe-Extrakt 10 g 
ACES 2 g 
Aktivkohle 2 g 
KOH (1M) 10 ml 

ad 1000 ml aqua dest.  und nach dem Autoklavieren Zugabe von: 

L-Cystein 0,4 g 
FeCl3 x 6H2O  0,143 g 

 

 

BCYE-Platten 

Hefe-Extrakt 10 g 
ACES 2 g 
Aktivkohle 2 g 
KOH (1M) 10 ml 
Agar 18 g 

ad 1000 ml aqua dest.  und nach dem Autoklavieren und Abkühlen auf  
etwa 50-60°C Zugabe von: 

L-Cystein 0,4 g 
FeCl3 x 6H2O  0,143 g 

 

 

BHI-Medium 

BHI 37 g 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

BHI-Platten 

BHI 37 g 
Agar 18 g 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

RPMI-Komplettmedium 

RPMI 1640 mit 2mM Glutamin 500 ml 
FCS 50 ml 
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Stainer-Scholle-Flüssigmedium (5x) 

Natrium-Glutamat x H2O 53,5 g 
Prolin 1,2 g 
NaCl 12,5 g 
KH2PO4 2,5 g 
KCl 1,00 g 
MgCl2 x 6 H2O 0,50 g 
Tris 7,63 g 

ad 1000 ml aqua dest.   und pH mit HCl auf 7,6 einstellen 
 

 
Supplement 

Cystin 200 mg 
Konz. HCl 0,5 ml 
FeSO4 x 7 H2O 50 mg 
Ascorbinsäure 100 mg 
Nicotinsäure 20 mg 
Glutathion 500 mg 

ad 50 ml aqua dest.   -   danach steril filtrieren 
 

 
Stainer-Scholle-Flüssigmedium (1x) 

Stainer-Scholle-Flüssigmedium (5x) 20 ml 
Supplement 1 ml 
Casaminosäuren 100 mg 
Cyclodextrin 50 mg 
CaCl2 x H2O 2,64 mg 

ad 100 ml aqua dest. 
 

 

Charcoal Agar 

Charcoal Agar 62,5 g 

ad 1000 ml aqua dest. 
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2.6. Lösungen und Puffer 

ß-Galaktosidase-Reaktionslösung 

Triton X-100 (20%) 700 µl 
1 M Zitratpuffer (pH 3,5) 3 ml 
p-Nitrophenyl-ß-D-Galaktopyranosid 0,04515g 
aqua dest. 16,3 ml 

 

 

2D-Lysispuffer (von der AG Desjardins erhalten) 

Urea (8 M) 9,6 g 
Thiourea (2 M) 3,0 g 
CHAPS (4% w/v) 0,8 g 
DTT (40 mM) 0,125 g 
Tris (20 mM) 0,05 g 
IPG Puffer 400 µl 
Bromphenol Blau (0,5%) 100 µl 

 

 

Annexin V-Bindepuffer (pH 7,4) 

Hepes 10 mmol/l 
NaCl 150 mmol/l 
KCl 5 mmol/l 
MgCl2 1 mmol/l 
CaCl2 1,8 mmol/l 

 

 

Anodenpuffer I 

Tris 36 g 
Methanol 200 ml 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

Anodenpuffer II 

Tris 3,03 g 
Methanol 200 ml 

ad 1000 ml aqua dest. 
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Blocking Puffer 

Saponin 0,1 % 
Ziegenserum 5,0 % 

in PBS 
 

 

Cacodylatpuffer (0,2 M) 

Cacodylatsäure Natrium-Trihydrat 42,8 g 

ad 1000 ml aqua dest.   und pH auf 7,2 einstellen 
 

 

EGTA-Stammlösung (50 mM) 

EGTA 19 g/l 

pH mit KOH auf 8,0 einstellen 
 

 

Einfriermedium 

DMSO  14,0 % 

in RPMI 1640/2mM Glutamin und 10% FCS 
 

 

Epon 

Komponente A 12,3 g 
Komponente B 10,4 g 
2,4,6-Tris(Dimethylaminomethyl)Phenol 0,4 g 

 

∗Komponente A 

Glycidether 37,20 g 
Dodecenylsuccinic Anhydrid 50,50 g 

 

 

∗Komponente B 

Methylnadic Anhydrid 54,25 g 
Glycidether 60,00 g 
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Extraktionspuffer für SubG1-Technik (pH 7,8) 

Na2HPO4 9 Teile 50,00 mM 
Zitronensäure 1 Teil 25,00 mM 
Triton X-100  0,1 % 
NaN3 0,01 % 

 
 

Färbepuffer für Apoptosemessung [SubG1-Technik] (pH 6,8) 

PIPES 10,00 mM 
NaCl 0,10 N 
MgCl2 2,00 mM 
Triton X-100 0,10 % 
NaN3 0,02 % 

 

 

Ficoll-Cushion 

Ficoll (70.000) 3 g 
Saccharose 1 g 
EGTA-Stammlösung 0,2 ml 
Hepes/KOH-Stammlösung 2,0 ml 

ad 20 ml aqua dest. 

 
 

Fixierungspuffer für SubG1-Technik 

Ethanol 70% 
PBS 20% 
aqua dest. 10% 

 

 

Hepes/KOH-Stammlösung (200 mM) 

Hepes 47,66 g/l 

pH mit KOH auf 7,2 einstellen 
 

 

Homogenisierungspuffer 

Saccharose 85,58 g 
EGTA-Stammlösung 10 ml 
Hepes-KOH-Stammlösung  100 ml 

ad 1000 ml aqua dest. 
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HRP-Reaktionslösung 

Triton X-100 (20%) 250 µl 
1 M Natriumacetat (pH 5,0) 2,5 ml 
aqua dest. 7,5 ml 
ABTS 5 mg 
H2O2 (erst kurz vor Reaktionsstart zugeben) 3,4 µl 

 

 

Karnovsky-Puffer 

PFA-Lösung (8%) 2,5 ml 
Glutardialdehydlösung 1,0 ml 
Cacodylatpuffer (0,2 M) 5,0 ml 
H2O 1,5 ml 

 

 

Kathodenpuffer 

Tris 3,03 g 
6-Amino-n-Capronsäure 5,25 g 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

KLBM-Puffer (Kyriakis Lysis Buffer Modified) 

1 M Hepes/KOH (pH 7,4) 200 µl 
0,25 M EGTA (pH 8,0) 80 µl 
NaF 21 µg 
ß-Glycerophosphat 108 µg 
Glyzerin (87%) 1,15 ml 
Triton X-100 100 µl 
NaN3-Stammlösung (10%) 40 µl 

ad 10 ml aqua dest. 

Vor der Verwendung Zugabe von:  

DTT (1M) 10 µl 
Protease-Inhibitor Cocktail (50x) 200 µl 
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Lämmli-Puffer 

1 M Tris/HCl (pH 6,8) 5 ml 
SDS 0,8 g 
Glycerin (87%) 4,6 ml 
ß-Mercaptoethanol 0,4 ml 
Bromphenol Blau 0,01% 

ad 25 ml aqua dest. 
 

 

Laufpuffer (1x) 

Laufpuffer (10x) 100 ml 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

Laufpuffer (10x) 

Tris 30,3 g 
Glycin 144,2 g 
SDS 10,0 g 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

Mowiol 

Glycerin 6,0 g 
Mowiol 4-88 Hoechst 2,4 g 

1 h bei RT rühren 

aqua dest.  6 ml 

2 h bei RT rühren 

0,2 M Tris/HCl (pH 8,8) 12 ml 

10 min bei 50°C rühren, anschließend 15 min bei 5000 U/min zentrifugieren und den Überstand 
bei –20°C aufbewahren 

 

 

MPT 

Milchpulver 5 g 

ad 100 ml PBS/Tween 
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PBS (1x) 

PBS (20x) 50 ml 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 
PBS (20x) 

NaCl 160 g 
KCl 4 g 
KH2PO4 4 g 
Na2HPO4 18,35 g 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

PBS/Tween 

PBS (20x) 50,0 ml 
Tween 20 0,5 ml 

ad 1000 ml aqua dest. 
 

 

PLP (10x) 

MES (200 mM) 1,952 g 
NaCl (700 mM) 2,045 g 
KCl (50 mM) 0,186 g 
MgCl2 (50 mM) 0,510 g 
L-Lysin (700 mM) 6,420 g 
EGTA (20 mM) 0,152 g 

ad 50 ml aqua dest.  und pH auf 7,5 einstellen 
 

 

PLPS-Fixierungsmittel 

PLP (10x) 1 ml 
Paraformaldehyd (8% in aqua dest.) 4,38 ml 
aqua dest.  4,62 ml 
Saccharose 0,45 g 
NaJO4 21,4 mg 
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50x Protease-Inhibitor Cocktail (Endkonzentrationen) 

Leupeptin [Stammlösung: 1 mg/ml aqua dest.] 1 µM 
1,10-Phenanthrolin [Stammlösung: 0,75 mM 

99,1 mg/ml Ethanol] 
Pepstatin A [Stammlösung: 1 mg/ml aqua dest.] 1 µM 
E64 [Stammlösung: 1 mg/ml aqua dest.] 2 µM 
Pefabloc [Stammlösung: 50 mg/ml aqua dest.] 1 mM 

 

 

Sammelgel 

1,0 M Tris (pH 6,8) 1,25 ml 
Acrylamidlösung 1,7 ml 
aqua dest. 6,8 ml 
SDS (20%) 0,1 ml 
APS (10%) 0,1 ml 
TEMED 10 µl 

 

 

Strippingpuffer 

Tris 3,63 g 
SDS 10,00 g 

ad 500 ml aqua dest.  und pH mit HCl auf 7,6 einstellen 

vor jedem Gebrauch Zugabe von 700 µl ß-Mercaptoethanol je 100 ml Strippingpuffer 
 

 

Saccharose-Lösungen 
 

65% Saccharose 

Saccharose  32,5 g 
EGTA-Stammlösung  0,5 ml 
Hepes/KOH-Stammlösung 5,0 ml 

ad 50 ml aqua dest. 
 

 

55% Saccharose 

Saccharose  27,5 g 
EGTA-Stammlösung 0,5 ml 
Hepes/KOH-Stammlösung 5,0 ml 

ad 50 ml aqua dest. 
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32,5% Saccharose 

Saccharose 16,25 g 
EGTA-Stammlösung 0,5 ml 
Hepes/KOH-Stammlösung 5,0 ml 

ad 50 ml aqua dest. 
 

 

10% Saccharose 

Saccharose 5 g 
EGTA-Stammlösung 0,5 ml 
Hepes/KOH-Stammlösung 5,0 ml 

ad 50 ml aqua dest. 
 

 

Trenngel (10%) 

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 
Acrylamidlösung 3,3 ml 
aqua dest. 4,0 ml 
SDS (20%) 0,1 ml 
APS (10%) 0,1 ml 
TEMED 10 µl 

 
 

2.7. Antikörper 

2.7.1. Primäre monoklonale Antikörper 

Antigen Spezies Herkunft Referenz 

LAMP-1  
(Klon 1D4B) Ratte 

U.Schaible, Berlin 
Orginal: Development 
Study Hybridoma Bank 

[Chen et al. 1985b] 

Transferrin Rezeptor 
(Klon H68.4) Maus Zymed [Cameron et al. 1991] 

LAMP-2 
(Klon ABL-93) Ratte 

U. Schaible, Berlin  
Orginal: Development 
Study Hybridoma Bank 

[Chen et al. 1985a] 

Afipia felis 
(Klon 1B3-2) Maus D. Raoult und H. 

LePocher, Marseille  [Yu und Raoult 1994] 

EEA1 Maus BD Transduction Labs [Mu et a. 1995] 
LAMP-1(Klon BB6) Maus M. Fukuda, La Jolla  [Carlsson et al. 1988] 
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2.7.2. Primäre polyklonale Kaninchenantikörper 

Antigen Herkunft Referenz 

Calnexin A. Helenius, Zürich [Herbert et al. 1996] 

GM-130 M. Lowe, Manchester [Nakamura et al. 1997] 

TOM-20 K. Mihara und H. Suzuki, 
Kyushu 

[Iwahashi et al. 1997] 

vATPase (33 kDa) D. Brown, Boston und Y. 
Moriyama, Osaka [Moriyama et al. 1995] 

Cathepsin D E. Kominami, Tokyo [Ishidoh et al. 1999] 

EEA1 G. Mills und M. Clague, 
Liverpool 

[Mills et al. 1998] 

rab5 P. van der Sluijs, Utrecht [Bottger et al. 1996] 
TACO J. Pieters, Basel [Ferrari et al. 1999] 

VAMP 8 W. Antonin und R. Jahn, 
Göttingen [Fasshauer et al. 1999] 

 

2.7.3. Sekundäre gekoppelte Antikörper 

Antigen Spezies Herkunft gekoppelt an 

Kaninchen IgG Ziege Dianova HRP 

Ratten IgG Ziege Dianova HRP 

Maus IgG Ziege Dianova HRP 

Kaninchen IgG Ziege Molecular Probes Alexa Fluor 488 

Maus IgG Ziege Molecular Probes Alexa Fluor 488 

Ratten IgG Ziege Molecular Probes Alexa Fluor 488 

 

 

2.8. Angaben zu den Herstellern 

American Type Culture Collection, Manassas, VA,USA 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany 
Beckman, Palo Alto, CA, USA 
Beranek, Weinheim, Germany 
Bio Rad Laboratories, München, Germany 
Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen, Germany 
Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany 
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Brand, Wertheim a.M., 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, Italy 
Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Germany 
Greiner bio-one, Frickenhausen, Germany 
Hartenstein, Würzburg, Germany 
Heraeus, Hanau, Germany 
Kodak, Stuttgart, Germany 
Laborbedarf Schubert, Wackersdorf, Germany 
Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany 
Menzel-Gläser, Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk, Braunschweig, Germany 
Merck, Darmstadt, Germany 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA 
New Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ, USA 
Noras, Würzburg, Germany 
Nuaire, Integra Biosiences (IBS), Fernwald, Germany 
Nunc, Wiesbaden, Germany 
Olympus Optical, Hamburg, Germany 
PAA, Cölbe, Germany 
Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen, Germany 
Privileg, Quelle AG, Fürth, Germany 
Roth, Karlsruhe, Germany 
Saliter, J.M. Gabler Saliter - Milchwerk, Obergünzburg, Germany 
Sarstedt, Nürnbrecht, Germany 
Serva, Heidelberg, Germany 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany 
Webeco, Bad Schwartau, Germany 
Zinsser Analytic, Frankfurt, Germany 
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2.9. Zellkultur 

2.9.1. Lagerung und Kultivierung von J774E und J774A.1 

J774 ist eine murine Makrophagen-Zelllinie. Die in 1,0 ml-Kryotubes in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrten Zellen (6,0x106/ml Einfriermedium) wurden in warmen Wasser (37°C) aufgetaut. 

Die Zellsuspension wurde in ein mit 10 ml RPMI-Komplettmedium gefülltes 15 ml-

Greinerröhrchen pipettiert. Nach der Zentrifugation (1200 U/min, 8 min, RT) wurden die Zellen in 

RPMI-Komplettmedium resuspendiert, gezählt (Trypanblau-Ausschlussmethode) und in 90 mm 

Zellkulturschalen überführt. Jeden zweiten Tag wurden die Zellen im Verhältnis 1:2 bzw. 1:3 

gesplittet.  

Für alle Experimente wurde der Klon J774E, der den Mannoserezeptor auf der Plasmamembran 

sehr stark exprimiert [Fiani et al. 1998] verwendet. Nur bei der Phagosomenisolierung für die 

2D-Gel-Analyse wurde der Klon J774A.1 verwendet. Dieser Klon exprimiert den Mannose-

rezeptor in wesentlich geringerem Ausmaß. 

 

2.9.2. Isolierung von humanen Monozyten 

2.9.2.1. Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten durch Dichtegradientenzentrifugation 

Venöses humanes Vollblut von gesunden Spendern wurde mit Heparin versetzt und zu gleichen 

Teilen mit PBS verdünnt. In ein 50 ml-Greinerröhrchen wurde 10 ml Ficoll Paque vorgelegt, mit 

35 ml Blut-PBS-Gemisch überschichtet und zentrifugiert (1300 U/min, 45 min, RT). Der durch 

Dichtegradienten-Zentrifugation entstandene Interphasenring wurde mit einer Pasteurpipette 

vorsichtig abgenommen, die darin enthaltenen peripheren Blutlymphozyten (PBL) dreimal mit 

50 ml PBS gewaschen (1300 U/min, 10 min, 4°C). Anschließend wurden die PBL in RPMI-

Komplettmedium aufgenommen und in 24-well-Platten ausgesät. 
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2.9.2.2. Gewinnung von humanen Monozyten aus PBL 

Die PBL wurden in 24-well-Platten mit oder ohne 12 mm Deckgläschen pipettiert und für 3 h 

inkubiert (37°C, 5% CO2). Danach wurden die nicht adhärenten Zellen durch dreimaliges 

Waschen mit warmen PBS entfernt. Bei den verbleibenden adhärenten Zellen handelt es sich mit 

einer Reinheit von circa 80% um Monozyten. 

 

2.9.3. Anzucht von Bakterien 

2.9.3.1. Anzucht von Afipia felis 

Afipia felis (ATCC 53690) wurde auf BCYE-Platten bei 30°C angezogen. Für alle 

Infektionsexperimente wurden 3-4 Tage alte Kolonien verwendet. Dazu wurden die Bakterien 

mittels einer Impföse vom Nährboden 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. Für alle Infektionsexperimente wurde R. equi als Schüttelkultur (190 U/min) über 

Nacht bei 37°C in BHI Medium angezogen und durch Zentrifugation in einer Minifuge 

(8000 U/min, 5 min, RT) geerntet. 

 

2.9.3.3. Anzucht von Listeria innocua 

Listeria innocua (Serotyp 6b, aus der Stammsammlung des Lehrstuhls für Mikrobiologie der 

Universität Würzburg) wurde auf BHI-Platten bei 37°C angezogen. Für alle Infektions-

experimente wurde L. innocua als Schüttelkultur (190 U/min) über Nacht bei 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 (TI∆tox und Bp347 von R. Gross, Institut für Mikrobiologie der Universität 

Würzburg) wurde auf Charcoal Agar-Platten bei 37°C angezogen. Für alle Infektionsexperimente 

wurde B. pertussis als Schüttelkultur (190 U/min) über Nacht bei 37°C in Stainer-Scholle-

Flüssigmedium angezogen und durch Zentrifugation in einer Minifuge (8000 U/min, 5 min, RT) 

geerntet. 

 

2.9.4. Ermittlung der Bakterienzellzahl 

Im Bereich geringer Zelldichten ist die Anzahl an Bakterien in einer Kultur direkt proportional zur 

optischen Dichte der Bakteriensuspension. Deshalb wurden alle verwendeten Bakterien in PBS 

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

Es ergeben sich folgende Beziehungen zwischen gemessener optischer Dichte und Lebend-

Zellzahlen: 

Afipia felis: 1 OD600 = 2,8 x 108 

Rhodococcus equi: 1 OD600 = 2,0 x 108 

Listeria innocua: 1 OD600 = 2,0 x 108 

Bordetella pertussis: 1 OD600 = 1,0 x 109 

 

 

2.9.5. Vorbehandlung der Bakterien 

2.9.5.1. Vorbehandlung mit Paraformaldehyd 

Die Bakterien (Afipia felis oder Rhodococcus equi) wurden in 1% Paraformaldehyd (PFA) in 

PBS aufgenommen und für 2 h bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Bakterien einmal mit 

50 mM NH4Cl und dreimal mit PBS gewaschen. Wie A. Schüttfort (dieses Labor) zeigen konnte, 

werden durch diese Behandlung 99,9-100% der Bakterien getötet [Schüttfort 2000]. 
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2.9.5.2. Opsonisierung 

Unbehandelte oder mit PFA getötete Afipien wurden mit 1% monoklonalem Antikörper (Klon 

1B6-4) in RPMI-Komplettmedium für 30 min bei 37°C auf einem Schüttler inkubiert.  

 

2.9.6. Färbung von Bakterien und Zymosan 

Vor der Infektion wurden die Bakterien sowie Zymosan mit den Fluoreszenzfarbstoffen NHS-CF 

(grün) oder NHS-TR (rot) markiert. Dazu wurden die Bakterien und Zymosan einmal mit PBS 

gewaschen (8000 U/min, 5 min, RT), in 100 mM NaHCO3 (pH 8,8) aufgenommen und mit dem 

jeweiligen Farbstoff [200 µg/ml] inkubiert (30 min, 4°C, im Dunkeln). Danach wurden die 

Bakterien und Zymosan einmal mit Tris/HCl (pH 7) und zweimal mit PBS gewaschen (8000 

U/min, 5 min, RT).  

 

2.10. Quantifizierung 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 Deckgläschen in einer 24-well-Platte adhärenten J774E-Makrophagen wurden 

mit 15 µg Ovalbumin Texas Red (OvTR) in 1 ml RPMI-Komplettmedium inkubiert. Nach 16 h 

Inkubation (37°C, 5%CO2) wurde das farbstoffhaltige Medium entfernt, die Zellen dreimal mit 

warmen PBS gewaschen und für 2 h mit RPMI-Komplettmedium inkubiert (37°C, 5%CO2). 

Dadurch reicherte sich der Farbstoff in den lysosomalen Kompartimenten an. Danach wurden die 

Zellen mit den vorher markierten Bakterien bzw. Zymosan für 1 h mit einer “multiplicity of 

infection“ (MOI) von 10 infiziert (37°C, 5%CO2), d. h. das Verhältnis der Makrophagen zu den 

Bakterien ist 1:10. Durch dreimaliges Waschen mit warmen PBS wurden die nicht phagozytierten 

Bakterien/Zymosan entfernt. Nach der anschließenden Inkubationszeit von 2 h (37°C, 5%CO2) 

befanden sich die Bakterien bzw. Zymosan in einem stabilen Kompartiment. Anschließend 

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 Deckgläschen einer 24-well-Platte adhärenten J774E-Makrophagen wurden mit 

den vorher markierten Bakterien/Zymosan für 1 h mit einer MOI von 10 infiziert (37°C, 

5%CO2). Durch dreimaliges Waschen mit warmen PBS wurden die nicht phagozytierten 

Bakterien/Zymosan entfernt. Anschließend wurden die J774E für weitere 16 h inkubiert (37°C, 

5%CO2). Danach wurde je Kavität 15 µg OvTR zugegeben. Nach der Inkubation (3 h, 37°C, 

5%CO2) wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und wie unten beschrieben fixiert.  

 

2.10.3. Fixierung mit PLPS 

Die auf Deckgläschen adhärenten J774E wurden in 24-well-Platten mit frisch hergestelltem 

PLPS (500 µl) inkubiert (20 min, RT, im Dunkeln). Nach dem Waschen mit PBS wurde 500 µl 

eiskaltes Methanol für 1 min zugegeben. Danach wurde dreimal mit PBS gewaschen und die 

Deckgläschen auf einen Tropfen Mowiol, der sich auf einem Objektträger befand, überführt. 

 

2.10.4. Auswertung am Fluoreszenzmikroskop 

Zur Auswertung wurden die Präparate am Fluoreszenzmikroskop unter Ölimmersion mit einem 

100er Objektiv betrachtet. Repräsentative Gesichtsfelder wurden mit Hilfe einer Kamera auf 

einen Computer-Bildschirm übertragen. Die Gesamtzahl der Bakterien einer Zelle und der Anteil 

an Bakterien, die mit OvTR kolokalisieren, wurden gezählt. Daraus wurde der prozentuale Anteil 

der Bakterien errechnet, die mit OvTR kolokalisieren. 

 

2.11. Phagosomenisolierung 

2.11.1. Infektion von J774-Makrophagen 

Einen Tag vor der Infektion wurde bei den J774-Makrophagen ein Mediumwechsel vorge-

nommen. Für jede Probe (Phagosomenisolierung) eines Experimentes wurden 12-13 Schalen mit 

circa 80% konfluenten Makrophagen verwendet (das entspricht circa 1-2x108 Zellen). Die 

Makrophagen wurden 60 min bei 37°C und 5% CO2 mit den jeweiligen Bakterien mit einer MOI 

von 10 in einem Volumen von 7 ml pro Schale inkubiert. Danach wurden die Zellen vorsichtig 
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dreimal mit warmen PBS gewaschen, um die nicht phagozytierten Bakterien zu entfernen. Nach 

Zugabe von 5 ml RPMI-Komplettmedium wurden die Makrophagen für weitere 2 h bei 37°C 

und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurde das Medium entfernt, in jede Zellkulturschale 2 ml 

eiskaltes PBS gegeben und die Zellen mittels eines Gummischabers vorsichtig vom Boden der 

Zellkulturschalen gelöst. Die Makrophagen wurden durch eine Zentrifugation (700 U/min, 7 min, 

4°C) pelletiert. Nach dem Waschen des Pellets mit PBS (700 U/min, 7 min, 4°C) und 

Homogenisierungspuffer (HP) (1000 U/min, 7 min, 4°C) wurden die Zellen in HP ohne EGTA 

und mit Protease-Inhibitoren aufgenommen. 

 

2.11.2. Aufschluss der infizierten Zellen 

Die infizierten Zellen wurden durch 10 starke Stöße mit dem Dura Grind Homogenisator 

aufgeschlossen. Dabei wurde die Entstehung von Luftblasen vermieden, da der entstehende 

Schaum zur Denaturierung von Membranen und Proteinen führen kann. Wenn circa 70-80% der 

Makrophagen lysiert sind (kontrolliert durch lichtmikroskopische Beobachtung), sollten die J774 

nicht weiter lysiert werden, da sonst die Ausbeute intakter Phagosomen reduziert würde.  

 

2.11.3. Herstellung von postnukleärem Überstand (PNS) 

Um noch intakte Zellen sowie Zellkerne aus dem Zellhomogenisat 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 Mal zentrifugiert (2000 U/min, 3 min, 4°C). Der 

dabei entstandene PNS wurde zum ersten gegeben. Da es sich bei Phagosomen um labile 

Organellen handelt, sollten diese mit Vorsicht behandelt werden. Deshalb sollten nur 

abgeschnittene Pipettenspitzen sowie Swing-out-Rotoren benutzt werden. 

 

2.11.4. Behandlung des PNS mit Benzonase 

Da DNA zu einer gelartigen Konsistenz des PNS und somit zu einem Verkleben der Phagosomen 

führen kann, wurde der postnukleäre Überstand mit Benzonase behandelt. Dabei handelt es sich 

um eine Proteasefreie Enzymmischung, die alle Arten von Polynukleotiden degradiert. Zu je 2 ml 
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PNS wurden 2 µl (50 U) des Enzyms gegeben und für 5 min auf 37°C erwärmt. Danach wurde 

der PNS mit der 65% Saccharoselösung auf 39% Saccharose eingestellt. 

 

2.11.5. Erster Ultrazentrifugationsschritt 

In ein SW40Ti-Röhrchen wurden nacheinander 1 ml der 65%-igen Saccharoselösung, 2 ml der 

55%-igen Saccharoselösung, der auf 39% Saccharose eingestellte postnukleäre Überstand, 2 ml 

der 32,5%-igen Saccharoselösung sowie 2 ml der 10%-igen Saccharose-lösung pipettiert. In 

diesem diskontinuierlichen Saccharosegradienten wandern die Phagosomen in der sich 

anschließenden Zentrifugation (28.400 U/min, 1h, 4°C) in den Bereich von 55–65% Saccharose 

(Fraktionen 8-10). Für die Routineuntersuchungen wurden nur diese Fraktionen (circa 2 ml) 

weiter verwendet. Für die Evaluierung dieser Technik wurden alle Fraktionen (1-10 und das 

Pellet) untersucht.  

 

2.11.6. Zweiter Ultrazentrifugationsschritt 

Die Bakterien-enthaltenden Phagosomen befinden sich nach dem ersten Zentrifugationsschritt in 

den Fraktionen 8-10. Deshalb 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 könnten. Danach wurde 1 ml 

einer 15%-igen Ficolllösung (in 5% Saccharose (w/v); 0,5 mM EGTA; 20 mM Hepes/KOH, pH 

7,2) in ein SW40Ti-Röhrchen vorgelegt und mit den auf 11% Saccharose eingestellten 

Fraktionen 8-10 überschichtet. Durch das Zentrifugieren (10.000 U/min, 20 min, 4°C) entstand 

ein relativ lockeres Pellet, in dem sich die Phagosomen befinden. 

 

2.11.7. Dritter Ultrazentrifugationsschritt 

Das bei der zweiten Zentrifugation entstandene Pellet wurde in 11 ml HP aufgenommen und 

nochmals zentrifugiert (10.000 U/min, 10 min, 4°C). Danach befanden sich circa 40% der 

Bakterien in dem Pellet F (Finale Pellet), das in 100 µl HP aufgenommen und im 1,5 ml 

Reagiergefäß bei –80°C eingefroren wurde. Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen 

wurde F in 200 µl PBS resuspendiert und wie unter 2.13. beschrieben weiter behandelt. 
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2.12. Bestimmung der Bakterienausbeute in den Phagosomenfraktionen 

Je 50 µl der einzelnen Fraktionen (1-10 und F) sowie der postnukleäre Überstand (PNS) als 

Ausgangskontrolle wurden abgenommen und eine Verdünnungsreihe hergestellt. Die ausge-

wählten Verdünnungen wurden auf Agar-Nährstoffplatten ausplattiert (Afipia felis auf BCYE-

Platten, Listeria innocua auf BHI-Platten und Bordetella pertussis auf Charcoal-Platten). Nach 

1-4 Tagen (abhängig vom Wachstum der einzelnen Bakterien) wurden die Einzelkolonien 

ausgezählt. 

 

2.13. Elektronenmikroskopie 

Von der in 200 µl PBS aufgenommenen Phagosomenfraktion F wurden 150 µl in ein 1,5 ml 

Reagiergefäß gegeben und in einem Swing-out-Rotor zentrifugiert (4000 U/min, 10 min, 4°C). 

Das Pellet wurde vorsichtig in 1 ml Karnovskypuffer aufgenommen und über Nacht im Eisbad 

inkubiert. Danach wurde dreimal mit jeweils 300 µl 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen (4000 

U/min, 10 min, 4°C). Anschließend wurde das Pellet in 1% (w/v) Osmiumtetroxid in 50 mM 

Cacodylatpuffer aufgenommen und nach 1 h bei 4°C dreimal mit jeweils 300 µl aqua dest. 

gewaschen (4000 U/min, 10 min, 4°C). Das resultierende Pellet wurde in 0,5% (w/v) 

Uranylacetat in aqua dest. aufgenommen und über Nacht bei 4°C belassen. Nach dem Entfernen 

des Überstandes wurde die Phagosomenfraktion mittels einer Ethanolreihe dehydriert (nach-

einander mit 30%, 50%, 70%, 90%, 96% Ethanol in deionisiertem Wasser für 30 min bei 4°C, 

und am Ende zweimal mit 100% Ethanol für 30 min bei RT). Dabei wurde das Pellet vorsichtig 

mit jeweils 300 µl Ethanol überschichtet, ohne es zu resuspendieren. Danach wurde zweimal 

jeweils 300 µl Propylenoxid für 5 min bei RT zugegeben und wieder entfernt, ohne das Pellet zu 

resuspendieren. Nach dem Inkubieren des Pellets über Nacht bei RT in einem Epon-

Propylenoxid-Gemisch (150 µl Epon + 150 µl Propylenoxid) wurde zweimal nach 3-4 h das 

Epon gewechselt. Zum Schluss wurde circa 300 µl frisches Epon zu der Phagosomenfraktion 

gegeben und für 3-5 Tage bei 60°C ausgehärtet. Anschließend wurden von dem Pellet in einem 

Mikrotom mit einem Diamantmesser Ultradünnschnitte angefertigt, die auf Kupfernetzchen 

übertragen und mit 2%-igem methanolischen Uranylacetat und Reynold´s Bleizitrat kontrastiert 

wurden. Die Präparate wurden am Transmissionselektronenmikroskop (TEM) ausgewertet. 
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2.14. Charakterisierung der bei der Phagosomenisolierung anfallenden 
Fraktionen 

2.14.1. Markieren der Plasmamembran mit HRP 

Nachdem die Makrophagen von den Zellkulturschalen abgeschabt und mit eiskaltem PBS 

gewaschen (700 U/min, 7 min, 4°C) wurden, erfolgte die Inkubation der Zellen mit PBS/HRP 

(0,25 mg/ml) für 30 min bei 4°C. Dadurch wurde die Plasmamembran mit HRP markiert. 

Anschließend wurden die J774E jeweils einmal mit PBS (700 U/min, 7 min, 4°C) und HP 

(1000 U/min, 7 min, 4°C) gewaschen. Die folgende Homogenisierung und die Phagosomen-

isolierung wurde wie oben beschrieben durchgeführt. Mittels HRP-Assay wurde danach der 

Anteil der Plasmamembranproteine an der Phagosomenfraktion F bestimmt. 

 

2.14.2. Markierung der frühen Endosomen mit HRP 

Die J774E-Makrophagen wurden von den Zellkulturschalen abgeschabt und mit eiskaltem PBS 

gewaschen (700 U/min, 7 min, 4°C). Danach wurden die Zellen mit PBS/HRP (0,25 mg/ml) erst 

für 10 min bei 4°C und dann für 4 min bei 37°C (dabei leicht schütteln) inkubiert. Durch diese 

Vorgehensweise wurden die frühen Endosomen mit HRP beladen. Anschließend wurden die 

J774E jeweils einmal mit PBS (700 U/min, 7 min, 4°C) und HP (1000 U/min, 7 min, 4°C) 

gewaschen. Die folgende Homogenisierung und die Phagosomenisolierung wurden wie oben 

beschrieben durchgeführt. Mittels HRP-Assay wurde danach der Anteil der frühen Endosomen 

an jeder phagosomalen Fraktion bestimmt. 

 

2.14.3. HRP-Assay 

Mit Hilfe dieses Assays wurden die HRP-Aktivitäten bestimmt, die je nach verwendeten 

Protokoll (siehe 2.14.1 und 2.14.2.) entweder die Plasmamembran oder die frühen Endosomen 

definiert. Dazu wurden die zu testenden Proben mit HP auf ein Volumen von 50 µl gebracht und 

in je eine Kavität einer 96-well-Platte pipettiert. Nach Zugabe von jeweils 100 µl der HRP-

Reaktionslösung und einer Inkubationszeit von 20 min (im Dunkeln), wurde zum Stoppen der 
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Enzymreaktion 150 µl eiskaltes aqua dest. zugegeben. Danach wurde die Extinktion umgehend 

bei 405 nm am ELISA-Reader bestimmt. 

 

2.14.4. Saure ß-Galaktosidase-Assay 

Mit Hilfe dieses Assays wurde die lysosomale Aktivität in den einzelnen phagosomalen 

Fraktionen bestimmt. Dazu wurden die zu testenden Proben mit aqua dest. auf ein Volumen von 

50 µl gebracht und in je eine Kavität einer 96-well-Platte pipettiert. Danach wurde jeweils 100 µl 

der ß-Galaktosidase-Reaktionslösung zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37°C 

wurde die Reaktion durch Zugabe von 150 µl 0,5 M NaCO3 gestoppt und die Extinktion bei 

405 nm am ELISA-Reader gemessen. Die Aktivitäten wurden in Units (U= gemessene Extinktion 

bei 405 nm/mg Protein/h) bestimmt. 

 

2.14.5. Bestimmung der Wirtszell-Proteinkonzentration 

Um die Wirtszell-Proteinkonzentration bestimmen zu können, mussten die bakteriellen Proteine 

von den Wirtszellproteinen getrennt werden. Deshalb wurden zu je 50 µl der einzelnen Fraktionen 

das Detergenz Triton X-100 (5,5 µl einer 2%igen Lösung) zugegeben, welches die Phagosomen-

membran solubilisiert und so luminale Proteine und Membranproteine des Wirtes verfügbar 

macht. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 4°C wurden die Bakterien durch eine 

Zentrifugation (15.000 U/min, 5 min, 4°C) pelletiert. Der Überstand wurde in frische 

Reagiergefäße überführt 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. SDS-PAGE 

Das denaturierende Polyacrylamidgel erlaubt die Auftrennung von Proteinen oder Polypeptiden 

entsprechend ihrem Molekulargewicht. Es besteht aus einem Trenngel, das nach dem Gießen mit 

Methanol überschichtet wurde, um ein Austrocknen zu vermeiden. Nach vollständiger 
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Polymerisierung wurde das Methanol verworfen und das Trenngel mit dem Sammelgel 

überschichtet. Noch vor der Polymerisierung wurde ein geeigneter Kamm in das Sammelgel 

hineingesteckt. Die jeweiligen Proben wurden mit 2x Lämmli-Puffer gemischt, denaturiert (95°C 

für 5 min) und in die vorher mit H2O ausgewaschenen Taschen des Gels pipettiert. Der Gellauf 

erfolgte bei 25 mA/Gel in einer mit Laufpuffer gefüllten Westernblot-Apparatur.  

 

2.15.2. Westernblot 

Nach Beendigung des Gellaufs wurde das Gel vorsichtig mit H2O gewaschen und die Proteine im 

halbtrockenen Blotverfahren auf eine PVDF Membran transferiert (0,8 mA/cm2, 1 h). Dazu 

wurden sowohl die PVDF-Membran als auch die Whatman-Papiere auf die Größe des Gels 

zugeschnitten. Danach wurden in die Blotkammer 6 Lagen in Anodenpuffer I getränkte Whatman 

Papiere, 3 Lagen in Anodenpuffer II getränkte Whatman Papiere, die PVDF Membran, das Gel 

und 6 Lagen in Kathodenpuffer getränkte Whatman Papiere gelegt. Die PVDF-Membran muss 

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

 

2.15.3. Dekorieren der PVDF-Membran 

Nach dem Transferieren der Proteine auf die Membran wurde diese mit PBS/Tween für 10 min 

gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit MPT (5% Milchpulver in PBS/Tween) 

geblockt (1 h, RT, auf einem Taumler). Die Membran wurde danach mit dem ersten Antikörper, 

der in der Regel in MPT verdünnt wurde, inkubiert (1 h, RT, auf einem Taumler). Nach dem 

Waschen mit PBS/Tween (1x 5 min und 3x 10 min) wurde die Memban mit dem zweiten 

Antikörper, der an HRP-gekoppelt und in MPT verdünnt war, inkubiert (1 h, RT, auf einem 

Taumler). Anschließend wurde die Membran mit PBS/Tween gewaschen (1x 5 min und 

3x 10 min). Die Detektion des HRP-gekoppelten Antikörpers erfolgte mit dem ECL-System 

nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden die Antikörper mittels Chemoluminiszenz auf einem 

X-ray Film sichtbar gemacht. 
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2.15.4. Strippen der Membranen 

Um eine bereits mit einem Antikörper dekorierte Membran mit einem anderen Antikörper zu 

dekorieren, der ein Protein mit ähnlichem Molekulargewicht erkennt wie der erste, wurde der 

erste Antikörper durch Strippen der Membran entfernt. Dazu wurde die Membran mit 

Strippingpuffer inkubiert (60 U/min, 30 min, 60°C). Danach wurde die Membran dreimal mit 

PBS/Tween gewaschen und wie unter 2.15.3. dekoriert. 

 

2.16. Präparation der phagosomalen Proteine für die 2D-Gelelektro-
phorese 

Für die 2D-Gel-Analyse von phagosomalen Proteinen wurden die Phagosomen aus infizierten 

J774A.1-Makrophagen isoliert. Nach der Isolierung (siehe 2.11.) wurden die Phagosomen mit 

10 ml PBS gewaschen (4000 U/min, 10 min, 4°C) und in 150 µl PBS aufgenommen. Ein Teil der 

Phagosomenpräparation (120 µl) wurde zentrifugiert (4000 U/min, 10 min, 4°C), das Pellet in 

25 µl 2D-Lysispuffers aufgenommen und für 1 h auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurden die 

Proben zur Weiterbearbeitung zu unserem Kooperator Dr. Michel Desjardins (Montreal, 

Kanada) geschickt. 

 

2.17. Immunfluoreszenz 

2.17.1. Infektion von J774E mit Afipia felis und Zymosan 

Die J774E-Makrophagen wurden auf 12 mm Deckgläschen in einer 24-well-Platte ausgesät 

(1x105 Zellen/Kavität). Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht hatten (nach 

2 Tagen) wurden die Bakterien/Zymosan mit einer MOI von 10 (Afipia, Listeria, Bordetella) 

oder 5 (Zymosan) im Kalten auf die Makrophagen zentrifugiert (1200 U/min, 30 min, 4°C). 

Anschließend wurde das Medium und somit die nicht adhärenten Bakterien/Zymosan entfernt und 

37°C warmes RPMI-Komplettmedium zugegeben. Nach einer Infektionsdauer von 5 bis 120 min 

(37°C, 5% CO2) wurde das Medium verworfen und eiskaltes PBS zugegeben. Danach wurden 

die Zellen auf den Deckgläschen mit 3% PFA fixiert (30 min, RT, im Dunkeln), dreimal mit PBS 
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gewaschen und mit 50 mM NH4Cl inkubiert (20 min, RT, im Dunkeln). Anschließend erfolgte die 

Antikörper-Inkubation (2.17.3.). 

 

2.17.2. Infektion von humanen Monozyten mit Afipia felis und Zymosan 

Die vorher markierten Afipien/Zymosan wurden mit einer MOI von 20 im Kalten auf die in 

24-well-Platten auf 12 mm Deckgläschen ausgesäten humanen Monozyten zentrifugiert 

(1200 U/min, 30 min, 4°C). Danach wurde das Medium und somit die nicht adhärenten 

Bakterien/Zymosan entfernt und 37°C warmes RPMI-Komplettmedium zugegeben. Nach einer 

Infektionsdauer von 120 min (37°C, 5% CO2) wurde das Medium verworfen und eiskaltes PBS 

zugegeben. Danach wurden die Zellen auf den Deckgläschen mit 3% PFA fixiert (30 min, RT, im 

Dunkeln), dreimal mit PBS gewaschen und mit 50 mM NH4Cl inkubiert (20 min, RT, im 

Dunkeln). Anschließend folgt die Antikörper-Inkubation (2.17.3.). 

 

2.17.3. Antikörper-Inkubation 

Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die auf den Deckgläschen adhärenten Zellen mit 

Blocking Puffer inkubiert (50 min, RT, im Dunkeln). Danach wurden die Makrophagen 1 h mit 

dem entsprechenden 1. Antikörper inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen, 50 min mit dem 

entsprechenden 2. Antikörper inkubiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Die 

Deckgläschen wurden dann auf einen Tropfen Mowiol überführt, der sich auf einem Objektträger 

befand. 

 

2.17.4. Auswertung am konfokalen Lasermikroskop 

Zur Auswertung wurden die Präparate am konfokalen Lasermikroskop mit einem Ölimmersions-

objektiv (63x1,4) betrachtet. Repräsentative Gesichtsfelder wurden mit Hilfe einer Kamera auf 

einen Computerbildschirm übertragen. Die Gesamtzahl der Bakterien einer Zelle und der Anteil an 

Bakterien, die mit dem zellulären Marker umgeben waren, wurden gezählt. Daraus wurde der 

prozentuale Anteil der Bakterien, die mit dem zellulären Marker kolokalisieren, errechnet. 
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2.18. Einfluss von R. equi auf die Vitalität von Makrophagen 

2.18.1. Infektion von humanen Monozyten mit Rhodoccus equi 

Die in 24-well-Platten ausgesäten humanen Monozyten wurden für 1 h (37°C, 5%CO2) mit 

Rhodococcus equi mit einer MOI 30 von infiziert. Danach wurden die nicht phagozytierten 

Bakterien durch dreimaliges Waschen mit warmen PBS entfernt und RPMI-Komplettmedium mit 

10 µg/ml Gentamicin zugegeben. Nach 22 h-iger Inkubation (37°C, 5%CO2) wurde das Medium 

verworfen und die Zellen in eiskaltem PBS aufgenommen und mittels Gummischabers abgeschabt. 

Die Zellvitalität wurde mit Hilfe der Trypanblau-Ausschlussmethode am Lichtmikroskop 

bestimmt. 

 

2.18.2. Infektion von J774E mit Rhodococcus equi 

Konfluente J774E-Makrophagen in einer 90 mm Zellkulturschale wurden für 1 h mit 

Rhodococcus equi mit einer MOI von 30 infiziert (37°C, 5%CO2). Danach wurden die Zellen 

dreimal mit warmen PBS gewaschen. Nach der Zugabe von RPMI-Komplettmedium mit 40 µg 

Gentamicin wurden die Zellen für 0 h, 4 h, 6 h inkubiert (37°C, 5%CO2). Danach wurden die 

Zellen abgeschabt und mit dem gesamten Medium in ein 15 ml Greinerröhrchen überführt. Nach 

der anschließenden Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C) wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem 

PBS aufgenommen. Anschließend wurden nekrotische und/oder apoptotische Zellen durch 

Nachweis des Spaltprodukts der Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP), mittels SubG1-

Technik oder Doppelfärbung 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 ein 116 kDa Kernprotein, das wichtig bei der 

Reparatur der DNA ist. Während der Apoptose ist dieses eines der ersten Proteine, die durch 

Caspasen gespalten werden. Dabei wird die N-terminale DNA Bindungsdomäne (24 kDa) von 

der C-terminalen katalytischen Domäne (89 kDa) gespalten. Da diese Spaltung ein fühes Ereignis 

während der Apoptose und die PARP wichtig für die Erhaltung der Zellvitalität ist, dienen die 

Spaltprodukte der PARP als Nachweis für Apoptose. 
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Die Zellen (ca. 6x106) wurden zentrifugiert (8000 U/min, 1 min, RT) und das entstandene Pellet in 

150 µl KLBM-Puffer aufgenommen. Während der anschließenden 30 min Inkubationszeit, 

wurden die Proben alle 10 min gevortext. Nach der folgenden Zentrifugation (14.000 U/min, 

15 min, 4°C) wurde der Überstand mit 150 µl 2x Lämmli-Puffer gemischt. Die Proben wurden 

durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. PARP bzw. deren 

Spaltprodukte wurden mit einem Antikörper dekoriert und auf einem Röntgenfilm mittels 

Chemoluminiszenz detektiert. 

 

2.18.4. Bestimmung der Apoptoserate mittels SubG1-Technik 

Es wurde eine nach Hotz et al. (1994) modifizierte Methode (SubG1-Technik) angewandt. Dabei 

wurden über Permeabilisierung der Membran leichtmolekulare DNA-Fragmente extrahiert und 

die in den fixierten Zellen verbliebene DNA mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert. 

Mit Hilfe der durchflußzytometrischen Messung der Fluoreszenz-Intensität der Zellen ist ein 

Rückschluss auf den DNA-Gehalt möglich. Im DNA-Histogramm bilden apoptotische Zellen vor 

dem Zellzyklus (G0/G1, S, G2/M) einen Peak mit vermindertem DNA-Gehalt, den sogenannten 

SubG1-Peak. 

Zu den Makrophagen (ca. 5x105) wurde auf einem Vortexer tropfenweise 3,0 ml des -20°C 

kalten Fixierungspuffers zugegeben und die Proben über Nacht bei 4°C inkubiert. Das Fixans 

wurde nach Zentrifugation (1000 U/min, 10 min, RT) abgesaugt, die Zellen in 1,0 ml 

Extraktionspuffer resuspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. Nach 20 min Inkubation bei 

RT wurden die Zellen sedimentiert (1000 U/min, 10 min, RT) und der Überstand verworfen. Die 

Zellpellets wurden in je 400 µl Färbepuffer, 20 µl Propidiumjodid-Stammlösung (1,0 mg/ml) und 

25 µl RNAse-Lösung (10 mg/ml) resuspendiert. Nach 30 min Inkubation im Dunkeln bei RT 

erfolgte die Messung am FACScan (siehe 2.18.5.). 

Von jeweils 10.000 Zellen wurden Vorwärts- und Seitwärts-Streulicht sowie die Rotfluoreszenz 

(FL3-Area, -Width, -Height) aufgenommen und im DNA-Histogramm (FL3-Height) der Anteil 

apoptotischer Zellen bestimmt. 
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2.18.5. Markierung mit Annexin V-PE und 7-AAD 

Die Zellen (ca. 1x105) wurden einmal mit PBS und einmal mit Annexin V-Bindepuffer gewaschen 

(1000 U/min, 10 min, 4°C). Das Pellet wurde in 150 µl Annexin V-Bindepuffer aufgenommen 

und in ein FACS-Röhrchen überführt. Danach wurden die Zellen mit 3 µl 7-AAD und 

3 µl Annexin V-PE inkubiert (15 min, RT, im Dunkeln). Nach Zugabe von 200 µl Bindepuffer 

wurde am FACScan gemessen. 

Annexin V-PE bindet an Phosphatidylserin, das während des Zelltodes von der Innen- zur 

Außenseite der Zellmembran translokalisiert wird. Allerdings färbt Annexin V-PE nicht nur 

apoptotische sondern auch nekrotische Zellen, deren Plasmamembran permeabilisiert ist und dem 

Antikörper somit die Bindung an das Phosphatidylserin auf der Innenseite der Plasmamembran 

erlaubt. Der Farbstoff 7-AAD färbt die DNA aller permeablen Zellen. Deshalb ist eine Doppel-

färbung zu empfehlen, um früh apoptotische (AnnexinV-PE-positiv, 7-AAD-negativ) von spät 

apoptotischen und nekrotischen Zellen (Annexin V-PE-positiv, 7-AAD-positiv) zu unterscheiden. 

Von 5000 Zellen wurden logarithmisch die Orange- und Rotfluoreszenz (FL2-Height, FL3-

Height, kompensiert) aufgenommen und im Dot Plot der Anteil apoptotischer und nekrotischer 

Zellen 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 Cellquest ausgewertet. Zum Gerätesystem gehört ein 15 mW 

Argon-Ionenlaser, der die Proben mit 488 nM anregt. 

Abhängig von der angewandten Methode wurden folgende Parameter aufgenommen: 

Vorwärts-Streulicht (FSC), Seitwärts-Streulicht (SSC), Fluoreszenz FL2 (orange, BP 585/42 

nm) und Fluoreszenz FL3 (rot, LP 650 nm), wobei jeweils die Signalhöhe (z. B. FSC-Height) 

bestimmt wurde. Bei der SubG1-Technik wurde zusätzlich das Signalintegral (FL3-Area) und 

die Signalbreite (FL3-Width) analysiert, um in der zweiparametrischen Darstellung (Dot Plot) 

Zellaggregate auszuschließen und die korrekte DNA-Menge zu bestimmen. 
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3.  Ergebnisse 

3.1. Zugänglichkeit Bakterien-enthaltender Kompartimente für endo-
zytiertes Ovalbumin Texas Red (OvTR) 

 
Um die Interaktion von Afipien-enthaltenden Kompartimenten mit dem endozytischen System 

untersuchen zu können, wurde am Fluoreszenzmikroskop die Kolokalisierung von Afipia felis mit 

dem endozytisch aufgenommenen Farbstoff Ovalbumin Texas Red (OvTR) bestimmt. Als 

Positivkontrolle dienten die Bakterien Listeria innocua und Bordetella pertussis sowie 

Zymosan, da schon mehrfach gezeigt werden konnte, dass die Reifung der Phagosomen normal 

verläuft, die den Gram-negativen Keim B. pertussis [Schneider et al. 2000] oder den Gram-

positiven Keim L. innocua [Schwan et al. 1994] enthalten. Zymosan wird schon seit langem 

verwendet, um die ungestörte Phagosomenreifung zu untersuchen [Oh und Straubinger 1996]. Es 

wurden zwei verschiedene Fragestellungen und somit Versuchsanordnungen gewählt. (1) 

Gelangen die Bakterien in ein Lysosom und (2) steht das Bakterien-enthaltende Kompartiment 

mit irgendeinem endozytischen Kompartiment in Verbindung? 

 
Um die erste Frage zu klären, wurden J774E-Makrophagen über Nacht mit OvTR inkubiert, so 

dass alle Kompartimente, die zum endozytischen System gehören, mit diesem Farbstoff markiert 

waren. Danach wurden die Zellen gewaschen und für weitere 2 h mit Medium ohne OvTR 

inkubiert. Dadurch gelangt solches OvTR, welches sich noch in den frühen endozytischen 

Kompartimenten befindet, in die späten Kompartimente (späte Endosomen oder Lysosomen). 

Anschließend wurden die Zellen für 1 h mit den zuvor mit NHS-CF markierten Bakterien bzw. 

Zymosan infiziert. Durch Waschen wurden die nicht phagozytierten Bakterien bzw. Zymosan 

entfernt. Danach wurden die Makrophagen für weitere 2 h inkubiert. Dies erlaubt normalerweise 

Bakterien-enthaltenden Kompartimenten zu einem Phagolysosom zu reifen. Die Auswertung 

erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (siehe 2.10.4.). Dabei wurde der prozentuale Anteil der 

Bakterien und Zymosan bestimmt, der mit dem Farbstoff kolokalisiert. Wie A. Schüttfort (dieses 

Labor) zeigen konnte, ist OvTR bei dieser Versuchsanordnung ein Marker für Lysosomen 

[Schüttfort 2000]. Der Prozentsatz der Kolokalisierung ist somit gleich zu setzen mit dem Anteil 

der zu Phagolysosomen gereiften Phagosomen. Es zeigte sich, wie aus Abb. 1A zu entnehmen ist,  
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dass nur 27% der Afipien-enthaltenden Phagosomen positiv für OvTR waren, d.h. 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 klären, ob das Bakterium-enthaltende Kompartiment 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 Zellen für weitere 16 h inkubiert. Dies erlaubt den Bakterien-enthaltenden 

Kompartimenten zu reifen. Danach wurden die Zellen 3 h mit OvTR inkubiert und anschließend 

fixiert. Auf diese Weise erfolgte die Markierung des gesamten endozytischen Systems mit OvTR. 

Am Fluoreszenzmikroskop (siehe 2.10.4.) wurde der prozentuale Anteil der Bakterien/Zymosan 

bestimmt, der mit dem Farbstoff kolokalisiert. Da Fusion zum größten Teil zwischen Phagosomen 

und endozytischen Vesikeln des selben Reifestadiums geschieht, sollten alle Phagosomen, die mit 

endozytischen Vesikeln fusionierten, mit OvTR gefärbt sein. Der Prozentsatz der Kolokalisierung 

gibt somit den Anteil der Bakterien-enthaltenden Phagosomen an, die innerhalb der dreistündigen 

Inkubationszeit mit endozytischen Vesikel fusionierten. Wie in Abb. 1B dargestellt, waren nur 

24% der A. felis-enthaltenden Phagosomen positiv für OvTR, wohingegen 70-90% der Kontroll-

partikel mit dem Farbstoff kolokalisierten. Dies zeigt deutlich, dass A. felis-enthaltende 

Phagosomen nicht für endozytisch aufgenommenes OvTR zugänglich sind. Im Gegensatz dazu 

sind L. innocua-, B. pertussis- oder Zymosan-enthaltende Phagosomen für diesen endozytisch 

aufgenommenen Farbstoff zugänglich. Der größte Teil der Afipien befindet sich somit in einem 

Kompartiment, welches nicht oder nur in sehr geringem Umfang mit dem endozytischen System in 

Kontakt steht. 
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Fig. 1: Die Mehrzahl der Afipien-enthaltenden Phagosomen sind nicht zugänglich für 

OvTR 

(A) Zuerst wurden die Lysosomen der J774E-Makrophagen mit OvTR gefärbt. Danach wurden die Zellen für 
1 h mit A. felis (A.f.), L. innocua (L.i.), B. pertussis (B.p.) oder Zymosan (Z) infiziert. Anschließend wurden die 
Makrophagen für 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 gezählten Phagosomen je Ansatz. 
(B) Nach der Infektion der J774E-Makrophagen mit den oben beschriebenen Bakterien für 16 h wurde das 
gesamte endozytische System für 3 h mit OvTR angefärbt. Die Auswertung erfolgte wie in (A) mit > 45 
gezählten Phagosomen je Ansatz mit insgesamt 3 Experimenten. 

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

A. Schüttfort (dieses Labor) konnte mit der OvTR-Methode zeigen, dass das vorherige 

opsonisieren und töten der Afipien einen entscheidenden Einfluss auf die Phagosomenreifung hat 

[Schüttfort 2000]. Die Phagosomen, die getötete oder mit Antikörpern opsonisierte Afipien 

enthielten, reiften demnach zum größten Teil zu einem Phagolysosom. Diese Ergebnisse sollten mit 

einer anderen Methode (Immunfluoreszenz) verifiziert oder widerlegt werden. Dabei wurde das 

wirtsspezifische Markerprotein LAMP-1, das auf Membranen von späten Endosomen und 

Lysosomen vorkommt, mit Antikörpern detektiert und die Kolokalisierung dieses Proteins mit 

A. felis ausgewertet. Die vorher mit NHS-TR markierten Afipien wurden entweder unbehandelt 

belassen oder mit Paraformaldehyd (PFA) getötet. Je ein Teil der lebenden und PFA-fixierten 

Afipien wurde mit einem monoklonalen Antikörper opsonisiert. Die auf Deckgläschen adhärenten 

J774E-Makrophagen wurden mit den so vorbehandelten Afipien für 2 h infiziert. Danach wurden 
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die Zellen fixiert und mit dem Antikörper gegen späte Endosomen/Lysosomen (LAMP-1) 

inkubiert. Anschließend wurde am konfokalen Lasermikroskop der Anteil an Afipien bestimmt, 

die mit einem Ring des zellulären Markers umgeben waren. Wie in Abb. 2 zu sehen ist, 

kolokalisieren nur 26% der nicht vorbehandelten Afipien (A.f.) mit LAMP-1. Hingegen 

kolokalisieren 59% der opsonisierten Afipien (A.f. ops), 62% der PFA-fixierten Afipien (A.f. 

PFA) und 62% der PFA-fixierten und danach opsonisierten Afipien (A.f. PFA + ops) mit diesem 

Marker für späte Endosomen/Lysosomen. Die Abtötung mit PFA, aber auch die Opsonisierung 

mit Antikörpern führt zu einer drastischen Veränderung der Phagosomenreifung. Die 

Phagosomen, die diese so vorbehandelten Afipien enthalten, reifen zum größten Teil (59-62%) zu 

einem Phagolysosom. Im Gegensatz dazu befinden sich nur 26% der unbehandelten Afipien in 

einem Phagolysosom. Die mit der OvTR-Methode gewonnenen Ergebnisse von A. Schüttfort 

konnten somit bestätigt und erweitert werden. 
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Abb. 2: PFA-Fixierung und Opsonisierung verändern 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. Anschließend wurde 
LAMP-1 mit einem Antikörper detektiert. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Lasermikroskop, wobei der 
Anteil der Bakterien-enthaltenden Phagosomen bestimmt wurde, die mit einem Ring des zellulären 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 zellulären Markern auf Afipien-enthaltenden 
Phagosomen 

Die Ergebnisse, die in 3.1 dargestellt sind, deuten darauf hin, dass die Afipien-enthaltenden 

Phagosomen nicht zu dem Endosomen-Lysosomen Kontinuum gehören. Um diese These zu 

untersuchen, wurden J774E-Makrophagen oder primäre humane Monozyten mit vorher 

markierten Afipien oder Zymosan infiziert. Anschließend wurden einige zelluläre Proteine mit Hilfe 

von Antikörpern detektiert, die typisch für bestimmte endozytische Vesikel sind. Am konfokalen 

Lasermikroskop wurde der Anteil Afipien- und Zymosan-enthaltender Phagosomen bestimmt, die 

mit einem Ring des jeweiligen zellulären Membranmarkers umgeben sind. 

 

3.3.1. Kolokalisierung von zellulären Markern mit Afipien-enthaltenden Phago-
somen in J774E-Makrophagen 

Die J774E-Makrophagen wurden für 2 h mit vorher markierten Afipia felis oder Zymosan 

infiziert. Danach wurden die Zellen fixiert und mit Antikörpern gegen EEA1 (frühe Endosomen), 

LAMP-1 (späte Endosomen/Lysosomen) und LAMP-2 (späte Endosomen/Lysosomen) 

inkubiert. Anschließend wurde am konfokalen Lasermikroskop der prozentuale Anteil der 

Kolokalisierung von Afipien bzw. Zymosan mit den zellulären Markern bestimmt. Wie aus Tab. 

1A hervorgeht, sind nur 26-29% der Afipien-enthaltenden Phagosomen in J774E-Makrophagen 

positiv für die spät endosomalen/lysosomalen Markerproteine LAMP-1 und LAMP-2. Dagegen 

sind 90% der Zymosan-enthaltenden Phagosomen positiv für LAMP-1. Weder Afipien- noch 

Zymosan-enthaltende Phagosomen akkumulieren das früh endosomale Markerprotein EEA1 

nach einer zweistündigen Infektionszeit. In Abbildung 3 ist je eine repräsentative Overlay-

Aufnahme dargestellt. Die Afipien bzw. das Zymosan sind rot während die beiden Marker-

proteine (EEA1 und LAMP-1) grün markiert sind. Die Bilder belegen die in Tab. 1A 

dargestellten Ergebnisse, in der mehrere Experimente detalliert 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-Makrophagen 

J774E-Makrophagen wurden für 2 h infiziert. Danach wurden die jeweiligen zellulären Proteine mit einem 
Antikörper markiert. Ausgewertet wurde am konfokalen Lasermikroskop, wobei der prozentuale Anteil der 
Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen bestimmt wurde, die mit einem Ring des jeweiligen 
zellulären Markers umgeben sind. Angegeben ist jeweils der Prozentsatz der Kolokalisierung aus 3 bzw. 4 
Experimenten. In Klammern sind die jeweils gezählten Phagosomen angegeben. 

Afipia felis Zymosan 

EEA1 LAMP-1 LAMP-2 EEA1 LAMP-1 

4% (51) 

2% (57) 

4% (51) 

24% (51) 

25% (51) 

27% (49) 

24% (50) 

33% (55) 

30% (53) 

2% (55) 

3% (58) 

4% (48) 

91% (55) 

94% (62) 

78% (50) 

3% ± 1% 25% ± 1% 29% ± 4% 3% ± 1% 88% ± 7% 
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Abb. 3: Die meisten Afipien-enthaltenden Phagosomen kolokalisieren nicht mit endo-
zytischen Markerproteinen 

J774E-Makrophagen wurden mit vorher rot (NHS-TR) gefärbten Afipien bzw. Zymosan für 2 h infiziert. Danach 
wurden die jeweiligen zellulären Proteine (EEA1 und LAMP-1) mit einem Antikörper dekoriert, der mit einem 
grün markierten zweiten Antikörper detektiert wurde. Die Overlay-Aufnahmen wurden am konfokalen 
Lasermikroskop erstellt. Es ist je ein exemplarisches Beispiel dargestellt. Mit Pfeilspitzen ist die Akkumulierung 
des zellulären Markers hervorgehoben. 
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3.3.2. Kolokalisierung von zellulären Markern mit Afipien-enthaltenden Phago-
somen in humanen Monozyten 

 
Die primären humanen Monozyten wurden für 2 h mit vorher fluoreszenzmarkierten Afipia felis 

oder Zymosan infiziert. Danach wurden die Zellen fixiert, permeablisiert und mit Antikörpern 

gegen EEA1 (frühe Endosomen) und LAMP-1 (späte Endosomen/Lysosomen) inkubiert. 

Anschließend wurde am konfokalen Lasermikroskop der prozentuale Anteil der Kolokalisierung 

von Afipien bzw. Zymosan mit den zellulären Markern bestimmt. Wie aus Tab. 1B hervorgeht, 

sind nur 30% der Afipien-enthaltenden Phagosomen in humanen Monozyten positiv für das spät 

endosomale/lysosomale Markerprotein LAMP-1. Dagegen sind 95% der Zymosan-enthaltenden 

Phagosomen positiv für LAMP-1. Ebenso wie in J774E-Makrophagen akkumulieren in humanen 

Monozyten weder Afipien- noch Zymosan-enthaltende Phagosomen nach einer zweistündigen 

Infektionszeit das früh endosomale Markerprotein EEA1. Deshalb ist davon auszugehen, dass 

sich die Afipien bei einer etablierten Infektion weder in einem spät endosomalen noch in einem 

früh endosomalen Kompartiment befinden. Dies gilt wahrscheinlich Spezies übergreifend, da es 

sowohl für eine Mausmakrophagen-Zelllinie als auch für prímäre humane Monozyten gezeigt 

werden konnte (siehe Tab. 1A und 1B). K. Streker (dieses Labor) konnte die ungewöhnliche 

Kompartimentierung der Afipien in J774E in weiteren Immunfluoreszenz-Experimenten mit 

Antikörpern gegen andere zelluläre Proteine bestätigen [Lührmann et al. 2001]. 
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Tab. 1B: Anteil bestimmter Proteine auf Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen 

in humanen Monozyten 

Humane Monozyten wurden für 2 h infiziert. Danach wurden die jeweiligen zellulären Proteine mit einem 
Antikörper 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 zellulären Markers umgeben waren. Angegeben sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen sowie in Klammern die Anzahl der jeweils gezählten Phagosomen. 

Afipia felis Zymosan 

EEA1 LAMP-1 EEA1 LAMP-1 

2% (53) 

6% (51) 

2% (53) 

28% (103) 

29% (51) 

32% (50) 

0% (50) 

4% (53) 

5% (57) 

96% (106) 

94% (53) 

94% (52) 

3% ± 2% 30% ± 2% 3% ± 2% 95% ± 1% 

3.4. Kinetik der Akquirierung von frühen und späten endosomalen 
Proteinen 

Etwa 70% der etablierten Afipien-enthaltenden Phagosomen in J774E-Makrophagen zeigen, wie 

Tab. 1A und den von K. Streker (dieses Labor) erhobenen Daten [Lührmann et al. 2001] zu 

entnehmen ist, keine Charakteristika eines Kompartimentes, dass zum endozytischen System 

gehört. Deshalb sollte überprüft werden, ob dieses ungewöhnliche Kompartiment schon direkt 

nach der Phagozytose existiert, oder ob es erst durch die Manipulation eines normalen frühen 

Phagosoms durch die Afipien gebildet wird. Zur Klärung dieser Frage wurden Afipien/Zymosan 

im Kalten sehr sanft auf die J774E-Makrophagen zentrifugiert. Nach dem Entfernen des 

Mediums wurde 37°C warmes Medium zugegeben. Der Zeitpunkt der Zugabe wurde als 

Nullpunkt definiert. Durch diese Vorgehensweise wird die Aufnahme der Partikel synchronisiert. 

Nach einer Inkubationszeit von 5-120 min wurde entweder das früh endosomale Markerprotein 

EEA1 oder das spät endosomale/lysosomale Markerprotein LAMP-1 mit Hilfe von Antikörpern 

markiert. Am konfokalen Lasermikroskop erfolgte die Bestimmung des Anteils der Afipia felis- 

und Zymosan-enthaltenden Phagosomen, die mit einem Ring des jeweiligen zellulären Markers 

umgeben waren. Zur Veranschaulichung ist je ein Beispiel für die Kolokalisierung 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 verzögert. Dieses wurde auch 
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von anderen Mitarbeitern dieses Labors beobachtet (A. Schüttfort und N. Mauder, nicht 

veröffentlicht). So werden die meisten Zymosanpartikel in den ersten 5 min aufgenommen, 

wohingegen die Aufnahme der Afipien erst nach 5-10 min beginnt und nach 20 min abgeschlossen 

ist. EEA1, ein Marker für frühe Endosomen, ist sehr häufig auf frühen Zymosan-enthaltenden 

Phagosomen zu finden und mit einiger Verzögerung, bedingt durch die verzögerte Aufnahme, auch 

auf einer Subpopulation der Afipia felis-enthaltenden Phagosomen. Nachdem alle Partikel 

aufgenommen wurden (bei Zymosan nach 5 min und bei Afipia felis nach 20 min) ist die jeweilige 

Summe der Kolokalisierung der beiden Marker EEA1 und LAMP-1 auf Afipien- oder Zymosan-

enthaltenden Phagosomen nahezu konstant (Abb. 4). Bei den Afipia felis-enthaltenden 

Phagosomen beträgt die Summe 30% und bei den Zymosan-enthaltenden Phagosomen 100%. 

Da EEA1 und LAMP-1 nicht gleichzeitig auf ein und demselben endozytischen Kompartiment 

vorkommen [Steele-Mortimer et al. 1999], gibt die Summe der kolokalisierenden Phagosomen 

jeweils die Gesamtzahl der Phagosomen an, die zum endozytischen System gehören. Bei 

Zymosan sind zu Beginn der Infektion fast alle Zymosan-enthaltenden Phagosomen positiv für 

EEA1 und damit in frühen Endosomen. Im Laufe der Infektion reifen diese frühen Endosomen zu 

späten Endosomen/Lysosomen und sind dann zu fast 100% positiv für LAMP-1. Bei einer 

Infektion mit Afipia felis ist nur eine Subpopulation der Afipien-enthaltenden Phagosomen positiv 

für EEA1 und damit in frühen Endosomen. Im Laufe der Infektion reift diese Subpopulation zu 

späten Endosomen und ist dann positiv für LAMP-1. Nur 30% der Afipien befinden sich zu allen 

getesteten Zeitpunkten (5-120 min) in einem Kompartiment, das zum endozytischen System 

gehört. Dementsprechend befinden sich innerhalb der untersuchten Infektionsdauer circa 70% der 

Afipien in einem Kompartiment, das nicht zum endosomalen-lysosomalen Kontinuum gehört. Dies 

stimmt sehr gut mit den gezeigten Daten in Abb. 1 und Tab. 1A überein, durch die ebenfalls 

gezeigt wird, dass nur circa 30% der Afipien nach einer zweistündiger Infektionsdauer in einem 

endozytischen Kompartiment sind.  
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EEA1 (10 min)

EEA1 (10 min)

 

Abb. 4: Nur ein Teil der Afipien befinden sich in einem endozytischen Kompartiment 

J774E-Makrophagen wurden für 5-120 min mit Afipia felis oder Zymosan infiziert. Danach wurden die 
zellulären Markerproteine EEA1 (frühe Endosomen) und LAMP-1 (späte Endosomen/Lysosmen) mittels 
Antikörper detektiert. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Lasermikroskop. Dabei wurde der Anteil der 
Afipien- und Zymosan-enthaltenden Phagosomen bestimmt, die mit einem Ring des jeweiligen zellulären 
Markers umgeben waren. In den rechts von den jeweiligen Grafen gezeigten Immunfluoreszenzen zeigen die 
Pfeilspitzen auf Ringe des zellulären Markers EEA1. Dargestellt sind die Daten aus 3 Experimenten mit > 50 
gezählten Phagosomen pro Zeitpunkt und Probe. Für jeden getesteten Zeitpunkt sind die prozentualen Anteile 
der Kolokalisierung der Phagosomen mit EEA1 und LAMP-1 (Abb. 4) sowie der prozentuale Anteil der 
Phagosomen angegeben, die zum endozytischen System gehören. 

3.5. Phagosomenisolierung 

Um genauer untersuchen zu können, in welchem Kompartiment sich die Afipien innerhalb des 

Makrophagen befinden, wurde eine Methode zur Isolierung von Bakterien-enthaltenden 

Phagosomen etabliert. Mit den isolierten Bakterien-enthaltenden Phagosomen sollte es ermöglicht 
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werden, weitere Marker subzellulärer Kompartimente zu testen und zukünftig über eine Ge-

samtproteinanalyse sagen zu können, welche Proteine typisch für ein Afipia felis-enthaltendes 

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 als Positivkontrolle. Phagosomen, die diese Bakterien enthalten, 

reifen zu Phagolysosomen (siehe oben). 

Die J774-Makrophagen wurden für 1 h mit Afipia felis oder Listeria innocua oder Bordetella 

pertussis infiziert. Danach wurden die nicht phagozytierten Bakterien entfernt und die Zellen für 

weitere 2 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Isolierung der Phagosomen. Abb. 5 

veranschaulicht die in 2.11. beschriebene Methode. 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Phagosomenisolierung 

Die J774-Makrophagen wurden in Gegenwart von Protease-Inhibitoren homogenisiert. Danach wurde der 
postnukleäre Überstand (PNS) hergestellt und nach der Nuklease Behandlung auf 39% Saccharose eingestellt. 
Anschließend wurde der PNS in einem diskontinuierlichen Saccharosegradienten zentrifugiert (28.400 U/min, 
1 h, 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 enthält, wurde in HP aufgenommen und für weitere Untersuchungen bei –80°C gelagert. 
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3.5.2. Analyse der Phagosomenfraktionen 

Um die Reinheit der angereicherten Phagosomen und damit die Effizienz der hier angewendeten 

Phagosomenisolierung bestimmen zu können, wurde die Ausbeute an Phagosomen sowie die 

Kontamination mit anderen endozytischen Kompartimenten analysiert. Besonders bei Bakterien-

enthaltenden Phagosomen, die nicht zum endozytischen System gehören, führt schon eine geringe 

Kontamination mit endozytischen Vesikeln zu einer drastischen Fehlinterpretation der genauen 

Kompartimentierung des Bakteriums. Da nach den Ergebnissen aus Abb. 1-4 und Tab. 1A und 

1B davon auszugehen ist, dass die Afipien-enthaltenden Phagosomen nicht zum endozytischen 

System gehören, sollte gerade auf diesen Punkt bei der Etablierung einer Methode zur 

Phagosomenreifung geachtet werden. Deshalb wurden die Fraktionen 1-10, das Pellet (siehe 

Abb. 6) und das Endprodukt F (siehe Abb. 5) auf Proteinkonzentration, lysosomale Aktivität, 

Gehalt an frühen Endosomen und Anzahl an Bakterien (Ausbeute) untersucht. Für die Analysen 

wurden nicht infizierte sowie mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierte J774E-Makrophagen 

verwendet. Als Positivkontrolle fand L. innocua Verwendung, da Phagosomen, die dieses 

Bakterium enthalten, zu Phagolysosomen reifen. Die aus den nicht infizierten Makrophagen 

isolierten Vesikel, die im folgenden als Pseudophagosomen bezeichnet werden, dienten als 

Kontrolle. Die Pseudophagosomen geben an, welches nicht phagosomale Material bei dieser 

Methode mitisoliert wird und sind somit ein Anhaltspunkt für die Reinheit der Präparation. 
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Abb. 6:Schematische Darstellung der Fraktionsnummern 

Die Fraktionen wurden nach dem diskontinuierlichen Saccharosegradienten abgenommen und für weitere 
Analysen verwendet. Die Fraktionsnummern werden so auch in Tabelle 2 verwendet. 
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3.5.2.1. Bestimmung der Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen 

Von den nicht infizierten, mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierten J774E-Makrophagen 

wurden Phagosomen mit der in Abb. 5 dargestellten 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 anschließenden Zentrifugation (15.000 U/min, 

5 min, 4°C) wurde der Überstand abgenommen und die Proteinkonzentration mittels des BioRad 

DC Protein Assays bestimmt. Die Angabe des Proteingehalts in den einzelnen Fraktionen erfolgte 

in Prozent vom Startmaterial (PNS). Wie der Tab. 2 zu entnehmen ist die Verteilung der 

Proteinkonzentrationen über die Fraktionen bei allen drei Proben gleich. Daran ist unter anderem 

die Reproduzierbarkeit dieser Methode abzulesen. Der größte Teil der Proteine befindet sich in 

der Fraktion 6 (Ladefraktion). Nur 4-5% befinden sich in den Fraktionen 8-10, 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 anschließenden Zentrifugation wurde im Überstand der Proben die 
Proteinkonzentration mittels BioRad DC Protein Assays bestimmt. Für 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 



 86

3.5.2.2. Bestimmung des Anteiles an frühen Endosomen in den einzelnen Fraktionen 

Die nicht infizierten, mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierten J774E-Makrophagen wurden für 

10 min bei 4°C und für 4 min bei 37°C mit PBS/HRP inkubiert. Dadurch erfolgte die Markierung 

der frühen Endosomen mit HRP. Anschließend wurden die Phagosomen mit der in Abb. 5 

dargestellten Methode isoliert. In den einzelnen Fraktionen (1-10, Pellet, F) wurden die HRP-

Enzymaktivitäten bestimmt. Angegeben sind die HRP-Aktivitäten der einzelnen Fraktionen in 

Prozent vom Startmaterial (PNS). Die HRP-Aktivität definiert die frühen Endosomen. Wie aus 

Tab. 3 hervorgeht, ist die Verteilung der HRP-Aktivitäten und damit der frühen Endosomen über 

die Fraktionen bei den dargestellten Proben gleich. 

 

Tab. 3: Anteil an frühen 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-Reaktionslösung inkubiert. Nach dem Stoppen der Enzymreaktion erfolgte die 
Bestimmung der Extinktion am ELISA-Reader. Für jede Fraktion der getesteten Proben wurde die HRP-
Aktivität in Prozent vom Startmaterial (PNS) angegeben. Die HRP-Aktivität definiert bei dieser 
Versuchsanordnung frühe Endosomen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 
Daten aus 3 Experimenten. 

                          

  frühe 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 Enzymaktivität in den einzelnen Fraktionen 

Von den nicht infizierten, mit Afipia felis bzw. mit Listeria innocua infizierten J774E-

Makrophagen wurden Phagosomen isoliert. Die saure ß-Galaktosidase-Enzymaktivitäten wurde 

in allen Fraktionen bestimmt. Angegeben sind die ß-Galaktosidase-Aktivitäten der einzelnen 

Fraktionen in Prozent vom Startmaterial (PNS). Die Aktivität wurde in Units (U= Extinktion bei 

405 nm/mg Protein/h) bestimmt. Aus Tab.4 ist zu entnehmen, dass es in den Fraktionen 8-10 und 

F deutliche Unterschiede zwischen den Proben gibt, obwohl in den gleichen Fraktionen die 

Proteinkonzentration (Tab. 2) sowie die HRP-Aktivität und damit der Anteil an frühen 

Endosomen (Tab. 3) gleich waren. Besonders deutlich ist der Unterschied in der Fraktion F 

zwischen den Pseudophagosomen und den L. innocua-enthaltenden Phagosomen. So ist die 

lysosomale Aktivität der Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen circa 4,5x so hoch wie die 

der Pseudophagosomen. Dies verdeutlicht die Anreicherung von Phago(lyso)somen in den 

Fraktionen 8-10 und besonders in F. 

 

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

Aliquots von Pseudophagosomen und von Afipia felis- bzw. Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen 
wurden mit der ß-Galaktosidase-Reaktionslösung inkubiert. Nach Stoppen der Enzymreaktion wurde die 
Extinktion am ELISA-Reader bestimmt. Für jede Fraktion der getesteten Proben wurde die ß-Galaktosidase-
Aktivität in Prozent vom PNS angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 
Daten aus 3 voneinander unabhängigen 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 dargestellten Methode isoliert. Zur Bestimmung der 

Bakterienzellzahl wurden von den einzelnen Fraktionen (1-10 und F) Verdünnungsreihen 

hergestellt und auf Agar-Platten ausplattiert. Diese Vorgehensweise ist möglich, da die 

Lebendzellzahlen der intrazellulären Bakterien 2-3 h nach der Aufnahme in die Phagosomen 

konstant sind. Nach 1-4 Tagen (abhängig vom Wachstum der verschiedenen Bakterienspezies) 

wurden die Einzelkolonien ausgezählt. Angegeben ist die Bakterienzellzahl der einzelnen 

Fraktionen in Prozent, ausgehend von der Gesamtbakterienzellzahl. Wie in Tab. 5 aufgelistet, 

befinden sich 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 (siehe Tab. 4). Nach dem 

2. Gradienten betrug die Ausbeute an Bakterien circa 50%. Das heißt, die Hälfte der Bakterien, 

die auf diesen Gradienten geladen wurden, befanden sich nach der Zentrifugation im Pellet (F). 

Gleichzeitig betrug die Ausbeute der früh endosomalen und lysosomalen Aktivität nur circa 5-

10% der Aktivität, die auf diesen Gradienten geladen wurde. Dies verdeutlicht, dass ein Großteil 

der Kontamination mit frühen Endosomen und Lysosomen, aber nur ein vergleichsweise geringer 

Teil der Bakterien und damit der Phagosomen durch den 2. Gradienten entfernt wurde. Somit ist 

dieser zweite Schritt für die Reinheit der Phagosomen mitentscheidend. Insgesamt zeigen die in 

den Tabellen 2-5 dargestellten Ergebnisse, dass diese Methode der Phagosomenisolierung dazu 

geeignet ist, Bakterien-enthaltende 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 Verdünnungsreihen hergestellt  und auf 
Agar-Platten ausplattiert. Die Einzelkolonien wurden gezählt und die Bakterienzellzahl in Prozent vom 
Startmaterial (PNS) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von Daten 
aus 3 voneinander unabhängigen 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  18,5 +/- 1,5  24,0 +/- 4,4 

9  30,0 +/- 11,6  34,3 +/- 14,6 

10  25,0 +/- 7,5  21,5 +/- 8,8 
Pellet  12,0 +/- 7,5  7,7 +/- 3,4 

8 - 10  73,4 +/- 4,1  79,8 +/- 3,4 

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 Verhältnis zu anderen endozytischen Vesikeln angereichert werden. 

Das Endprodukt dieser Isolierung ist die phagosomale Fraktion F, die im Folgenden detaillierter 

analysiert werden sollte. Dabei wurde die Anreicherung von bzw. Kontamination mit anderen 

zellulären Bestandteilen, wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER), dem Golgi-Apparat und 

der Plasmamembranen in den phagsosomalen Fraktionen der nicht infizierten, mit Afipia felis 

oder Listeria innocua infizierten Proben untersucht. Eine Anreicherung in nur einer der 

phagosomalen Fraktionen würde einen Anhaltspunkt über die genaue Kompartimentierung des 

jeweiligen Phagosomentyps geben. So ist z.B. von den Legionella pneumophila-enthaltenden 

Phagosomen bekannt, dass sie mit rauem ER assoziiert sein können [Swanson und Isberg 1995]. 

Des Weiteren gibt diese Analyse weitere Hinweise auf die Reinheit der isolierten Phagosomen 

und erlaubt es, die Intaktheit der Phagosomen mit Hilfe des Elektronenmikroskops zu analysieren. 
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Die Intaktheit ist für die Analyse der luminalen Inhalte von entscheidender Bedeutung. So wurden 

die frühen Endosomen und Lysosomen in Kapitel 3.5.2. mit Hilfe zweier Assays für luminale 

Inhalte nachgewiesen. Durch eine nicht intakte und damit permeable Phagosomenmembran 

würden die luminalen Inhalte aus dem Phagosom entweichen und damit nicht mehr nachweisbar 

sein. Das Ergebnis einer Analyse dieser Phagosomen wäre somit verfälscht. 

 

3.5.3.1. Kontamination der isolierten Phagosomen mit zellulären Bestandteilen 

 
Um die Kontamination mit Plasmamembranbestandteilen bestimmen zu können, wurden die nicht 

infizierten, zuvor mit A. felis bzw. mit L. innocua infizierten J774E-Makrophagen für 10 min bei 

4°C PBS/HRP inkubiert. Das glykosylierte HRP reichert sich unter diesen Bedingungen auf der 

Plasmamembran an, ohne endozytiert zu werden, und kann somit als biochemischer Marker für 

die Plasmamembran dienen. Das Material der verschiedenen Fraktionen wurde auf HRP-

Aktivität getestet. Angegeben ist die HRP-Aktivität der einzelnen Fraktionen in Prozent vom 

Startmaterial (PNS). Wie aus Tab. 6 hervorgeht, befindet sich nur circa 0,1% der HRP-Aktivität 

des PNS nach der Phagosomenisolierung in der resultierenden Fraktion F. Dies ist unabhängig 

von dem phagozytierten Bakterium. Da es durch die Versuchsanordnung höchst unwahrscheinlich 

ist, dass HRP endozytisch von den Makrophagen aufgenommen werden konnte und somit in ein 

phagosomales 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-Reaktionslösung inkubiert. Nach dem Stoppen der Enzymreaktion wurde die 
Extinktion am ELISA-Reader bestimmt. Für jede getestete Probe wurde die HRP-Aktivität in Prozent vom 
Startmaterial (PNS) angegeben. Die HRP-Aktivität definiert bei dieser Versuchsanordnung die 
Plasmamembran. Dargestellt sind die Daten aus 3 voneinander unabhängigen 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-enthaltenden Phagosomen mit ER oder Membranen 

des Golgi-Apparates wurde mittels Westernblot bestimmt. Dazu wurden die Wirtszell-

Proteinkonzentrationen der Pseudophagosomen, der Afipia felis- und der Listeria innocua-

enthaltenden Phagosomen so bestimmt, wie es unter 2.14.5. beschrieben ist. Anschließend 

wurden die Wirtszellproteine durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden jeweils 

2 µg und 40 µg des Startmaterials (PNS) aufgetragen, so dass die Anreicherung bzw. der Verlust 

des jeweiligen zellulären Markers in der phagosomalen Fraktion im Verhältnis zum PNS deutlich 

wird. Nach dem Transferieren der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden das Golgi-

Markerprotein GM130 und das ER-Markerprotein Calnexin mit Antikörpern dekoriert und 

mittels Chemoluminiszenz detektiert. Wie der Abb. 7 zu entnehmen, ist das ER-Markerprotein 

Calnexin in der phagosomalen Fraktion der infizierten Makrophagen im Vergleich zu der 

phagosomalen Fraktion der uninfizierten Makrophagen (Pseudophagosomen) und zum Start-

material angereichert. Die Anreicherung an ER war erwartet worden, da dies bei allen bisher 

beschriebenen Isolierungsmethoden beobachtet wurde [Garin et al. 2001]. Allerdings gibt es in 

der Quantität keinen Unterschied zwischen den beiden Bakterien-enthaltenden Phagosomen, so 

dass dies keinen Hinweis auf die genaue Kompartimentierung der Bakterien gibt. Hingegen ist 

weder in der phagosomalen Fraktion (F) der infizierten noch der uninfizierten Makrophagen das 

Markerprotein GM130, für den medialen Golgi, detektierbar. Damit wurde nachgewiesen, dass 

durch die hier vorgestellte Methode zur Phagosomenisolierung dieses Organell effizient entfernt 

wird. 
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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 GM130 sowie das ER-Markerprotein Calnexin mit Antikörpern detektiert. Als Kontrolle wurden 
jeweils 2 µg und 40 µg des Startmaterials (PNS) aufgetragen. Dargestellt ist je ein repräsentatives Experiment 
aus 3 unabhängigen Experimenten. 

 

3.5.3.2. Elektronenmikroskopische Darstellung der isolierten Phagosomen 

Um die Intaktheit und die Reinheit der Phagosomen beurteilen zu können, wurden von den 

A. felis- und L. innocua-enthaltenden Phagosomen elektronenmikroskopische Präparate herge-

stellt. Dazu wurden J774E-Makrophagen mit A. felis und L. innocua infiziert und die 

Phagosomen mit der in Abb. 5 gezeigten Methode isoliert. Anschließend wurden von diesen 

Bakterien-enthaltenden Phagosomen wie in Kapitel 2.12. beschrieben Ultradünnschnitte 

hergestellt. Am Transmissionselektronenmikroskop (TEM) wurden von repräsentativen Aus-

schnitten Aufnahmen angefertigt. Die Abb. 8 zeigt deutlich, dass sowohl die Listeria innocua- als 

auch die Afipia felis-enthaltenden Phagosomen intakt sind. Die phagosomale Membran, die 

durch Pfeile markiert ist, liegt eng um die Afipien und bildet somit kompakte Phagosomen. Im 

Gegensatz dazu handelt es sich bei den Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen um große, 

volumige Membransäcke, die locker um die Bakterien liegen. Bei Phagosomen mit recht lose um 

das Bakterium liegender Membran handelt es sich normalerweise um Phagosomen, deren 

Reifungsstadium dem eines späten Endosoms oder Lysosoms entspricht. Frühe Endosomen bzw. 

nicht gereifte Phagosomen sind dagegen durch eine eng anliegende Phagosomenmembran 
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gekennzeichnet [De Chastellier und Thilo 1997]. Somit sind die elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen ein weiterer Hinweis auf die ungewöhnliche Kompartimentierung der Afipien. 

 

Abb. 8: Die isolierten Bakterien-enthaltenden Phagosomen sind intakt 

Von isolierten Afipia felis- und Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen aus J774E-Makrophagen wurden 
Ultradünnschnitte hergestellt. Am Transmissionselektronenmikroskop wurden anschließend von diesen 
Präparaten Aufnahmen angefertigt. Die Aufnahme der Afipia felis-enthaltenden Phagosomen (Af) ist 52.800x 
vergrößert, und die Aufnahme der Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen (Li) ist 34.000x vergrößert. 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 relativ freie Bakterien-enthaltende Phagosomen isoliert werden können, sollte 

die Kompartimentierung der Afipien analysiert werden. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass 

sich die Afipien in einem ungewöhnlichen Kompartiment befinden. So befinden sich circa 70 % 

der Afipien in dem untersuchten Zeitintervall (5-120 min) in einem nicht endozytischen 

Kompartiment. Deshalb wurden die Afipia felis-enthaltenden Phagosomen auf die Anwesenheit 

verschiedener Markerproteine untersucht. Zum einen, um die mittels Immunfluoreszenz erhaltenen 

Daten mit einer zweiten Methode zu überprüfen und zum anderen, um weitere Markerproteine zu 

testen, zu denen Antikörper vorhanden waren, die sich aber nicht für die Immunfluoreszenz 

eignen. Dazu wurden die Wirtszell-Proteinkonzentrationen der Pseudophagosomen, der Afipia 

felis- und der Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen wie unter 2.14.5. beschrieben 
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bestimmt. Anschließend wurden gleiche Mengen der Wirtszellproteine durch eine SDS-PAGE 

aufgetrennt. Nach dem Transferieren der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden 

verschiedene Organellenmarkerproteine mit Antikörpern dekoriert und auf einem Röntgenfilm 

mittels Chemoluminiszenz detektiert. Zur Kontrolle wurden jeweils 2 µg und 40 µg des Start-

materials (PNS) aufgetragen, so dass die Anreicherung bzw. der Verlust des Markers in der 

phagosomalen Fraktion im Verhältnis zum PNS deutlich wird. Obwohl die Listerien- wie auch die 

Bordetellen-enthaltenden Phagosomen die spät endosomalen/lysosomalen Markerproteine 

LAMP-1, vATPase und Cathepsin D (Cath D) akkumulieren, enthalten sie keines der früh 

endosomalen Markerproteine EEA1 oder Transferrin Rezeptor (TfR). Dies war nach einer 

Infektionszeit von 2 h erwartet worden. Die Afipia felis-enthaltenden Phagosomen dagegen 

akkumulieren nur geringe Mengen der oben beschriebenen spät endosomalen/lysosomalen 

Markerproteine (siehe Abb. 9). Diese Anreicherung ist auf die circa 30% der Afipien 

zurückzuführen, die sich in einem endozytischen Kompartiment befinden. Keine hier untersuchten 

Bakterien-enthaltenden Phagosomen hatten das Protein TACO (= Coronin) akkumuliert, das als 

ein wichtiger Faktor für die Biogenese der Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen beschrieben 

wurde [Ferrari et al. 1999]. Vielmehr ist TACO in der pseudophagosomalen Präparation 

angereichert. VAMP-8 (Endobrevin), ein Marker für das gesamte endozytische System, ist in 

allen Bakterien-enthaltenden Phagosomen im Vergleich zu den Pseudophagosomen angereichert. 
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Abb. 9: Afipien akkumulieren nur geringe Mengen spät endosomale Markerproteine  

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 Antikörpern detektiert. Es wurden jeweils 
2 µg und 40 µg des Startmaterials (PNS) sowie je 2 µg der jeweiligen phagosomalen Fraktion (F) aufgetragen. 
Von Cathepsin D ist sowohl die 48 kDa Vorläuferform (*) als auch die gereifte 31 kDa Form (**) markiert. 
Dargestellt ist je ein repräsentatives Experiment aus mindestens 3 unabhängigen Phagosomen-isolierungen. 

3.5.5. 2D-Gelelektrophorese der Afipien-enthaltenden Phagosomen 

Mit den bislang gezeigten Methoden konnte kein Protein charakterisiert werden, das spezifisch 

auf oder in Afipien-enthaltenden Phagosomen angereichert ist. Deshalb wurden in einer 

Kooperation mit Dr. M. Desjardins (Montreal, Kanada) die Afipien-enthaltenden Phagosomen in 

einer 2D-Gelelektrophorese untersucht. Dazu wurden von uninfizierten oder mit Afipia felis 

infizierten J774A.1-Makrophagen Phagosomen mit der in 2.11. beschriebenen Methode isoliert. 

Anschließend wurden die Phagosomen in 2D-Lysispuffer aufgenommen und zur Weiter-

bearbeitung zu Dr. M. Desjardins geschickt. Die Verwendung von J774A.1-Makrophagen statt 

der J774E-Makrophagen ist darauf zurückzuführen, dass Dr. M. Desjardins eine 2D-Gel-Karte 

von aus J774A.1-Makrophagen isolierten Latex Beads-enthaltenden Phagosomen hergestellt hat 

[Garin et al. 2001]. Die Afipia felis-enthaltenden Phagosomen und die Pseudophagosomen 
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sollten in dem Standard-Proteintrennungssystem dieses Labors analysiert werden, um direkte 

Vergleiche mit der existierenden Referenzkarte zu ermöglichen. In Abb. 10 ist der erste und 

bislang einzige Versuch dieser Kooperation dargestellt. Mit Pfeilen sind Spots markiert, die nur 

auf jenem Gel zu finden sind, auf das die Afipien-enthaltenden Phagosomen aufgetragen wurden. 

Diese Spots stellen Proteine dar, die spezifisch für Afipia felis-enthaltende Phagosomen sind. 

Deshalb sollen diese Proteine in naher Zukunft analysiert werden. Außerdem soll die Funktionen 

dieser Proteine bei der Etablierung dieses ungewöhnlichen Kompartimentes untersucht werden. 
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Abb. 10: 2D-Gel-Analyse der Afipien-enthaltenden Phagosomen 

Von je circa 4x108 uninfizierten oder mit Afipia felis infizierten J774A.1-Makrophagen wurden Phagosomen 
isoliert. Anschließend wurden die Proteine der Pseudophagosomen und der Afipia felis-enthaltenden 
Phagosomen durch eine 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt, mit Coomassie Blau gefärbt und gescannt. Die 
Pfeile kennzeichnen einige Spots, die sich ausschließlich auf dem Ge l befinden, auf dem die Afipien-
enthaltenden Phagosomen aufgetrennt wurden. Die Ausdehnung des pH-Gradienten ist über den Gelen und 
die Molekulargewichte der verwendeten Standardproteine sind rechts neben den Gelen angegeben. 
Dargestellt ist das einzige bislang durchgeführte Exp eriment. 
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3.6. Analyse von Rhodococcus equi-enthaltenden Phagosomen 

Rhodococcus equi ist ein veterinärmedizinisch relevantes Bakterium, dessen ungewöhnliche Pha-

gosomen bereits vor 15 Jahren mit einfachen Mitteln grob beschrieben wurden [Zink et al. 1987; 

Hietala und Ardans 1987]. Da E. Fernandez (dieses Labor) zeigen konnte, dass R. equi(-)-

enthaltende Phagosomen wesentlich häufiger mit lysosomalen Dextran Texas Red kolokalisieren 

als R. equi(+)-enthaltende Phagosomen [Fernandez 2001], konnte angenommen werden, dass 

die Biogenese der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen auch in unserem Mausmakro-

phagen-Modell ungewöhnlich ist. Deshalb sollte die Kompartimentierung von Rhodococcus equi 

in Makrophagen untersucht werden. Dazu wurden J774E-Makrophagen für 1 h mit 

Rhodococcus equi infiziert und nach dem Entfernen der nicht phagozytierten Bakterien für 

weitere 2 h inkubiert. Danach wurden die Bakterien-enthaltenden Phagosomen mit der unter 

2.11. beschriebenen Methode isoliert. Anschließend wurden die isolierten Phagosomen 

charakterisiert. Dabei wurde die Intaktheit der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen durch 

Transmissions-Elektronenmikroskopie untersucht. Des Weiteren wurden lysosomale Enzym-

aktivitäten sowie die Anwesenheit verschiedener Markerproteine bestimmt. Als Positivkontrolle 

dienten wieder Listeria innocua-enthaltende Phagosomen. Auch hier dienten Pseudo-

phagosomen als Kontrolle für die Reinheit der Präparation und als Maß für die Anreicherung von 

Markerproteinen bzw. der Enzymaktivität. 

 

3.6.1. Elektronenmikroskopische Darstellung der isolierten Phagosomen 

Von den R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen wurden Präparate für die Transmissions-

Elektronenmikroskopie hergestellt, um die Intaktheit der Phagosomen beurteilen zu können. 

Deshalb wurden J774E-Makrophagen mit R. equi(+) infiziert und die Phagosomen mit der in 

Abb. 5 dargestellten Methode isoliert. Anschließend wurden von diesen Bakterien-enthaltenden 

Phagosomen Ultradünnschnitte angefertigt (siehe Kapitel 2.12.). Am Transmissions-Elektronen-

mikroskop (TEM) wurden von repräsentativen Ausschnitten Aufnahmen angefertigt. Wie in 

Abb. 11 zu sehen, sind die Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen intakt. Die eng um die 

Bakterien liegende Phagosomenmembran deutet auf eine gestörte oder verzögerte Reifung der R. 

equi(+)-enthaltenden Phagosomen hin. 



 98

 

Abb. 11: Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen intakte Rhodokokken-
enthaltende Phagosomen 

Von isolierten R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen aus J774E-Makrophagen wurden Ultradünnschnitte 
hergestellt. Am Transmissionselektronenmikroskop wurden anschließend von diesen Präparaten Aufnahmen 
mit einer Vergrößerung von 31.500x angefertigt. 

 

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

Um die Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen zu charakterisieren, wurde zunächst die 

Aktivität des lysosomalen Enzyms ß-Galaktosidase bestimmt. Es wurden Phagosomen aus den 

nicht infizierten, mit Listeria innocua, mit R. equi(+) oder R. equi(-) infizierten J774E-

Makrophagen Phagosomen mit der in Abb. 5 dargestellten Methode isoliert und die saure 

ß-Galaktosidase-Enzymaktivitäten in den Fraktionen bestimmt. Aus Abb. 12 ist zu entnehmen, 

dass die Aktivität der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen mit 21 U nur wenig höher ist als die 

Aktivität der als Negativkontrolle dienenden Pseudophagosomen (13,5 U). Dagegen ist die 

lysosomale Enzymaktivität der R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen mit 41 U doppelt so hoch 

wie die ß-Galaktosidase-Aktivität der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen. Wenn die 

Enzymaktivität der Pseudophagosomen von denen der anderen Proben abgezogen wird, um die 

generelle Verunreinigung der Präparationen mit Lysosomen zu korrigieren, fällt der Unterschied 

zwischen R. equi(-) und R. equi(+) noch deutlicher aus. Die zu Phagolysosomen reifenden 

Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen akkumulieren dieses Enzym in noch stärkerem 

Umfang (49,5 U) als die R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen. Diese Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass es einen Unterschied in der Reifung der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen in 

Abhängigkeit vom 85 kbp Plasmid gibt. 
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Abb. 12: Die R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen akkumulieren mehr ß-Galaktosidase-
Aktivität als die R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen 

Aliquots von den Pseudophagosomen, L. innocua-, R. equi(+)- und R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen 
wurden mit der ß-Galaktosidase-Reaktionslösung inkubiert. Anschließend wurde die ß-Galaktosidase-Aktivität 
am ELISA-Reader gemessen. Angegeben ist die ß-Galaktosidase-Aktivität in Units (U= Extinktion bei 
405 nm/mg Protein/h). Die Mittelwerte und die Standardabweichungen von Daten aus 3 voneinander 
unabhängigen Experimenten sind dargestellt. 

3.6.3. Analyse der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen mittels Westernblot 

Um der Frage nachzugehen, ob es einen Unterschied bei der Kompartimentierung der 

Rhodococcus equi(+) und der Rhodococcus equi(-) nach einer zweistündigen Infektionszeit gibt, 

wurden die Rhodococcus-enthaltenden Phagosomen auf die Anwesenheit verschiedener 

Markerproteine untersucht. Dazu wurde die Wirtszell-Proteinkonzentrationen der R. equi(+)-, 

der R. equi(-)- und der Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen bestimmt (siehe 2.14.5.). 

Anschließend wurden gleiche Mengen der Wirtszellproteine durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. 

Nach dem Transferieren der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden verschiedene 

Organellenmarkerproteine mit Antikörpern dekoriert und auf einem Röntgenfilm mittels 

Chemoluminiszenz detektiert. Zur Kontrolle wurden jeweils 2 µg und 40 µg des Startmaterials 

(PNS) aufgetragen, so dass die Anreicherung bzw. der Verlust des Markers in der phagosomalen 

Fraktion im Verhältnis zum PNS deutlich wird. Die Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen 

akkumulieren die spät endosomalen/lysosomalen Markerproteine LAMP-1 und (eine Untereinheit 
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der) vATPase, während sie wenig früh endosomales rab5 enthalten (siehe Abb. 13). Die 

Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen dagegen akkumulieren das früh endosomale 

Markerprotein rab5. Außerdem findet sich in Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen das spät 

endosomale/lysosomale Markerprotein LAMP-1, wobei R. equi(-) dieses Protein in stärkerem 

Maße akkumuliert als R. equi(+). Insgesamt akkumuliert R. equi(+) mehr früh endosomales rab5, 

während R. equi(-) mehr spät endosomales/lysosomales LAMP-1 und vATPase akkumuliert. 

Dies verdeutlicht, dass die Reifung der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen gestört oder 

verzögert ist. Diese veränderte Phagosomenreifung lässt sich zum Teil auf das Vorhandensein des 

85 kbp Plasmids zurückführen.  
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Abb. 13: R. equi(-)- und R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen reichern unterschiedliche 
endozytischen Markerproteinen an  

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

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

N. Mauder (dieses Labor) konnte mittels Trypanblau-Ausschlussmethode zeigen, dass 

Rhodococcus equi mit dem Virulenz-assoziierten Plasmid einen zytotoxischen Einfluss auf J774E-

Makrophagen haben. Nach einer 22-stündigen Infektion mit einer MOI von 30 sind 41% der mit 



 101

R. equi(+) und nur 3% der mit R. equi(-) infizierten J774E-Makrophagen positiv für Trypanblau 

[Mauder 2001]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob es sich bei dem 

durch R. equi(+)-induzierten Zelltod um einen apoptotischen oder nekrotischen Zelltod handelt. 

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob Rhodococcus equi auch auf primäre humane 

Monozyten zytotoxisch wirkt. 

 

3.7.1. Einfluss von Rhodococcus equi auf die Vitalität von J774E-Makrophagen 

Die J774E-Makrophagen wurden mit Rhodococcus equi(+) und Rhodococcus equi(-) für 1 h 

mit einer MOI von 30 infiziert und in Gegenwart von Gentamicin für weitere 0 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 als auch chemisch getötete R. equi keinen zytotoxischen Effekt auf 

J774E-Makrophagen haben [Mauder 2001]. Somit wurde bei dieser Versuchsanordnung 

ausschließlich der Einfluss der lebend phagozytierten Bakterien auf die Vitalität der Makrophagen 

bestimmt. Als Kontrolle für apoptotische Zellen dienten J774E-Makrophagen, die für 6 h mit dem 

Topoisomerase-Hemmer und Apoptose-Induktor Etoposid inkubiert wurden [Walker et al. 

1991;Stefanelli et al. 1998]. Die nekrotischen und apoptotischen Zellen wurde anschließend 

durch den Nachweis des Spaltprodukts der Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP), die SubG1-

Technik und mit Hilfe einer Doppelfärbung mit Annexin V-PE und 7-AAD bestimmt.  

 

3.7.1.1. Apoptosenachweis mittels PARP-Spaltprodukten 

 
Von den mit R. equi infizierten bzw. mit Etoposid inkubierten J774E-Makrophagen wurden 

Zellextrakte hergestellt. Diese wurden durch eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-

Membran transferriert und die Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) sowie deren 

Spaltprodukte mittels Antikörper detektiert. Die Spaltung der PARP ist ein fühes Ereignis 

während der Apoptose, so dass durch Nachweis der beiden Spaltprodukte (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 Spaltprodukte (** - 89 kDa und *** - 24 kDa) sind in Abbildung 14 deutlich zu 

erkennen. Damit sind, wie erwartet, die mit Etoposid inkubierten Makrophagen apoptotisch. 



 102

Dagegen sind weder bei den Zellextrakten der mit R. equi(-) noch bei den mit R. equi(+) 

infizierten Makrophagen Spaltprodukte der PARP vorhanden. Dies kann nicht mit der 

unterschiedlich geladenen Proteinmengen (siehe ungespaltenes PARP - *) erklärt werden, 

sondern nur mit der Tatsache, dass es sich bei der durch Rhodokokken vermittelten Zytotoxizität 

nicht um Apoptose handelt. 
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Abb. 14: Rhodococcus equi induziert keine Apoptose in J774E-Makrophagen 

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

3.7.1.2. Bestimmung der Apoptoserate mittels SubG1-Technik 

Dieser Versuch wurde in Kooperation mit Jan Schulze-Lührmann (Pathologisches Institut, 

Universität Würzburg) durchgeführt. 

Nachdem gezeigt wurde, dass Rhodococcus equi(+) keine Apoptose in J774E-Makrophagen 

auslösen, sollte dieses Ergebnis mit der SubG1-Technik überprüft werden. Diese Methode basiert 

auf der Tatsache, dass in apoptotischen Zellen die DNA durch eine induzierte Endonuklease 

gespalten wird. Die dadurch entstehenden DNA-Fragmente (mit einer Größe von circa 200 bp) 

werden extrahiert und der verminderte DNA-Gehalt nachgewiesen (siehe 2.18.4.). Die mit 

Rhodococcus equi infizierten bzw. mit Etoposid inkubierten J774E-Makrophagen wurden fixiert 
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und mit Extraktionspuffer inkubiert. Dadurch wurde die Membran permeabilisiert und leicht-

molekulare DNA-Fragmente extrahiert. Die in den Zellen verbliebene DNA wurde mit 

Propidiumjodid (PI) markiert. Die Auswertung erfolgte am FACScan (siehe 2.18.5.). Nach einer 

sechsstündigen Inkubationszeit mit Etoposid (300 µM) sind 14,2% der J774E-Makrophagen 

apoptotisch (siehe 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) 

apoptotisch. Diese Werte stimmen gut mit dem Ergebnis überein, das mittels Nachweis von 

PARP-Spaltprodukten erzielt wurde. Es handelt sich also bei der durch Rhodokokken 

vermittelten Zytotoxizität nicht um Apoptose. 

Etoposid R. equi(+)R. equi(-)

 

Abb. 15: Rhodococcus equi induzieren keine Apoptose in J774E-Makrophagen 

J774E-Makrophagen wurden mit R. equi(+) und R. equi(-) für 1 h infiziert und in Gegenwart von Gentamicin für 
6 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden J774E-Makrophagen 6 h mit Etoposid inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen fixiert, leichtmolekulare DNA-Fragmente extrahiert und die verbliebene DNA mit 
Propidiumjodid markiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment, wobei der Marker M1 den 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. Vitalitätsbestimmung mittels Doppelfärbung mit 7-AAD und Annexin V-PE 

Nachdem ausgeschlossen wurde, dass es sich bei der durch R. equi(+) vermittelten Zytotoxizität 

um Apoptose handelt, wurde die mit Rhodococcus infizierten Makrophagen mittels Doppel-

färbung 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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prozentuale Anteil der nekrotischen (definiert als 7-AAD-positiv/Annexin V-negativ und 7-AAD-

positiv/Annexin V-positiv) sowie der apoptotischen (definiert als 7-AAD-negativ/Annexin V-

positiv) Makrophagen bestimmt. Weder R. equi(-) noch R. equi(+) zeigen eine proapoptotische 

Wirkung auf J774E-Makrophagen. So sind bei allen untersuchten Proben im Durchschnitt nur 1% 

der Makrophagen apoptotisch (siehe Anhang). Dagegen haben die Rhodokokken Einfluss auf die 

Nekroserate der infizierten Makrophagen, wie aus Abb. 16 hervorgeht. Die R. equi(-) 

verursachen nur einen geringen Vitalitätsverlust der infizierten J774E-Makrophagen. Dagegen 

führen die das 85 kbp Plasmid enthaltenden R. equi(+) zu einem starken Vitalitätsverlust. Dabei 

nimmt der Anteil der nekrotischen Makrophagen mit der Inkubationsdauer deutlich zu. So steigt 

die Nekroserate von 2% bei 1 h Infektion ohne anschließende Inkubation auf 29% nach 1 h 

Infektion und anschließenden 6 h Inkubation an. Damit handelt es sich bei der durch R. equi(+) 

vermittelten Zytotoxizität um Nekrose. 
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Abb. 16: R. equi(+) induziert Nekrose in J774E-Makrophagen 

J774E-Makrophagen wurden mit R. equi(+) und R. equi(-) für 1 h infiziert und in Gegenwart von Gentamicin für 
0 h, 4 h, 6 h inkubiert. Anschließend wurden die J774E-Makrophagen mit 7-AAD und Annexin V-PE gefärbt 
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 
unabhängigen Experimenten. 
Für einige der dargestellten Experimente stellte N. Mauder (dieses Labor) dankenswerterweise mit 
Rhodococcus equi infizierte J774E-Makrophagen zur Verfügung. 
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3.7.2. Einfluss von Rhodococcus equi auf die Vitalität von humanen Monozyten 

Nachdem nachgewiesen wurde, dass R. equi(+) einen entscheidenen Einfluss auf die Vitalität von 

J774E-Makrophagen hat, sollte geklärt werden, ob dieses Bakterium eine ähnliche Wirkung auf 

primäre humane Monozyten zeigt. Dies ist besonders interessant, da es nur wenige Fälle einer 

R. equi Infektion beim Menschen gibt. Des Weiteren sollte geklärt werden ob, ebenso wie bei 

J774E-Makrophagen, nur vitale Rhodokokken diese Zytotoxizität vermitteln. Aus diesem Grund 

wurden humane Monozyten für 1 h mit R. equi(+), R. equi(-) und abgetöteten, Paraformaldehyd-

fixierten R. equi(+) mit einer MOI von 30 infiziert. Danach wurden die Monozyten für weitere 

22 h in Gegenwart von Gentamicin inkubiert. Als Negativkontrolle dienten nicht infizierte 

Monozyten. Anschließend wurde die Zellvitalität mit Hilfe der Trypanblau-Ausschlussmethode am 

Lichtmikroskop bestimmt. Trypanblau gelangt nur in Zellen, die keine intakte Membran haben. 

Somit sind nur tote Wirtszellen mit Trypanblau gefärbt. Wie aus Abb. 17 zu entnehmen, sind 5% 

der nicht infizierten Monozyten positiv für Trypanblau. Die waagerechte Linie markiert diesen 

Ausgangswert. Eine Infektion mit Rhodokokken hat nur einen geringen Einfluss auf die Vitalität 

der humanen Monozyten. Der Unterschied der Wirkung der R. equi(+) und R. equi(-) auf die 

Vitalität der Monozyten ist ebenfalls nur gering. So sind nur 13% der mit R. equi(+) infizierten 

Monozyten und nur 8% der mit R. equi(-) infizierten Monozyten Trypanblau-positiv. Dies steht im 

deutlichen Gegensatz zu der Wirkung der Rhodokokken auf die Vitalität der J774E-

Makrophagen, bei denen der zytotoxische Effekt viel stärker ausfällt (siehe 3.7.1.3.). 
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Abb. 17: Rhodokokken haben nur eine geringe zytotoxische Wirkung auf humane 
Monozyten 

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



 107

4. Diskussion 

Die Interaktion der Mikroorganismen mit den phagozytischen Zellen des mononukleären und 

polymorphnukleären Systems ist entscheidend für eine erfolgreiche Infektion. Nach der Aufnahme 

durch die Phagozyten befinden sich die Mikroorganismen in einem neu gebildeten Organell, dem 

Phagosom. Das Phagosom wird mit der Zeit modifiziert, wodurch die Mikroorganismen abgetötet 

und abgebaut werden. Der Prozess der Modifizierung wird von einer Reihe von Molekülen 

reguliert, die unter anderem die Interaktion mit dem Zytoskelett und damit die Bewegung 

innerhalb der Zellen sowie die Fusion der Phagosomen mit endozytischen Vesikeln und damit 

seine Reifung steuern. Allerdings sind einige Mikroorganismen in der Lage, dem Abbau im 

Phagosom bzw. Phagozyten zu entkommen. Zu den Bakterien, deren Phagosomenreifung gestört 

ist und die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, gehören Afipia felis und Rhodococcus 

equi. Durch Analyse der Kompartimentierung dieser, aber auch anderer, Bakterien mit gestörter 

Phagosomenreifung ist die Charakterisierung der an der Phagosomenreifung sowie an der 

Etablierung des ungewöhnlichen Kompartiments beteiligten Moleküle möglich.  

 

4.1. Phagosomenisolierung 

Die Isolierung der Phagosomen ermöglicht die biochemische Analyse des Phagosoms sowie der 

an der Phagosomenreifung beteiligten Moleküle [Desjardins und Scianimanico 1998]. Mit Hilfe 

der in dieser Promotionsarbeit entwickelten Methode ist es möglich, Bakterien-enthaltende 

Phagosomen zu isolieren. Diese Methode kombiniert und modifiziert einige bereits beschriebene 

Verfahren [Sturgill-Koszycki et al. 1996; Alvarez-Dominguez et al. 1996; Alvarez-Dominguez et 

al. 1997; Mills und Finlay 1998] mit dem Hauptziel, endozytische Vesikel durch Reinigung zu 

entfernen. Dies ist besonders wichtig bei der Analyse von Bakterien-enthaltenden Phagosomen, 

die nicht zum endozytischen System gehören oder in einem bestimmten Reifungsstadium arretiert 

sind. In diesen Fällen führt eine verfahrensbedingte Kontamination mit endozytischen Vesikeln zu 

einer drastischen Fehlinterpretation der Kompartimentierung. Deshalb wurden die einzelnen 

Fraktionen des Sacchararosegradienten sowie die phagosomale Fraktion auf ihren Gehalt an 

Protein, frühen Endosomen und Lysosomen untersucht (Tab. 2-4). Dabei wurden die frühen 

Endosomen wie in anderen Studien [Alvarez-Dominguez et al. 1996; Mukherjee et al. 2000] 
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durch einen kurzen “chase“ mit HRP definiert. Der Gehalt an Lysosomen wurde durch die 

Aktivität der sauren ß-Galaktosidase definiert, die vorwiegend in Lysosomen, aber auch in 

geringen Maß in späten Endosomen zu finden ist [Ward et al. 1997; Mukherjee et al. 2000; 

Hashim et al. 2000]. Die Verteilung der früh endosomalen und lysosomalen Enzymaktivitäten 

sowie der Proteinkonzentrationen über die einzelnen Fraktionen ist für alle Phagosomentypen sehr 

ähnlich. Dies beweist die gute Reproduzierbarkeit der vorgestellten Methode. Klare Unterschiede 

gibt es nur in der lysosomalen Enzymaktivität zwischen den einzelnen Proben in den Fraktionen 

8-10 und der aus diesen drei Fraktionen resultierenden Endfraktion F, obwohl die Protein-

konzentration sowie der Gehalt an frühen 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-enthaltende Phagosomen 

zu Phagolysosomen reifen [Schwan et al. 1994], demonstriert dies die spezifische Anreicherung 

von Phago(lyso)somen in diesen Fraktionen. Dies stimmt mit der in Tabelle 5 dargestellten 

Beobachtung überein, dass sich in den Fraktionen 8-10 ungefähr 80% der auf den Saccharose-

gradienten geladenen Bakterien befinden. Durch die Einführung eines zweiten Gradienten (Ficoll-

Kissen) wurde die Kontamination der Phagosomen mit früh endosomalen und lysosomalen 

Vesikeln verringert. So befinden sich nur 5-10% des auf diesen Gradienten geladenen Materials 

(Fraktionen 8-10) in der Endfraktion F, während gleichzeitig die Ausbeute an Bakterien, die ein 

Maß für die Phagosomen darstellt, circa 50% betrug. Die Phagosomen werden also relativ zu den 

Lysosomen in diesem letzten Schritt 5-10-fach angereichert. Die Kontamination der Endfraktion 

F mit frühen Endosomen ist mit circa 0,2% der früh endosomalen Enzymaktivität des 

Startmaterials (PNS) sehr gering. Die Kontamination mit Lysosomen, die an der Endfraktion der 

nicht infizierten Probe abgelesen werden kann, ist mit circa 0,2% des Startmaterials ebenfalls 

niedrig. Da es aber neben den endozytischen Organellen auch noch andere Kontaminationen gibt, 

und es außerdem kaum möglich ist, vollständig reine Phagosomen zu isolieren [Pasquali et al. 

1999], wurden die phagosomalen Fraktionen auf eine mögliche Kontamination mit anderem 

Wirtszellmaterial wie endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat, Plasmamembran (siehe Abb. 

7 und Tab. 6) und Mitochondrien [Lührmann und Haas 2000] untersucht. Dabei wurden 

Kontaminationen mit endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien nachgewiesen. Gleich-

zeitig war keine Kontamination mit Teilen des Golgi-Apparates feststellbar, so dass davon 

ausgegangen werden kann, dass dieses Organell effektiv entfernt worden ist. Eine Verunreinigung 
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der phagosomalen Fraktion mit Mitochondrien war erwartet worden, da Dichte und Form von 

Mitochondrien und Phagosomen sehr ähnlich sind [Lührmann und Haas 2000]. Eine 

Kontamination mit ER wird bei jeder phagosomalen Präparation, unabhängig von der gewählten 

Isolierungsmethode, beobachtet [Fialka et al. 1997]. Dabei ist noch nicht vollständig geklärt, ob 

das ER wirklich als Kontamination zu betrachten ist, oder ob es vielmehr einen wichtigen 

Bestandteil der Phagosomen darstellt [Garin et al. 2001]. Für letzteres spricht, dass der ER-

Gehalt bei den Pseudophagosomen bedeutend niedriger ist als bei den Afipia felis- und den 

Listeria innocua-enthaltenden Phagosomen.  

 

Die Kontamination der Präparation mit Plasmamembranbestandteilen war ebenfalls nur sehr 

gering. In der phagosomalen Fraktion F befanden sich nur 0,06-0,11% der HRP-Aktivität des 

PNS. Zum Nachweis der Plasmamembran wurden die infizierten J774E-Makrophagen bei 4°C 

mit HRP inkubiert [Desjardins et al. 1994a; Alvarez-Dominguez et al. 1996; Hashim et al. 2000]. 

Durch die niedrige Inkubationstemperatur ist die Endozytose blockiert, HRP bindet demnach an 

den Mannose-Rezeptor auf der Wirtszellmembran [Dunn et al. 1980; Marsh et al. 1986]. Somit 

ist die Plasmamembran in dieser Studie definiert als das Kompartiment, das zusammen mit HRP 

gereinigt wird. Die HRP-Aktivitäten repräsentieren direkt die Kontamination mit Plasma-

membranbestandteilen. 

 

Als weiteren Nachweis für die relative Reinheit der phagosomalen Fraktionen sind elektronen-

mikroskopische Techniken zum Einsatz gekommen. Die resultierenden Aufnahmen machen sehr 

deutlich, dass die Phagosomen intakt und im Vergleich zu anderen zellulären Bestandteilen 

angereichert sind (Abb. 8). Damit ist die Phagosomenreinigungs-Methode sehr gut dafür geeignet, 

relativ reine Bakterien-enthaltende Phagosomen zu isolieren. Der Vorteil gegenüber anderen 

bereits beschriebenen Methoden liegt dabei in der höheren Reinheit des Produktes. Allerdings ist 

ein direkter Vergleich zum Teil recht schwierig, da selten im gleichen Umfang oder mit ähnlichen 

Methoden die Reinheit der Phagosomen kontrolliert wurde. So geben Sturgill-Koszycki et al. 

(1996) an, dass die von ihnen gereinigten Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen 6-10% 

andere Wirtszellproteine enthalten. Bei dieser Kontamination handelt es sich nicht um eine 

selektive Anreicherung eines spezifischen Proteins, wie die Autoren mittels einer 2D-Analyse 

nachweisen. Allerdings wird kein Hinweis auf die Ausbeute an Phagosomen gegeben. Bei zwei 
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anderen Methoden wurden die Kontaminationen mit Plasmamembran und Golgi [Desjardins et al. 

1994a] oder mit Plasmamembran, Lysosomen, Endosomen, Golgi und ER [Hasim et al. 2000; 

Mukherjee et al. 2000] untersucht. Dabei wurde jedoch kein Vergleichsmaß wie Proteingehalt 

oder Ausbeute (Bakterien) angegeben, sondern lediglich die Anteile bestimmter Markerproteine 

im Produkt relativ zum Starthomogenat. Eine Aussage über die Reinheit und damit ein direkter 

Vergleich ist so nicht möglich. Da aber sowohl Hasim et al. (2000) als auch Mukherjee et al. 

(2000) zur Analyse der Phagosomen im Western Blot pro Spur 40µg phagosomales Protein 

analysiert haben (in dieser Promotionsarbeit 2 µg), ist davon auszugehen, dass die erzielte 

Ausbeute geringer ist, da die Signalhöhe trotz 20-fachen Proteineinsatzes in etwa gleich ist. 

Weiter benutzten führende Labors in der Analyse von Phagosomen generell deutlich weniger als 

40 µg/Spur [David Russell, Cornell Univ., USA, pers. Mitteilung]. Von einer wesentlich höheren 

Ausbeute (Bakterien) als die in dieser Promotionsarbeit erzielten circa 40% (Tab. 5) berichten 

Alvarez-Dominguez et al. (1996). Bei der von dieser Gruppe verwendeten Methode befinden 

sich 70% der Ausgangs-Bakterienzellzahl in der phagosomalen Fraktion. Allerdings verwenden 

die Autoren für die Western Blot Analyse, trotz der fast doppelt so hohen Ausbeute, 15x mehr 

phagosomales Protein. Dies und die Tatsache, dass die Kontamination mit Plasmamembran-

bestandteilen und Golgi höher zu sein scheint, erlaubt den Schluss, dass diese Methode eine 

geringere Reinheit der Phagosomen erzielt. Eine andere Methode zur Phagosomenisolierung [Pitt 

et al. 1992b] weist mit 30% eine fast gleiche Ausbeute an Bakterien auf. Allerdings befinden sich 

4% der Ausgangs-Proteinkonzentration in der phagosomalen Fraktion. Dies ist um den Faktor 10 

höher als die Proteinkonzentration in der hier vorliegenden Promotionsarbeit (Tab. 2). Deshalb 

wird wahrscheinlich auch bei dieser Methode zur Phagosomenisolierung eine wesentlich geringere 

Reinheit erreicht.  

 

Insgesamt verdeutlichen diese Vergleiche, dass mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit etablierten 

Methode eine gute Ausbeute und vor allem eine höhere Reinheit an Bakterien-enthaltenden 

Phagosomen erzielt wird. Allerdings ist trotzdem eine weitere Verbesserung der Reinheit 

wünschenswert. Dabei sollte die relativ hohe Kontamination mit Mitochondrien und endo-

plasmatischem Retikulum verringert werden. Das ist besonders wichtig, wenn Bakterien-

enthaltende Phagosomen untersucht werden sollen, die mit Mitochondrien oder ER assoziiert sind 

wie zum Beispiel bei Legionella pneumophila-enthaltenden Phagosomen. In diesen Fällen 
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könnte die verfahrensbedingte Kontamination möglicherweise ein interessantes Signal 

überdecken. Deshalb sind bereits erste Versuche unternommen worden, die Verunreinigung mit 

Mitochondrien zu verringern (nicht dargestellt). Dazu wurde das Startmaterial, der postnukleäre 

Überstand (PNS), mit 1mM CaCl2 für 5 min bei 37°C inkubiert. Dadurch schwellen die 

Mitochondrien und werden leichter [Arai et al. 1991]. Dies sollte zu einem anderen Laufverhalten 

im Saccharosegradienten und damit zu einer geringeren Kontamination der phagosomalen 

Fraktion mit Mitochondrien führen. Bei Vergleichsuntersuchungen wurde allerdings keine 

Verminderung der Kontamination mit Mitochondrien festgestellt. Eine weitere Möglichkeit, um die 

Kontamination mit Mitochondrien und endoplasmatischem Retikulum zu verringern, ist eine 

Inkubation (2-5 min auf Eis) des PNS mit 10 nM ATP Thierry Soldati (ESF Conference: 

Membrane Dynamics in Endocytosis, Tomar 2001). Dieser Inkubationsschritt sollte in Zukunft 

getestet werden, um so vielleicht die Kontamination mit Mitochondrien und ER weiter zu 

verringern. 

 

4.2. Kompartimentierung von Afipia felis 

Afipia felis wird von Makrophagen phagozytiert und in ein Phagosom verpackt, in dem sich die 

Bakterien vermehren [Birkness et al. 1992]. Dieses Afipia felis-enthaltende Phagosom fusioniert 

weder mit Ferritin beladenen Lysosomen [Brouqui und Raoult 1993] noch mit Ovalbumin Texas 

Red (OvTR) beladenen Lysosomen [Schüttfort 2000; Streker 2000]. Afipia felis-enthaltende 

Phagosomen reifen also nicht zu Phagolysosomen. Deshalb sollte im Rahmen dieser 

Promotionsarbeit untersucht werden, in welchem Kompartiment sich die Afipien innerhalb des 

Makrophagen befinden. 

 

Um festzustellen, ob Afipien mit dem endozytischen System kommunizieren, wurden die 

Lysosomen der J774E-Makrophagen mit dem pinozytotisch aufgenommenen, fluoreszierenden 

Protein Ovalbumin Texas Red markiert und anschließend mit Bakterien infiziert [Swanson 1989; 

Swanson und Isberg 1996]. Dabei zeigte sich, dass circa 70% der Afipien-enthaltenden 

Phagosomen nicht mit OvTR kolokalisieren, d. h. nicht zu Phagolysosomen reifen, während unter 

gleichen Bedingungen circa 80-90% der Listeria innocua- und Bordetella pertussis-

enthaltenden Phagosomen zu Phagolysosomen reifen (siehe Abb. 1A). Eine Erklärung für dieses 
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Phänomen wäre, dass die Afipien ebenso wie Listeria monocytogenes [Goebel und Kuhn 2000] 

in der Lage sind, aus dem Phagosom ins Zytosol der Wirtszelle auszubrechen. Da aber auf allen 

verfügbaren elektronenmikroskopischen Aufnahmen [Brouqui und Raoult 1993 und Abb. 8] 

eindeutig eine Wirtsmembran um die Afipien zu sehen ist, kann diese Möglichkeit ausgeschlossen 

werden. Demnach befinden sich die meisten Afipien innerhalb der Makrophagen in einem 

Organell, das nicht zu einem Phagolysosom reift. Bisher sind zwei Gruppen von Bakterien-

enthaltenden Phagosomen bekannt, die nicht zu Phagolysosomen reifen. Phagosomen, die entlang 

des endozytischen Pathways in einem prälysosomalen Kompartiment arretiert sind oder 

Phagosomen, die aus dem endozytischen System ausgebrochen sind und neuartige 

Kompartimente etablieren. Das am besten untersuchteste Beispiel für arretierte phagosomale 

Kompartimente sind Phagosomen, die pathogene Mycobakterien enthalten. Diese Phagosomen 

fusionieren nicht mit spät endosomalen/lysosomalen Vesikeln, aber mit frühen Endosomen 

[Sturgill-Koszycki et al. 1996; Rittig et al. 2001], stehen also mit dem frühen endozytischen 

System in Kontakt. Davon ausgehend wurde in der vorliegenden Promotionsarbeit überprüft, ob 

etablierte Afipien-enthaltende Phagosomen mit irgendeinem endozytischen Kompartiment 

fusionieren, sich also ähnlich verhalten wie Mycobakterien-enthaltende Phagosomen. Dabei zeigte 

sich, dass circa 70% der Afipia felis-enthaltenden Phagosomen nicht mit dem endozytischen 

System in Kontakt stehen (siehe Abb. 1B). Insgesamt lassen die oben angegebenen Daten 

vermuten, dass die Afipien ein Kompartiment etablieren, das nicht zu einem Phagolysosom reift 

und das auch nicht mit frühen endozytischen Vesikeln fusioniert. Deshalb ist Afipia felis nicht in 

die Gruppe der Bakterien einzuordnen, die eine Hemmung der normalen Phagosomenreifung 

induzieren.  

 

Das oben mit der OvTR-Methode erzielte Ergebnis sollte mit einer weiteren Methode 

(Immunfluoreszenz) abgesichert werden. Dazu wurde die Kolokalisierung der etablierten (2 h 

alten) Afipia felis-enthaltenden Phagosomen mit den beiden endozytischen Markerproteinen 

EEA1 (frühes Endosom) und LAMP-1 (spätes Endosom/Lysosom) bestimmt. Die etablierten 

Afipien-enthaltenden Phagosomen kolokalisieren nur in geringem Umfang (circa 30%) mit 

LAMP-1 und gar nicht (circa 3%) mit EEA1. Dies wurde sowohl in der Mausmakrophagen-

Zelllinie J774E (Tab. 1A und Abb. 3) als auch in humanen peripheren Blutmonozyten (Tab. 1B) 

nachgewiesen und bestätigt sowie erweitert die Ergebnisse, die mit der OvTR-Methode erzielt 
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wurden. Da auch die Analyse der isolierten Afipien-enthaltenden Phagosomen keine Assoziierung 

mit den früh endosomalen Markerproteinen TfR, EEA1 und TACO sowie nur eine schwache 

Assoziierung mit den spät endosomalen/lysosomalen Markerproteinen LAMP-1, vATPase und 

Cathepsin D gezeigt hat (Abb. 9), ist davon auszugehen, dass die Mehrzahl der Afipien sich in 

einem Kompartiment befinden, das nicht zum endozytischen System gehört. Somit hat das Afipia 

felis-enthaltende Phagosom Ähnlichkeit mit Kompartimenten, die folgende Mikroorgansimen 

enthalten: Chlamydia trachomatis, Legionella pneumophila oder Toxoplasma gondii [Joshi et 

al. 2001; Mordue und Sibley 1997; Mordue et al. 1999]. Deren Phagosomen sind, ebenso wie 

A. felis-enthaltende Phagosomen, nicht mit Markerproteinen des endosomalen Systems assoziiert 

und befinden sich in einem nicht endozytischen Kompartiment. Interessanterweise wurde sowohl 

für die Legionella pneumophila-enthaltende Phagosomen [Joshi et al. 2001] als auch die 

Toxoplasma gondii-enthaltenden Phagosomen [Mordue und Sibley 1997; Mordue et al. 1999] 

gezeigt, dass sie zu jedem Zeitpunkt der Infektion komplett vom endozytischen System 

abgekoppelt sind, also direkt in ein nicht endozytisches Kompartiment gelangen. Das gilt 

wahrscheinlich auch für Chlamydia trachomatis, obwohl diese Fragestellung bislang noch nicht 

untersucht wurde.  

 

Um zu klären, ob Afipia felis dieses ungewöhnliche Kompartiment bereits bei der Aufnahme 

oder zu einem späteren Zeitpunkt umprogrammiert, wurde die Reifung der Afipia felis-

enthaltenden Phagosomen kinetisch untersucht (Abb. 4A). Dabei zeigt sich, dass nur die circa 

30% der Afipien-enthaltenden Phagosomen, die nach 2 h positiv für spät endosomale/lysosomale 

Markerproteine sind, auch zu einem früheren Zeitpunkt (20 min) positiv für den früh endosomalen 

Marker EEA1 sind. Die Mehrzahl der Afipien befinden sich dagegen zu keinem Zeitpunkt in 

einem endozytischen Kompartiment. Somit existiert dieses ungewöhnliche, nicht endozytische 

Kompartiment ebenso wie das Legionella pneumophila- und Toxoplasma gondii-enthaltende 

Kompartiment sofort nach der Aufnahme.  

 

Eine weitere Eigenschaft, die Afipia felis z. B. mit Legionella pneumophila teilt, ist der Anteil an 

LAMP-1-positiven Phagosomen. So sind 25-30% der Afipia felis- und 20-35% der 

Legionellen-enthaltenden Kompartimente [Roy et al. 1998; Joshi et al. 2001] positiv für dieses 

spät endosomale/lysosomale Markerprotein. Allerdings gibt es auch Unterschiede. So gibt es 
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keinen Hinweis dafür, dass Afipia felis ebenso wie Legionella pneumophila [Horwitz 1983a; 

Swanson und Isberg 1995], Toxoplasma gondii [Jones et al. 1972; Endo et al. 1981; Sinai et al. 

1997] oder Chlamydia trachomatis [Matsumoto et al. 1991] Wirtszell-Organellen wie 

Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum rekrutiert. Da die Frage, ob Afipia felis mit 

endoplasmatischem Retikulum oder Mitochondrien assoziiert ist, noch nie Gegenstand einer 

Untersuchung war, ist eine eindeutige Aussage auch im Rahmen dieser Promotionsarbeit nicht 

möglich. Auch das mittels Western Blot erzielte Ergebnis, dass weder ER noch Mitochondrien 

[Lührmann und Haas 2000] in höherem Maße mit isolierten Afipien-enthaltenden Phagosomen als 

mit anderen isolierten Bakterien-enthaltenden Phagosomen assoziiert sind, ist kein Beweis für eine 

fehlende Assoziierung mit diesen Organellen. So könnte es sich um eine lose Assoziierung 

handeln, die während des Isolierungs-Prozesses verloren geht, oder ein mögliches positives Signal 

könnte vom Hintergrundsignal überdeckt sein. Die zweite Vermutung liegt nahe, da sowohl ER als 

auch Mitochondrien die hauptsächliche Kontamination bei der hier angewandten Isolierungs-

methode darstellen. Deshalb wäre es sinnvoll, die Assoziierung A. felis-enthaltender Phagosomen 

mit ER und Mitochondrien in situ zu untersuchen. Außerdem könnte die gewählte Infektions-

dauer eine wichtige Rolle bei der Detektion einer möglichen Assoziierung spielen. So sind 

Legionellen-enthaltende Kompartimente erst nach circa 4 h Infektionsdauer mit rauhem ER 

assoziiert. Da die hier untersuchten Afipia felis-enthaltenden Phagosomen aber erst 2-3 h alt 

waren, besteht die Möglichkeit, dass eine Assoziierung erst zu einem späteren Zeitpunkt besteht. 

Deshalb wäre eine Untersuchung über eine längere Infektionsdauer sinnvoll. Außerdem könnte 

dann auch die Frage geklärt werden, ob die Afipien-enthaltenen Phagosomen, ähnlich wie die 

Legionellen-enthaltenden Phagosomen [Sturgill-Koszycki und Swanson 2000], sich nach einer 

18 h-igen Infektionsdauer in ein saures endozytisches Kompartiment verwandeln. 

 

Da das Schicksal eines Bakteriums im Makrophagen unter anderem von der Vitalität der 

Bakterien abhängt, wurde überprüft, ob eine Paraformaldehyd-Fixierung der Afipien einen 

Einfluss auf die Kompartimentierung der Afipien hat. Die Abtötung der Afipien mit 

Paraformaldehyd führt zu einer Normalisierung der Phagosomenreifung, d. h. wesentlich mehr 

Afipia felis-enthaltende Phagosomen reifen zu Phagolysosomen. Phagosomen, die lebende 

Afipien enthalten, reifen nur zu circa 30% zu Phagolysosomen, im Gegensatz zu 60% der 

Phagosomen, die tote Afipien enthalten (Abb.2). Diese Normalisierung der Reifung der 
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Phagosomen, die tote Afipien enthalten, konnte bereits für hitzeabgetötete Afipien beobachtet 

werden [Schüttfort 2000; Streker 2000]. Aber auch bei anderen Mikroorganismen ist eine 

Abhängigkeit der Phagosomenreifung von der Vitalität der Bakterien beobachtet worden. So sind 

Phagosomen, die durch Hitze bzw. Gamma-Strahlen getötete Mycobacterium avium enthalten, 

mit lysosomalen Markerproteinen kolokalisiert, während Phagosomen, die lebende Myco-

bacterium avium enthalten, nicht mit lysosomalen Markern assoziiert sind [Frehel et al. 1986; 

Oh und Staubinger 1996]. Die lebenden Mycobakterien sind in der Lage, die Phagosomenreifung 

zu verhindern, dies können tote Mycobakterien nicht. Ein ähnlicher Unterschied in der 

Phagosomenreifung wurde auch bei Phagosomen mit Mycobacterium marinum [Barker et al. 

1997], Salmonella typhimurium [Hashim et al. 2000], Listeria monocytogenes [Alvarez-

Dominguez et al. 1997], Brucella suis [Naroeni et al. 2001] oder Brucella abortus [Arenas et 

al. 2000] beobachtet. Wahrscheinlich ist für die Hemmung der Phagosomenreifung jeweils ein von 

den Mikroorganismen produzierter Faktor verantwortlich. Dabei kann es sich um ein 

Oberflächenmolekül oder ein sekretiertes Molekül handeln [Haas 1998]. Und da tote 

Mikroorganismen keinen Metabolismus mehr betreiben können, sind sie nicht in der Lage, die 

Reifung zu Phagolysosomen zu hemmen. 

 

Aber nicht nur die Vitalität der Bakterien ist für die Etablierung des jeweiligen Kompartiments 

entscheidend. Auch die Opsonisierung des Bakteriums mit spezifischen Antikörpern kann zur 

Normalisierung der Phagosomenreifung führen. Dies wurde für Mycobacterium tuberculosis 

[Armstrong und Hart 1975], Mycobacterium avium [Frehel und Rastogi 1989], Toxoplasma 

gondii [Sibley et al. 1985], Rhodococcus equi [Hietala und Ardans 1987] und Escherichia coli 

[Baorto et al. 1997] beschrieben. Allerdings ist nicht für alle der hier genannten Bakterien 

vollständig geklärt, ob die durch die Opsonisierung hervorgerufene Normalisierung der 

Phagosomenreifung durch die Antikörper vermittelte Inaktivierung der für die Reifungshemmung 

wichtigen bakteriellen Faktoren [De Chastellier und Thilo 1999] oder durch die veränderte 

Aufnahme über den Fc-Rezeptor bedingt ist [Haas 1998]. Dabei ist der letztgenannte 

Mechanismus der wahrscheinlichere und kann z. B. bei Escherichia coli beobachtet werden. 

Dieses Bakterium wird nach der Bindung an CD48 internalisiert und kann durch die 

anschließende Hemmung der Phagosomenreifung sein Überleben sichern. Mit spezifischen 

Antikörpern opsonisierte E. coli dagegen werden über den Fc-Rezeptor und nicht über CD48 
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aufgenommen, und dieser veränderte Aufnahmeweg führt zur Reifung der E. coli-enthaltenden 

Phagosomen zu Phagolysosomen und somit zum verminderten Überleben des Bakteriums [Baorto 

et al. 1997]. Mit monoklonalem Antikörper opsonisierte Afipia felis kolokalisieren mit circa 60% 

doppelt so häufig mit dem spät endosomalen/lysosomalen Markerprotein LAMP-1 wie nicht 

opsonisierte Afipien (Abb. 2), reifen also zu Phagolysosomen. Diese durch die Opsonisierung mit 

monoklonalem Antikörper hervorgerufene Normalisierung der Phagosomenreifung ist 

wahrscheinlich nicht auf eine durch den Antikörper bedingte Inaktivierung bakterieller Faktoren, 

sondern auf den veränderten Aufnahmeweg zurückzuführen. Bisher ist der Rezeptor, der die 

Aufnahme der nicht opsonisierten Afipien durch den Makrophagen vermittelt, noch nicht bekannt. 

Opsonisierte Afipien werden aber im Vergleich zu nicht opsonisierten Afipien wesentlich schneller 

phagozytiert (persönliche Beobachtung sowie Mitteilung von A. Schüttfort), was eine Beteiligung 

eines anderen Rezeptors erwarten lässt. Da sowohl Phagosomen, die tote oder opsonisierte 

Afipien enthalten in ihrer Mehrzahl (circa 60%) zu Phagolysosomen reifen, sollte überprüft 

werden wie sich die Phagosomen verhalten, die opsonisierte, Paraformaldehyd-fixierte Afipien 

enthalten. Die Mechanismen, die bei abgetöteten oder opsonisierten Afipien zur Normalisierung 

der Phagosomenreifung führen, scheinen unterschiedlich zu sein. Deshalb wurde bei abgetöteten 

und opsonisierten Afipien ein synergistischer Effekt erwartet, was allerdings nicht der Fall ist 

(Abb. 2). Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen ist, dass es durch die Paraformaldehyd-

Fixierung zu einer Veränderung der Zelloberfläche der Afipien kommt, wodurch der monoklonale 

Antikörper nicht mehr binden kann. Dadurch würden dann diese so vorbehandelten Afipien nicht 

über den Fc-Rezeptor aufgenommen. Diese Möglichkeit ist aber unwahrscheinlich, da sowohl die 

opsonisierten, Paraformaldehyd-fixierten als auch die opsonisierten Afipien schneller von den 

Makrophagen phagozytiert werden als nicht opsonisierte Afipien. Vielmehr scheint es, dass nur 

lebende Afipia felis ein Oberflächenmolekül exprimieren, das die Aufnahme über einen bislang 

unbekannten Rezeptor induziert. Somit werden tote ebenso wie opsonisierte Afipien nicht über 

diesen unbekannten Rezeptor aufgenommen. Da aber der Aufnahmeweg entscheidend für die 

Etablierung eines ungewöhnlichen Kompartimentes ist, reift die Mehrzahl der Phagosomen, die 

tote oder opsonisierte Afipien enthalten, zu Phagolysosomen. Bei dem Oberflächenmolekül, das 

die Aufnahme vermittelt, könnte es sich um ein Protein handeln, wie es auch von Schüttfort 

(2000) postuliert wird. Brouqui und Raoult (1993) nehmen ebenfalls an, dass es sich bei dem 

Faktor, der die Phagolysosom-Bildung inhibiert, um ein Protein handelt. Allerdings postulieren 
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Brouqui und Raoult (1993), dass es sich bei diesem Proteinase K-sensitiven Faktor um einen 

filtrierbaren und damit löslichen Faktor handelt und nicht um ein Oberflächenmolekül. Diese letzte 

Behauptung lässt sich aber aus der Versuchsanordnung nicht ablesen, da nur Bakterienlysat und 

nicht der Überstand der Afipien verwendet wurde.  

 

Anhand der in dieser Promotionsarbeit vorgestellten Ergebnisse lässt sich folgende Hypothese zur 

Kompartimentierung von Afipia felis in J774E-Makrophagen aufstellen: 
 
Afipia felis wird nach der Bindung eines bislang unbekannten Liganden an einen ebenfalls 

unbekannten Makrophagen-Rezeptor vom Makrophagen in ein Phagosom aufgenommen. Dieses 

Afipia felis-enthaltende Phagosom fusioniert nicht mit Endosomen und gehört somit nicht zum 

endozytischen System [Lührmann et al. 2001]. Da aber nur lebende Afipien in der Lage sind, 

dieses ungewöhnliche Kompartiment zu etablieren, ist davon auszugehen, dass ein von Afipia 

felis produzierter Faktor dafür verantwortlich ist. Wie dieser Faktor allerdings die Fusion der 

Afipien-enthaltenden Phagosomen mit Endosomen inhibiert ist noch unklar. Vorstellbar ist, dass 

Afipia felis ebenso wie Legionella pneumophila, Brucella spp. und Agrobacterium 

tumefaciens über ein Typ IV-Sekretionsapparat verfügt. Legionella pneumophila kann mit 

Hilfe dieses Sekretionssystems wahrscheinlich Proteine ins Wirtszellzytosol injizieren, die eine 

Fusion des Legionella pneumophila-enthaltenden Phagosoms mit Endosomen inhibiert [Coers et 

al. 2000; Tilney et al. 2001]. Da es aber für das Überleben der Afipien nicht ausreicht, ein nicht 

endozytisches Kompartiment zu etablieren, ist es sehr wahrscheinlich, dass Afipia felis-

enthaltende Phagosomen, mit anderen Vesikeln fusionieren um Zugang zu Nährstoffen zu 

bekommen. Deshalb sollte es möglich sein, charakteristische Proteine für dieses Afipia felis-

enthaltende Phagosom zu finden. Ein erster Schritt zur Identifizierung von Markerproteinen ist mit 

der 2D-Gelelektrophorese der Afipia felis-enthaltenden Phagosomen (Abb. 10) bereits unter-

nommen worden. 

 

In Abb. III ist ein schematisches Modell der Reifung von Afipia felis-enthaltenden Phagosomen 

dargestellt. 
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Abb. III: Schematische Darstellung der Reifung von Afipia felis-enthaltenden 

Phagosomen 

Dargestellt ist die Reifung eines Afipia felis-enthaltenden Phagosoms im Vergleich zur ungestörten, normalen 
Phagosomenreifung sowie die möglichen Fusionsereignisse mit endozytischen Vesikeln und die daraus 
resultierenden Charakteristika der verschiedenen Reifungsstadien. 

EE – frühes Endosom; LE – spätes Endosom; Lys – Lysosom; M6PR – Mannose-6-Phosphat Rezeptor.  

 

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um den für die Aufnahme verwendeten Makrophagen-

Rezeptor sowie die Natur des Liganden und damit den Aufnahmeweg aufzuklären. Außerdem 

sollte es mit Hilfe der 2D-Analyse möglich sein, das Afipia felis-enthaltende Phagosom besser zu 

charakterisieren. Zudem sollte überprüft werden, ob die Afipien Zugang zu Nährstoffen haben, 

um sich innerhalb des Makrophagen zu vermehren. Diese Fragestellung ist wichtig für das 

Verständnis der Pathogenese dieses Bakteriums und würde Auskunft über Fusionspartner der 

Afipia felis-enthaltenden Phagosomen geben. Die Untersuchung der Reifung von Afipia felis-

enthaltenden Phagosomen in Endothel-, Epithel- oder dendritischen Zellen könnte ebenfalls zum 
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Verständnis der Pathogenese dieses Keimes beitragen. Außerdem könnte der Vergleich der 

Phagosomenreifung innerhalb der unterschiedlichen Wirtszelltypen zur Identifikation von Faktoren 

führen, die zur Etablierung des Afipien-enthaltenden Kompartiments beitragen. 

 

4.3. Kompartimentierung von Rhodococcus equi 

Rhodococcus equi ist ein fakultativ intrazelluläres Bakterium, das von Makrophagen phagozytiert 

und dabei in ein Phagosom verpackt wird. Dieses R. equi-enthaltende Phagosom fusioniert nicht 

mit Lysosomen und weist Charakteristika eines frühen Endosoms auf [Zink et al. 1987; Hietala 

und Ardans 1987; Armstrong und D´Arcy Hart 1971].  

Wahrscheinlich ermöglicht die Inhibierung der Phagolysosom-Bildung den Rhodokokken sich 

innerhalb eines Phagosoms zu vermehren [Zink et al. 1987; Hondalus und Mosser 1994]. Die 

Vermehrung innerhalb des Makrophagen ist mit dem Vorhandensein eines 15-17 kDa Antigens 

(VapA) assoziiert [Hondalus und Mosser 1994]. VapA, das von einem 85 kbp Plasmid kodiert 

wird, ist sowohl bei Infektionen von Pferden [Chirino-Trejo und Prescott 1987] als auch bei 

Mäusen [Takai et al. 1991a] mit Virulenz assoziiert. Deshalb ist es naheliegend anzunehmen, dass 

auch die Fähigkeit, die Phagolysosom-Bildung zu inhibieren mit dem Vorhandensein des 85 kbp 

Plasmids bzw. mit der Expression von VapA assoziiert ist. Ob das aber so ist, ist nicht erforscht, 

da das Virulenz-assoziierte Antigen VapA zum Zeitpunkt der Untersuchungen zur Hemmung der 

Fusion der Rhodococcus equi-enthaltenden Phagosomen mit Lysosomen [Zink et al. 1987; 

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

besonders wichtig für das Verstehen der Virulenz von Rhodococcus sein dürfte, wurde im 

Rahmen dieser Promotionsarbeit bei der Untersuchung der Reifung Rhodokokken-enthaltender 

Phagosomen besonders auf mögliche Unterschiede zwischen Infektionen mit Rhocococcus equi 

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

 
Als ein Maß für die Reifung der Bakterien-enthaltenden Phagosomen zu Phagolysosomen wurde 

die Enzymaktivität der sauren ß-Galaktosidase in isolierten Rhodococcus equi-enthaltenden 

Phagosomen bestimmt. Dieses lysosomale Enzym wurde in der Literatur schon mehrfach zum 

Nachweis von Lysosomen bzw. Phagolysosomen beschrieben [Ward et al. 1997; Mukherjee et 

al. 2000; Hashim et al. 2000]. So lässt sich anhand der ß-Galaktosidase-Aktivität ablesen, ob die 
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Bakterien-enthaltenden Phagosomen zu Phagolysosomen gereift sind oder nicht. Dabei zeigten 

sich deutliche Unterschiede zwischen den Enzymaktivitäten in R. equi(+)- gegenüber R. equi(-)-

enthaltenden Phagosomen (Abb. 12). Die lysosomale Enzymaktivität der Rhodococcus equi(-)-

enthaltenden Phagosomen ist doppelt so hoch wie die der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen. 

Dieser Unterschied wird noch größer, wenn die Enzymaktivität der als Negativkontrolle 

dienenden Pseudophagosomen von denen der anderen Proben abgezogen wird. Wird so die 

durch die Isolierung bedingte, generelle Kontamination mit Lysosomen korrigiert, ist die 

lysosomale Enzymaktivität der R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen 3,7x so hoch wie die Enzym-

aktivität der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass die 

Makrophagen wesentlich schneller und vor allem mehr R. equi(-) phagozytierten als R. equi(+). 

Dadurch könnte es zu einer wesentlich höheren Ausbeute an R equi(-)-enthaltenden Phagosomen 

und damit auch an lysosomalen Aktivitäten kommen. Diese Annahme wird durch Ergebnisse von 

Giguère und Prescott (1998) unterstützt, die mit murinen peritonealen Makrophagen und dem 

Rhodokokken-Stamm (R. equi 103) eine höhere Phagozytoserate der avirulenten R. equi 

feststellten. Aber in Experimenten mit der murinen Makrophagenzelllinie J774E, die mit dem 

Rhodococcus equi-Stamm ATCC 33701 infiziert wurde, konnte kein Unterschied der 

Phagozytosekinetik abhängig vom 85 kbp Plasmid festgestellt werden  [Mauder 2001; 

persönliche Beobachtung]. Da in dieser Promotionsarbeit die murine Zelllinie J774E und der 

Rhodokokken-Stamm ATCC 33701 unter gleichen Infektionsbedingungen verwendet wurden, 

kann die unterschiedliche Enzymaktivität nicht auf unterschiedliche Phagozytoserate und -

geschwindigkeit zurückgeführt werden. Vielmehr ist davon auszugehen, dass die unterschiedlichen 

lysosomalen Aktivitäten durch ein unterschiedliches Reifungsverhalten der Rhodokokken-

enthaltenden Phagosomen bedingt ist. Die Rhodococcus equi(-)-enthaltenden Phagosomen 

scheinen zu reifen, während die Rhodococcus equi(+)-enthaltenden Phagosomen die 

Phagosomenreifung inhibieren. Also ist die Hemmung der Phagosomenreifung mit dem 

Vorhandensein des 85 kbp Plasmids bzw. des von diesem kodierten VapA assoziiert.  

 

Um zu überprüfen, ob R equi (+) wie manche andere Pathogene wie Listeria monocytogenes 

[Smith et al. 1995], Shigella flexneri [High et al. 1992] oder Rickettsia conorii [Gouin et al. 

1999] aus seinem Phagosom ausbrechen kann, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen 

von isolierten R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen angefertigt. Dabei zeigte sich, dass die 
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Rhodokokken nicht die Fähigkeit besitzen, aus ihrem Phagosom auszubrechen. Die R. equi(+) 

befinden sich in einem intakten und eng anliegenden Phagosom (Abb. 11). Dies wird durch 

Beobachtungen von Hondalus (1997) und anhand von in vivo EM-Aufnahmen im eigenen Labor 

[N. Mauder, pers. Mitteilung] bestätigt. Eine eng das Bakterium umschließende Phagosomen-

membran wird auch bei anderen Mikroorganismen beobachtet. So befinden sich Mycobakterien 

[De Chastellier und Thilo 1997], Afipia felis [Lührmann et al. 2001] oder Brucella suis [Rittig et 

al. 2001] ebenfalls in einem engen Phagosom.  

 

Die Rhodokokken haben viele Ähnlichkeiten mit den phylogenetisch verwandten Mycobakterien 

[Hondalus und Mosser 1994; Giguère et al. 1999]. Unter anderem besitzen beide Gattungen 

Mykolsäure- [Barry et al. 1998] und Lipoarabinomannan-haltige Zellwände [Flaherty et al. 1996] 

und sowohl Mycobacterium tuberculosis [Deretic und Fratti 1999; Murray 1999] als auch 

Rhodococcus equi [Zink et al. 1987; Bell et al. 1998] können zu Erkrankungen der Atemwege 

bei Mensch und Tier führen. Deshalb sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob die R. 

equi(+) ebenso wie Mycobacterium tuberculosis in der Lage sind, die Phagosomenreifung in 

einem früh phagosomalen/endosomalen Stadium zu arretieren. Dazu wurde untersucht, ob es 

zwischen Rhodococcus equi(-)- und Rhodococcus equi(+)-enthaltenen Phagosomen 

Unterschiede bei der Assoziierung mit dem früh endosomalen Markerprotein rab5 und den spät 

endosomalen/lysosomalen Markerproteinen LAMP-1 und vATPase gibt. Dabei zeigte sich, dass 

sowohl R. equi(-)- als auch R. equi(+)-enthaltende Phagosomen mit dem früh endosomalen 

Markerprotein rab5 assoziiert sind (Abb. 13). Das spät endosomale/lysosomale Markerprotein 

LAMP-1 ist mit den Rhodococcus equi(+)-enthaltenden Phagosomen in geringerem Ausmass 

assoziiert als mit Rhodococcus equi(-)-enthaltenden Phagosomen. Im Gegensatz dazu ist die 

vATPase deutlich mit den R. equi(-)- und kaum mit den R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen 

assoziiert. Die R. equi(+) befinden sich somit in einem Kompartiment, das negativ für vATPase, 

wenig positiv für LAMP-1 und vor allem stark positiv für rab5 ist. Sie sind deshalb in die Gruppe 

der Mikroorganismen einzuordnen, die eine Blockierung der normalen Phagosomenreifung 

induzieren können. Damit hat dieses von Rhodococcus equi(+) etablierte Kompartiment große 

Ähnlichkeit mit dem Mycobakterien-enthaltenden Phagosomen. Auch die Mycobakterien-

enthaltenden Phagosomen sind assoziiert mit rab5 [Via et al. 1997], LAMP-1 [Sturgill-Koszycki 

et al. 1996], aber nicht mit der vATPase [Sturgill-Koszycki et al. 1994]. Mycobacterium 
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tuberculosis-enthaltende Phagosomen sind positiv für rab11 [Fratti et al. 2000], ein 

Markerprotein für perinukleäre Recycling-Endosomen [Sheff et al. 1999; Sönnichsen et al. 2000; 

Zerial und McBride 2001; De Renzis et al. 2002], deshalb wird angenommen, dass sich die 

Mycobakterien in einem frühen Recycling- bzw. Sorting-Endosom befinden [Schaible et al. 

1999]. Für die Etablierung dieses Mycobacterium tuberculosis-enthaltenden Phagosoms scheint 

der Ausschluss des rab5 Effektorproteins EEA1 von der phagosomalen Membran von 

entscheidender Bedeutung zu sein [Fratti et al. 2000; Fratti et al. 2001]. Aufgrund der hier 

dargestellten Daten ist es möglich, dass sich R. equi(+) ebenfalls in einem Recycling-Endosom 

befinden. Für den Nachweis dieser Hypothese sind weitere Untersuchungen der Rhodokokken-

enthaltenden Phagosomen notwendig.  

 

Die Assoziierung der R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen mit den beiden spät 

endosomalen/lysosomalen Markerproteinen LAMP-1 und vATPase war erwartet worden, da 

Phagolysosomen mit diesen beiden Proteinen assoziiert sind [Desjardins 1995]. Dagegen sind 

Phagolysosomen nicht mit dem früh endosomalen Markerprotein rab5 assoziiert [Storrie und 

Desjardins 1996]. Somit scheint es sich bei den R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen um eine 

heterogene Population zu handeln. Eine kinetische Untersuchung des Reifungsverhaltens der 

R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen würde Aufschluss über die Ursachen für die Assoziierung 

mit rab5, LAMP-1 und vATPase geben. Ein Grund für die Assoziierung mit dem früh 

endosomalen Markerprotein rab5 könnte sein, dass auch R. equi(-) die Phagosomenreifung 

inhibieren bzw. in einem früh endosomalen/phagosomalen Stadium arretieren kann. Diese 

Inhibierung der Phagosomenreifung wäre allerdings zeitlich begrenzt, d. h. nach einiger Zeit 

fusionieren diese R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen mit späten Endosomen und Lysosomen 

und werden positiv für LAMP-1 und vATPase. Da sich in der Gesamtpopulation der isolierten 

Rhodococcus equi(-)-enthaltenden Phagosomen sowohl rab5 als auch LAMP-1 und vATPase 

befindet, ist anzunehmen, dass es sich um einen sehr langsamen Reifungsprozess handelt. Dadurch 

würde sich eine Subpopulation der R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen in einem frühen endo-

somalen/phagosomalen Stadium befinden, während eine andere Subpopulation bereits zu einem 

Phagolysosom gereift wäre. 
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Anhand der hier dargestellten Ergebnisse der R. equi(+)- und R. equi(-)-enthaltenden 

Phagosomen lässt sich folgende Hypothese aufstellen:  
 
Rhodokokken sind unabhängig vom Vorhandensein des 85 kbp Plasmids in der Lage, die 

Phagosomenreifung zu verlangsamen bzw. das Rhodokokken-enthaltende Phagosom für einen 

bislang unbekannten Zeitraum in einem frühen Stadium zu arretieren. Diese Fähigkeit der 

Rhodokokken würde auch die von E. Fernandez (dieses Labor) erzielten Ergebnisse erklären, die 

unabhängig vom Plasmid nur eine geringe Kolokalisierung (20-30%) der Rhodokokken-

enthaltenden Phagosomen mit 10 kDa Dextran Texas Red markierten Lysosomen feststellte. 

Dass auch Phagosomen, die tote R. equi(+) enthalten, nur zu circa 30% mit Dextran Texas Red 

markierten Lysosomen kolokalisieren, lässt vermuten, dass die Hemmung bzw. die 

Verlangsamung der Fusion der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen mit Lysosomen nicht auf 

ein vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekül zurückzuführen ist [Fernandez 2001]. Die Hemmung 

der Fusiogenität könnte unter anderem durch den Cord Faktor bedingt sein, da für dieses 

Zellwand-Glykolipid der Rhodokokken eine fusionshemmmde Wirkung nachgewiesen wurde 

[Spargo et al. 1991]. Aber da R. equi(-) die Phagosomenreifung zwar verlangsamen, aber 

letztendlich nicht verhindern kann reifen die Phagosomen, die R. equi(-) enthalten, nach einiger 

Zeit zu Phagolysosomen. Im Gegensatz dazu kann R. equi(+) wahrscheinlich ein frühes 

Recycling-Endosom etablieren, und verhindert so langfristig die Phagolysosom-Bildung. Somit ist 

es sehr wahrscheinlich, dass mindestens ein vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekül für die 

weitere Reifungshemmung bzw. Etablierung der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen 

verantwortlich ist. Dieses Molekül könnte direkt oder indirekt die Fusion mit späten Endosomen 

und Lysosomen hemmen und/oder die Fusion mit Recycling-Endosomen induzieren. So könnte 

dieses Molekül den Ausschluss des früh endosomalen Antigens 1 (EEA1) von der phagosomalen 

Membran induzieren und so wie bei Mycobacterium tuberculosis-enthaltenden Phagosomen, 

zur Etablierung eines Recycling-Endosoms führen [Fratti et al. 2000; Fratti et al. 2001]. Die 

Etablierung eines Recycling-Endosoms schützt die Rhodokokken vor den tödlichen Bedingungen 

in den Phagolysosomen und gewährleistet ihnen gleichzeitig den Zugang zu Nährstoffen. Diese 

Versorgung mit Eisen und anderen Nährstoffen ist wichtig für die Vermehrung der Rhodokokken.  
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Um diese Hypothese zu bestätigen bzw. zu widerlegen, sind folgende Versuche notwendig: 

1. Untersuchung, ob die isolierten Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen zu irgendeinem 

Zeitpunkt mit Markern der Recycling-Endosomen (rab4, rab11) assoziiert sind. So 

könnte nachgewiesen werden, dass R. equi(+) aber nicht R. equi(-) ein Recycling-

Endosom etabliert. 

2. Kinetik der Assoziierung der R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen mit EEA1. Dadurch 

könnte festgestellt werden, ob ebenso wie bei Mycobacterium tuberculosis ein 

Ausschluss von EEA1 von der phagosomalen Membran für die Etablierung eines 

Recycling-Endosomens entscheidend ist. 

3. Kinetik der Assoziierung der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen mit spät 

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

Cathepsin D). So würde die Reifung der R. equi(-)-enthaltenden Phagosomen zu 

Phagolysosomen nachgewiesen.  

4. Kinetik der Kolokalisierung der Rhodokokken-enthaltenden Phagosomen mit Dextran 

Texas Red. So könnte nachgewiesen werden, dass R. equi(-)- im Gegensatz zu R. 

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

 

Durch die in den Punkten 1-4 genannten Untersuchungen könnte außerdem festgestellt 

werden, wie lange die Rhodokokken unabhängig vom Plasmid die Phagosomenreifung 

hemmen. 

 

4.4. Einfluss von Rhodococcus equi auf die Vitalität ihrer Wirtszellen 

In einigen Arbeiten wurde ein zytotoxischer Einfluss phagozytierter Rhodokokken auf ihre 

Wirtszellen beschrieben [Hietala und Ardans 1987; Zink et al. 1987; Nordmann et al. 1994; 

Mauder 2001]. Jedoch wurde nur in einer Arbeit die Rolle des 85 kbp Plasmids bei der durch 

Rhodokokken vermittelten Zytotoxizität untersucht. So fand Mauder (2001), dass R. equi(+) 

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

wirken. Allerdings können nur vitale Rhodokokken einen Vitalitätsverlust ihrer Wirtszellen 

induzieren. Ob es sich bei dem durch R. equi induzierten Tod der Wirtszellen um Apoptose oder 

Nekrose handelt, wurde bislang in keiner der genannten Arbeiten untersucht. Da sowohl die 
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Frage, ob R. equi(+) und R. equi(-) unterschiedlich zytotoxisch für ihre Wirtszellen sind, als auch 

die Frage, ob es sich bei der durch Rhodokokken vermittelten Zytotoxizität um Apoptose oder 

Nekrose handelt, für das Verständnis der Immunantwort des Wirtsorganismus und der 

Pathogenese des Mikroorganismus von entscheidender Bedeutung ist, wurde beides in dieser 

Promotionsarbeit untersucht.  

 

Um festzustellen, ob es sich bei der durch Rhodokokken vermittelten Zytotoxizität um Apoptose 

handelt, wurden die mit Rhodococcus equi infizierten Mausmakrophagen auf eine Spaltung ihrer 

DNA untersucht. Es wurde vermutet, dass es sich bei dem durch Rhodokokken induzierten 

Zelltod um Apoptose handelt, da die mit Rhodococcus equi nahe verwandten sowie bei der 

Phagosomenreifung sich ähnlich verhaltenden Mycobacterium tuberculosis in Makrophagen 

Apoptose induzieren können [Keane et al. 1997; Balcewicz-Sablinska et al. 1999; Keane et al. 

2000]. Zum Nachweis eines verminderten DNA-Gehaltes wurde die Wirtzellmembran 

permeabilisiert, um leichtmolekulare DNA-Fragmente zu extrahieren. Anschließend wurde die in 

den fixierten Zellen verbliebene DNA mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert 

[Nicolettiet al. 1991; Telford et al. 1992]. Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung der 

Fluoreszenz-Intensität der Zellen ist so ein Rückschluss auf den DNA-Gehalt möglich [Del Bino 

et al. 1992; Telford et al. 1994]. Da bei der Apoptose die DNA internukleosomal gespalten wird 

[Wyllie 1980; Compton 1992], während bei der Nekrose die DNA stabil bleibt [Searle et al. 

1982; Kubbies et al. 1993], ist es mit dieser SubG1-Technik genannten Methode möglich, den 

apoptotischen Zelltod anhand des DNA-Verlustes nachzuweisen. Dabei zeigte sich, dass die 

Inkubation mit dem Topoisomerase-Inhibitor und Apoptose-Induktor Etoposid [Steffanelli et al. 

1998] bei Makrophagen Apoptose induziert, während weder eine Infektion mit Rhodococcus 

equi(+) noch mit Rhodococcus equi(-) zu einem apoptotischen Zelltod der J774E-

Mausmakrophagen führte (Abb. 15).  

 

Um eindeutig ausschließen zu können, dass es sich bei dem durch Rhodokokken vermittelten 

Vitalitätsverlust der infizierten Zellen um Apoptose handelt, wurde ein weiteres Kriterium des 

apoptotischen Zelltodes untersucht. Dies ist notwendig, da es auch Formen der Apoptose gibt, 

bei denen die DNA intakt bleibt und keine Strangbrüche aufweist [Cohen et al. 1992]. Deshalb 

wurde untersucht, ob die Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) der mit R. equi infizierten 
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J774E-Mausmakrophagen gespalten wurde. Die PARP ist ein 116 kDa Kernprotein, das ein 

wichtiges DNA Reparaturenzym darstellt [Shah et al. 1996]. Während der Apoptose ist PARP 

eines der ersten Proteine, das durch Caspasen gespalten wird [Rosen und Casciola-Rosen 

1997]. Dabei wird die N-terminale DNA Bindungsdomäne (24 kDa) von der C-terminalen 

katalytischen Domäne (89 kDa) abgespalten. Da PARP nur in apoptotischen und nicht in 

nekrotischen Zellen gespalten wird [Ha und Snyder 1999], dienen die Spaltprodukte der PARP 

als Apoptosenachweis. Dabei 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 sich bei dem durch 

Rhodokokken vermittelten Vitalitätsverlust der Wirtszellen um Apoptose handelt. Deshalb 

wurden die mit Rhodococcus equi infizierten Mausmakrophagen auf Nekrose untersucht. Dazu 

wurden die mit Rhodokokken infizierten J774E-Makrophagen mit dem Fluoreszenzfarbstoff 

7-AAD inkubiert, der die DNA aller permeablen Zellen färbt. Da vitale und apoptotische Zellen 

intakte Membranen besitzen und somit diesen Farbstoff ausschließen, wird nur die DNA 

nekrotischer Zellen mit diesem Farbstoff gefärbt. Dabei zeigte sich, dass die mit R. equi(+) 

infizierten J774E-Mausmakrophagen nach einer 6 h-igen Inkubationszeit zu circa 30% 7-AAD-

positiv sind. Dagegen sind nur circa 5% der mit R. equi(-) infizierten Mausmakrophagen positiv 

für 7-AAD (Abb. 16). Somit handelt es sich bei dem durch R. equi(+) vermittelten 

Vitalitätsverlust der infizierten Mausmakrophagen um Nekrose. Durch den nekrotischen Wirts-

zelltod kann es zu einer schädlichen Entzündungsreaktion kommen [Alberts et al. 2001], in deren 

Folge es zur Granulomabildung kommen kann. Diese wird bei einer Infektion mit Rhodokokken 

sehr häufig beobachtet [Takai et al. 1995]. 

 
Bisher ist nicht genau geklärt, wie die Rhodokokken den nekrotischen Zelltod ihrer Wirtszellen 

induzieren und welche Funktion dabei das 85 kbp Plasmid hat. Nordmann et al. (1994) stellten 

fest, dass der Überstand von virulenten Rhodokokken zytotoxisch für L929-, Vero- und HeLa-

Zellen ist. Dieser lösliche und toxische Faktor wurde allerdings nur von virulenten Rhodococcus 

equi produziert, die bei 37°C kultiviert wurden. Da das vom 85 kbp Plasmid kodierte VapA nur 

bei Temperaturen von 34-41°C [Takai et al. 1992] exprimiert wird, liegt nahe anzunehmen, dass 

es sich bei dem toxischen Faktor um VapA oder um ein ebenfalls temperaturabhängig 

exprimiertes, vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekül handelt. Allerdings hatte der Überstand der 
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bei 37°C kultivierten R. equi(+) keinen zytotoxischen Einfluss auf die Mausmakrophagenlinie 

J774E [Mauder 2001]. Trotzdem ist sehr wahrscheinlich, dass es sich bei dem zytotoxischen 

Agenz um ein von den Rhodokokken ständig neu produzierten Faktor handelt, da Nekrose im 

Gegensatz zur Apoptose ein passiver Prozess ist, und tote R. equi(+) nicht zytotoxisch für J774E-

Makrophagen sind [Mauder 2001]. Es könnte sich bei diesem toxischen Faktor um ein 

porenbildendes Molekül handeln. So wird vermutet, dass es sich bei dem von Mycobacterium 

tuberculosis produzierten und für infizierte Lungenepithelzellen nekrotisch wirkenden Faktor um 

ein solches Molekül handelt [Dobos et al. 2000]. Dieses porenbildende Molekül könnte von dem 

85 kbp Plasmid kodiert werden. Allerdings ist auch denkbar, dass dieses toxische Molekül 

unabhängig von dem 85 kbp Plasmid, aber abhängig von der Wachstumsphase der Rhodo-

kokken exprimiert wird. So wird bei Legionella pneumophila beobachtet, dass nur in der 

exponentiellen Wachstumsphase befindliche Legionellen ein für die Wirtszellen toxisches Molekül 

exprimieren [Byrne und Swanson 1998; Gao und Kwaik 1999a]. Sollte das für die Wirtszellen 

toxische Molekül von den Rhodokokken ebenso wie jenes der Legionellen in Abhängigkeit von 

der Wachstumsphase und unabhängig vom Virulenzplasmid exprimiert werden, wäre das 85 kbp 

Plasmid der Rhodokokken ausschließlich für die Etablierung eines Kompartimentes verant-

wortlich, in dem sich die Bakterien teilen bzw. vermehren können. 

 
Da nur virulente und das 85 kbp Plasmid-enthaltende R. equi zytotoxisch für Mausmakrophagen 

sind, wurde untersucht, ob es einen ähnlichen Zusammenhang auch in humanen Monozyten gibt. 

Diese Fragestellung ist deshalb besonders interessant, da immunkompetente Menschen nur in den 

seltensten Fällen von R. equi erfolgreich infiziert werden [Kedlaya et al. 2001]. In Abbildung 17 

ist dargestellt, dass Rhodokokken unabhängig vom Vorhandensein des 85 kbp Plasmids nur 

geringfügig zytotoxisch für humane Monozyten sind. 

 
Somit erlauben die in dieser Promotionsarbeit dargestellten Ergebnisse folgende Arbeits-

hypothese: 

Das 85 kbp Plasmid ist in phagozytischen Zellen der Maus für die Etablierung eines 

Kompartimentes notwendig, in dem sich die Rhodokokken vermehren können. Somit können 

sich nur R. equi(+) in ihren Wirtszellen vermehren. Abhängig von der Wachstumsphase 

exprimieren die Rhodokokken dann allerdings unabhängig vom Vorhandensein des 85 kbp 

Plasmid einen toxischen Faktor, der zum nekrotischen Zelltod der Wirtszelle führt. Da die R. 
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equi(-) nicht in der Lage sind, ein Kompartiment zu etablieren, in dem sie sich vermehren können, 

produzieren sie auch keinen zytotoxischen Faktor. Somit ist die durch Rhodokokken vermittelte 

Zytotoxizität nur indirekt mit Virulenz assoziiert.  
 
Durch Herstellung rekombinanter Rhodokokken-Stämme sollte es möglich sein, den oder die 

Faktoren zu bestimmen, die für die Vermittlung der Zytotoxizität wichtig sind. Gleichzeitig könnte 

so auch zwischen den Faktoren, die für die Kompartimentierung und Zytotoxizität der 

Rhodokokken entscheidend sind, unterschieden werden. 
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5. Zusammenfassung 

Die Isolierung von Phagosomen ermöglicht die biochemische Analyse der Phagosomen-

Zusammensetzung sowie der an der Phagosomenreifung beteiligten Moleküle. Deshalb wurde im 

Rahmen dieser Promotionsarbeit eine Methode entwickelt, die es ermöglicht, Bakterien-

enthaltende Phagosomen zu isolieren. Diese Methode erzielt im Vergleich zu anderen in der 

Literatur beschriebenen Methoden eine gute Ausbeute (fast 40%) und vor allem eine höhere 

Reinheit an Bakterien-enthaltenden Phagosomen. So besteht keine Kontamination mit Teilen des 

Golgi-Apparates und nur eine sehr geringe Kontamination mit endosomalen und lysosomalen 

Proteinen sowie Plasmamembranbestandteilen. Allerdings wurde eine Kontamination mit 

Mitochondrien und ER detektiert. Letzteres muss nicht unbedingt eine Kontamination darstellen, 

sondern könnte ein wichtiger Bestandteil von Phagosomen sein.  

 

Afipia felis ist ein Gram-negatives Bakterium, das für einige Fälle der Katzen-Kratz Krankheit 

verantwortlich ist. Es kann innerhalb von Makrophagen überleben und sich vermehren. Die 

genaue Kompartimentierung der Afipia felis-enthaltenden Phagosomen in Makrophagen war 

allerdings unbekannt und sollte deshalb in der vorliegenden Promotionsarbeit analysiert werden. 

Ovalbumin Texas Red, mit dem Lysosomen vor der Infektion markiert wurden, gelangt nicht in 

die Afipien-enthaltenden Phagosomen, und die Afipien-enthaltenden Phagosomen sind auch nicht 

zugänglich für Ovalbumin Texas Red, mit dem das gesamte endozytische System nach der 

etablierten Infektion markiert wurde. Außerdem sind etablierte, isolierte Afipia felis-enthaltende 

Phagosomen nur in geringem Umfang positiv für spät endosomale/lysosomale Markerproteine und 

negativ für früh endosomale Markerproteine. Die Afipien, die ein nicht endozytisches 

Kompartiment etablieren, werden vom Makrophagen in ein EEA1-negatives Kompartiment 

aufgenommen, das auch zu späteren Zeitpunkten negativ für LAMP-1 ist. Nur die circa 30% der 

Afipien, die sich in einem Kompartiment befinden, das zum endozytischen System gehört, 

gelangen nach der Aufnahme durch den Makrophagen in ein EEA1-positives Kompartiment, das 

zu einem späteren Zeitpunkt positiv für LAMP-1 wird. Tötung der Afipien oder Opsonisierung 

mit Antikörpern vor der Infektion normalisiert die Reifung der Afipia felis-enthaltenden 

Phagosomen in den J774E-Makrophagen.  
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Somit konnte nachgewiesen werden, dass die Mehrzahl der Phagosomen (70%), die Afipia felis 

enthalten, nicht zum endozytischen System gehören. Diese ungewöhnliche Kompartimentierung 

besteht bereits bei der Aufnahme und kann nur von lebenden Afipien etabliert werden.  

 

Rhodococcus equi ist ein Gram-positives Bakterium, das unter anderem Bronchopneumonien 

beim Fohlen verursacht. Aber auch Menschen und andere Säugetiere sind von Infektionen mit 

R. equi betroffen. Die Fähigkeit der Rhodokokken, innerhalb der Makrophagen zu überleben und 

sich zu vermehren, ist mit dem Vorhandensein eines 85 kbp Plasmids assoziiert. Da über 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(-)-

enthaltenden Phagosomen gibt, noch nicht nachgegangen wurde, war beides Thema dieser 

Promotionsarbeit. Dabei zeigt sich, dass R. equi(-)-enthaltende Phagosomen wesentlich stärker 

mit den spät endosomalen/lysosomalen Markerproteinen vATPase und LAMP-1 assoziiert sind 

sowie eine höhere ß-Galaktosidase-Aktivität aufweisen als die R. equi(+)-enthaltenden Phago-

somen. Da sowohl die isolierten R. equi(-)- als auch die R. equi(+)-enthaltenden Phagosomen mit 

dem früh endosomalen Markerprotein rab5 assoziiert sind, ist anzunehmen, dass Rhodokokken 

unabhängig vom Vorhandensein des 85 kbp Plasmids in der Lage sind, die Phagosomenreifung zu 

verzögern. Aber R. equi(-) kann die Reifung zwar verzögern, aber letztendlich nicht verhindern. 

Wahrscheinlich reifen die Phagosomen, die R. equi(-) enthalten, zu einem späteren Zeitpunkt zu 

Phagolysosomen, wohingegen R. equi(+) ein ungewöhnliches Kompartiment etabliert und 

dadurch die Phagosomenreifung endgültig zu verhindern scheint. Somit ist anzunehmen, dass 

mindestens ein vom 85 kbp Plasmid kodiertes Molekül für die Etablierung dieses 

ungewöhnlichen, R. equi(+)-enthaltenden Kompartimentes, verantwortlich ist. 

Da eine Infektion mit Rhodococcus equi zytotoxisch für die infizierte Zelle sein kann, wurde die 

von den Rhodokokken vermittelte Zytotoxizität näher analysiert. Die in dieser vorliegenden Pro-

motionsarbeit dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass nur die Plasmid-enthaltenden Rhodo-

kokken zur Nekrose, aber nicht zur Apoptose ihrer Wirts-zellen führen, während R. equi(-) 

keinen Einfluss auf die Vitalität ihrer Wirtszellen haben. Dieses Phänomen ist allerdings abhängig 

vom Wirtszelltyp. So sind R. equi(-) als auch R. equi(+) für humane Monozyten nur geringfügig 

zytotoxisch. 
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6. Summary 

The isolation of phagosomes from phagocytes enables their fine biochemical analysis as well as 

the determination of the role of various molecules in phagosome biogenesis. Therefore, a method 

to purify bacteria-containing phagosomes from infected macrophages has been established in this 

study. In comparison with previously described methods a good yield (40%) and a higher level of 

purity of bacteria-containing phagosomes were obtained using this phagosome isolation method. 

No Golgi-derived contamination and only very little endosomal or lysosomal and plasma 

membrane-derived contaminations was found. Furthermore, some mitochondrial 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 intracellular compartimentalization 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. This is supported by 

the facts that neither did ovalbumin 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 endosomal/lysosomal 

markerproteins were very low and early endosomal marker proteins were rarely detectable. 

Those bacteria that were to be found in a nonendosomal compartment entered the macrophage 

via an EEA1-negative compartment, which remained negative for LAMP-1. The small population 

of Afipia felis whose phagosomes were part of the endocytic system entered into an EEA1-

positive 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 unusual compartalization is decided at uptake and can only be established by viable 

Afipia felis. 

 

Rhodococcus equi is a Gram-positive bacterium that causes granulomatous pneumonia in foals. It 

is also a pathogen for other animals and human beings. The pathogenicity of Rhodococcus equi is 
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depending on its ability to exist and multiply inside macrophages and this correlates with the 

presence of a 85 kbp plasmid. The aim of this study was to elucidate the intracellular 

compartmentation of Rhodococcus equi and the mechanism by which the bacteria might avoid 

the destruction in host macrophages. The importance of the virulence-associated plasmid was 

also evaluated. In this study it is shown that R. equi(-)-containing phagosomes contained much 

more of the late endosomal/lysosomal marker proteins vATPase or LAMP-1 and also a larger 

amount of the lysosomal enzyme ß-galactosidase than R. equi(+)-containing phagosomes. Both 

R. equi(+)- and R. equi(-)-containing phagosomes associated with the early endosomal marker 

protein rab5. Based on these results it can be speculated that Rhodococcus equi is able to slow 

down or arrest the maturation of its phagosome independently of the 85 kbp virulence-associated 

plasmid. Whereas R. equi(-) is able to slow down but not to arrest its phagosomes, R. equi(+) 

establishes an unusual compartment, which possibly represents a recycling-endosome. Therefore, 

for the long term establishment of the unusual 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 necrosis in their 

host cells 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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