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| Zusammenfassung

Die Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, die jahrlich nahezu zwei Millionen Tote
fordert. Sie wird durch Mycobacterium tuberculosis verursacht, welches von alveolaren
Makrophagen Uber Phagozytose aufgenommen wird. M. tuberculosis ist in der Lage, die
Reifung seines Phagosoms zu inhibieren und eine Replikationsnische in den Makrophagen
zu etablieren. Um die molekularen Mechanismen dieser friihen und sehr entscheidenden
Infektionsphase zu verstehen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Phagozyten-basiertes
System, das Dictyostelium discoideum-Mycobacterium marinum-Modellsystem verwendet.

Ein wichtiges Ereignis in der mykobakteriellen Infektion von Makrophagen ist der
Ausschluss der vakuolaren Protonenpumpe (V-ATPase) aus der Membran des
Kompartiments. Dadurch verhindern die Bakterien die Ansduerung ihrer Vakuole und die
damit einhergehenden bakteriziden Bedingungen. Vor Kurzem wurde der Aktin-Nucleation-
Promoting-Faktor WASH an Endosomen identifiziert, wo er das Recycling der V-ATPase
vermittelt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass WASH an die Vakuole von
M. marinum rekrutiert wird, wo es die Polymerisation von Aktinfilamenten initiiert. Die
Deletion von WASH bzw. die Depolymerisation von Aktin an der mykobakteriellen Vakuole
fihrte zu einer Anderung der Proteinzusammensetzung der Membran. Wéhrend die
Assoziation mit dem Kompartiment-Markerprotein p80, einem putativen Kupfertransporter,
abnahm, akkumulierte zeitgleich die V-ATPase. Infolgedessen wurden die Vakuolen
angesdauert. Diese Beobachtungen waren auf die frihe Phase der Infektion beschrénkt und
erforderten das Vorhandensein des  Region-of-Difference-1-Genlokus, der  far
Pathogenitatsfaktoren kodiert. Um die Langzeiteffekte der Akkumulation der V-ATPase am
M. marinum-Kompartiment zu untersuchen, wurde die bakterielle Proliferation gemessen und
der Infektionsverlauf mithilfe eines durchflusszytometrischen Ansatzes verfolgt. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Depolymerisation des Aktins ein reduziertes
Wachstum von M. marinum in Dictyostelium zur Folge hat und die Deletion von WASH zu
einer reduzierten Zell-zu-Zell-Transmission der Bakterien fihrt.

Die im Dictyostelium-Modell gemachten Beobachtungen konnten in murinen
Phagozyten rekapituliert werden. Dazu wurden diese mit M. marinum bzw. mit dem
Humanpathogen M. tuberculosis infiziert. Auch hier fUhrte die Depolymerisation des Aktins
zu einem Anstieg der Anzahl azider Kompartimente. Darlber hinaus wurde eine
Akkumulation des lysosomalen Proteins LAMP-1 an den Vakuolen von M. tuberculosis
beobachtet.

Zusammenfassend betrachtet zeigt die vorliegende Studie einen neuen molekularen
Mechanismus der Etablierung und Aufrechterhaltung der Replikationsnische durch
pathogene Mykobakterien. Dabei regulieren WASH und das davon generierte Aktin die
Fusions- und Abschnirungsprozesse am mykobakteriellen Kompartiment und tragen damit
zum Ausschluss lysosomaler Proteine bei. Eine weiterfihrende Untersuchung dieser Wirt-
Pathogen-Interaktion wlrde helfen, die Virulenz und Persistenz von M. tuberculosis zu
verstehen.



Il Abstract

Tuberculosis is an infectious disease that accounts for nearly two million deaths per
year. It is caused by Mycobacterium tuberculosis, which is taken up by human alveolar
macrophages and establishes its replication niche within these cells by circumventing the
phagosomal maturation process. The molecular mechanisms of mycobacteria mediated
phagosome maturation arrest still remain elusive. Therefore, to improve our understanding of
these very early but crucial events, mycobacterial infection has been extensively followed at
the cellular level by using the Dictyostelium discoideum-Mycobacterium marinum model
system.

The hallmark of mycobacterial phagosome maturation arrest is the exclusion of the
proton pumping V-ATPase from the compartment membrane. In this way mycobacteria
prevent their vacuole from turning acidic and bactericidal. Recently, the actin nucleation
promoting factor WASH has been shown to cause V-ATPase retrieval from endosomes. The
present study reveals that WASH is also recruited and retained at the M. marinum vacuole
where it polymerizes actin. The deletion of WASH or the depolymerization of actin at the
compartment led to severe remodeling of the mycobacterial vacuole. These changes
included the decreased presence of the compartment marker protein p80, a putative copper
transporter, and the accumulation of the V-ATPase. Live cell imaging under actin
depolymerizing conditions confirmed the fusion of V-ATPase positive lysosomes with the
mycobacterial compartments and subsequent acidification. Intriguingly, these remodeling
processes were restricted to the early phase of the infection and were dependent on bacterial
virulence factors such as the Region of Difference 1 (RD1) locus. To elucidate the long-term
effects of the V-ATPase accumulation, bacterial proliferation was measured by counting
colony-forming units and applying quantitative FACS analyses. These approaches showed
that growth of M. marinum was reduced under actin depolymerizing conditions and that the
deletion of WASH decreased cell-to-cell transmission of bacteria.

Most importantly, the key observations in the Dictyostelium model were recapitulated
using murine phagocytes infected with either M. marinum or the human pathogen
M. tuberculosis. For both pathogens the depolymerization of actin led to an increased
acidification of the mycobacterial vacuoles. Moreover, the M. tuberculosis compartment
accumulated the lysosomal protein LAMP-1.

Taken together this study highlights a new molecular mechanism by which
mycobacterial pathogens establish and maintain phagosomal maturation arrest. It proposes
that WASH-driven actin is a key player in the controlled fusion and fission events at the
mycobacterial compartment thereby preventing accumulation of lysosomal proteins.
Shedding light on this host-pathogen crosstalk will help to understand mycobacterial
persistence and virulence in humans.

VI
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Einleitung

1 Einleitung

Das Ziel der Untersuchung muBte zunédchst auf den Nachweis von irgendwelchen, dem
Kérper fremdartigen, parasitischen Gebilden gerichtet sein, die méglicherweise als
Krankheitsursache gedeutet werden konnten. Dieser Nachweis gelang auch in der Tat durch
ein bestimmtes Fdrbungsverfahren, mit Hilfe dessen in allen tuberkulds verdnderten

Organen charakteristische, bis dahin nicht bekannte Bakterien zu finden waren.

Auszug aus ,Die Atiologie der Tuberkulose* von Dr. Robert Koch, Berlin 24.03.1882; Quelle: RKI

1.1 Tuberkulose

In der berihmt gewordenen Rede von Robert Koch Uber die ,Atiologie der Tuberkulose*
wurde der ursachliche Erreger Mycobacterium tuberculosis zum ersten Mal beschrieben. Der
Vortrag galt als historisches Ereignis, das den Charakter der Tuberkulose als einheitliche
Infektionskrankheit manifestierte. In der Tat war zundchst das Anféarben dieser unbekannten
Mikroorganismen eine absolute Herausforderung, jedoch dringend erforderlich fir ihren
Nachweis. Mykobakterien sind von einer wachsartigen Zellwand umgeben, welche die
Bakterien besonders widerstandsféhig gegenlber &uBeren Einflissen macht, so auch
Toxinen und Antibiotika. Eine weitere Herausforderung lag darin, die Bakterien auf
Nahrbéden zu kultivieren. Der komplexe Aufbau der Zellwand bedingt eine lange
Generationszeit von M. tuberculosis, sodass die Bakterien erst nach 4-6 Wochen zu
sichtbaren Kolonien auf Kulturplatten anwachsen. Somit machte sich Robert Koch nicht nur
um seine besondere Beobachtungsgabe, sondern auch um eine auBergewdhnliche Geduld

verdient.

Uber 130 Jahre sind nun seit der Erstbeschreibung von M. tuberculosis vergangen und noch
immer gibt es keine alternative Behandlungsmdglichkeit der Tuberkulose auBer einer
langwierigen Kombinationstherapie aus vier verschiedenen Antibiotika (Zumla et al 2013).
Trotz der gegebenen Heilungsmdglichkeit ist nach Schatzungen der WHO (World Health
Organisation) ein Drittel der Weltbevolkerung mit M. tuberculosis infiziert. Was bedingt nun
diesen enormen Erfolg des Pathogens? Zunéchst ist die aerogene Ubertragung des
Bakteriums von Mensch zu Mensch in Form kleinster Trépfchen des Bronchialsekrets sehr
effizient. Vor allem in Entwicklungslandern, in denen die medizinische Versorgung nicht

flachendeckend gewéhrleistet ist und unzureichende HygienemaBnahmen vorherrschen,
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erkranken Menschen an der Tuberkulose. AuBerdem begunstigt eine vorhandene Infektion
mit HIV die Koinfektion mit M. tuberculosis, wobei letztere die haufigste Todesursache von
HIV-Patienten ist (Getahun et al 2010, Pawlowski et al 2012). Besonders betroffen davon
sind Menschen, die sidlich der Sahara leben (Lalloo & Pillay 2008). Doch die Tuberkulose
bleibt nicht nur ein Problem der Dritten Welt. Die WHO berichtet von einer 100-fachen
Zunahme der Fallrate von Infektion mit multiresistenten M. tuberculosis-Stammen seit 2005
im Raum Osteuropa, Russland, China und Indien (WHO, 2011). Diese Stdmme tragen eine
Resistenz gegen zwei der potentesten Erstrang-Medikamente. Eine weitere Besonderheit
von M. tuberculosis ist, dass es in den Organen des Menschen persistieren kann, ohne eine
Immunantwort hervorzurufen und zur Ausbildung von Krankheitssymptomen zu fihren. Nur
etwa 5-10% der infizierten Menschen entwickeln im Laufe ihres Lebens eine aktive und somit
infektidse Form der Krankheit, gegen die es derzeitig keine wirksamen Impfstoffe gibt. Der
Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelte Impfstamm Bacillus Calmette-Guérin (BCG) aus
M. bovis (Calmette 1931) schiitzt lediglich Kinder vor schweren Formen der Tuberkulose, wie
Meningitis und Miliartuberkulose (Trunz et al 2006). Ein wesentlicher Fortschritt wurde jedoch
in der Diagnose einer Infektion mit M. tuberculosis erzielt. Mit dem GeneXpert MTB/RIF-Test,
einem automatisierten Real-Time-PCR-basierten Verfahren, kann eine Infektion mit

M. tuberculosis innerhalb von nur zwei Stunden diagnostiziert werden (Boehme et al 2010).

Nicht zuletzt ist M. tuberculosis perfekt auf seinen Wirt, den Menschen, angepasst. Aktuelle
Studien belegen sogar eine Wirt-Pathogen-Koevolution der humanen Tuberkulose (Gagneux
2012). M. tuberculosis und M. africanum sind obligat humanpathogen und es ist kein
anderes Reservoire dieser beiden Arten auBerhalb des Menschen bekannt (Gagneux 2012).
Dieser besonderen Anpassung an den Wirt liegt die Evolution effizienter
Manipulationsmechanismen durch das Pathogen zugrunde. Diese Mechanismen schlieBen
sowohl die zelluldre als auch die histologische Ebene ein und werden im nachfolgenden

Kapitel vorgestellt.

1.2 Der Lebenszyklus von M. tuberculosis

Die ersten Immunzellen, auf die M. tuberculosis in den Alveoli der Lunge auftrifft, sind die
dort anséassigen Makrophagen (Bermudez & Goodman 1996). Die Bakterien werden von
diesen zundchst phagozytiert jedoch nicht degradiert, da die Phagosomenreifung durch das

Pathogen inhibiert wird (Sturgill-Koszycki et al 1994, Vergne et al 2005). Diese Phase ist von
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einer exponentiellen Replikation der Bakterien innerhalb der Makrophagen gekennzeichnet
(Cardona et al 20083, Cardona et al 2000). Grundsatzlich kann die Infektion auf zwei
unterschiedliche Arten verlaufen. Bei der offenen Tuberkulose gelangen die Bakterien nach
der Vermehrungsphase Uber die Nekrose ihrer Wirtszellen und des umliegenden Gewebes
wieder in die Atemwege. Durch das Husten der infizierten Person werden die Bakterien
wieder in Form von Aerosolen in die Luft entlassen. Bei der Entwicklung einer latenten
Infektion hingegen werden die Bakterien in ihrer Ausbreitung gehindert. Sie werden dazu in
lokal eingegrenzten Bereichen, den Granulomen, zuriickgehalten. Eine latente Infektion kann

wieder zu einer offenen Form der Tuberkulose reaktiviert werden (Russell et al 2009).
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Abbildung 1.1: Lebenszyklus von M. tuberculosis.

(A) M. tuberculosis gelangt in feinsten Fliussigkeitstropfchen in die Lungenbldsschen. Die Bakterien
werden dort von alveolaren Makrophagen phagozytiert jedoch nicht abgetétet. Durch die Initiation
einer proinflammatorischen Reaktion gelangen die infizierten Makrophagen ins umliegende
Lungengewebe. Diese frihe Phase ist durch die Replikation von M. tuberculosis in den Makrophagen
gekennzeichnet. (B) Zur gleichen Zeit werden T-Zellen und mononukleare Immunzellen an den
Infektionsort rekrutiert. Letztere bilden die Matrix fur die sich ausbildenden Granulome. Die Granulome
werden nach auBen von einer fibrésen Schicht umhullt. Dabei werden T-Zellen und BlutgefédBe aus
dem Granulom ausgeschlossen und die Infektion tritt in die latente Phase Uber. Das Innere der
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Granulome ist mit infizierten oder bereits lysierten Makrophagen sowie fettreichen Makrophagen
(Foamy macrophages) gefillt. (C) Die Granulome und das umliegende Lungengewebe werden
nekrotisch aufgeldst. Dadurch gelangt der verflissigte Inhalt der Granulome (Caesum) in die
Atemwege und wird ausgehustet. Quelle: Russell et al 2009, Nature Immunology.

In der initialen Phase der Granulom-Ausbildung produzieren Makrophagen und T-Zellen das
Zytokin TNFa, welches die Rekrutierung weiterer Immunzellen bewirkt (Roach et al 2002).
Diese wiederum sezernieren IFNy, das fir die Aktivierung der infizierten Makrophagen
notwendig ist (Flesch & Kaufmann 1987). Auf diesem Wege wird die Progression der
Infektion kontrolliert und das Bakterienwachstum reduziert (Russell et al 2009, Schaible et al
1998, Via et al 1998). Um dieser ausgepragten Immunantwort auszuweichen, initiiert
M. tuberculosis die Abkapselung des Infektionsortes (Flynn & Chan 2005). So kommt es zur
Ausbildung einer fibrindsen Schicht, welche die infizierten Makrophagen von den
umliegenden Immunzellen und den BlutgefdBen abtrennt (Russell et al 2009). Die
eingeschlossenen Makrophagen liegen in unterschiedlichen Formen vor. Neben infizierten
und nekrotischen Zellen kommen auch s. g. Foamy macrophages vor, die eine deutliche
Fettanreicherung aufweisen (Caceres et al 2009, Russell et al 2009). Zu diesem Zeitpunkt ist
der Ubergang zu einer latenten Infektion vollzogen. Diese wird in ca. 90% aller Félle bis ans
Lebensende der infizierten Person aufrechterhalten, ohne dass diese jemals erkrankt. Eine
latente Infektion kann jedoch auch zu einer offenen Tuberkulose reaktiviert werden. Dabei
verflissigt sich das Innere der Granulome und durch Nekrose des umliegenden Gewebes
gelangen infektidse Bakterien in die Atemwege, von wo aus sie wieder aus dem Koérper

austreten (Kaplan et al 2003).

Grundsétzlich ist die pulmonale Tuberkulose die h&ufigste Form der Krankheit. Bei ca. 15%
aller erstmalig als Tuberkulose-positiv diagnostizierten Patienten wurde jedoch eine extra-
pulmonale Form der Krankheit festgestellt (WHO, 2012). In den meisten dieser Félle
manifestiert sich die Infektion in Lymphknoten, in Knochen oder im Gehirn in Form einer
Meningitis (Golden & Vikram 2005). In allen Geweben ist die Ausbildung der Granulome
vergleichbar mit der in der Lunge und in allen Fallen sind Makrophagen die wichtigsten

Wirtszellen der Mykobakterien.

1.3 Infektionsverlauf von M. tuberculosis in Makrophagen

Die erfolgreiche Etablierung einer Infektion mit M. tuberculosis hédngt von der initialen

Interaktion der Bakterien mit alveolaren Makrophagen ab. M. tuberculosis nutzt zunachst die
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Phagozytose dazu aus, um von den Makrophagen aufgenommen zu werden. Sobald es in
einer Vakuole vorliegt, inhibiert M. tuberculosis die Mechanismen der Phagosomenreifung
und etabliert seine Replikationsnische (Hestvik et al 2005). Die wichtigsten Ereignisse der
Phagozytose und Phagosomenreifung werden im Abschnitt 1.3.1 am Beispiel eines Latex-
Bead-Phagosoms vorgestellt. Im Vergleich dazu werden im Abschnitt 1.3.2 und 1.3.3 die
Ereignisse am Kompartiment von M. tuberculosis sowie die mykobakteriellen Effektoren der

Phagosomenmanipulation vorgestellt.

1.3.1 Phagozytose und Phagosomenreifung in Makrophagen

Makrophagen, die professionellen Fresszellen des Korpers, verfugen Uber eine Reihe von
Mechanismen, mithilfe derer sie pathogene und apathogene Mikroorganismen sowie
toxische, partikulére Stoffe erfolgreich eliminieren kénnen. Diese Mechanismen werden unter
dem Begriff der Phagosomenreifung zusammengefasst. Initiiert wird die Phagozytose durch
die Aktivierung von Phagozytose-spezifischen Rezeptoren, die in der Membran der Zelle
lokalisert sind (Flannagan et al 2012, Underhill & Gantner 2004). Es kommt zur Ausbildung
eines Phagosoms, einer sehr dynamischen Struktur, die Uber Fusions- und
Abschnlrungsprozesse mit dem endolysosomalen Netzwerk der Zelle interagiert (Desjardins
1995). Die Spezifitdt dieser Prozesse wird durch insgesamt 20 Phagosom-assoziierte Rab
GTPasen gewdhrleistet, den Regulatoren der Phagosomenreifung (Pfeffer 2013). Zuné&chst
kommt es zu einer Fusion des Phagosoms mit frihen Endosomen und zu der Anreicherung
von Rab5 in der Membran des Phagosoms. Rab5 wiederum begunstigt weitere
Fusionsereignisse mit frihen Endosomen und fuhrt zur Anreicherung und Aktivierung von
Rab7 (Vieira et al 2003). Die Konversion von Rab5 zu Rab7 am Phagosom ist ein
entscheidendes Ereignis in der Phagosomenreifung, da es die Fusion mit Lysosomen
einleitet (Fairn & Grinstein 2012, Harrison et al 2003, Johansson et al 2007). Zur gleichen
Zeit akkumulieren auch Lysosome-Associated-Membrane-Proteine (LAMP) in der Membran
des Phagosoms. LAMP-1 und LAMP-2 sind die abundantesten lysosomalen Proteine
(Eskelinen et al 2003). Sie vermitteln den Transport des Phagosoms entlang von
Mikrotubulifilamenten zur Zellmitte und beglnstigen weitere Fusionsereignisse mit
Lysosomen (Huynh et al 2007). Die Prozessierung des Phagosoms ist begleitet von einem
stetigen Abfall des pH-Wertes. Wéahrend frihe Endosomen einen pH-Wert von 6,1-6,8
haben, betrégt der pH-Wert spater Endosomen 4,8-6,0 und der der Lysosomen nur noch 4,5

(Maxfield & Yamashiro 1987). Eine Ansé&uerung des Phagosoms bewirkt die Aktivierung der
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angereicherten Hydrolasen wie z. B. Cathepsin (Yates et al 2005) und erfolgt durch die
Akkumulation der vakuolaren Protonen-ATPase (V-ATPase). Die V-ATPase ist ein
Multiprotein-Komplex, der aus der periphdren Untereinheit Vi und der transmembranen
Untereinheit Vo besteht (Ohkuma et al 1982). Dabei hydrolysiert V4 ATP und nutzt die daraus
gewonnene Energie, um Protonen Uber die Untereinheit Vy ins Innere der Vakuole zu
pumpen (Stevens & Forgac 1997). So wandelt sich ein Phagosom letztlich in ein
Phagolysosom, eine terminale Vakuole des endozytischen Prozesses. In ihm werden
Mikroorganismen abgetttet, Makromolekiile degradiert und die gewonnenen Komponenten

dem Stoffwechsel der Zelle zugefihrt.

1.3.2 Die Etablierung der M. tuberculosis-Vakuole in Makrophagen

Makrophagen sind in der Lage, Uber den in ihrer Zellmembran lokalisierten C-Typ Lektin-
Rezeptor Mincle M. tuberculosis zu erkennen. Mincle bindet dabei das abundante
Zellwandlipid Trehalose-6,6-dimykolate (TDM), einen bekannten Virulenzfaktor pathogener
Mykobakterien (Matsunaga & Moody 2009). Durch diese Bindung wird bereits eine
M. tuberculosis-spezifische Interaktion mit den Wirtszellen eingeleitet und die Makrophagen
aktiviert (Miyake et al 2013). Wie und ob M. tuberculosis die nachgeschaltete Signalkaskade
zur Etablierung seiner Replikationsnische nutzt, ist jedoch noch unbekannt (Lang 2013).
Nach Aufnahme der Bakterien durch die Zellen fusioniert die M. tuberculosis-Vakuole mit
fruihen Endosomen (He et al 2012, Sturgill-Koszycki et al 1996). Somit reichert sich Rab5
(Fratti et al 2001, Kelley & Schorey 2003, Via et al 1997) in der Membran des Kompartiments
an. Die fur die Phagosomenreifung erforderliche Konversion von Rab5 zu Rab7 findet an der
M. tuberculosis-Vakuole allerdings nicht statt (Via et al 1997). Aufgrund des Fehlens von
Rab7 ist die Fusion des Kompartiments mit spiten Endosomen und nachfolgend mit
Lysosomen inhibiert. Somit reichern sich lysosomale Hydrolasen wie Cathepsin und
Lysosom-assoziierte Proteine wie LAMP nicht an der Vakuole von M. tuberculosis an
(Clemens & Horwitz 1995). Auch die Anreicherung der V-ATPase und somit eine
Azidifizierung des Kompartiments ist unterbunden (Sturgill-Koszycki et al 1994). So
verbleiben die Bakterien in einer nahezu neutralen Vakuloe mit einem pH-Wert von 6,4
(Pethe et al 2004, Schaible et al 1998, Sturgill-Koszycki et al 1994, Yates et al 2005). In
Abbildung 2.1 sind die grundlegenden Unterschiede zwischen der Prozessierung eines
Latex-Bead-haltigen Phagosoms und den Vorgdngen am M. tuberculosis-Kompartiment

grafisch zusammengefasst.
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Abbildung 1.2: M. tuberculosis inhibiert die Phagosomenreifung in Makrophagen.

Ein Phagosom, das ein Latex-Bead (LB, blau) enthalt, fusioniert mit frihen Endosomen (EE, early
endosome) und akkumuliert Rab5 in seiner Membran. Durch die Fusion mit spaten Endosomen (LE,
late endosome) reichert sich Rab7 am Phagosom an. Der pH-Wert des Phagosoms nimmt dabei stetig
ab (dargestellt durch die Farbabstufungen rosa und pink). Nach der Aufnahme von M. tuberculosis
durch die Zelle (MTb, grin) reichert sich Rab5 durch die Fusion mit frihen Endosomen (EE) am
mykobakteriellen Kompartiment an. Die Fusion von spdten Endosomen (LE) mit der Vakuole von
M. tuberculosis ist inhibiert. Es reichert sich somit kein Rab7 in der Membran des Kompartiments an
und die M. tuberculosis-Vakuole wird nicht azidifiziert. (Lys = Lysosom). Quelle: verdndert nach
Deretic & Fratti 1999, Molecular Microbiology.

1.3.3 Mykobakterielle Inhibitoren der Phagosomenreifung

Mykobakterien verfliigen Uber eine Reihe von Effektoren, die mit den Wirtszellproteinen
interagieren und so die Reifung ihrer Vakuole inhibieren. Einer dieser Faktoren ist die
mykobakterielle Protein-Tyrosin-Phosphatase A (ptpA), die daran beteiligt ist, die V-ATPase
aus der Membran des Kompartiments auszuschlieBen (Wong et al 2011). Sie ist
mitverantwortlich fir die Etablierung der Replikationsvakuole und die Ausbildung von
Granulomen (Bach et al 2008). PtpA wird ins Zytosol der Wirtszelle sezerniert (Bach et al
2008, Bach et al 2006) und bindet dort die zytosolische Untereinheit H der V-ATPase, die in
der Membran von Lysosomen lokalisiert ist (Wong et al 2011). Als Folge davon
dephosphoryliert ptpA die Untereinheit VPS33B des HOPS-Komplexes (Homotypic vacuole
fusion and vacuole Protein Sorting), in der Membran des Kompartiments (Wong et al 2011).
Der HOPS-Komplex spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation von endosomalen
Fusionsereignissen (Huizing et al 2001). Seine ptpA-vermittelte Inaktivierung in der Membran
des mykobakteriellen Kompartiments flhrt zu einer Inhibition der Fusion des letzteren mit
spaten Endosomen und Lysosomen (Bach et al 2008). So tragt dieser Inhibitor-
Mechanismus ebenfalls zum Ausschluss von Rab7 aus der Membran der mykobakteriellen
Vakuole bei (He et al 2012). Darlber hinaus spielen die Lipide der mykobakteriellen

Zellwand eine wichtige Rolle bei der Inhibition der Phagosomenreifung (Neyrolles & Guilhot
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2011). Lipoarabinomannan (LAM), ein Lipoglykan und Hauptbestandteil der Zellwand,
interkaliert in die Membran des mykobakteriellen Kompartiments und verédndert dadurch
dessen Fusionseigenschaften (Welin et al 2008). DarUber hinaus interferiert es mit der
Anreicherung lysosomaler Proteine vom trans-Golgi-Netzwerk und trdgt so zur
Aufrechterhaltung der Replikationsnische bei (Fratti et al 2003). Trehalosedimykolat (TDM)
hingegen verzdgert die Anreicherung der V-ATPase an der M. tuberculosis-Vakuole (Axelrod
et al 2008). Alle beschriebenen Effektoren nehmen direkt oder indirekt Einfluss auf die
Fusionsereignisse an dem Kompartiment. Damit verdeutlicht sich die Tatsache, dass die
Regulation dieser Prozesse essentiell ist fur die erfolgreiche Etablierung und
Aufrechterhaltung der Replikationsnische und somit auch fiir eine erfolgreiche Infektion von

M. tuberculosis.

1.4 Das Dictyostelium-M. marinum-Infektionsmodell

Da die Tuberkulose eine Krankheit ist, die durch ein strikt humanpathogenes Bakterium
verursacht wird, bleibt ihre Erforschung aus ethischen Grinden auf abgeleitete
Infektionsmodelle beschrankt (Pozos & Ramakrishnan 2004). Das am haufigsten verwendete
Modell, welches hauptséchlich der Untersuchung des Krankheitsverlaufs und der protektiven
Immunabwehr-Mechanismen dient, ist das Maus-Modell (Orme 2003). Um jedoch zu
verstehen, wie M. tuberculosis die alveolaren Makrophagen infiziert und seine
Replikationsvakuole in ihnen etabliert, werden zellbasierte Infektionsmodelle herangezogen.
In diesem Abschnitt wird das Dictyostelium-Mycobacterium-marinum-Modellsystem
vorgestellt, das sich insbesondere durch seine einfache genetische und biochemische

Manipulierbarkeit auszeichnet.

1.4.1 Mycobacterium marinum

Mycobacterium marinum ist ein naher Verwandter von M. tuberculosis und wurde erstmalig
1926 von Aronson aus der Leber und Milz von Fischen isoliert (Aronson 1927). Grundsatzlich
ist M. marinum ein Pathogen von poikilothermen Tieren, weist daneben aber auch ein
aquatisches Vorkommen auf (Leoni et al 1999, Slosarek et al 1994). Da es hauptséchlich bei
Temperaturen von 25-35 °C und kaum noch bei 37 °C wéachst (Clark & Shepard 1963, Leoni

et al 1999), ist M. marinum in Bezug auf den Menschen ein opportunistisches Pathogen
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(Parent et al 1995). Es parasitiert vor allem kuhlere Bereiche des KoOrpers, wie z. B. die Haut.
Mehrere phylogenetische Studien haben gezeigt, dass M. marinum besonders nah mit
Mycobacterium ulcerans verwandt ist und dass die genomischen Nukleotidsequenzen beider
Organismen zu 97% miteinander Ubereinstimmen (Stinear et al 2000, Tonjum et al 1998). In
Bezug auf den M. tuberculosis-Komplex, der die Arten M. tuberculosis, M. microti und
M. bovis umfasst, zeigt M. marinum eine 85%-ige Identitdt der genomischen

Nukleotidsequenzen (Gey van Pittius et al 2006).

I M. marinum
M. ulcerans
M. tuberculosis

M. microti
M. bovis

M. leprae

M. kansasii
M. scrofulaceum
M. avium

Abbildung 1.3: Phylogenetische Klassifikation ausgewéahlter Mykobakterien-Arten auf
Grundlage der 16 S rRNA Sequenz. Quelle: verdndert nach Stamm & Brown 2004, Microbes and
Infection.

M. marinum entwickelt in den jeweiligen Wirten eine systemische granulomattse
Entziindung, die histologisch groBe Ahnlichkeit mit den M. tuberculosis-Granulomen hat
(Pozos & Ramakrishnan 2004, Swaim et al 2006). Darlber hinaus kodieren beide
Mykobakterien-Arten fir das ESX-1-Sekretionssystem, mithilfe dessen sie Effektormolekile
durch die hydrophobe, impermeable Zellwand in das Zytosol der Wirtszelle transportieren
kénnen. In beiden Organismen fuhrt die Deletion der darin enthaltenen Pathogenitétsinsel
region of difference 1 (RD1) zum Verlust der Virulenz (Gao et al 2004). Die Deletion von RD1
in M. marinum kann Uber die Insertion der selbigen aus M. tuberculosis komplementiert
werden (Gao et al 2004). Gleiche Transkomplementationsstudien wurden auch fir Gene
durchgefihrt, die fir Proteine kodieren, die an der Synthese der mykobakteriellen Zellwand
beteiligt sind (Gao et al 2003). AuBerdem verfigen beide Organismen Uber den gleichen
zentralen  Virulenzmechanismus, die Inhibition der Phagosomenreifung. Sowohl
M. tuberculosis als auch M. marinum schlieBen die V-ATPase und CathepsinD aus ihrem
Kompartiment aus (EI-Etr et al 2001, Hagedorn & Soldati 2007, Sturgill-Koszycki et al 1994)
und residieren in nahezu neutralen Vakuolen (Dionne et al 2003, Gao et al 2003). Aufgrund

dieser Ahnlichkeiten in den grundlegenden Mechanismen der Wirtszellmanipulation und der



Einleitung

allgemeinen Pathologie ist M. marinum ein adaquates Modell zur Untersuchung der
Pathogenitdt von M. tuberculosis (Berg & Ramakrishnan 2012, Stamm & Brown 2004,
Stinear et al 2008).

1.4.2 Der Modellorganismus Dictyostelium

Die AmoGbe Dictyostelium discoideum ist ein ubiquitér, zumeist in Waldb6den gemaBigter
Klimazonen vorkommender, einzelliger Organismus. Als professioneller Phagozyt lebt
Dictyostelium seit jeher von der Aufnahme und der endozytischen Prozessierung
verschiedenartiger Mikroorganismen (Cosson & Soldati 2008). Somit sind in Dictyostelium
die Mechanismen zur Bereitstellung von Makromolekilen fir den eigenen Metabolismus und
Abwehrmechanismen als Schutz vor pathogenen Mikroorganismen eng aneinander
gekoppelt (Cosson & Soldati 2008, Greub & Raoult 2004). In seiner stammesgeschichtlichen
Entwicklung (Abb. 1.4), die noch vor dem Ursprung des Tier- und Pflanzenreichs begann
(Eichinger et al 2005), fand die Koevolution der bakteriellen Pathogenitdt sowie der
entsprechenden Wirtszell-Abwehrmechanismen statt und ist bis heute konserviert (Greub &
Raoult 2004). So ist anzunehmen, dass Bakterien wahrend der Infektion humaner
Phagozyten auf dieselben grundlegenden Mechanismen zurlickgreifen, die sie in der

Interaktion mit einzelligen Amdében entwickelt haben (Cosson & Soldati 2008).

. S. cerevisiae
S. pombe Neurospora

Dictyostelium

discoideum Human
Fish

g Ciona
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Arabidopsis Drosophila
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; ; Leishmania
Malaria Parasite

Giardia

= 100 Darwins
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Abbildung 1.4: Phylogenetische Einordnung ausgewéahlter Modellorganismen und des
Menschen auf Grundlage des Proteoms. Quelle: Eichinger et al 2005, Nature.
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Zusétzlich zum evolutiven Aspekt sind die experimentellen Vorteile von Dictyostelium ein
entscheidender Grund, warum sich die Amdbe als Modellorganismus durchgesetzt hat. Die
Zellen kdnnen sowohl axenisch als auch auf Bakterienrasen bei Raumtemperatur kultiviert
werden. Dartber hinaus wachst Dictyostelium in einer FlUssig-Massenkultur zu einer grof3en
Zellzahl an. Diese ist eine optimale Grundlage flr biochemische Versuche. Aufgrund ihres
annotierten haploiden Genoms ist die Generierung von Deletionsmutanten besonders
einfach und eine funktionale Analyse nahezu eines jeden Genprodukts mdglich (Eichinger et
al 2005, Noegel & Schleicher 2000).

Neben den klassischen Themen, die v. a. die Zellmotilitdt und Chemotaxis (King & Insall
2009), die Zytokinese (Robinson & Spudich 2004) sowie die Phagozytose betreffen (Maniak
2002, Maniak 2003), wurde Dictyostelium in den letzten zehn Jahren zunehmend als
Modellorganismus zur Untersuchung der Interaktionen mit unterschiedlichen Pathogenen
herangezogen (Bozzaro & Eichinger 2011, Clarke 2010, Steinert 2011). Hier fokussierten
sich die Arbeiten hauptsachlich auf Bakterien, die schwerwiegende Infektionskrankheiten
beim Menschen verursachen wie z. B. Legionella (Bozzaro et al 2013), Pseudomonas
(Alibaud et al 2008), Salmonella (Sillo et al 2011) oder Mycobacterium (Hagedorn et al 2009,
Hagedorn & Soldati 2007, Solomon et al 2003).

1.4.3 Phagozytose und Phagosomenreifung in Dictyostelium

Hinsichtlich der Phagozytose und der endolysosomalen Fusionsereignisse, die zur
Ausbildung eines Phagolysosoms fiihren, weist Dictyostelium viele Ubereinstimmungen mit
humanen Phagozyten auf (Boulais et al 2010, Maniak 2002). Sofort nach Ausbildung eines
Phagosoms fusioniert dieses mit frihen Endosomen und es kommt zur Anreicherung des
putativen Kupfertransporters p80 (Ravanel et al 2001) sowie der V-ATPase (Clarke et al
2002). Wahrend der pH-Wert des Phagosoms kontinuierlich abgesenkt wird, kommt es zur
Fusion mit Lysosomen unter der Bildung eines Phagolysosoms. Die darin angereicherten
lysosomalen Proteasen leiten die digestive Phase ein. Beendet wird diese Phase durch die
Abfihrung der V-ATPase und der lysosomalen Proteine unter der Bildung eines
reneutralisierten Postlysosoms (Carnell et al 2011, Clarke et al 2010). Die Ausbildung von
Postlysosomen ist kennzeichnend fir Dictyostelium und findet in humanen Phagozyten nicht
statt (Huotari & Helenius 2011). Die Postlysosomen zeichnen sich durch eine Anreicherung

des Membran-assoziierten Proteins Vacuolin aus (Carnell et al 2011). Dieses ist
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maoglicherweise an der Einleitung der Exozytose beteiligt, bei der der unverdaute Inhalt des
Phagosoms an das extrazelluldre Milieu abgegeben wird (Lee & Knecht 2002). Die
Exozytose schlieBt den endosomalen Transit ab (Jenne et al 1998, Lee & Knecht 2002). Im
Falle eines Latex-Bead-haltigen Phagosoms dauert dieser etwa 90-120 min (Clarke et al
2010).

1.4.4 Infektionsverlauf von M. marinum in Dictyostelium

Die Abfolge der Ereignisse an der Vakuole von M. marinum in Dictyostelium ist eine andere
als die am Latex-Bead-haltigen Phagosom. Das Pathogen ist in der Lage, die Reifung seiner
Vakuole zu inhibieren und etabliert ein Kompartiment, in dem es proliferieren kann
(Hagedorn & Soldati 2007, Solomon et al 2003). Damit rekapituliert das Dictyostelium-
M. marinum-Modellsystem die Infektion von M. tuberculosis in Makrophagen (s. Abschnitt
1.3.2). In Abb. 1.5 sind die wichtigsten Ereignisse des Infektionsablaufs schematisch
zusammengefasst. Zunéachst wird M. marinum Uber Phagozytose von der Zelle
aufgenommen. Sobald das Bakterium internalisiert wurde, reichern sich die V-ATPase und
der putative Kupfertransporter p80 in der Membran der mykobakteriellen Vakuole an. Anders
als p80 wird VatA jedoch sofort wieder abgefthrt (Hagedorn & Soldati 2007). Da die Fusion
mit Lysosomen inhibiert ist, sind lysosomale Proteasen wie beispielsweise CathepsinD im
Kompartiment nicht nachweisbar (Hagedorn & Soldati 2007). Ab etwa sechs Stunden nach
Infektion akkumuliert das Membran-assoziierte Protein Vacuolin an der M. marinum-Vakuole,
wo es fir die Replikation der Bakterien erforderlich ist (Hagedorn & Soldati 2007). Es wird
angenommen, dass, sobald die Replikationsphase abgeschlossen ist, die Membran des
Kompartiments aufbricht und die Bakterien ins Zytosol entlassen werden. Dieser Vorgang ist
kennzeichnend fir M. marinum (Hagedorn & Soldati 2007, Smith et al 2008, Stamm et al
20083), fur M. tuberculosis qgilt er jedoch noch als umstritten (Welin & Lerm 2012). Der
Infektionszyklus von M. marinum in Dictyostelium wird durch den Austritt des Bakteriums aus
seiner Wirtszelle mithilfe einer Aktin-basierten Struktur, dem Ejectosome, abgeschlossen
(Hagedorn et al 2009).
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Abbildung 1.5: Infektionsverlauf von M. marinum in Dictyostelium.

M. marinum (GFP-mar wt) wird von der Dictyostelium-Zelle Uber Phagozytose aufgenommen.
Wahrend sich die V-ATPase transient in der Membran der Vakuole des Bakteriums anreichert, ist die
Fusion mit Lysosomen inhibiert (Establishment of a niche). Des Weiteren akkumuliert Vacuolin an dem
mykobakteriellen Kompartiment und leitet die Replikationsphase ein (Proliferation). Sobald sich die
Bakterien vermehrt haben, gelangen sie ins Zytosol der Wirtszelle (Escape) und verlassen diese Uber
eine Aktin-basierte Struktur (Ejection). Apathogene Mykobakterien wie Mycobacterium smegmatis und
die avirulente Mutante M. marinum L1D sind nicht in der Lage, eine Replikationsvakuole zu etablieren.
Ihre Phagosomen fusionieren mit V-ATPase-haltigen Endosomen und Lysosomen unter der Bildung
von bakteriziden Phagolysosomen (Phagosome maturation). Die avirulente Mutante M. marinum
ARD1 wird zwar nicht dem degenerativen Weg zugeflhrt, ist jedoch nicht in der Lage, zu replizieren
und aus den Zellen auszutreten. Quelle: verandert nach Hagedorn et al 2009, Science.

Das apathogene Bakterium M. smegmatis und die avirulente M. marinum-Mutante L1D
replizieren weder in Dictyostelium (Hagedorn & Soldati 2007, Solomon et al 2003) noch in
murinen Makrophagen (Jordao et al 2008). L1D bezeichnet eine Mutation im Gen mag24-1,
das infolge einer Insertion ausgeschaltet ist (Ramakrishnan et al 2000). Mag24-1 ist Teil der
PE/PE-PGRS-Gene, die fur Glyzin-reiche Proteine mit unbekannter Funktion kodieren (Cole
et al 1998). Es ist essentiell fur die Inhibition der Phagosomenreifung in Dictyostelium
(Hagedorn & Soldati 2007) sowie fur die Persistenz des Bakteriums in Granulomen von
Zebrafischen (Ramakrishnan et al 2000). Die Deletionsmutante M. marinum ARD1 (vgl.
Abschnitt 1.4.1) ist zwar in der Lage, die Fusion mit Lysosomen in Dictyostelium zu
inhibieren, kann jedoch in ihrer Vakuole nicht replizieren und die Zellen Uber Ejectosomes
verlassen (Hagedorn et al 2009). Es gibt Hinweise darauf, dass das im RD1-Lokus kodierte
Protein ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target 6) membranolytische Aktivitat hat und so
die Translokation von M. marinum ins Zytosol ermdglicht (Gao et al 2004, Smith et al 2008).

Sowohl in Dictyostelium als auch in anderen Phagozyten zeigen die Infektionsverldufe von
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M. marinum und von den jeweiligen Mutanten eine grundlegende Ubereinstimmung. Sie

best&tigen damit den Modell-Charakter von Dictyostelium.

1.5 Rolle von Aktin in der Infektion mit Mykobakterien

Aktin ist das abundanteste Protein der eukaryotischen Zelle und in Form von Filamenten (F-
Aktin) eine wichtige Komponente des Zytoskeletts. Umso weniger erstaunt es, dass Aktin
auch in mehreren Phasen der Infektion mit Mykobakterien eine wichtige Rolle spielt. So
reichert es sich beispielsweise deutlich bei der Phagozytose der Bakterien in der
phagozytischen Tasche (phagocytic cup) an (Hagedorn et al 2009). Als Bestandteil des
Zytoskeletts generiert es Kraft, die fur die Internalisierung der Bakterien durch die Zelle
bendtigt wird (Insall & Machesky 2009). Aktin ist dartber hinaus der strukturgebende Anteil
des Ejectosomes, Uber das pathogene Bakterien wie M. tuberculosis und M. marinum aus
der Dictyostelium-Wirtszelle austreten kbnnen (Hagedorn et al 2009). Es ist noch unklar, ob
und inwiefern die Bakterien den Mechanismus der Polymerisation des Aktins am Zellkortex
fur diesen Prozess nutzen (Hagedorn et al 2009). Arbeiten in murinen Makrophagen belegen
jedoch deutlich, dass M. marinum das Wirtszellprotein flr seine Zwecke verwendet. Sobald
das Bakterium ins Zytosol der Zelle transloziert, polymerisiert es apikal an einer Seite die
S.g. actin tails (Gouin et al 2005). Dabei handelt es sich um Kometenschweif-artige
Aktinstrukturen, die die Bakterien im Zytosol vorwartstreiben und moéglicherweise die Zell-zu-
Zell-Transmission begunstigen (Stamm et al 2003, Stamm et al 2005). In einer neueren
Studie wurde ein Oberflachenprotein von M. tuberculosis, das HBHA (Heparin-bindendes
Hamagglutinin), identifiziert, das die monomere Form von Aktin (G-Aktin) bindet (Esposito et
al 2011). Dieses kann in Folge davon nicht zu der F-Form polymerisiert werden. Somit nimmt
das Pathogen aktiv Einfluss auf die Reorganisation des Zytoskeletts der Wirtszelle (Esposito
et al 2011, Menozzi et al 2006). Es wird vermutet, dass die Aktivitdt von HBHA die Motilitat
von M. tuberculosis im Zytosol beginstigt und das Pathogen Uber eine Zell-zu-Zell-

Transmission in andere Organe gelangen kann (Esposito et al 2011).

1.6 Der Nucleation-Promoting-Faktor WASH

Neben der Rolle von Aktin als treibende Kraft fur Prozesse wie Zellmotilitdt oder

Phagozytose (Borisy & Svitkina 2000, Pollard & Borisy 2003) ist das Protein auch an
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Fusions- und Abschnlrungsprozessen an Endosomen beteiligt (Carnell et al 2011, Drengk et
al 2003, Liebl & Griffiths 2009). Um diese spezifische Wirkungsweise von Aktin in der Zelle
zu erm@glichen, muss die Polymerisation und Depolymerisation des Proteins zeitlich und
lokal préazise reguliert werden. Diese Funktion wird von den Nucleation-Promoting-Faktoren
(NPF) Ubernommen (Abb. 1.6). NPF binden und aktivieren Uber ihre konservierte CA-
Doméne den generellen Polymerisationsinitiator-Komplex ARP2/3 (Actin Related Protein 2/3)
und lokalisieren diesen an einem préexistierenden Aktinfilament. Dartber hinaus binden sie
mithilfe der W-Domé&ne Aktinmonomere und fihren diese dem ARP2/3-Komplex zu, von wo

aus die Polymerisation der Filamente beginnt (Campellone & Welch 2010, Rotty et al 2013).

Abbildung 1.6: Wirkungsmechanismus von NPF.
Der Membran-assoziierte NPF bindet und aktiviert
Uber seine CA-Domédne den ARP2/3-Komplex.
AnschlieBend fuhrt es den ARP2/3-Komplex an ein
G-actin—@ =<__ : - préexisitierendes Aktinfilament (F-actin) heran. Uber
! ' die W-Doméne binden NPF Aktinmonomere (G-actin)
und Ubertragen diese auf den ARP2/3-Komplex, von
wo aus die Polymerisation der Aktinfilamente beginnt.
Quelle: verdndert nach Campellone & Welch 2010,
Nature Reviews.

complex -

F-actin

WASH (Wiskott-Aldrich-syndrome protein and SCAR Homolog) gehért zu einer von
insgesamt vier Gruppen von NPF (Campellone & Welch 2010) und initiiert die Polymerisation
von Aktin an Endosomen (Bear 2009). In Dictyostelium-Zellen spielt WASH an der
Reneutralisierung der Lysosomen zu Postlysosomen ein Rolle (Abb. 1.7). Es akkumuliert an
aziden Lysosomen und polymerisiert Aktin. Die dort vorhandene V-ATPase bindet das Aktin
(Holliday et al 2000, Vitavska et al 2003) und wird in Form kleiner Vesikel von dem Lysosom
abgeschnart. Aktin bewirkt dabei mdglicherweise die fur die Verformung der Membran
(,Tubulation*) notwendige Kraft (Derivery et al 2009, Gomez & Billadeau 2009). Diese
WASH-abhéngigen Vesikelabschnirungen wurden auch in humanen Zellen beobachtet. Hier
interagiert der NPF mit dem Retromer-Komplex (Derivery et al 2009, Gomez & Billadeau
2009, Harbour et al 2010, Hayes et al 2004) und ist an dem Proteintransport von frihen
Endosomen zum trans-Golgi-Netzwerk beteiligt (Gomez & Billadeau 2009). Damit hat WASH
und das davon generierte Aktin eine regulatorische Funktion bei der Sortierung von

Proteinen im endolysosomalen Netzwerk.
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Abbildung 1.7: WASH leitet das Recycling der V-ATPase an Endosomen in Dictyostelium ein.
WASH akkumuliert in der Membran von V-ATPase-positiven Lysosomen und initiiert dort die
Polymerisation von Aktin. Die V-ATPase bindet das so entstandene Aktin, welches die Ausstllpung
und Abschnlrung kleinster Vesikel, die mit der V-ATPase angereichert sind, bewirkt. Durch die
Abfihrung der V-ATPase reneutralisiert das azide Lysosom zu einem Postlysosom. Dieses ist
zunédchst deutlich mit WASH und Aktin assoziiert. Sobald beide Proteine von dem Postlysosom
dissoziiert sind, wird die Exozytose eingeleitet. Quelle: Carnell et al 2011, Journal of Cell Biology.

1.7 Zielsetzung

Da die Vorgdnge am mykobakteriellen Kompartiment streng reguliert an den endosomalen
Membrantransport der Wirtszelle gekoppelt bleiben, ist eine dortige Assoziation des
Nucleation-Promoting-Faktors WASH denkbar. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Assoziation von WASH an der mykobakteriellen Vakuole in unterschiedlichen Phagozyten
Uberprift werden. Um die Rolle des NPFs und des davon generierten Aktins an der
M. marinum-Vakuole in Dictyostelium zu untersuchen, sollten die Folgen der Deletion von
WASH bzw. die Folgen der Depolymerisation des Aktins analysiert werden. Dazu wurden
Anderungen in der Proteinkomposition der Membran des Kompartiments im Infektionsverlauf
mithilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie verfolgt. Um die Dynamik der Prozesse
darstellen zu kénnen, sollten die Analysen auch Lebenzell-mikroskopische Untersuchungen
miteinschlieBen. Zuletzt sollten die im Dictyostelium-M. marinum-Modellsystem gemachten
Beobachtungen in murinen Phagozyten, die sowohl mit M. marinum als auch mit dem

Humanpathogen M. tuberculosis infiziert wurden, Uberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 2.1: Gerate

Gerat Modell Hersteller / Lieferant
Analysenwaage Handy H51 Sartorius, Gottingen, Deutschland
Brutschranke

- Mykobakterien- und Innova 42 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Dictyostelium-Kultur
- BV-2-Kultur
- BV-2-Infektion

Durchflusszytometer

Einfrierbehélter
Magnetriihrer

Mikroskope

- Lichtmikroskop

- Konfokales Laser-
Scanning-Mikroskop

- Weitfeld-

Fluoreszenzmikroskop

Mikrowelle
pH-Meter
Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe
Prazisionspinzette
Prazisionswaage

Sterilbanke
- Dictyostelium-Kultur
- BV-2-Kultur

Ultraschallbad
Vakuumpumpe
Vortexer

Wasserbad

Innova CO-170
Heraeus

Accuri C6
Mr. Frosty
combimag RCT

CKX41
FluoView 1000

cellR Imaging System

R-234
pH Level 1
BioPhotometer

P2, P10, P20, P100,
P200, P1000

Matrix
INOX 5
PCB 1000-1

Kojair 2009
Heraeus Herasafe

Sonorex Super
Laboport
VF2

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA

BD, Franklin Lakes, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
IKA, Staufen, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Sharp, Osaka, Japan

inoLab, Weilheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middelton, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Dumont & Fils, Montignez, Schweiz

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland

Kojair, Vilppula, Finnland
Thermo Fisher, Waltham, USA

Bandelin, Berlin, Deutschland
KNF, Freiburg, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland
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Zahlkammer

Zentrifugen

- TischkUhlzentrifuge
- Tischzentrifuge

- Tischzentrifuge

- Standzentrifuge

Neubauer-improved

5810 R
5415 D
5417
GS-6KR

Marienfeld, Lauda-K6nigshofen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Beckmann, Krefeld, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Spezifikation

Hersteller / Lieferant

Deckglédschen

Probenréhrchen fiir
Durchflusszytometrie

Glaskugeln
Kryo-Réhrchen
Kiivetten

Latex-Beads

Kulturschalchen fiir
Lebendzell-Mikroskopie

Objekttrager

Parafilm

Petri-Schalen
Pipettenspitzen
ReaktionsgefaBe
Serologische Pipetten
Siebfilter
Vakuum-Filter
Zellkultur-Flaschen
Zellkultur-Platten

Zellkultur-Schalen

Zentrifugenréhrchen

12 mm, No.1
12 X 75 mm

4 mm
1,5 ml
Halb-Mikro-Einmalkivette

Fluorescein-gekoppelt,
1 um

u-Slide 8 well

76 X 26 mm

Parafilm M

100 x 15 mm, viergeteilt
10 wl /200 wl / 1.000 wl
1,5ul /2,0 ul
5mi/10 ml /25 ml

50 um

0,22 um, 500 ml

25 cm?/ 75 cm?
24-Loch

35x 10 mm /100 x 20 mm
15 ml /50 ml

Assistent, Sondheim, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Polysciences, Warrington, USA

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Engelbrecht, Edermiinde,
Deutschland

Pechiney, Chicago, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Partec, Gorlitz, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
BD, Franklin Lakes, USA

BD, Franklin Lakes, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 2.3: Chemikalien

Chemikalie / Reagenz

Hersteller / Lieferant

7H11 (Flussig-Kultivierung von Mykobakterien)
7H9 (Kultivierung von Mykobakterien auf Platten)
Antibiotika

Antikérper

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
DMEM (Medium fur RAW-B-Zellen)

DPBS ohne Kalzium und Magnesium
D-Sorbitol

Einbett-Medium, ProLong Gold

Ethanol (100%)

Fétales Kalberserum (FKS)

Gelatine, TypA, ~300 g Bloom

Glyzerol

HEPES

HL5-C mit Glukose (Dictyostelium-Medium)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KClI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,)
LatrunculinA (LatA)

L-Glutamin (100x)

Lysotracker Red DND-99 (LT)
Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH, 50%)
Natriumpyruvat

Neutralrot (NR)

OADC (fur Kultivierung von Mykobakterien)
Paraformaldehyd (PFA)

Phalloidin (Alexa Fluor 488, 568 und 647)
RPMI 1640 (mit stabilem Glutamin, BV-2-Medium)
Triton X-100

BD, Franklin Lakes, USA

BD, Franklin Lakes, USA

S. 2.2; Tabelle 2.7

s. 2.6.2; Tabelle 2.9, 2.10 und 2.11
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BD, Franklin Lakes, USA

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Formedium, Hunstanton, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Enzo, Farmingdale, USA

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Merck, Darmstadt, Deutschland

BD, Franklin Lakes, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Trypsin GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
Tween 80 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2.1.4 Lésungen, Puffer und Medien

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Lésungen und Puffer mit doppelt deionisiertem
Wasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage der Firma TKA (Modell GenPure) angesetzt.
Dieses Wasser wird im Folgenden als ddH>O bezeichnet. Fir sterile Anwendungen wurden
hitzeunempfindliche Lésungen fir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklaviert. Hitzesensitive

Lésungen wurden steril-filtriert (PorengréBe 0,22 um).

Tabelle 2.4: Lésungen, Puffer und Medien

Lésung / Puffer / Medium Bestandteile

Blockierlésung fir Immunfluoreszenz-Farbung, 0,2 g Gelatine

200 ml 200 ml 1x PBS
durch kurzes Erwé&rmen I6sen
0,2 ml Triton X-100
nicht steril gehandhabt

Fixierlésung, 8 g PFA

200 ml 200 ml Sérensen-Puffer, 1x
bei max. 60 °C I6sen, aliquotieren,
bei -20 °C lagern
nicht steril gehandhabt

Lysispuffer, 0,2 ml Triton X-100
200 ml 200 ml PBS, 1x
steril-filtrieren
PBS-Puffer (Phosphate-Buffered Saline), 80 g NaCl
10x, 11 2 g KCI
14,2 g Na,HPO,
2,4 g KHoPO,

in 800 ml ddH»0 l6sen

mit NaOH auf pH 7,4 einstellen,
mit ddH-O auf 1 | auffillen
autoklavieren

Sérensen-Azid-Puffer, 65 mg Natriumazid

200 ml 200 ml Sérensen-Puffer, 1x
Sdérensen-Puffer, 99,86 g KH.PO,

50x, 11 13,61 g Na,HPO,

in 800 ml ddH>O I6sen

mit NaOH auf pH 6 einstellen,
mit ddH.O auf 1 | auffullen
autoklavieren
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Sdérensen-Sorbitol-Puffer, 0,73 g D-Sorbitol
200 ml 200 ml Sérensen-Puffer, 1x

2.1.5 Software

Tabelle 2.5: Software

Software Anwendung

Prism, v5.0b - Auswertung aller Quantifizierungen
GraphPad, La Jolla, USA - Darstellung aller Quantifizierungen
Excel, 2004 - Auswertung der FACS-Experimente
Microsoft, Redmond, USA - Auswertung der KBE-Experimente
FlowdJo v7.6.3 - Auswertung der FACS-Experimente
Tree Star, Ashland, USA

ImagedJ, v1,45s - Bildbearbeitung

National Institutes of Health, USA

Photoshop CS2 - Bildbearbeitung

Adobe, San Jose, USA - Bildzusammenstellung

FluoView v1.7b - Bildaufnahme am konfokalen
Olympus, Hamburg, Deutschland Laser-Scanning-Mikroskop
xcellence rt 1.2 - Bildaufnahme und Bildbearbeitung
Olympus, Hamburg, Deutschland am Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop
EndNote X.0.2 - Literaturverwaltung

Thomson Reuters, New York, USA

2.2 Organismen und Kultivierung

Alle Medien wurden mit ddH,0 angesetzt. Hitzesensitive Medien wurden steril-filtriert
(PorengréBe 0,22 um). Fotales Kalberserum (FKS) wurde vor der Verwendung ftr 30 min auf
56 °C erhitzt, um Komplementfaktoren zu inaktivieren. Bis zur Verwendung erfolgte die

Lagerung bei -20 °C.

Tabelle 2.6: Medien

Medium Bestandteile
Medium fiir Dictyostelium-Kultur (HL5-C) 26,55 g HL5-C-Pulver
11 1 1ddH.O
autoklavieren
bei RT lagern
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Medium fiir BV-2-Kultur, (RPMI)
500 ml

Medium fiir RAW-B-Kultur, (DMEM)
500 mi

Medium fiir Mykobakterien-Fliissigkultur, (7H9)

(M. marinum und M. smegmatis)
11

Medium fiir M. tuberculosis-Fliissigkultur, (7H9)

11

Kulturplatten fiir Mykobakterien, (7H11)

11

450 ml RPMI 1640
50 ml FKS
bei 4 °C lagern

450 ml DMEM

50 ml FKS

5 ml L-Glutamin

5 mlI HEPES

5 ml Natriumpyruvat
bei 4 °C lagern

4,7 g 7H9-Pulver

2 ml Glyzerol

900 ml ddH>O

autoklavieren und abkthlen lassen
100 ml OADC

0,5 ml Tween 80

steril-filtrieren, dunkel bei 4 °C lagern

4,7 g 7H9-Pulver

800 ml ddH-O

autoklavieren und abkthlen lassen
200 ml OADC

steril-filtrieren, dunkel bei 4 °C lagern

21 g 7H11-Pulver

5 ml Glyzerol

900 ml ddH>O

autoklavieren, auf 50-55 °C abkihlen
100 ml OADC

handwarm in viergeteilte Petrischalen
gieBen, dunkel bei 4 °C lagern

Tabelle 2.7: Antibiotika

Antibiotikum

Anwendung

Apramycin (50 mg/ml)
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Blasticidin, (10 mg/ml)
InvivoGen, San Diego, USA

Gentamycin, (10 mg/ml)
Formedium, Hunstanton, USA

Hygromycin ,HygroGold*, (50 mg/ml)
InvivoGen, San Diego, USA

- Selektion von M. marinum L1D gfp
(50 ng/ml)

- Selektion der Ax2-wshA™-Zellen
(5 ug/mi)
- Selektion der VMC- bzw. VatM-

GFP-Expression in Ax2-Zellen
(beide 5 ug/ml)

- Selektion der GFP-WASH
Expression in Ax2-wshA™-Zellen
(20 ng/ml)

- Selektion von M. marinum mCherry
und M. marinum ARD1 gfp
(50 ug/ml)
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Kanamycin (50 mg/ml) - Selektion von M. marinum gfp,
Formedium, Hunstanton, USA M. tuberculosis gfp und

M. smegmatis gfp (50 ug/ml)
Penicillin-Streptomycin-Lésung (100x) - Zugabe zum Dictyostelium-, BV-2-
Life Technologies, Carlsbad, USA und RAW-B-Kulturmedium

(1x; 100 U/ml Penicillin,
100 ug/ml Streptomycin)

2.2.1 Dictyostelium discoideum

Der in dieser Arbeit verwendete Dictyostelium discoideum Wildtyp-Stamm Ax2 wurde
erstmals von Watts und Ashworth 1970 beschrieben (Watts & Ashworth 1970). Mindestens
drei verschiedene Mutationen beféhigen die Zellen zum axenischen Wachstum (Williams
1978, Williams et al 1974). Das bietet den Vorteil, dass ein definiertes Medium verwendet
werden kann und die Zellkultur einfach zu handhaben ist. Die Ax2-Zellen wurden von dem
Dictybase Konsortium (www.dictybase.org) bezogen. Sie wurden adhérent in 10 ml HL5-C-
Medium (s. Tabelle 2.6) in 10 cm-Kulturschalen bei 22 °C unter sterilen Bedingungen
kultiviert und alle zwei bis drei Tage verdinnt. Dazu wurde das Medium abgenommen und
die Zellen Uber mehrmaliges leichtes Schlagen der Kulturschale gegen die Tischkante vom
Plattenboden geldst. Die abgeldsten Zellen wurden in 10 ml frischem HL5-C aufgenommen
und je nach Bedarf an Zellzahl wurde ein entsprechendes Volumen in neue Kulturschalen
oder 24-Loch-Platten tberfuhrt.

Die WASH-Deletionsmutante, im Nachfolgenden als ,wshA™ bezeichnet, wurde im Labor von
Dr. Robert Insall (BEATSON Institute, Glasgow, GB) durch gezielte Genmodifikation
ausgehend vom Ax2-Wildtyp erstellt (Carnell et al 2011). Dabei wurde das fur WASH
kodierende  Gen  (Dictybase-Katalognummer: DDB_G0292878) (ber  homologe
Rekombination durch eine Blasticidin-Resistenzkassette ersetzt. Die wshA™-Zellen wurden
wie der Wildtyp, mit zusétzlicher Zugabe von Blasticidin kultiviert (Tabelle 2.7). Die
Genkomplementierung erfolgte Uber die Transfektion der wshA™-Zellen mit dem
extrachromosomalen Plasmid pDM448 (Veltman et al 2009). Dieses kodiert fur das GFP-
WASH-Fusionsprotein (Park et al 2013). Die transformierten Zellen wurden Uber die Zugabe

von Hygromycin selektiert (Tabelle 2.7).

Die konstitutiv VacuolinA-Myc-Cofilin exprimierenden Ax2-Zellen, im Nachfolgenden ,VMC-

Zellen® genannt, wurden freundlicherweise von Dr. Markus Maniak (Universitat Kassel,
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Deutschland) Uberlassen. Hierbei wurde die fur VMC-kodierende DNA-Sequenz an den C-
Terminus von VacuolinA im pA15-vacuolinA-GFP-Vektor, der eine Gentamycin-Resistenz
tragt, ligiert. Eine detaillierte Beschreibung der Zusammensetzung des DNA-Konstrukts ist
der Publikation von (Drengk et al 2003) zu entnehmen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden auBerdem Ax2-Zellen verwendet, die konstitutiv das Fusionsprotein aus der
Untereinheit VatM der vakuolaren Protonen-ATPase (V-ATPase) und GFP exprimieren.
Diese Zellen wurden von Dr. Thierry Soldati (Universitdt Genf, Schweiz) zur Verfligung

gestellt.

Fur die Langzeitaufbewahrung wurden Zellstabilate generiert, die im flussigen Stickstoff
gelagert wurden. Im Einzelnen wuchsen Dictyostelium-Zellen bis zu einer etwa 80%-igen
Dichte auf der Kulturplatte an (ca. 1,8 x 10’ Zellen). Das Medium wurde abgenommen, die
Zellen anschlieBend von der Platte geldst, in 10 ml frischem HL5-C aufgenommen und
sedimentiert (500 xg, 5 min, 22 °C). Das Pellet wurde in 2 ml HL5-C, das 10% DMSO
enthielt, geldst und auf zwei Kryo-Rdhrchen verteilt. Die Zugabe des DMSO verhindert dabei
die Bildung von Eiskristallen beim Gefriervorgang. Die Aliquots wurden in Einfrierbehélter
Uberfahrt, die eine gleichmé&Bige Abkuhlgeschwindigkeit von 1 °C/min gewdhrleisten.

AnschlieBend wurden sie 24 h bei -80 °C und dauerhaft im flissigen Stickstoff aufbewahrt.

2.2.2 BV-2-Zellen

Die murine Mikroglia-Zelllinie BV-2 wurde von Dr. Marc Ballivet (Universitdt Genf, Schweiz)
zur Verfigung gestellt. Ihr Entstehen geht auf die Arbeiten von Dr. Elisabetta Blasi zurlck
und umfasst die Immortalisierung primarer Mikroglia-Zellen aus der Maus durch Infektion mit
einem Retrovirus (Blasi et al 1990). Die Zelllinie ist im biologischen Ressourcenzentrum
Interlab Cell Line Collection (ICLC) unter der Katalognummer ATLO3001 hinterlegt. Die BV-2-
Zellen wurden adharent in 7 ml RPMI-Medium (s. Tabelle 2.6) in 25 cm? Kulturflaschen bei
37 °C und 5% CO, unter sterilen Bedingungen kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde die
Kultur verdinnt. Dazu wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit 5 ml DPBS
gewaschen und anschlieBend in 1 ml Trypsin 4 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde
die Kulturflasche leicht gegen die Tischkante geklopft, um die restlichen adhérenten Zellen
zu l6sen. Durch die Zugabe von 9 ml RPMI-Medium wurde die Aktivitdt des Trypsins
gestoppt und die Zellen in den gewlnschten Verdinnungen in neue Kulturflaschen oder 24-

Loch-Platten Uberfihrt. Die BV-2-Zellen wurden &hnlich wie die Dictyostelium-Zellen (vgl.
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2.2.1) kryokonserviert. Es wurden 5 x 10° Zellen pro Aliquot verwendet, die in 1 ml RPMI und
10% DMSO gel6st wurden.

2.2.3 RAW-B-Zellen

Bei den RAW-B-Zellen handelt es sich um eine leuk&mische Makrophagen-Zelllinie aus der
Maus, die von dem Ressourcenzentrum American Type Culture Collection (ATCC) bezogen
wurde. Die Kultur von RAW-B-Makrophagen erfolgte durch Anna Geffken in der
Arbeitsgruppe von Dr. Ulrich Schaible am FZ Borstel, Deutschland. Die Zellen wuchsen
adhéarent in 8 ml DMEM (s. Tabelle 2.6) in 25 cm? Kulturflaschen bei 37 °C und einer 7,5%-
haltigen CO,-Atmosphére.

2.2.4 Mycobacterium marinum

Der Wildtyp-Stamm ,M*“ von Mycobacterium marinum sowie die davon abgeleiteten Mutanten
M. marinum ARD1 und M. marinum L1D stammten aus dem Labor von
Dr. Lalita Ramakrishnan (Universitdt Washington, USA). Der M-Stamm ist im biologischen
Ressourcenzentrum ATCC unter der Katalognummer BAA-535 hinterlegt und wurde 1992
aus Hautldsionen eines Patienten des Moffett Hospitals, San Francisco, USA isoliert. Die
Mutante M. marinum ARD1 zeichnet sich durch eine Deletion der Region of Difference 1 aus,
einer Folge von neun Genen, die in allen virulenten Mykobakterien-Stdmmen vorhanden ist
(Abdallah et al 2007). Durch eine homologe Rekombination wurde der RD1-Lokus durch eine
Kanamycin-Resistenzkassette ausgetauscht (Volkman et al 2004). L1D ist eine Mutante von
M. marinum bei der die Kanamycin-Resistenzkassette in das Gen mag24-1 inseriert wurde
(Ramakrishnan et al 2000). Zur Generierung von fluoreszenten Stdmmen wurde der Wildtyp
mit dem extrachromosomalen Plasmid pMSP12::gfp transformiert (Volkman et al 2004).
Dieses tragt eine Kanamycin-Resistenzkassette und kodiert fir das grinfluoreszierende
Protein (GFP), das durch den konstitutiven Promotor msp12 (macrophage strong promoter
12) reguliert ist (Chan et al 2002). M. marinum ARD1 und M. marinum L1D wurden mit
Derivaten des pMSP12::gfp Plasmids transformiert, die entweder eine Hygromycin- bzw.
eine Apramycin-Resistenzkassette enthielten (Cosma et al 2006). Es wurde auch ein

rotfluoreszierender Wildtyp-Stamm verwendet, der das extrachromosomale Plasmid
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pCHERRY3 (Plasmiddatenbank addgene; Katalognummer: 24659) trug und fir eine

Hygromycin-Resistenz kodierte.

Der Wildtyp und alle Mutanten von M. marinum wurden steril in 12-20 ml 7H9-Medium
(Tabelle 2.6) in 50 ml Glaskolben bei 32°C und 120 rpm schitteind unter S2-
Laborbedingungen kultiviert. Um ein Klumpen der Bakterien moglichst zu vermeiden, enthielt
das Medium 0,05% Tween 80 und der Kultur wurden auBerdem ca. 20-30 Glaskugeln mit
einem Durchmesser von je 4 mm hinzugefigt. Von allen Mutanten von M. marinum wurden
Aliquots fur die Langzeitlagerung bei -80 °C erstellt. Dazu wurden 100 ml der jeweiligen
Kultur bis zur stationdren Wachstumsphase kultiviert, sodass die bei 600 nm gemessene
optische Dichte (ODgoonm) ca. 3 betrug. Die Zellen wurden abzentrifugiert (3.000 xg, 20 min,
4 °C) und das Pellet wurde in 6 ml 7H9, das 50% Glyzerin enthielt, resuspendiert. Die
Bakterien wurden anschlieBend auf sechs Kryo-Rohrchen verteilt und bei -80 °C langfristig
gelagert. Von den haufig verwendeten fluoreszierenden M. marinum gfp und M. marinum
mCherry Bakterien wurden Aliquots vorbereitet, die ausschlieBlich fur Infektionen verwendet
wurden. Dazu wuchsen jeweils 100 ml der entsprechenden Kultur bis zu einer ODggonm VON 1
an. Diese wurde anschlieBend abzentrifugiert (3.000 xg, 20 min, 4 °C) und das Pellet wurde
in 90 ml 7H9, das ebenfalls 1:1 mit Glyzerin vermischt war, gel6ést. Je 1 ml der Suspension

wurde in 2 ml-ReaktionsgefaB3e pipettiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium smegmatis mc2 155 wurde freundlicherweise von Dr. Gareth Griffiths
(Universitdt Oslo, Norwegen) zur Verfugung gestellt und ist bei ATCC unter der
Katalognummer 700084 hinterlegt. Es handelt sich um ein Isolat aus menschlichem Smegma
und besitzt gegentber anderer M. smegmatis Subspezies den Vorteil, dass es sich sehr
effizient transformieren l4sst. Der in dieser Arbeit verwendete Stamm wurde mit pMSP12::gfp
transformiert (Volkman et al 2004) und Uber Kanamycin selektiert. M. smegmatis gehort wie

M. marinum zu den Organismen der Risikogruppe 2 und beide Kultivierungen sind identisch.
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2.2.6 Mycobacterium tuberculosis

Der in dieser Arbeit verwendete Wildtyp-Stamm H37Rv von Mycobacterium tuberculosis
wurde im Labor von Dr. Ulrich Schaible (FZ Borstel, Deutschalnd) von Anna Geffken
kultiviert. Urspringlich wurde er von Dr. Tanya Parish (Queen Mary University of London,
GB) zur Verfugung gestellt. Der Stamm wurde mit einem extrachromosomalen Plasmid
transformiert, das fur ein konstitutiv exprimiertes GFP kodiert und eine Kanamycin-
Resistenzkassette tragt. Die Bakterien wurden steril in 7H9-Mitb-Medium (Tabelle 2.6) in

25 cm?Kulturflaschen bei 37 °C unter S3-Laborbedingungen kultiviert.

2.3 Infektionen

Far Infektionsversuche mit Mycobacterium marinum (Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2) dienten
Bakterien-Aliquots in Glyzerin, die bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt wurden (vgl.
2.2.4). Dazu wurde ca. eine Woche vor der geplanten Infektion ein Mykobakterien-Aliquot in
9 ml 7H9-Medium verdinnt und die Bakterien abzentrifugiert (3.000 xg, 5 min, 22 °C) um das
Glyzerin abzunehmen. Das Pellet wurde in 10 ml frischem Medium gelOst, sodass die
ODegoonm ca. 0,1 betrug. Die Bakterien wurden bei 32 °C und 120 rpm schittelnd inkubiert.
Nach 24 h wurde die Kultur mit 7H9 auf 20 ml Gesamtvolumen aufgefillt und das Wachstum
der Mykobakterien weiterhin taglich Uber eine Messung der OD uberpruft. Sobald die
M. marinum-Kultur nach ca. 4 d die logarithmische Wachstumsphase erreicht hat, wurden

die Bakterien taglich verdinnt (ODggonm von 0,2-0,4 in einem Gesamtvolumen von 15 ml).

Fur Infektionsversuche mit Mycobacterium tuberculosis wurden Kyrokonservate der
Bakterien verwendet, die sechs Tage vor der Infektion in Kultur gebracht wurden. Nach vier
Tagen in Kultur wurden die Bakterien 1:10 in frischem 7H9-Mitb-Medium verdinnt und

weitere zwei Tage bis zur Verwendung kultiviert.

2.3.1 Infektion von Dictyostelium-Zellen mit M. marinum

Etwa 15 h vor der Infektion wurde die ODgoonm der Mykobakterien-Flissigkultur auf 0,25 in
18 ml Gesamtvolumen eingestellt. AnschlieBend wurden 2,5 x 107 Dictyostelium-Zellen in

einer 10 cm-Kulturschale ausgeséat. Vor und wahrend der Infektion wurde ein HL5-C-Medium
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verwendet, das weder Penicillin noch Streptomycin enthielt. Kurz vor der Infektion wurde
erneut die OD der Mykobakterien gemessen und betrug i. d. R. 0,8-1,0. Um die gr6Beren
Mykobakterien-Aggregate zu entfernen, wurde die gesamte Kultur durch einen 50 um Filter
pipettiert und die ODggonm des Durchflusses bestimmt. Von der H6he der ODgponm Wurde auf
die Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE) pro Volumen und somit der Bakterienzahl pro

1 ml geschlossen. Der Tabelle (Tabelle 2.8) wurde von Dr. T. Soldati zur Verfugung gestellt.

Tabelle 2.8: ODgoonm-KBE-Relation

ODéoonm KBE

0,60 0,9 x 10®
0,70 1,1 x10°
0,80 1,2 x10°
0,85 1,5 x 10°
0,90 1,7 x 10°
0,95 1,8 x 10°
1,00 1,9 x 10°

Es wurde angenommen, dass eine konfluent bewachsene Dictyostelium-Kulturschale, die
einen Durchmesser von 10 cm hat, 5 x 107 Zellen fasst. Da firr die Infektion eine muitiplicity
of infection (MOI) von 20 Bakterien pro Zelle gewahlt wurde, wurden insgesamt 1 x 10°
Mykobakterien pelletiert (3.000 xg, 5 min, 25 °C) und in 10 ml HL5-C aufgenommen. Das
Medium in der Dictyostelium-Kulturschale wurde abgenommen und die M. marinum-
Suspension auf die Zellen gegeben. Die Schale wurde mit Parafilm verschlossen und die
Bakterien wurden zweimal auf die Dictyostelium-Zellen abzentrifugiert. Dieses ermdglicht
eine schnelle und synchrone Infektion moglichst vieler Zellen. Als Infektions-Startzeit, wurde
der Beginn der Zentrifugation festgelegt, 0 hpi (hours post infection). Zwischen den beiden
Zentrifugationsschritten, wurden die Kulturschalen kreuzweise geschwenkt, um die Bakterien
wieder gleichmdaBig Uber den Zellen zu verteilen. AnschlieBend wurden die Kulturschalen
15 min bei 25 °C inkubiert, damit die sich evtl. vom Plattenboden geldsten Zellen wieder
absenken konnten und Zeit hatten, die Bakterien zu phagozytieren. Nach Ablauf der
Inkubation wurden die extrazelluldaren Bakterien mdglichst vollstdndig von der Platte
gewaschen. Dazu wurde das Uberstehende Medium mit einer serologischen 10 ml Pipette
abgezogen und die Zellen mit 7 ml frischem HL5-C-Medium Uberschichtet. Die Prozedur
wurde mindestens funfmal wiederholt bis nur vereinzelt extrazellulare Mykobakterien
vorkamen. Zuletzt wurden 10 ml HL5-C zu den Zellen gegeben und diese bei 25 °C inkubiert.

Nach Ablauf von 4 h wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen und in 10 ml Medium von
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der Kulturschale geldst. Nach Bestimmung der Zellzahl mittels einer Zahlkammer wurden far
die meisten Experimente 6 x 10* Zellen auf je ein Deckgléschen, was zuvor in eine 24-Loch-
Platte gelegt wurde, pipettiert und das Medium auf je 0,5 ml aufgefillt. Die Zellen wurden
zum gegebenen Zeitpunkt, aber nicht spéater als 8 hpi, fixiert. Fir die Analyse spéter
Infektionszeitpunkte (24-26 hpi) wurden nur 2 x 10* infizierte Zellen auf Deckgldschen

ausgesét.

Far die Untersuchung der Lokalisation von GFP-WASH (Abschnitt 3.2, Abb. 3.2) wurden sehr
frihe Zeitpunkte in der Infektion analysiert (10 mpi sowie 1 und 3 hpi). Um den
Infektionsablauf zu erleichtern, wurden 15 h vor der Infektion je 2 x 10* Zellen bereits auf
Deckglédschen, die zuvor in eine 24-Loch-Platte gelegt wurden, ausgesédt. Es wurde
angenommen, dass ein voll bewachsenes 12 mm-Deckgldschen etwa 7 x 10* Zellen fasst.
Es wurde dieselbe MOI gewdhlt wie auch fir die Infektionen in 10 cm-Kulturschalen und die
Mykobakterien wurden auf die gleiche Weise vorbereitet (s. 0.) und anschlieBend in einem
Volumen von je 0,5 ml auf die Deckglaschen pipettiert. Die Bakterien wurden auf die Zellen
zentrifugiert (je 500 xg, 2 min, 25 °C), bis 10 mpi bei 25 °C inkubiert und anschlieBend ein
Teil der Zellen fixiert. Fur die spateren Infektionszeitpunkte (1, 3, 6 und 24 hpi) wurden die
Deckgldschen mindestens finfmal gewaschen. Dabei wurde das Medium jedes Mal steril mit
einer Vakuumpumpe abgenommen und die Zellen mit 0,5 ml frischem Medium Uberschichtet.

Die Zellen fur den 6 und 24 hpi-Zeitpunkt wurden bei 4 hpi erneut zweimal gewaschen.

2.3.2 Infektion von BV-2-Zellen mit M. marinum

Die Infektion von BV-2-Zellen mit M. marinum erfolgte ausschlieBlich auf Deckgldschen, die
in einer 24-Loch-Platte verteilt waren. Auch hier wurden 15 h vor der Infektion je 2 x 10*
Zellen auf 12 mm-Deckgldschen ausgeséat, wobei das verwendete RPMI-Medium kein
Antibiotikum enthielt. Die OD der Mykobakterien-Flissigkultur wurde auf 0,25 eingestellt. Die
far die Infektion verwendete MOI betrug 2, wobei auch hier angenommen wurde, dass ein
voll bewachsenes Deckgldschen 7 x 10* Zellen enthélt. Die Mykobakterien wurden zweimal
(500 xg, 2 min, 25 °C) auf die Zellen zentrifugiert. AnschlieBend folgte die Inkubation der
infizierten Zellen bei 32 °C und 5% CO,. Bei 1 hpi wurden die extrazellularen Bakterien
mindestens zweimal mittels einer Vakuumpumpe weggewaschen, bevor die Zellen erneut bis

zur weiteren Prozessierung bei 32 °C und 5% CO, inkubiert wurden.
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2.3.3 Infektion von RAW-B-Zellen mit M. tuberculosis

Die Infektion von RAW-B-Zellen mit M. tuberculosis wurde von Anna Geffken und Kristine
Hagens in der AG von Prof. U. Schaible am FZ Borstel unter S3-Laborbedingungen
durchgefiihrt. Dazu wurden am Vortag der Infektion je 2 x 10° Zellen auf Deckglaschen, die
zuvor in eine 24-Loch-Platte gelegt wurden, ausgesat. Am Tag der Infektion wurde die
Mykobakterien-Kultur pelletiert (4.000 U, 10 min, 25 °C), einmal mit DPBS gewaschen und in
DPBS resuspendiert. Um Bakterienaggregate maoglichst aufzulésen, wurde die Kultur durch
eine 0,4 um breite Kanule gedrickt. Zu 100 ul Paraformaldehyd (4% in DPBS) wurden 900 ul
der Bakteriensuspension pipettiert und die optische Dichte (ODsgonm) bestimmt. Es wurde
davon ausgegangen, dass bei einer ODsgonm vOn 0,1 ca. 5 x 107 Bakterien pro 1 ml Medium
vorhanden sind. Um final eine MOI von 5 zu erreichen, wurde eine entsprechende
Bakterienzahl pelletiert. Dazu wurde angenommen, dass ein mit RAW-B-Makrophagen
bewachsenes Deckgldschen 2 x 10° Zellen fasst. AnschlieBend folgte die Zentrifugation der
Mykobakterien auf die Zellen (500xg, 5min, 25°C) wahrend zeitgleich der
Infektionszeitpunkt O hpi festgelegt wurde. Nach einer einstindigen Inkubation bei 37 °C und
7,5% CO, wurden die extrazellularen Bakterien abgenommen und die infizierten Zellen mit je
0,5 ml frischem DMEM-Medium Uberschichtet und bis zur weiteren Prozessierung wie

gewohnt im Brutschrank inkubiert.

2.4 Beladen infizierter BV-2- und RAW-B-Zellen mit Lysotracker

Lysotracker Red (LT) ist ein basischer, membranpermeabler Stoff, der vornehmlich in aziden
Vakuolen wie z. B. Lysosomen akkumuliert. Dort erfolgt die Protonierung des LT, wodurch
dieser rotfluoreszentes Licht emittiert. Er wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, um azide
mykobakterielle Kompartimente sichtbar zu machen. Die auf Deckgléschen infizierten BV-2-
und RAW-B-Zellen wurden 20 min vor der Exposition in LatrunculinA-haltigem (LatA) bzw.
DMSO-haltigem (DMSO-Kontrolle) Medium mit LT beladen (75 nM LT in RPMI- bzw. DMEM-
Medium). AnschlieBend wurde das LT-haltige Medium abgenommen und durch LatA- bzw.
DMSO-haltiges Medium ausgetauscht. LT kann in mithilfe von PFA fixiert werden, sodass die

rote Fluoreszenz erhalten bleibt.
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2.5 Exposition in LatrunculinA (LatA)-haltigem Medium

2.5.1 Exposition infizierter Dictyostelium-Zellen in LatA-haltigem Medium

Das fur Dictyostelium-Experimente verwendete LatA wurde in Ethanol (100%) gelést (100 ug
in 100 ul), aliquotiert und bei -20 °C aufbewabhrt. In allen durchgefihrten Experimenten wurde
das LatA in der gleichen Konzentration, 2,1 ug LatA pro 1 ml HL5-C-Medium, eingesetzt,
was einer Molaritat von 5 umol/l entsprach. Bei 6 hpi wurden je 150 ul LatA-haltiges Medium
pro Deckgladschen auf die Zellen pipettiert und unterschiedlich lange (15-120 min) bei 25 °C
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen sofort fixiert. Parallel zu der
Exposition in LatA-haltigem Medium wurden in jedem Experiment Kontrollzellen in gleicher
Weise Ethanol-haltigem Medium ausgesetzt (0,21% Ethanol in HL5-C-Medium). Fur
Langzeitversuche wurden Dictyostelium-Zellen gleichermaBen bei 6 hpi fur 120 min mit LatA-
behandelt. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 0,5 ml Medium
gewaschen und bis zur Fixierung bei 24 hpi in HL5-C-Medium (ohne Zusétze) bei 25 °C
inkubiert. Zur Untersuchung spéter Infektionszeitpunkte wurden infizierte Zellen bis 24 hpi
auf Deckglaschen kultiviert und die Exposition in LatA-haltigem Medium erfolgte in gleicher
Weise wie zum frihen Zeitpunkt bei 6 hpi. Die Exposition von Dictyostelium in LatA-haltigem
Medium wéahrend der Lebendzell-Mikroskopie wird im Abschnitt 2.6 beschrieben. Ebenso
eine solche wahrend der KBE-Experimente wird in Abschnitt 2.7 und wéhrend der

durchflusszytometrischen Experimente in Abschnitt 2.8. beschrieben.

2.5.2 Exposition infizierter BV-2- und RAW-B-Zellen in LatA-haltigem Medium

Fur Experimente mit Sdugerzellen wurde LatA in DMSO gelést (100 ug in 100 wl) und im
Vergleich zu den Dictyostelium-Versuchen (Abschnitt 2.4.1) doppelt konzentriert verwendet
(10 uM). Die infizierten Zellen wurden bis 2 bzw. 4 hpi auf Deckgldschen inkubiert und
anschlieBend 30 min LatA-haltigem Medium (RPMI bzw. DMEM) ausgesetzt. Danach
erfolgte sofort die Fixierung der Zellen. Parallel zu den LatA-behandelten Zellen wurden zwei
verschiedene Kontrollen gemacht. Zum einen wurde eine Medium-Kontrolle mitgefuhrt, in der
die BV-2-Zellen nur in RPMI und die RAW-B-Zellen nur in DMEM inkubiert wurden sowie
eine DMSO-Kontrolle, in der die Zellen nur DMSO-haltigem Medium ausgesetzt waren
(0,42% DMSO in RPMI bzw. DMEM). Die Kontrollen wurden ansonsten in gleicher Weise

behandelt wie der LatA-Ansatz.
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2.6 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

2.6.1 Fixierung infizierter Zellen

Far sdmtliche Immunfluoreszenz-Versuche wurden sowohl Dictyostelium-, als auch BV-2-
und RAW-B-Zellen in einer 4%-igen PFA-L&sung in S6rensen-Puffer (Fixierldsung s. Tabelle
2.4) fixiert. Dazu wurden die mit den jeweiligen Zellen bewachsenen Deckgldschen mithilfe
einer Prazisionspinzette in 24-Loch-Platten Uberfihrt, die mit je 0,5 ml der PFA-L&sung
(4 °C) geflllt waren. Die Platten wurden fir 1 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Fixierlosung abgenommen und je 1 ml PBS auf die Deckgl&dschen gegeben. Diese wurden

bis zur Verwendung in der Immunfluoreszenz-Farbung bei 4 °C aufbewahrt.

2.6.2 Verwendete Antikérper und Phalloidin

Tabelle 2.9: Primare Antikorper fur Immunfluoreszenz-Analysen von Dictyostelium-Zellen

Antikérper (Klon) Spezies / Klonalitét / Bezugsquelle
Verdiinnung

a-Calmodulin Kaninchen / PK / 1:1.000 Dr. Thierry Soldati,
Universitdt Genf, Schweiz

a-C-Myc (9E11) Maus / MK /1:10 Santa Cruz Biotechnology,
# sc-47694

a-GFP Kaninchen / PK / 1:500 MBL, Woburn, USA
# 598

a-p80 (H161) Maus / MK /1:10 Dr. Pierre Cosson,
Universitat Genf, Schweiz,

a-VatA (221.35.2) Maus / MK /1:10 Dr. Markus Maniak,

Universitdt Kassel, Deutschland

PK = polyklonal / MK = monoklonal

Tabelle 2.10: Primare Antikdrper fur Immunfluoreszenz-Analysen muriner Zellen

Antikérper (Klon) Spezies / Klonalitét / Bezugsquelle
Verdiinnung
a-LAMP-1 Kaninchen / PK / 1:100 Abcam, Cambridge, UK,
# ab24170
a-LAMP-2 (GL2A7) Ratte / MK / 1:10 Hybridoma Bank,
Universitét lowa, USA
a-WASH1 Kaninchen / PK / 1:100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA,

# HPA002689

PK = polyklonal / MK = monoklonal
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Tabelle 2.11: Sekundare Antikdrper und Phalloidin

Antikérper* / Phalloidin Spezies / Verdiinnung
a-Kaninchen Alexa Fluor 488 Ziege / 1:1.000
a-Kaninchen Alexa Fluor 568 Ziege / 1:1.000
a-Kaninchen Alexa Fluor 647 Huhn / 1:500

a-Maus Alexa Fluor 568 Ziege / 1:1.000

a-Maus Alexa Fluor 647 Huhn / 1:500

o-Ratte Alexa Fluor 594 Ziege / 1:1.000
Phalloidin Alexa Fluor 568 1:500

Phalloidin Alexa Fluor 647 1:200

* Alle Antikdrper waren polyklonal und wurden von Life Technologies, Carlsbad, USA bezogen.

2.6.3 Immunfluoreszenz-Farbung

Die Immunfluoreszenz-Farbung der in PFA-LOsung fixierten Zellen erfolgte fir alle drei Zell-
Typen, (Dictyostelium, BV-2 und RAW-B) nach dem gleichen Protokoll. Dazu wurden die bei
4 °C in PBS gelagerten und mit den jeweiligen Zellen bedeckten Deckgldschen mithilfe einer
Préazisionspinzette in eine weitere 24-Loch-Platte Uberfuhrt, in die jeweils 1 ml Blockierlésung
(s. Tabelle 2.4) vorgelegt wurde. Die Blockierldsung enthielt Gelatine, die wéhrend einer
Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur (RT) freie und unspezifische Bindungsstellen
absattigen konnten. Das hat den Vorteil, dass die jeweiligen Epitope mit hdherer Stringenz
gebunden werden konnten. Wahrend der Inkubationszeit wurde eine Dunkelkammer
vorbereitet, in der ein Parafilm-Streifen und ein feuchtes Papiertuch gelegt wurden. Die
jeweiligen primaren Antikbrper wurden in der fir sie spezifischen Verdinnung zu der
Blockierldésung gegeben und in 30 ul-Aliquots auf den Parafilm-Streifen pipettiert. Die
Deckglaschen wurden mit der zellbedeckten Seite auf die Antikdrper-Tropfen mithilfe einer
Prazisionspinzette gelegt. Die Bindung der priméren Antikorper erfolgte 1 h lang bei RT.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen aufgenommen, einmal in PBS getunkt und wieder
far 10 min in die 24-Loch-Platte, die die Blockierldsung enthielt, gelegt. Es folgte erneut eine
Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen, sodass die Zellfixate hiernach in sekunddrem
Antikérper inkubiert werden konnten (1 h, RT). Dieser wurde ebenfalls in der Blockierlésung
verdinnt und in 30 ul-Tropfen auf einen neu vorbereiteten Parafilm-Streifen pipettiert. Wenn
eine Fluoreszenz-Markierung des Aktins erforderlich war, wurde das Phalloidin zusammen
mit dem sekundaren Antikdrper in Blockierldsung verdinnt und auf gleiche Weise inkubiert.

Zuletzt wurden die Deckglaschen in PBS getunkt und der Uberschissige Puffer durch ein
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senkrechtes Aufsetzen des Deckglédschens auf ein Papiertuch abgesaugt. Die Deckglaschen
wurden mit der zellbedeckten Seite auf einen Tropfen Einbett-Medium (s. Tabelle 2.3) auf
einem zuvor mit Ethanol gereinigten Objekttrdger gelegt. Die Objekttrdger wurden zum
Aushérten des Einbett-Mediums (ber Nacht in eine Dunkelkammer bei RT gelegt. Am

Folgetag konnten die Praparate im Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

2.6.4 Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

Die in der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie eingesetzte Lichtquelle erzeugt Licht
unterschiedlicher Wellenldngen, die erst durch den Einsatz spezieller Filter auf das jeweilige
Fluorophor angepasst werden. Das bietet den Vorteil, dass das emittierte Licht fir das
menschliche Auge sichtbar ist und so der Einsatz eines Photovervielfachers (s. Abschnitt
2.5.5) umgangen werden kann. Da hier auch ein groBflachiger Bereich einer Probe
gleichzeitig beleuchtet werden kann, liegt die Bildinformation eines gesamten Sichtfeldes
sofort vor. Diese Vorteile eines Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops wurden fir die
Quantifizierung von Lysotracker und der Proteine VatA, p80, LAMP-1, LAMP-2 am

mykobakteriellen Kompartiment sowie fur die Zahlung von Ejectosomes ausgenutzt.

Das in dieser Arbeit verwendete Mikroskopie-System cellR Imaging System, bestand aus
dem Inversmikroskop Olympus 1X81, das mit einem Olympus 100x/1,4 UPlanSApo
Olimmersionsobjektiv ausgestattet war, einem MT20-I-Fluoreszenzbeleuchtungssystem mit

einem Xenonbrenner und insgesamt zwei Filterséatzen (Tabelle 2.12).

Tabelle 2.12: Filtersatze des Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops

Filtersatz* Angeregte Fluorophore

Anregungsfilter HC 470/22 GFP, Alexa Fluor 488

Emissionsfilter 512

Anregungsfilter HC 555/20 mCherry, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Lysotracker

Emissionsfilter 630
* Alle Filtersétze wurden von Olympus, Hamburg, Deutschland bezogen.

Uber einen schnellen Wechsel zwischen dem roten und dem griinen Filtersatz wurde eine
Lokalisation der jeweiligen Proteine oder von Lysotracker (rot) um die Mykobakterien (grin)

bestimmt und quantifiziert.
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2.6.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (Punktscanner)

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie ist, dass Anregungs- und Emissionsstrahlen mithilfe
von Lochblenden (pinholes) fokussiert werden und nur die Bildinformationen einer fokalen
Ebene detektiert wird. Da es sich hierbei um Licht handelt, das punktférmig-gebindelt auf die

Probe trifft, ist ein Abrastern des Objekts notwendig.
Das in dieser Arbeit verwendete konfokale Mikroskopie-System FluoView 1000 bestand aus
dem Inversmikroskop Olympus 1X81, das mit einem Olympus 100x/1,4 UPlanSApo

Olimmersionsobjektiv ausgestattet war, und insgesamt drei Laserlinien (Tabelle 2.13).

Tabelle 2.13: Laserlinien des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops

Laserline* Angeregte Fluorophore

488 nm Argon GFP, Alexa Fluor 488, DIC (Differential Interference Contrast)
559 nm Diode mCherry, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Lysotracker

635 nm Diode Alexa Fluor 647

* Alle Laserlinien wurden von Olympus, Hamburg, Deutschland bezogen.

Die eingesetzte Laserintensitat betrug je nach Protein und Fluorophor zwischen 1% und
30%. Das emittierte Licht wurde mithilfe eines Photovervielfachers (photomultiplier)
detektiert, dessen Beschleunigungsspannung auf 600-900 mV eingestellt wurde. Die
elektronische Nachverstarkung des Signals (gain) und Kontrastverstarkung (offsetf) wurden
auf ,,0" eingestellt. Die Bilder wurden mit einer Auflésung von 1024 x 1024 dpi (dots per inch)
mit einer Verweilzeit von 8-10 us pro Pixel dreifach gemittelt (Kalman 3x) aufgenommen. Alle

Einstellungen wurden mittels der FluoView v1.7b Software (s. Tabelle 2.5) vorgenommen.

Mittels der konfokalen Mikroskopie wurde in der vorliegenden Arbeit die Lokalisation von
Aktin und WASH am Kompartiment auf Grund einer besseren optischen Auflésung im
Vergleich zum Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop analysiert. Ebenfalls wurden so alle Praparate
betrachtet, die mit dem Farbstoff Alexa Fluor 647 markiert waren. Grundsatzlich wurden alle
im Kapitel 3 aufgefuhrten Fluoreszenzbilder (mit Ausnahme der Bilder aus der Lebendzell-

Mikroskopie) mit der hier vorgestellten Methode aufgenommen.
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2.6.6 Bildbearbeitung und -analyse

Die Bildaufnahme erfolgte am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop mithilfe der FluoView
Software. Die Bilder wurden als oif-Dateien (original imaging format) exportiert und ins
Bildbearbeitungsprogramm Imaged (s. Tabelle 2.5) geladen. Darin erfolgte das Zuschneiden
der Bilder, die Zuweisung der Falschfarben und die Uberlagerung der aufgenommenen
Kanéle. Darlber hinaus wurde eine Anpassung der Helligkeit und des Kontrastes, immer auf
das gesamte Bild bezogen, vorgenommen. Die Bildbearbeitung wurde so durchgeflhrt, dass

der Aussagegehalt der Aufnahmen nicht verféalscht wurde.

2.6.7 Quantifizierungs-Experimente

Die meisten Quantifizierungs-Experimente wurden mithilfe der Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie (vgl. 2.5.4) in mindestens drei technischen und biologischen
Replikas (n) durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der Proteine p80 und VatA in Dictyostelium
(n=3-4), LAMP-1 und LAMP-2 in RAW-B-Makrophagen (n=3) sowie der Lysotracker-
positiven Bakterien in BV-2- (n = 3-6) und RAW-B-Zellen (n =3) wurden jeweils 100-300
Mykobakterien bzw. Mykobakterien-Aggregate (wenn nicht als Einzelbakterien zahlbar)
ausgewertet. Flr die Zahlung der Proteine wurde zwischen einer Anlagerung des jeweiligen
Markers an die Mykobakterien (,assoziiert’) und keiner Anlagerung (,nicht-assoziiert")
unterschieden. Bei der Zahlung von p80 wurde die Kategorie ,assoziiert* zuséatzlich in ,voll
assoziiert und ,partiell assoziiert* unterteilt, je nachdem, ob das Protein die Mykobakterien
vollstdndig oder nur in Teilen umgab. Fir die statistische Analyse wurde die Gruppe der
~-assoziierten* Mykobakterien der Gruppe der .partiell assoziierten® zugeordnet. Fir die
Quantifizierung der Ejectosomes (n = 2-6) wurden pro Dictyostelium-Mutante 100 infizierte
Zellen ausgewertet. Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie wurde zur Quantifizierung
von Aktin (n=3-6) und WASH (n =4) an der mykobakteriellen Vakuole in Dictyostelium
genutzt. Dazu wurden je 30 Kompartimente mit einem 4- bis 6-fachen digitalen Zoom

betrachtet und den Kategorien ,assoziiert* oder ,nicht-assoziiert* zugeordnet.

Die Quantifizierungen wurden mithilfe der Prism-Software (s. Tabelle 2.5) ausgewertet.
Wenn nicht anders aufgefuhrt, wurden alle gemessenen Werte als Durchschnittswerte
einschlieBlich des Standardfehlers (SEM = Standard Error of the Mean) dargestellt. Um die

statistische Relevanz der Daten zu Uberprifen, wurde ein unpaired student’s t-test
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durchgefuhrt. Die Kriterien fur die Varianz-Analyse waren p > 0,05 (ns = nicht signifikant),
p<0,05(*), p=<0,01 (**)und p < 0,001 (***).

2.7 Lebendzell-Mikroskopie von Dictyostelium

Die Lebendzell-Mikroskopie wurde ausschlieBlich am Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop
(Olympus cellR Imaging System) durchgefuhrt. Wie in Abschnitt 2.5.4 dargestellt, bietet es
den Vorteil, dass die Bilder im Millisekunden-Bereich generiert werden kdénnen und
besonders schnelle Zellprozesse in Dictyostelium, z. B. Bewegung der Endosomen, optimal
nachverfolgt werden koénnen. Ein Nachteil der Weitfeldmikroskopie ist jedoch, dass viele
beleuchtete Ebenen Ubereinander liegen und gleichzeitig detektiert werden. Die mangelnde
axiale Auflésung fuhrt somit zu einem unscharfen Bild. Um dem entgegenzuwirken, missen
die Bilder einer Dekonvolution unterzogen werden. Dazu wird ein mathematischer
Algorithmus verwendet, der das Signal ungewinschter Fokusebenen errechnet und vom
erzielten Bild subtrahiert. Die Dekonvolution der Fluoreszenzbilder wurde mithilfe der
Olympus xcellence rt-Software unter der Verwendung des no neighbour-Algorithmus und

einer 50%-igen Reduktion des Bildrauschens durchgefihrt.

Das Olympus cellR Imaging System verfugte Uber eine spezielle Inkubationskammer, die 3 h
vor der Nutzung des Mikroskops auf konstante 24 + 0,2 °C temperiert wurde. Fir die
Lebendzell-Mikroskopie wurden spezielle Mikroskopie-Kulturschélchen (s. Tabelle 2.2)
verwendet, in denen pro Kammer 6 x 10° infizierte Dictyostelium-Zellen ausgesét wurden.
Die Zellen wurden in steril-filtriertem HL5-C-Medium inkubiert, da das Autoklavieren des
Mediums die Bildung von Fluorophoren fordert, die sich stbrend in der Mikroskopie

auswirken.

2.7.1 Mikroskopie infizierter Ax2-Zellen nach Beladen mit Neutralrot

Ax2-Wildtyp-Zellen wurden zundchst nach dem Protokoll in Abschnitt 2.3.1 mit
M. marinum gfp infiziert und bei 4 hpi auf Mikroskopie-Schélchen in 200 ul HL5-C-Medium
ausgesat. Bei 6 hpi wurden die Zellen fir 1 h in 150 ul LatA-haltigem (5 uM) bzw. far
Kontrollmessungen in Ethanol-haltigem Medium (0,21% Ethanol in 150 ul HL5-C-Medium)

inkubiert. Im Anschluss daran wurde fir 1 min eine Neutralrot (NR)-haltige Lésung (62 uM)
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zu den jeweiligen Ansatzen in einer Verdinnung von 1:100 pipettiert. Die Zellen wurden
danach mit je 200 ul HL5-C-Medium gewaschen und erneut 150 ul LatA- bzw. Ethanol-
haltigem Medium ausgesetzt. Es wurden sofort innerhalb von 6-8 min 100 infizierte Zellen
des LatA-Ansatzes und danach in gleicher Weise 100 infizierte Zellen des Kontrollansatzes
ausgezahlt und die Anzahl NR-positiver Mykobakterien bestimmt. Die Ausz&hlung der Zellen
erfolgte mit 100-facher VergroBerung (Olympus 100x/1,4 UPlanSApo Olimmersionsobjektiv)
und 12%-iger Lampenintensitdt (s. auch Abschnitt 2.5.4) in drei biologischen und
technischen Replikas. Die Auswertung erfolgte mithilfe der Prism-Software (s. Abschnitt
2.5.7).

2.7.2 Mikroskopie infizierter Ax2-VatM-GFP-Zellen

Zunachst wurden die Ax2-VatM-GFP Uberexprimierenden Zellen (s. Abschnitt 2.2.1), wie in
Abschnitt 2.3.1 dargestellt, mit M. marinum mCherry infiziert. Bei ca. 4 hpi wurden die Zellen
in Mikroskopie-Schélchen in insgesamt 200 uwl HL5-C-Medium pipettiert und bis zum Beginn
der Mikroskopie im Brutschrank bei 25 °C inkubiert. Bei 6 hpi wurde das Medium gegen
150 ul frisches HL5-C-Medium ausgetauscht und die Zellen alle 20 s Gber 10 min lang unter

den folgenden Einstellungen aufgenommen:

Objektiv: Olympus 60x/1,35 UPlanSApo Olimmersionsobjektiv
Lampenintensitat: 12%
Belichtungszeit gfp: 140 ms

Belichtungszeit mCherry: 10 ms

Nach Ablauf der 10 min wurden, ohne das Kulturschalchen Uber dem Objektiv zu
verschieben, 50 ul LatA-haltiges Medium zu den Zellen gegeben, sodass das LatA in einer
Endkonzentration von 5 uM vorlag (s. Abschnitt 2.4.1). AnschlieBend wurden die Aufnahmen
Uber weitere 35 min fortgefiihrt. Die Bilder wurden einer Dekonvolution unterzogen (s.
Abschnitt 2.6), als tiff-Dateien (tagged image file format) exportiert und in Imaged (s.
Abschnitt 2.5.6) bearbeitet.
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2.8 Messung koloniebildender Einheiten (KBE)

Die Messung der koloniebildenden Einheiten (KBE) ist eine Methode, die in dieser Arbeit
dazu verwendet wurde, um zum einen das Wachstum von M. marinum in Dictyostelium, zum
anderen das Wachstum von M. marinum im zellfreien Medium jeweils mit und ohne LatA-

Exposition zu bestimmen.

2.8.1 Messung der in Dictyostelium gewachsenen Mykobakterien

Ax2-Zellen wurden, wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, mit M. marinum gfp infiziert. Nach
4 hpi wurden je 3 x 10° Zellen auf neun kleine Zellkultur-Schalen (35 mm) verteilt, mit je 1 ml
HL5-C-Medium uberschichtet und weiterhin bei 25 °C inkubiert. Bei 6 hpi wurde in acht der
Schélchen das Medium abgenommen und zu vier Schélchen wurden je 0,5 ml LatA-haltiges
Medium (5 uM in HL5-C-Medium) und zu den anderen vier Schélchen je 0,5 ml Ethanol-
haltiges Medium (0,21% Ethanol in HL5-C-Medium) far 2 h dazugegeben (vgl. auch
Abschnitt 2.4.1). Das neunte Schélchen wurde wie folgt unter sterilen Bedingungen
behandelt. Das Medium wurde abgenommen, die Zellen vom Schalenboden gelést und in
1ml frischem HL5-C-Medium aufgenommen. Davon wurde 0,3 ml Zellsuspension
abgenommen und abzentrifugiert (4.900 xg, 4 min, 22 °C). Um die Mykobakterien aus
Dictyostelium zu isolieren, wurde das Pellet in 0,3 ml Lysispuffer geldst (0,1% Triton in PBS,
s. Tabelle 2.4) und sofort 10 s lang mithilfe eines Vortexers resuspendiert. Nach einer
Inkubation von 10 min bei RT wurde die Suspension erneut 30 s lang auf gleiche Weise
geschuttelt. Danach wurde eine dreifache Verdinnungsreihe der Mykobakterien pipettiert,
wobei immer 30 ul zu vorgelegten 270 wl Lysispuffer dazugegeben wurden. Je 15 ul der
Verdinnungen wurden auf je ein Viertel der Mykobakterien-Kulturplatten (s. Tabelle 2.4)
pipettiert und gleichmaBig verteilt. Die Platten wurden in einer feuchten Kammer bei 32 °C fur
5-7 d inkubiert. Von den restlichen acht Kulturschélchen wurde das LatA- bzw. Ethanol-
haltige Medium bei 8 hpi abgenommen und die Zellen wurden einmal mit je 1 ml HL5-C-
Medium gewaschen und mit je 1 ml Medium Uberschichtet. Die infizierten Zellen wurden im
Brutschrank bei 25 °C inkubiert. Bei 10, 24, 32 und 48 hpi wurde das Medium jeweils einmal
von einem Schélchen mit behandelten und einmal von einem mit nicht-behandelten Zellen
abgenommen. Die Zellen wurden vom Boden der Kulturschalen gelést und in dem jeweiligen
Medium, in dem sie kultiviert wurden, aufgenommen. Dieser Schritt war notwendig, um die
extrazellularen Bakterien, die z. B. ihre Wirtszellen Uber das Ejectosome verlassen haben,

mit in die Analysen einzubeziehen. Die weitere Vorgehensweise glich der bei 6 hpi.
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Nachdem die Mykobakterien auf den Kulturplatten angewachsen waren, wurden solche
Verdinnungen ausgezahlt, die zwischen 10 und ca. 150 Bakterienkolonien zeigten. Fur die
grafischen Auswertungen mithilfe der Prism-Software wurden die Gesamtzahlen der
Bakterien pro 1 ml Bakteriensuspension unter Berlcksichtigung der jeweiligen
Verdinnungen ausgerechnet. Das Bakterienwachstum wurde auf den 6 hpi-Wert normalisiert

und somit als Vielfaches dessen dargestellt.

2.8.2 Messung der im zellfreien Medium gewachsenen Mykobakterien

Um zu kldren, ob das LatA einen direkten Einfluss auf die Proliferation von Mykobakterien
hat, wurde eine M. marinum gfp-Kultur wie flr eine Infektion vorbereitet (vgl. Abschnitt 2.3.1).
Es wurden 9 x 10 Bakterien abzentrifugiert (3.000 xg, 5 min, 25 °C), in 9 ml HL5-C-Medium
resuspendiert, gleichmé&Big auf neun 35 mm-Kulturschélchen verteilt und bei 25 °C inkubiert.
Nach 6 h Inkubation wurde in vier der Schélchen LatA (5 uM) und in weitere vier Ethanol
(0,21%) pipettiert. Die Bakterien aus dem neunten Schéalchen wurden pelletiert (3.000 xg,
4 min, 25 °C), einmal mit HL5-C-Medium gewaschen und anschlieBend in 1 ml Medium
aufgenommen. Davon wurden wiederum 0,3 ml entnommen, pelletiert (3.000 xg, 4 min,
25 °C) und in 0,3 ml Lysispuffer geldst (0,1% Triton in PBS, s. Tabelle 2.4). Ansonsten wurde
in gleicher Weise vorgegangen wie in Abschnitt 2.7.1 bereits beschrieben und die Bakterien
zuletzt auf Kultur-Platten verteilt. Die anderen acht Ansétze wurden wie folgt behandelt. Die
Bakterien wurden bei 8 hpi jeweils pelletiert, einmal mit HL5-C gewaschen (3.000 xg, 4 min,
25 °C), wieder in je 1 ml Medium aufgenommen und in acht neue Kulturschélchen gegeben.
Bei 10, 24, 32 und 48 hpi wurden jeweils Bakterien aus einem der Schélchen des LatA-
Ansatzes sowie Bakterien aus einem der Schélchen des Kontrollansatzes pelletiert und in
1 ml Lysispuffer aufgenommen. Mit je 0,3 ml der Bakteriensuspension wurde so verfahren
wie fur den 6 hpi-Zeitpunkt bereits beschrieben. Die KBE wurden nach 5-7 d in gleicher

Weise ausgezahlt, wie in Abschnitt 2.7.1 aufgefihrt.

2.9 Durchflusszytometrische Analysen

Der Infektionsverlauf von grinfluoreszierenden M. marinum in Dictyostelium-Zellen wurde
mithilfe der Durchflusszytometrie nachverfolgt. Durch die Messung der Vorwartslichtstreuung

(FSC, forward scatter) konnte auf die PartikelgréBe geschlossen und somit zwischen einem
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kleinen Partikel, wie einem Bakterium (2-6 um) und einem gréBeren, wie einer Dictyostelium-
Zelle (10 um) unterschieden werden. Zur Unterscheidung von infizierten Zellen
(grinfluoreszent) und nicht-infizierten Zellen (nicht-fluoreszent) wurde die Messung der
grinen Fluoreszenz herangezogen. AuBerdem wurden grin-fluoreszente Latex-Beads
gemessen. Trédgt man beide MessgroBen gegeneinander auf, resultieren daraus vier
unterschiedliche Populationen (Abbildung 2.1), deren GrdéBendnderung im Infektionsverlauf

nachverfolgt werden kann.

dekkk

GréBe/FSC

Fluoreszenz

Abbildung 2.1: Durchflusszytometrische Analyse von Dictyostelium infiziert mit M. marinum
afp.

Durch die Auftragung der PartikelgréBe (FSC, forward scatter) gegen die Fluoreszenz kénnen vier
unterschiedliche Populationen voneinander unterschieden werden: Nicht-infizierte Zellen (*), infizierte
Zellen (**), extrazelluldre Bakterien (***) sowie Latex-Beads (****).

Zur Durchfihrung der durchflusszytometrischen Analysen wurden Ax2 und wshA™-Zellen (s.
Abschnitt 2.2.1), wie in Abschnitt 2.3.1 dargestellt, infiziert und es wurden je 3 x 10° Zellen
auf fanf kleine Zellkultur-Schalen (35 mm) pro Zelllinie verteilt. Die Zellen wurden mit je 1 ml
HL5-C Uberschichtet und bei 25 °C inkubiert. Bei 6, 10, 24, 32 und 48 hpi wurden die Zellen
aus je einem Ax2- und einem wshA™-Schélchen vom Schalenboden gelést und in das
Medium, in dem sie zuvor inkubierten, aufgenommen. Je 0,2 ml der Zellsuspension wurde
abgenommen und in zuvor vorgelegte 0,2 ml Sérensen-Azid-Puffer (s. Tabelle 2.4) pipettiert.
Das hoch-verdinnte Azid (0,03% in PBS) bewirkt, dass die Zellen sich abrunden und
Bakterien, die mdglicherweise an den Zellen adhérieren, sich ablésen kénnen. Somit wurde
die Anzahl der infizierten Zellen nicht durch falsch-positive Zellen verfélscht. Die
Zellsuspension wurde abzentrifugiert (4.900 xg, 4 min, 22 °C), das Pellet sofort in 0,5 ml
Soérensen-Sorbitol-Puffer (s. Tabelle 2.4) aufgenommen und in Probenréhrchen (s. Tabelle
2.2) Uberfuhrt. Um bei jeder Messung am Durchflusszytometer dasselbe Volumen zu messen

und somit Aussagen Uber die Anderungen der absoluten Zellzahlen machen zu kénnen,
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wurde der Zellsuspension 1 ul einer Latex-Bead-Losung (s. Tabelle 2.2) hinzugefigt (ca.
4,55 x 10° Beads). Da die Beads eine starkere Griinfluoreszenz als die gfp-exprimierenden

Mykobakterien besitzen, konnten sie als separate Population aufgelést werden (Abb. 2.1).

Bei jeder durchflusszytometrischen Messung wurden genau 200 Beads detektiert.
Gleichzeitig wurde eine variable Anzahl der nicht-infizierten und der infizierten Zellen sowie
die der extrazelluldren Bakterien aufgenommen. AuBerdem konnte die durchschnittliche
Fluoreszenz der infizierten Zellen ermittelt werden, die, multipliziert mit der Anzahl der
infizierten Zellen, eine Aussage Uber die Gesamtfluoreszenz der infizierten Zellen zulieB. Von
der Gesamtfluoreszenz der infizierten Zellen konnte auf das Wachstum der Mykobakterien in
ihren jeweiligen Zellen geschlossen werden. Als weitere Analysemethode diente die
Auftragung der Anzahl der infizierten Zellen gegen die gemessene Fluoreszenz. Das daraus
resultierende Histogramm lasst Aussagen Uber die Verteilung der Mykobakterien in ihren
Wirtszellen zu. Viele stark-fluoreszente Zellen wirden auf eine groBe Anzahl an Zellen
deuten, die mit vielen Bakterien infiziert sind. Dagegen wirden viele schwach-fluoreszente

Zellen auf eine groBe Anzahl an Zellen deuten, die mit wenigen Bakterien infiziert sind.
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3 Ergebnisse

Das Strukturprotein  Aktin ist an wichtigen Prozessen in der Infektion von
Dictyostelium discoideum mit Mycobacterium marinum, wie z. B. der Bakterienaufnahme und
Bakterienfreisetzung (Hagedorn et al 2009) beteiligt. Hinweise, dass das Protein auch eine
Rolle bei der Nischenetablierung und Replikation der Bakterien spielt, geben die
Untersuchungen des Aktin-bindenden Proteins Coronin. Dieses reichert sich an der Vakuole
von M. marinum in Dictyostelium an und hat einen negativen Einfluss auf die Proliferation
des Bakteriums (Solomon et al 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das
abundante und Uber alle Tierstimme hochkonservierte Protein Aktin an der mykobakteriellen
Vakuole lokalisiert. Im Folgenden wurde seine dortige Funktion im Hinblick auf die
Etablierung und Aufrechterhaltung der Replikationsnische sowie den weiteren

Infektionsverlauf untersucht.

3.1 Aktin lokalisiert am friihen M. marinum-Kompartiment in Dictyostelium

Zunachst wurde untersucht, ob und wann Aktin an der M. marinum-Vakuole lokalisiert. Dazu
wurden Dictyostelium-Zellen mit dem pathogenen Bakterium M. marinum infiziert, welches
konstitutiv das grUnfluoreszierende Protein (GFP) exprimiert. Die Zellen wurden an zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten im Infektionsverlauf, 6 und 24 hpi (hours post infection), fixiert
und das Aktin Uber Fluoreszenz-markiertes Phalloidin markiert. Charakteristisch fur den
frihen Zeitpunkt (6 hpi) ist, dass sich das M. marinum-Kompartiment in seiner Komposition
bereits deutlich von einem Phagosom, wie beispielsweise das des apathogenen Bakteriums
Mycobacterium smegmatis, unterscheidet. Es zeichnet sich dabei durch einen Ausschluss
der vakuolaren Protonen-ATPase (V-ATPase) und der lysosomalen Protease CathepsinD
aus (Hagedorn & Soldati 2007). Zum frihen Infektionszeitpunkt (6 hpi) ist eine
Bakterienproliferation jedoch noch nicht messbar (Hagedorn & Soldati 2007). Der zweite
Zeitpunkt (24 hpi) greift ein spates Stadium in der Infektion auf, an dem M. marinum seine

Nische bereits etabliert und sich mehrfach geteilt hat (Hagedorn & Soldati 2007).
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Abbildung 3.1: Aktin lokalisiert am friihen M. marinum-Kompartiment in Dictyostelium.
Dictyostelium-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert, bei 6 und 24 hpi fixiert und das Aktin wurde
Uber Phalloidin Alexa Fluor 568 markiert. Die Analyse der Zellen erfolgte mithilfe der konfokalen
Mikroskopie. (A) Repradsentatives Bild einer infizierten Zelle bei 6 hpi. Aktin (grin) lagerte sich
punktférmig in einer ddnnen Schicht um M. marinum (rot) an. GréBenbalken=5um. (B)
Quantifizierung der Assoziation von Aktin um M. marinum bei 6 und 24 hpi (n = 3). Bei 6 hpi waren
signifikant mehr Mykobakterien mit Aktin assoziiert im Vergleich zu 24 hpi (** p = 0,0065).

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der infizierten Zellen ergab, dass bei 6 hpi ein
Viertel aller Mykobakterien eine Assoziation mit Aktin zeigte (Abb. 3.1-B). Das Akin lagerte
sich teils punktférmig, teils in einer dinnen Schicht um die Bakterien an (Abb. 3.1-A). Bei
24 hpi waren dagegen weniger als 7% der Bakterien mit Aktin assoziiert (Abb. 3.1-B). Da die
Verteilung des Aktins um M. marinum die Umrisse eines typischen Kompartiments
nachzeichneten und die Mykobakterien bei 24 hpi noch in ihrer Vakuole lokalisiert sind
(Hagedorn & Soldati 2007), wurde davon ausgegangen, dass es sich um Kompartiment-
assoziiertes Aktin handelte. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Assoziation
von Aktin am M. marinum-Kompartiment einen transienten Zustand darstellt, der sich auf die
frihe Phase in der Infektion erstreckt. Der geringe Prozentsatz an M. marinum, der eine
Assoziation mit Aktin bei 24 hpi aufwies, kénnte aus einer asynchronen Infektion resultieren.
Es ist mdglich, dass ein Teil der Mykobakterien bereits in weniger als 24 h den
Infektionszyklus beendet und die Wirtszellen Uber Ejectosomes verlassen hat. Werden
solche Bakterien von benachbarten Dictyostelium-Zellen aufgenommen, beginnt in ihnen ein

erneuter Zyklus.
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3.2 Die Rolle des Nukleationsfaktors WASH an der M. marinum-Vakuole

Als Nachstes wurde untersucht, welche Proteine die Polymerisation des Aktins am
Kompartiment initiieren. Die punktférmige Verteilung des Aktins an der M. marinum-Vakuole
ahnelte dem Lokalisationsmuster von WASH-vermitteltem Aktin an Lysosomen in
Dictyostelium (Carnell et al 2011). WASH (Wiskott-Aldrich-syndrome protein and SCAR
Homolog) ist ein Protein, das zur Gruppe der Nucleation-Promoting-Faktoren (NPF) gehort.
NPF initieren in Anwesenheit des ARP2/3-Komplexes, praexistierender Aktinfilamente und
Aktinmonomere eine de-novo-Synthese von Aktinstrdngen (Campellone & Welch 2010).
WASH ist ein NPF, der die Polymerisation von Aktin an der Membran von Endosomen
reguliert (Derivery et al 2009, Gomez & Billadeau 2009). Da die Vorgdnge an der
M. marinum-Vakuole streng reguliert an den endosomalen Membrantransport der Wirtszelle
gekoppelt bleiben, ist eine Assoziation von WASH am Kompartiment denkbar. Im
Nachfolgenden wurde Uberprift, ob und wann sich der NPF an der M. marinum-Vakuole
anreichert. Im Falle des Vorhandenseins von WASH am Kompartiment sollte untersucht
werden, ob es die Polymerisation des dort vorhandenen Aktins initilert und welche Funktion

seine dortige Aktivitat fur die M. marinum-Vakuole hat.

3.2.1 WASH initiiert die Polymerisation des Aktins am M. marinum-Kompartiment

Zunachst wurde Uberprift, oo WASH an der Membran der mykobakteriellen Vakuole
lokalisiert. Um WASH in Dictyostelium zu detektieren, wurden Zellen verwendet, die ein
Fusionsprotein aus GFP und WASH Uberexprimieren. Diese Zellen wurden mit M. marinum
infiziert, welches konstitutiv das rotfluoreszierende Protein mCherry exprimiert. Die
Dictyostelium-Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Infektionsverlauf fixiert und
die Membran des Kompartiments anschlieBend Uber eine Immunfluoreszenz-Farbung von
p80 markiert. Das Transmembranprotein p80 ist ein putativer Kupfertransporter (Ravanel et
al 2001), der nach Bakterienaufnahme in der Membran der M. marinum-Vakuole Uber den
gesamten Infektionsverlauf akkumuliert (Hagedorn & Soldati 2007). Zuletzt wurden
Kolokalisationsstudien von GFP-WASH und Aktin, welches Uber Fluoreszenz-markiertes

Phalloidin markiert wurde, durchgefuhrt.
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Abbildung 3.2: GFP-WASH lokalisiert an der Membran der M. marinum-Vakuole.

GFP-WASH uberexprimierende Dictyostelium-Zellen wurden mit M. marinum mCherry infiziert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten fixiert. Die Fluoreszenz von GFP-WASH wurde Uber eine indirekte
Immunfluoreszenz-Farbung mit einem anti-GFP Antikérper verstérkt. Die Analyse der Zellen erfolgte
mithilfe der konfokalen Mikroskopie. (A) Représentatives Bild einer infizierten Zelle bei 6 hpi. Der
Zellkortex ist mit einer gestrichelten Linie angedeutet. Die Membran des Kompartiments wurde (ber
eine Immunfluoreszenz-Féarbung von p80 markiert. GFP-WASH (griin) lagerte sich in punktférmigen
Strukturen um M. marinum (blau) an die Membran des Kompartiments (p80, rot) an.
GroBenbalken = 2 um. (B) Beispielhafte Darstellung der beiden Kriterien zur Quantifizierung der
Anlagerung von GFP-WASH (griin) um M. marinum (rot) bei 6 hpi. Der Zellkortex ist mit einer
gestrichelten Linie angedeutet. Das mit ,* gekennzeichnete Bakterium war assoziiert mit GFP-WASH
und das mit ,*™ war nicht assoziiert mit GFP-WASH. (C) Quantifizierung der Assoziation von GFP-
WASH um M. marinum bei 10 min sowie 1, 3, 6 und 24 h nach Infektion (n = 4). (D) Repréasentatives
Bild einer infizierten Zelle bei 6 hpi. Das Aktin der Zelle wurde Uber Phalloidin Alexa Fluor 647
markiert. GFP-WASH (grin) kolokalisierte mit Akin (rot) um M. marinum (blau). GréBenbalken = 2 um.
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Abbildung 3.2-A zeigt, dass bei 6 hpi GFP-WASH sich in punktférmigen Strukturen an die
Membran der M. marinum-Vakuole, die Uber den Kompartiment-Marker p80 visualisiert
wurde, anlagerte. Bei der Quantifizierung der Assoziation von GFP-WASH am Kompartiment
im Zeitverlauf wurde zwischen Mykobakterien unterschieden, die deutlich von GFP-WASH
umgeben waren (Abb. 3.2-B, * assoziiert) und solchen, die keine Anlagerung von GFP-
WASH zeigten (Abb. 3.2-B, ** nicht-assoziiert). Bereits 10 min nach Infektion mit M. marinum
war etwa ein Viertel aller Bakterien mit GFP-WASH assoziiert und der Prozentsatz der GFP-
WASH-positiven Bakterien stieg bis 6 hpi auf durchschnittlich 46% (Abb. 3.2-C). Auch nach
24 hpi blieb der Anteil positiver M. marinum konstant, obwohl zu diesem Zeitpunkt nur noch
etwa 7% der Bakterien mit Aktin assoziiert waren (Abb. 3.1-B). Méglicherweise ist WASH in
der spéaten Infektionsphase zwar am Kompartiment vorhanden, jedoch in seiner Aktivitat
inhibiert. Denkbar ist auch eine erhthte Rate der Depolymerisation des Aktins bei 24 hpi,
was eine verkurzte Halbwertszeit der Aktinfilamente bedingen wirde. Kolokalisationsstudien
von GFP-WASH und Aktin bei 6 hpi zeigten, dass die Signale beider Proteine zu groBen
Anteilen Uberlappten (3.2-D). Dennoch war zu diesem Zeitpunkt etwa die Hélfte der GFP-
WASH-positiven Mykobakterien nicht mit Aktin assoziiert (vgl. 3.1-B und 3.2-C).
Moglicherweise lag das an der geringen Menge von Aktin am mykobakteriellen
Kompartiment, die unter der Detektionsgrenze lag, oder ist wiederum auf eine niedrige oder
fehlende WASH-Aktivitdt bzw. eine erhdhte Rate der Depolymerisation des Aktins

zurickzufthren.

Als Né&chstes wurde untersucht, ob ein funktioneller Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von Aktin am Kompartiment und dem dort assoziierten WASH besteht. Dazu
wurde die WASH-Deletionsmutante von Dictyostelium (wshA’) verwendet. Diese Zellen
zeichnen sich durch eine absolute Abwesenheit von Aktin an Endosomen aus (Carnell et al
2011). In der experimentellen Durchfuhrung wurden die wshA™-Zellen mit M. marinum gfp
infiziert, bei 6 hpi fixiert und das Aktin anschlieBend Uber Fluoreszenz-markiertes Phalloidin

markiert. Mithilfe der konfokalen Mikroskopie wurde das Vorhandensein von Aktin um die

Mykobakterien quantifiziert.

Abbildung 3.3: Die Deletion von WASH fihrt zu einer
absoluten Abwesenheit von Aktin an der M. marinum-Vakuole.
Reprasentatives Bild einer infizierten wshA'-Zelle, bei 6 hpi. WshA'-
Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert und bei 6 hpi fixiert. Das
Aktin wurde Uber Phalloidin Alexa Fluor 568 markiert und mithilfe
der konfokalen Mikroskopie analysiert. Es konnte kein Aktin (griin)
um M. marinum (rot) detektiert werden (n = 3).

GroBenbalken = 5 um.
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In der WASH-Deletionsmutante konnte in keinem der drei unabhéngigen Versuche Aktin um
M. marinum bei 6 hpi detektiert werden (Abb. 3.3). Aus den Lokalisationsstudien von WASH
am Kompartiment und der Tatsache, dass die Deletion von WASH eine absolute
Abwesenheit von Aktin an der M. marinum-Vakuole bewirkt, 1&dsst sich schlieBen, dass der
Nucleation-Promoting-Faktor WASH bereits frih in der Infektion an die M. marinum-Vakuole

rekrutiert wird, wo er die Polymerisation des Aktins initiiert.

3.2.2 WASH stimuliert das Recycling der V-ATPase am M. marinum-Kompartiment

Als Néchstes wurde die Funktion von WASH und dem davon generierten Aktin am
M. marinum-Kompartiment analysiert. Untersuchungen des endozytischen Systems in
Dictyostelium haben gezeigt, dass WASH das Recycling der V-ATPase (vakuolare Protonen-
ATPase) an Lysosomen vermittelt, die als Folge davon zu Postlysosomen reneutralisieren
(Carnell et al 2011). In wshA'-Zellen ist die Reneutralisierung aufgrund des fehlenden
Recyclings der V-ATPase nicht méglich (Carnell et al 2011). Die zytosolische Untereinheit
VatA der V-ATPase und das Membranprotein p80 reichern sich kurz nach
Bakterienaufnahme durch die Wirtszelle am M. marinum-Kompartiment an (Hagedorn &
Soldati 2007). Anders als p80, wird VatA frih in der ersten Phase der Infektion wieder
abgefihrt (Hagedorn & Soldati 2007). Als Nachstes wurde untersucht, ob das Recycling der
V-ATPase an der M. marinum-Vakuole durch WASH stimuliert wird. Dazu wurden wshA'™-
Zellen infiziert, bei 6 hpi fixiert und die Proteine VatA und p80 Uber eine Immunfluoreszenz-
Farbung lokalisiert. Die Assoziation der Mykobakterien mit dem jeweiligen Protein wurde
anschlieBend quantifiziert. Die Kriterien fir die Z&hlung von VatA waren entweder eine
vollstdndige Anlagerung (,assoziiert”) oder keine Anlagerung (,hicht-assoziiert’) des Proteins
um die Mykobakterien (Abb. 3.4-A). Bei der Zahlung von p80 wurden drei verschiedene
Kriterien festgelegt, eine volle (,assoziiert*), eine partielle (,partiell assoziiert) sowie keine
Anlagerung (,nicht-assoziiert*) des Proteins an M. marinum (Abb. 3.4-B). Fur die statistische
Auswertung wurde die Gruppe der ,partiell assoziierten® Mykobakterien der Gruppe der
,assoziierten* zugeordnet. Da es sich bei VatA um ein Membran-assoziiertes und bei p80 um
ein transmembranes Protein handelt, wurde angenommen, dass ihre Anlagerung um die
Mykobakterien eine Akkumulation der Proteine in der Membran des Kompartiments
bedeuten (Hagedorn et al 2009, Hagedorn & Soldati 2007).
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Abbildung 3.4: Die Deletion von WASH filihrt zu einer Anreicherung der V-ATPase am
M. marinum-Kompartiment.

Wildtyp- und wshA™-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert, bei 6 hpi fixiert und die Proteine VatA
bzw. p80 wurden jeweils durch eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert. (A) Beispielhafte
Darstellung der Kriterien zur Quantifizierung der Anlagerung von VatA um M. marinum in Wildtyp-
Zellen. Waren die Mykobakterien (rot) vollstdndig von VatA (griin) umschlossen, wurden sie als
-assoziiert” (**) gewertet. War kein VatA um die Bakterien detektierbar, wurden sie als ,nicht-
assoziiert (*) gezéhlt. GréBenbalken =2 um. (B) Beispielhafte Darstellung der Kriterien zur
Quantifizierung der Anlagerung von p80 um M. marinum in Wildtyp-Zellen. Waren die Mykobakterien
(rot) vollstdndig von p80 (griin) umschlossen (obere Reihe), wurden sie als ,assoziiert" gewertet. War
p80 nur partiell um die Bakterien zu finden (mittlere Reihe), wurden sie als ,partiell assoziiert"
gewertet. War das p80 jedoch nicht um M. marinum detektierbar (untere Reihe), wurden sie als ,nicht-
assoziiert' gezahlt. GroBenbalken = 2 um. (C) Quantifizierung der Assoziation von VatA (n =4) und
p80 (n=3) in Wildtyp- und wshA'-Zellen mithilfe der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie bei 6 hpi.
Wahrend die Assoziation mit VatA in wshA™-Zellen verglichen mit dem Wildtyp signifikant héher war
(** p=0,0074), war die Assoziation (voll und partiell) mit p80 in wshA™-Zellen signifikant niedriger
(** p < 0,0001).
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Die Quantifizierung bei 6 hpi ergab, dass die Anzahl der VatA-positiven Bakterien, verglichen
mit dem Wildtyp (40%), in wshA’-Zellen signifikant hdéher war (63%, Abb. 3.4-C).
GleichermaBen wurde fur p80, gemessen am Wildtyp (77%), in wshA™-Zellen eine
signifikante Abnahme in der Anlagerung an M. marinum beobachtet (41%, Abb. 3.4-C).
Somit scheint die Funktion von WASH an der M. marinum-Vakuole, der Funktion an
Lysosomen gleich zu sein. Abgeleitet von den Beobachtungen von Carnell (Carnell et al
2011) wird angenommen, dass WASH und das davon generierte Aktin am frihen

M. marinum-Kompartiment wichtig sind, um die V-ATPase abzufuhren.

Zusammengenommen zeigen die bisherigen Experimente, dass WASH bereits ab 10 min
nach Infektion an der M. marinum-Vakuole akkumuliert und dort die Polymerisation des
Aktins initiiert. Die Folge der WASH-AKktivitat ist vermutlich das Recycling der V-ATPase am

mykobakteriellen Kompartiment.
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3.3 Die Rolle des Aktins am friihen M. marinum-Kompartiment

Als Né&chstes wurde untersucht, welche Rolle das Aktin selbst, unabhangig von seinem
Nukleator WASH, an der M. marinum-Vakuole spielt. Dazu wurden die Aktinfilamente in zwei
unterschiedlichen Ansétzen depolymerisiert und die Anderungen der Komposition der
Kompartimentmembran analysiert. Im ersten Ansatz erfolgte die Depolymerisation des Aktins
mithilfe des Fusionsproteins VacuolinA-Myc-Cofilin (VMC). Der zweite Ansatz beruhte auf
der Applikation der Aktin-depolymerisierenden Substanz LatrunculinA (LatA). Diese
Versuche unterscheiden sich in einem weiteren grundlegenden Aspekt zu den Experimenten
in der WASH-Deletionsmutante. In ihnen wurden die Anderungen eines zu dem Zeitpunkt
bereits divergierten Kompartiments als unmittelbare Folge der Aktin-Wegnahme bei 6 hpi

verfolgt.

3.3.1 Depolymerisation des Aktins mittels des VMC-Fusionsproteins fiihrt zur
Akkumulation der V-ATPase

Das Fusionsprotein VMC besteht aus VacuolinA, dem Myc-Epitop zur Detektion des
Gesamtproteins in der Zelle und Cofilin (Abb. 3.4-A). VacuolinA fungiert dabei als Zielprotein,
welches das Fusionskonstrukt an Postlysosomen von Dictyostelium lokalisiert. Dort
depolymerisiert VMC Cofilin-vermittelt das assoziierte Aktin (Drengk et al 2003). Vacuolin-
Proteine akkumulieren darlUber hinaus auch an der mykobakteriellen Vakuole am Ende der
ersten Infektionsphase (Hagedorn & Soldati 2007). Um zu Uberprifen, ob das VMC-Protein
VacuolinA-vermittelt am Kompartiment lokalisiert, wurden VMC-tberexprimierende Zellen mit
M. marinum infiziert. Bei 6 hpi wurden die Zellen fixiert und das Fusionsprotein Uber einen
Myc-Antikdrper detektiert. Im weiteren Vorgehen wurde das Vorhandensein von Akin am
Kompartiment sowie die Akkumulation von VatA und p80 in der Membran der M. marinum-

Vakuole Uberprift.
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Abbildung 3.5: Depolymerisation des Aktins mittels des VMC-Fusionsproteins flhrt zur
Akkumulation der V-ATPase an der M. marinum-Vakuole.

Wildtyp- und VMC-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert und bei 6 hpi fixiert. Die Analyse der
Zellen erfolgte mithilfe der konfokalen Mikroskopie. (A) Schematische Darstellung des VMC-
Fusionsproteins. (B) Das Fusionsprotein wurde durch eine Immunfluoreszenz-Farbung des Myc-
Epitops und Aktin Uber Phalloidin Alexa Fluor 647 markiert. Wahrend Myc (rot) um M. marinum (blau)
lokalisierte, war kein Aktin (grin) am Kompartiment detektierbar. GréBenbalken = 5 um. (C) Kriterien
zur Quantifizierung der Anlagerung von Aktin um M. marinum in VMC-Zellen. Das Aktin wurde Uber
Phalloidin Alexa Fluor 568 markiert. Aktin (griin) lagerte sich teils punktférmig um die Mykobakterien
(rot) an, die als ,assoziiert (*, obere Reihe) gewertet wurden. Wenn kein Aktin um die Bakterien
detektierbar war (**, untere Reihe), wurden diese als ,nicht-assoziiert® gewertet.
GroBenbalken = 5 um. (D) Quantifizierung der Assoziation von Aktin in Wildtyp- und VMC-Zellen bei
6 hpi (n = 3). Verglichen zum Wildtyp wurden in VMC-Zellen signifikant weniger mit Aktin assoziierte
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Mykobakterien beobachtet (* p = 0,0168). (E) Die Proteine VatA und p80 wurden jeweils durch eine
Immunfluoreszenz-Farbung markiert und am Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop bei 6 hpi quantifiziert
(n=4). In VMC-Zellen war die Assoziation mit VatA signifikant héher (***p =0,0005) und die
Assoziation (voll und partiell) mit p80 signifikant niedriger (*** p = 0,0003) verglichen zum Wildtyp.

Die Immunfluoreszenz-Farbung von Myc zeigte, dass bei 6 hpi etwa jedes funfte
M. marinum-Bakterium von dem Fusionsprotein VMC (Abb. 3.5-A) umhiillt war (Abb. 3.5-B).
Dieses Ergebnis ist konform mit der Beobachtung, dass Vacuolin bei 6 hpi erst beginnt an
der Replikationsnische zu akkumulieren (Hagedorn & Soldati 2007). Alle Mykobakterien, die
positiv fur VMC waren, zeigten keine Assoziation mit Aktin (Abb. 3.5-B). Dieses deutet darauf
hin, dass das dort vorhandene Aktin durch ein funktionsfahiges Cofilin depolymerisiert wurde.
Eine Quantifizierung des Kompartiment-assoziierten Aktins (Abb. 3.5-C) zeigte eine
Reduktion positiver Bakterien von 25% in Wildtyp-Zellen auf 8% in VMC-Zellen (Abb. 3.5-D).
Die Komposition der Membran des Kompartiments war ebenfalls verdndert. Die Assoziation
von VatA stieg von durchschnittlich 40% im Wildtyp auf 52% der M. marinum-Vakuolen in
VMC-Uberexprimierenden Zellen. Gleichzeitig reduzierte sich die Assoziation von p80 von
77% in Wildtyp-Zellen auf 51% in VMC-Zellen (Abb. 3.5-E). Das AusmaB der Anderung in
der Assoziation beider Proteine in VMC-Zellen war geringer im Vergleich zu der Anderung in
wshA™-Zellen (vgl. Abb. 3.5-E). Das ist vermutlich darauf zurlickzufihren, dass in VMC-Zellen
das Fusionskonstrukt bei 6 hpi nur an etwa 20% aller Mykobakterien lokalisierte. Nur an
diesen relativ wenigen Kompartimenten konnte Aktin zum Zeitpunkt der Analyse
depolymerisiert werden. Damit blieben auch die gemessenen Effekte der Depolymerisation
des Aktins auf diesen geringen Anteil der Kompartimente beschréankt. Zusammenfassend
zeigt der VMC-Ansatz, dass eine lokale Depolymerisation des Aktins an bereits divergierten

M. marinum-Kompartimenten bei 6 hpi ebenfalls zu einer Anreicherung der V-ATPase fuhrt.

3.3.2 Depolymerisation des Aktins mittels LatA fiihrt zur Akkumulation der V-ATPase

Die Depolymerisation von Aktin mittels des VMC-Fusionsproteins ist zwar ein rGumlich sehr
gezielter, jedoch ein zeitlich eher unspezifischer Ansatz. In den nachfolgenden Experimenten
wurde das Aktin-depolymerisierende Toxin LatA verwendet. Der entscheidende Vorteil in der
Applikation dieser Substanz ist ihre sofortige Wirkung zu jedem beliebigen Zeitpunkt in der
Infektion. Der Wirkungsmechanismus von LatA besteht in dem spezifischen Binden von G-
Aktin, das sich infolge davon nicht zu Filamenten anlagern kann. Es wurde bereits gezeigt,
dass die Wirkungsweise von LatA spezifisch, schnell und reversibel ist (Drengk et al 2003,

Morton et al 2000). Um den Einfluss der LatA-vermittelten Depolymerisation des Aktins auf
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das mykobakterielle Kompartiment zu untersuchen, wurden Dictyostelium-Wildtyp-Zellen mit
M. marinum infiziert. Bei 6 und 24 hpi wurden die Zellen fUr eine Stunde in LatA- bzw.
Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert und anschlieBend fixiert. Das Aktin wurde
durch eine Phalloidin-Farobung markiert und nachfolgend fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Die Anderungen in der Komposition der Membran des Kompartiments, hinsichtlich
VatA und p80, wurden nach unterschiedlich langer Inkubationszeit (15-120 min) in LatA-

bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium bei 6 und 24 hpi quantifiziert.
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Abbildung 3.6: Depolymerisation des Aktins mittels LatA fiihrt zur Akkumulation der V-ATPase
an der M. marinum-Vakuole.

Ax2-Wildtyp-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert und bei 6 und 24 hpi unterschiedlich lange in
LatA-haltigem bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
fixiert. (A) Verteilung des Aktins in Dictyostelium nach 1 h Inkubation in LatA-haltigem Medium bei
6 hpi. Nach der Fixierung wurde das Aktin Uber Phalloidin Alexa Fluor 568 markiert. Aktin (grin) war
nur punktartig im Zellkortex, nicht jedoch um M. marinum (rot) detektierbar. GréBenbalken = 5um. (B)
Quantifizierung der Assoziation von Aktin mit M. marinum bei 6 und 24 hpi nach einer einstiindigen
Inkubation in LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium (n = 3). Die Analyse erfolgte mithilfe der
konfokalen Mikroskopie. W&hrend die LatA-Exposition bei 6 hpi zu einer signifikanten Reduktion der
Anlagerung von Aktin um die Mykobakterien fuhrte (** p = 0,0019), wurden bei 24 hpi nie mit Aktin
assoziierte Bakterien beobachtet. (C) Quantifizierung der Assoziation von VatA und p80 mit
M. marinum am Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop (n = 4). Bei 6 und 24 hpi wurden die infizierten Zellen
far 15, 30, 60 bzw. 120 min in LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert. AnschlieBend
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wurden die Zellen sofort fixiert und die Proteine VatA und p80 jeweils durch eine Immunfluoreszenz-
Farbung markiert. Wahrend bei 6 hpi, im Vergleich zu Kontrollzellen, mit anhaltender Exposition in
LatA-haltigem Medium der Anteil mit VatA assoziierter M. marinum stieg, fiel gleichzeitig der Anteil mit
p80 assoziierter Bakterien. Bei 24 hpi wurden keine Anderungen in der Assoziation mit VatA bzw. p80
im Vergleich zu Kontrollzellen beobachtet.

Nach einer einstindigen Exposition in LatA-haltigem Medium zeigten die Zellen eine
deutliche Abrundung des Zellkérpers und Aktin-basierte Zellfortsétze, wie z. B. Filopodien,
waren nicht mehr erkennbar (Abb. 3.6-A). Die Lokalisation des verbleibenden Aktins war auf
den Zellkortex und dort auf punktférmige Strukturen beschrankt (Abb. 3.6-A). Eine
Quantifizierung des Kompartiment-assoziierten Aktins ergab nach einer einstiindigen
Inkubation in LatA-haltigem Medium bei 6 hpi nur ca. 1% und bei 24 hpi keine positiven
Vakuolen (Abb. 3.6-B). Als Kontrolle dienten Wildtyp-Zellen, die zum gleichen Zeitpunkt nur
dem Ldsungsmittel Ethanol, in dem das LatA verdinnt war, ausgesetzt waren. Diese
Ergebnisse zeigen, dass, anders als in VMC-Zellen (vgl. Abb. 3.5-D), Aktin an nahezu allen
Kompartimenten zu einem bestimmten Zeitpunkt depolymerisiert worden ist. Die
Untersuchung der Komposition der Membran des Kompartiments bei 6 hpi ergab, dass mit
fortschreitender LatA-Exposition die Untereinheit VatA der V-ATPase an der
Replikationsnische angereichert wurde. Die Assoziation des Kompartiment-Markers p80
nahm zur gleichen Zeit jedoch ab (Abb. 3.6-C, linker Graf). Nach einer einstindigen LatA-
Exposition waren im Durchschnitt bereits 60% der Bakterien VatA-positiv (Kontrollzellen:
38%) und nur 64% der Bakterien waren positiv fir p80 (Kontrollzellen: 80%). Die Analyse der
Membran des Kompartiments bei 24 hpi ergab keine Anderung hinsichtlich der Assoziation
von VatA und p80 nach einer Exposition im LatA-haltigen Medium im Vergleich zu den
Kontrollzellen (Abb. 3.6-C, rechter Graf). Sowohl in LatA-exponierten als auch in nicht-
exponierten Zellen war VatA zu allen Zeitpunkten an durchschnittlich 25% und p80 zu allen

Zeitpunkten an durchschnittlich 75% aller Kompartimente vorhanden.

Die LatA-vermittelte Depolymerisation des Aktins einer Zelle ist ein schnelles und
synchrones Ereignis (Morton et al 2000). Die daraus resultierenden Anderungen in der
Membran der Kompartimente erfolgen jedoch nicht sofort bzw. nicht an allen M. marinum-
Vakuolen zum gleichen Zeitpunkt. Auf die Gesamtheit aller Kompartimente bezogen, handelt
es sich daher um ein asynchrones Ereignis. Eine weitere Beobachtung war, dass die
Anderungen in der Komposition der Vakuolenmembran nur bei 6 hpi, nicht aber bei 24 hpi
erfolgen. Diese Daten deuten erneut darauf hin, dass die Kompartimente einen transienten,
Aktin-abh&ngigen Zustand durchlaufen, der sich auf die frihe Phase in der Infektion

erstreckt. Darlber hinaus bestdtigen die Ergebnisse der LatA-Versuche die
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Schlussfolgerungen aus den VMC-Experimenten. In beiden Féllen flhrt die Depolymerisation

des Aktins zu einer Anreicherung der V-ATPase am mykobakteriellen Kompartiment.

3.4 Charakterisierung der Akkumulation der V-ATPase an der M. marinum-
Vakuole

Im Weiteren wurde die Akkumulation der V-ATPase am Kompartiment wahrend der LatA-
Exposition ndher charakterisiert. Dabei wurde zuné&chst darauf eingegangen, welchen
Ursprung die sich an der M. marinum-Vakuole anreichernde Untereinheit VatA der V-ATPase
hat. Darldber hinaus wurde in einer Lebendzell-mikroskopischen Untersuchung die
Akkumulation der Untereinheit VatM der V-ATPase auf Einzelzellniveau wahrend der

Inkubation in LatA-haltigem Medium verfolgt.

3.4.1 Das angereicherte VatA stammt von Lysosomen

Die V-ATPase lokalisiert in Dictyostelium an den Membranen zweier unterschiedlicher
Vakuolenarten, den Lysosomen sowie der kontraktilen Vakuole (KV). Letztere ist ein
tubuldres Organell der Protisten, das der Osmoregulation dient (Gabriel et al 1999). Es
wurde Uberprift, ob die Anreicherung der V-ATPase am mykobakteriellen Kompartiment aus
der Fusion mit Vesikeln, die der KV entstammen, resultiert. Dazu wurde das Vorhandensein
von Calmodulin am Kompartiment dberprift. Calmodulin ist ein Kalzium-bindendes
regulatorisches Protein, das zwar mit der Membran der KV assoziiert ist (Heuser et al 1993),
nicht jedoch an der Membran von Lysosomen vorkommt (Zhu & Clarke 1992). Dictyostelium-
Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert, bei 6 hpi far eine Stunde in LatA- bzw. Ethanol-
haltigem (Kontrolle) Medium ausgesetzt und anschlieBend sofort fixiert. Die Proteine VatA

und Calmodulin wurden durch eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert.
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VatA Calmodulin M. marinum Uberlagerung

Kontrolle

LatA-
behandelt

Abbildung 3.7: Das angereicherte VatA am mykobakteriellen Kompartiment stammt nicht von
der kontraktilen Vakuole.

Ax2-Wildtyp-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert, bei 6 hpi fir 1 h in LatA- bzw. Ethanol-
haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert und anschlieBend sofort fixiert. VatA und Calmodulin wurden
Uber eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert. Die Analyse der Zellen erfolgte am konfokalen
Mikroskop. Sowohl in den Kontrollzellen (obere Reihe) als auch in den LatA-behandelten Zellen
(untere Reihe) war lediglich VatA (rot), nicht jedoch Calmodulin (griin), um M. marinum (blau)
lokalisiert. GréBenbalken = 2 um.

Die Immunfluoreszenz-Analyse ergab, dass sich unabhéngig von der LatA-Exposition nur
VatA, nie aber Calmodulin um M. marinum anlagerte (Abb. 3.7). So konnte ausgeschlossen
werden, dass die V-ATPase am Kompartiment aus der Fusion mit Vesikeln, die der KV
entstammten, resultierten. Im Umkehrschluss muss die Anreicherung der V-ATPase an der

M. marinum-Vakuole aus der Fusion mit Lysosomen zurlckzufihren sein.
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3.4.2 Die Anreicherung der V-ATPase am Kompartiment erfolgt synchron

Als Né&chstes wurde die Dynamik der Akkumulation der V-ATPase an einzelnen
mykobakteriellen Kompartimenten Lebendzell-mikroskopisch untersucht. Die Analysen der
fixierten Zellen ergaben, dass die Anderungen in der Komposition der Membran hinsichtlich
VatA vermutlich nicht sofort und nicht zur gleichen Zeit an allen M. marinum-Vakuolen
abzulaufen scheinen (s. Abschnitt 3.3.2). Zum einen ist denkbar, dass die Assoziation mit
der V-ATPase Uber einen langeren Zeitraum und an vielen Kompartimenten gleichzeitig
erfolgt. Zum anderen kdnnte es sich um einen schnellen Prozess handeln, der jedoch nur an
wenigen M. marinum-Vakuolen zur gleichen Zeit ablduft. Zur Klarung dieser Frage wurden
Lebendzell-mikroskopische Versuche an infizierten Dictyostelium-Zellen durchgefuhrt. Um
die V-ATPase in lebenden Zellen sichtbar zu machen, wurden Zellen verwendet, die die
Untereinheit VatM der V-ATPase in Fusion mit GFP Uberexprimierten. VatM ist ein weiterer
Bestandteil des V-ATPase-Multiprotein-Komplexes, der im Gegensatz zu VatA
transmembran vorliegt. Es wurde bereits gezeigt, dass das VatM-GFP-Fusionsprotein in
endolysosomalen Membranen lokalisiert (Liu & Clarke 1996) und dort zu einem
funktionsfahigen V-ATPase-Komplex assembliert (Clarke et al 2002, Liu & Clarke 1996).
Zunachst wurde Uberprift, ob die beiden Untereinheiten VatA und VatM gleichzeitig am
M. marinum-Kompartiment lokalisieren. Eine Ubereinstimmende Lokalisation wuirde
bedeuten, dass immer wenn VatA an der Vakuole assoziiert ist diese gleichzeitig positiv fur
VatM ist und umgekehrt. Nur in einem solchen Fall ist es mdglich, Ruckschlisse von der
Lokalisation einer Untereinheit auf das Vorhandensein der anderen Untereinheit zu ziehen.
VatM-GFP Uberexprimierende Zellen wurden hierzu bei 6 hpi fixiert und die Lokalisation von
VatA wurde Uber eine entsprechende Immunfluoreszenz-Farbung nachgewiesen. FUr die
Lebendzell-mikroskopischen Untersuchungen wurden VatM-GFP-Zellen mit M. marinum
mCherry infiziert. Die Bildaufnahme erfolgte 10 min vor und 35 min nach Zugabe von LatA.
Als Kontrolle dienten Zellen, die gleichermaBen jedoch nur unter Zugabe des L&sungsmittels

Ethanol gefilmt wurden.
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VatM VatA M. marinum Uberlagerung

10:20 min nach LatA 10:40 min nach LatA 12:00 min nach LatA

Abbildung 3.8: Die Anreicherung der V-ATPase an einem mykobakteriellen Kompartiment ist
ein schnelles und synchrones Ereignis.

VatM-GFP Uberexprimierende Dictyostelium-Zellen wurden mit M. marinum mCherry infiziert. (A)
Beispielhafte Darstellung einer Lokalisation von VatA und VatM in einer infizierten Zelle. Bei 6 hpi
wurden die Zellen fixiert. VatA wurde Uber eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert. Die Analyse der
Zellen mittels der konfokalen Mikroskopie ergab, dass VatM (rot) und VatA (grin) beide um
M. marinum lokalisierten und dort leicht gegeneinander versetzt vorkamen. GréBenbalken = 5 um. (B)
Lebendzell-mikroskopische Untersuchung der Akkumulation von VatM an der M. marinum-Vakuole bei
6 hpi. Eine infizierte Zelle wurde 10 min vor und weitere 35 min wahrend der Exposition in LatA-
haltigem Medium mithilfe eines Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops beobachtet. Die Analyse ergab, dass
ein zundchst VatM-freies Mykobakterium (rot) vor der LatA-Zugabe nicht mit VatM (griin) assoziiert
war. Nach 9:20 min Inkubation in LatA-haltigem Medium akkumulierten VatM-positive Vesikel um die
Bakterien und fusionierten zwischen 10:20 min und 10:40 min mit dem mykobakteriellen
Kompartiment. Etwa 12 min nach LatA-Zugabe war das Bakterium vollstdndig von VatM umgeben.
GroéBenbalken = 5 um.

Die Analyse der Lokalisation von VatA und VatM in fixierten Zellen bei 6 hpi ergab, dass
entweder keines der beiden Proteine oder aber beide Untereinheiten gleichermaBen um die
Mykobakterien angereichert waren. Abbildung 3.8-A zeigt exemplarisch zwei M. marinum-
Vakuolen, die positiv fir VatA und VatM waren. Beide Proteine zeigten eine &hnliche
Verteilung in der Zelle und am Kompartiment, wobei eine vollstandige Uberlagerung beider
nicht festzustellen war. Fur VatM-GFP konnte ein geringflgig starkeres Signal detektiert
werden, was zum einen an der Uberexpression und der moglicherweise hobheren

Konzentration des Proteins in der Zelle lag, zum anderen daran, dass das Signal von GFP

59



Ergebnisse

Uber einen entsprechenden Fluoreszenz-markierten AntikOrper verstérkt wurde. Somit
konnte in der nachfolgenden Lebendzell-Mikroskopie von der Lokalisation von VatM-GFP auf

das Vorhandensein von VatA geschlossen werden.

Die Analyse der Lebendzell-mikroskopischen Aufnahmen ergab, dass gelegentlich, ab ca.
10 min nach Zugabe von LatA, VatM-positive Vesikel in unmittelbarer Né&he der
Mykobakterien akkumulierten (Abb. 3.8-B; 09:20-10:20 min nach LatA-Zugabe). Diese
fusionierten innerhalb weniger Sekunden mit der M. marinum-Vakuole (Abb. 3.8-B; 10:20-
10:40 min nach LatA-Zugabe), sodass im Resultat das VatM-GFP deutlich sichtbar am
Kompartiment vorlag (Abb. 3.8-B; 12:00 min nach LatA-Zugabe). Bezogen auf ein einzelnes
Kompartiment handelte sich um ein schnelles und synchrones Ereignis, das auf keinen
bestimmten Teil der Membran beschrédnkt war. Diese Beobachtung stimmt auch damit
Uberein, dass in den Quantifizierungsversuchen von VatA vor und nach Zugabe von LatA
entweder eine vollstdndige oder keine Assoziation vorhanden war (vgl. Abb. 3.4-A). Partielle
Assoziationen, wie sie fur p80 beobachtet wurden (vgl. Abb. 3.4-B), lagen nicht vor. Bezogen
auf die Gesamtheit aller Kompartimente handelte es sich jedoch nicht um einen zeitgleichen
Vorgang. Mdéglicherweise sind der Fusion der VatM-GFP-positiven Vesikel andere Ereignisse
vorgeschaltet. Es ist denkbar, dass diese Ereignisse eines bestimmten Schwellenwertes
bedlrfen, um ablaufen zu kénnen, und je nach Zustand der Zelle oder des Mykobakteriums
variieren. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass zu unterschiedlichen Zeiten
nach der Depolymerisation des Aktins die V-ATPase innerhalb weniger Sekunden am

M. marinum-Kompartiment akkumuliert.

3.5 Apathogene und avirulente Mykobakterien zeigen keine Anderungen der
Vakuolen nach Depolymerisation des Aktins

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Anderungen an der mykobakteriellen Vakuole
hinsichtlich der Assoziation mit p80 spezifisch fir die Replikationsnische pathogener
Mykobakterien sind. Hierzu wurden Dictyostelium-Wildtyp-Zellen mit je zwei avirulenten
Mutanten von M. marinum, der Deletionsmutante ARD1 oder der Insertionsmutante L1D (s.
Abschnitt 1.4.4 und 2.2.4) bzw. mit dem apathogenen Bakterium Mycobacterium smegmatis
koinkubiert. Weder die M. marinum-Mutanten noch M. smegmatis replizieren in Dictyostelium
(Hagedorn et al 2009, Hagedorn & Soldati 2007). Im folgenden Versuch wurde 6 h nach
Phagozytose der beiden Mutanten und M. smegmatis, bzw. 6 h nach Infektion mit

M. marinum, dem Medium LatA bzw. Ethanol (Kontrolle) far 1 h hinzugeftgt. Die Zellen
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wurden im Anschluss fixiert und das Membranprotein p80 durch eine Immunfluoreszenz-
Farbung markiert. Anders als bei M. marinum bleibt die V-ATPase an den Vakuolen der
avirulenten und apathogenen Mykobakterien auch bei 6 h nach Phagozytose assoziiert
(Hagedorn & Soldati 2007). Daher konnten die Anderungen in der Komposition der

Vakuolenmembran nur anhand der Abnahme der Assoziation von p80 verfolgt werden.
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Abbildung 3.9: Apathogene und avirulente Mykobakterien zeigen keine Anderungen der
Vakuolen hinsichtlich p80 nach Depolymerisation des Aktins.

Dictyostelium-Wildtyp-Zellen wurden je mit M. marinum gfp, M. marinum ARD1 gfp, M. marinum L1D
gfp und M. smegmatis gfp koinkubiert. Nach 6 h wurden die Zellen fur 1 h in LatA- bzw. Ethanol-
haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert und anschlieBend sofort fixiert. Das Protein p80 wurde durch
eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert und seine Anlagerung an die Mykobakterien wurde mithilfe
der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert (n = 3). Wahrend die Assoziation von M. marinum
gfp mit p80 nach der Inkubation in LatA-haltigem Medium signifikant héher war (** p = 0,0066),
konnten im Falle der anderen Bakterien keine statistisch relevanten Anderungen gemessen werden
(ns: p>0,2).

Die Quantifizierung zeigt, dass die Depolymerisation des Aktins keine Abnahme in der
Assoziation von p80 an den Vakuolen der avirulenten M. marinum-Mutanten und dem
apathogenen Bakterium M. smegmatis bewirkte (Abb. 3.9). Wahrend bei dem pathogenen
M. marinum eine signifikante Abnahme in der p80-Assoziation mit dem Kompartiment von
durchschnittlich 82% auf 59% (** p =0,007) gemessen wurde, waren die Anderungen im
Falle von M. marinum ARD1 (von 90% auf 84%; p = 0,33), M. marinum L1D (von 84% auf
76%; p=0,2) und M. smegmatis (von 91% auf 83%; p = 0,39) statistisch nicht signifikant
(Abb. 3.9). Diese Ergebnisse zeigen, dass 6 h nach Aufnahme der Bakterien durch die
Dictyostelium-Wirtszellen nur die Vakuolen der pathogenen M. marinum-Bakterien ein Aktin-
abhéngiges Stadium durchlaufen. Diese Beobachtung legt nahe, dass ein Zusammenhang
zwischen diesem Stadium und der Fahigkeit, ein Replikationskompartiment zu etablieren,
besteht. Es ist jedoch auch denkbar, dass zu dem Zeitpunkt kein Aktin an den Vakuolen der
anderen Bakterien vorhanden ist. Andererseits konnte zwar Aktin auch mit den Vakuolen der

anderen Bakterien bei 6 h nach Aufnahme durch die Wirtszellen assoziiert sein, seine
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Depolymerisation aber eine andere Auswirkung haben als die Abnahme der Assoziation mit
p80.

3.6 Langzeitfolgen der Depolymerisation des Aktins am frithen M. marinum-
Kompartiment

In drei unabhéngigen Ansatzen, der Infektion der WASH-Deletionsmutante, der Infektion der
VMC-Zellen sowie der Applikation von LatA, wurde die Anreicherung der V-ATPase als Folge
der Depolymerisation des Aktins am mykobakteriellen Kompartiment gezeigt. Im Folgenden
sollte geklart werden, welche Auswirkung die Anreicherung der Protonen-ATPase auf den
pH-Wert der M. marinum-Vakuole hat. Daran anschlieBend wurde untersucht, wie sich die
Depolymerisation des Aktins und die daraus resultierenden Anderungen am frilhen
Kompartiment auf den weiteren Infektionsverlauf auswirken. Dazu wurde die Replikation der
Mykobakterien in Dictyostelium gemessen. Im dritten Abschnitt dieses Kapitels wurde der
Infektionsverlauf von M. marinum in der WASH-Deletionsmutante charakterisiert (vgl. Kapitel
3.2und 3.3).

3.6.1 Depolymerisation des Aktins flihrt zur Azidifizierung des Kompartiments

Die Anlagerung der Untereinheiten VatA und VatM der V-ATPase an die Vakuole von
M. marinum legt nahe, dass der gesamte V-ATPase-Proteinkomplex an dem Kompartiment
assembliert. Um zu Uberprifen, ob es sich um die Akkumulation eines funktionsfahigen
Multiproteins handelt, wurde eine pH-Wert-Messung der mykobakteriellen Vakuole mithilfe
von Neutralrot (NR) durchgefiihrt. NR ist ein azidophiler Marker, der bei pH-Werten tber 7,4
ungeladen sowie membranpermeabel ist und eine gelbliche Fé&rbung aufweist. Mit
sinkendem pH-Wert wird der Indikator protoniert und nimmt eine rote Farbe an. Als Kation ist
das NR nicht mehr in der Lage, Membranen zu durchqueren und wird als Folge davon in
sauren Vakuolen zurlckgehalten. Im Einzelnen wurden Dictyostelium-Wildtyp-Zellen mit
M. marinum gfp infiziert und bei 6 hpi far 1 h LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium
ausgesetzt. Im Anschluss daran wurden die Zellen mit NR beladen und diejenigen Bakterien
quantifiziert, die sich in einem roftfluoreszierenden und damit NR-positiven Kompartiment

befanden.
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Abbildung 3.10: Depolymerisation des Aktins flihrt zur Azidifizierung des Kompartiments.

Ax2-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert und ab 6 hpi in LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle)
Medium inkubiert. Bei 7 hpi wurden die Zellen fir 1 min mit NR beladen und anschlieBend sofort am
Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop analysiert. (A) Représentatives Bild einer infizierten Zelle bei 7 hpi
nach 1 h LatA-Exposition. Es konnte gut zwischen Bakterien (rot) unterschieden werden, die in einem
NR (grun)-positiven Kompartiment lokalisiert waren (*) und solchen, die nicht von NR umgeben waren
(**). GréBenbalken = 5 um. (B) Quantifizierung der NR-positiven Kompartimente mit und ohne LatA-
Exposition bei 6 hpi (n = 3). Die Anzahl NR-positiver M. marinum-Vakuolen in LatA-behandelten Zellen
war signifikant héher im Vergleich zu den M. marinum-Vakuolen in Kontrollzellen (*** p = 0,0002).

Bereits eine einminutige Exposition in NR-haltigem Medium war ausreichend, um die
infizierten Zellen mit dem Farbstoff zu beladen. Sehr gut konnte auch zwischen NR-positiven
und somit sauren Kompartimenten und NR-negativen, neutralen Kompartimenten,
unterschieden werden (Abb. 3.10-A). Eine Zahlung ergab, dass in Kontrolizellen
durchschnittlich 35% aller M. marinum-Vakuolen NR-positiv waren. LatA-behandelte Zellen
hingegen zeigten 56% NR-positive Kompartimente (Abb. 3.10-B). Daraus resultierte ein 1,6-
facher signifikanter Anstieg in der Anzahl saurer Kompartimente nach einer
Depolymerisation des Aktins bei 6 hpi. Dieser Anstieg war dem von VatA unter gleichen
Versuchsbedingungen sehr ahnlich (von durchschnittlich 38% auf 60% nach 1 h LatA-
Exposition, vgl. Abb. 3.6-C, linker Graf). Die Ergebnisse zeigen, dass die Depolymerisation
von Aktin am mykobakteriellen Kompartiment bei 6 hpi mit einer Anreicherung einer
funktionsfdhigen V-ATPase korreliert. Dieses fuhrt wiederum zu einer Ansduerung der

Vakuole.

3.6.2 Depolymerisation des Aktins flihrt zur Reduktion der Bakterienzahlen

Als Nachstes wurde untersucht, wie weitreichend die Folgen der Depolymerisation des

Aktins am friihen Kompartiment sind. Im Genauen wurde untersucht, ob die Anreicherung
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der V-ATPase am mykobakteriellen Kompartiment nach der Wegnahme des Aktins ebenfalls
zu spéten Zeitpunkten in der Infektion bestehen bleibt. Dazu wurden Ax2-, wshA™- und VMC-
Zellen mit M. marinum infiziert und bei 24 hpi fixiert. Ein Teil der Wildtyp-Zellen wurde bei
6 hpi fur 2 h in LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert. Die Zellen wurden
gewaschen und bei 24 hpi fixiert. AnschlieBend wurde VatA durch eine Immunfluoreszenz-
Farbung markiert und die Assoziation des Proteins mit M. marinum in den jeweiligen Zellen

quantifiziert.

60+

454

% M. marinum
assoziiert mit VatA
W
Qo
1

Abbildung 3.11: Die Depolymerisation des Aktins am friihen M. marinum-Kompartiment
bewirkt eine erhéhte Assoziation mit VatA in der spaten Infektionsphase.

Dictyostelium Ax2-, wshA™- und VMC-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert. Bei 6 hpi wurde ein
Teil der Wildtyp-Zellen in LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium fir 2 h inkubiert. Alle Zellen
wurden bei 24 hpi fixiert und das Protein VatA Uber eine Immunfluoreszenz-Féarbung markiert. Die
Quantifizierung der Assoziation der Mykobakterien mit VatA erfolgte mithilfe der Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie (n=3). Die LatA-Exposition flhrte zu einem Anstieg VatA-positiver
Mykobakterien im Vergleich zu Kontrollzellen (* p = 0,0147). Auch in wshA™- (* p = 0,0177) und VMC-
Zellen (** p = 0,0051) wurden mehr mit VatA assoziierte Bakterien gez&hlt als in Wildtyp-Zellen.

Wie Abbildung 3.11 zeigt, reichte eine zweistiindige LatA-Exposition infizierter Ax2-Zellen bei
6 hpi aus, um bei 24 hpi im Vergleich zu Kontrollzellen (16%) immer noch eine doppelt so
hohe Anzahl VatA-positiver Kompartimente (33%) vorzufinden. Auch in wshA'™- (44%) bzw.
VMC-Zellen (48%) waren bei 24 hpi signifikant mehr M. marinum-Vakuolen mit VatA
assoziiert als in Wildtyp-Zellen (29%, Abb. 3.12). Im Hinblick auf die Anreicherung der V-
ATPase hat die Depolymerisation des Aktins eine langanhaltende und moglicherweise

unumkehrbare Auswirkung auf die M. marinum-Vakuole.
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Im weiteren Experiment wurde untersucht, welche Auswirkung eine zweistiindige
Depolymerisation des Aktins mithilfe von LatA bei 6 hpi und die daraus resultierende
Anséduerung der M. marinum-Vakuolen auf die Proliferation der Bakterien in Dictyostelium
hat. In einem Vorexperiment wurde zunéchst Gberpriift, ob die LatA-Exposition einen direkten
Einfluss auf die Proliferation von M. marinum in einer zellfreien Umgebung hat (Abb. 3.12-A).
M. marinum wurde dazu in HL5-C-Medium inkubiert und nach 6 h wurde dem Medium LatA
bzw. Ethanol (Kontrolle) fir 2 h hinzugefigt. Nach 10, 24, 32 und 48 h Inkubation in HL5-C-
Medium wurden die Mykobakterien auf Kulturplatten CGberfGhrt. Das Schema des
Experiments ist in Abb. 3.11-A grafisch dargestellt. Sobald die Bakterien nach funf bis sieben
Tagen zu sichtbaren Kolonien auf den Kulturplatten anwuchsen, konnte die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt werden. Im Hauptexperiment hingegen wurden
infizierte Dictyostelium-Zellen bei 6 hpi fur 2 h in LatA- bzw. Ethanol-haltigem (Kontrolle)
Medium inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal
gewaschen und die Infektion in frischem Medium fortgefihrt. Zu bestimmten Zeitpunkten im
Infektionsverlauf (10, 24, 32 und 48 hpi) wurden die Wirtszellen lysiert, die Mykobakterien
isoliert und auf Kulturplatten Uberflhrt (fir Experiment-Schema s. Abb. 3.12-B). Nach
Anwachsen der Bakterien auf den Kulturplatten konnte die Anzahl der KBE bestimmt

werden.
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Abbildung 3.12: Depolymerisation des Aktins am friihen Kompartiment flihrt zur Reduktion der
Bakterienzahlen im Infektionsverlauf.

Z&hlung der KBE (koloniebildende Einheiten) von M. marinum nach Inkubation in LatA- bzw. Ethanol-
haltigem (Kontrolle) HL5-C-Medium. (A) Vorexperiment. M. marinum wurde in HL5-C-Medium
inkubiert und nach 6h wurde dem Medium LatA bzw. Ethanol fir 2h hinzugefligt. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Inkubation wurden die Mykobakterien auf Kulturplatten
Uberfihrt und nach Anwachsen zu sichtbaren Kolonien (5-7d) ausgezéhlt (n=3). (B)
Hauptexperiment. Ax2-Zellen wurden mit M. marinum infiziert und bei 6 hpi fir 2 h in LatA- bzw.
Ethanol-haltigem (Kontrolle) Medium inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Infektionsverlauf
wurden die Zellen lysiert und M. marinum isoliert. Die Mykobakterien wurden anschlieBend auf
Kulturplatten Uberfuhrt und nach ihrem Anwachsen zu sichtbaren Kolonien ausgezéhlt (* p = 0,037,
n=>5).

Im Vorexperiment konnte gezeigt werden, dass eine zweistindige Inkubation von
M. marinum in LatA-haltigem HL5-C-Medium ohne Wirtszellen keinen Einfluss auf die
Replikation der Bakterien hat (Abb. 3.12-A). Sowohl die LatA-behandelten als auch die nur
dem Losungsmittel Ethanol ausgesetzten Mykobakterien zeigten nach 48 h Inkubation in

HL5-C-Medium ein 1,5-faches Wachstum. Das Hauptexperiment zeigte, dass die LatA-
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Exposition infizierter Dictyostelium-Zellen bei 6 hpi zu einem geringeren Anstieg der
Bakterienzahlen im Vergleich zu den Bakterienzahlen aus Kontrollzellen ab 32 hpi flhrte
(Abb. 3.12-B). Bei 48 hpi wurde fur den LatA-Ansatz ein 1,1-facher Anstieg der KBE und fur
den Kontrollansatz ein 1,4-facher Anstieg gemessen (Abb. 3.12-B). Beide Werte wurden auf
die Zahlen der jeweiligen 6 hpi-Zeitpunkte vor der Zugabe von LatA bzw. Ethanol genormt
(Abb. 3.12-B). Da das Vorexperiment zeigte, dass LatA keine direkte toxische Wirkung auf
M. marinum hat, sind die im Hauptexperiment gemessenen Unterschiede in den
Bakterienzahlen bei 48 hpi allein auf die Depolymerisation des Aktins der Wirtszelle und der

daraus resultierenden Effekte zurtickzufthren.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das Aktin in der frithen Phase der
Infektion daran beteiligt ist, die Assoziation der V-ATPase und damit die Ansduerung des
Kompartiments zu reduzieren. Wird das Aktin zu dem Zeitpunkt depolymerisiert, sind die
Folgen selbst in der spaten Infektionsphase unumkehrbar und ausreichend, um das

Wachstum der Mykobakterien in Dictyostelium zu reduzieren.

3.6.3 WASH tragt zur Ausbreitung der Infektion von M. marinum in Dictyostelium bei

Der Erfolg einer Infektion von M. marinum in Dictyostelium wird darin gemessen, wie effizient
das Bakterium sich in seiner Wirtszelle vermehren und diese Uber eine Aktin-Struktur,
bezeichnet als Ejectosome, verlassen kann (Hagedorn et al 2009, Hagedorn & Soldati 2007).
Die Anzahl der Ejectosomes zu einem bestimmten Zeitpunkt ist ein MaB fur die Effizienz der
Ausbreitung des Bakteriums von Zelle zu Zelle. Im nachfolgenden Experiment wurde die
Haufigkeit eines solchen Austritts aus der Wirtszelle in Abh&ngigkeit von dem Vorhandensein
von WASH gemessen. Dazu wurden Wildtyp-, wshA™- und mit GFP-WASH komplementierte
wshA™-Zellen mit M. marinum infiziert und die Anzahl gebildeter Ejectosomes pro 100

infizierte Zellen in der spaten Infektionsphase (21-26 hpi) bestimmt.
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Abbildung 3.13: Die Ausbildung von Ejectosomes ist abhédngig von WASH.

Ax2, wshA- und mit GFP-WASH komplementierte wshA'-Zellen wurden mit M. marinum gfp infiziert
und zwischen 21 und 26 hpi fixiert. Das Aktin wurde Uber Phalloidin Alexa Fluor 568 markiert. Die
Anzahl der Ejectosomes pro 100 infizierte Zellen wurde anschlieBend mithilfe der Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Wahrend in wshA™-Zellen keine Ejectosomes beobachtet werden
konnten (n = 6), fihrte die Komplementierung der Deletion durch GFP-WASH erneut zur Ausbildung
der Aktin-basierten Struktur (n = 2).

Wéhrend ca. 6% aller infizierten Wildtyp-Zellen bei 21-26 hpi Ejectosomes aufwiesen, konnte
in wshA-Zellen kein Ejectosome in einem der sechs unabh&ngig voneinander
durchgefihrten Experimente beobachtet werden (Abb. 3.13). Die Expression von GFP-
WASH in wshA™-Zellen fuhrte erneut zu einer Ausbildung von der Aktin-basierten Struktur
(3%, Abb. 3.13). Die Ergebnisse belegen zum einen, dass die Ausbildung von Ejectosomes
von dem Vorhandensein von WASH abhéangig ist. Zum anderen legen sie nahe, dass
M. marinum keinen vollstdndigen und somit erfolgreichen Infektionszyklus in wshA™-Zellen

durchlauft.

Um die bisherigen Ergebnisse zu Uberprifen, wurde der Infektionsverlauf von
grunfluoreszierenden M. marinum in Ax2-Wildtyp-Zellen im Vergleich zu wshA™-Zellen mithilfe
der Durchflusszytometrie bis 48 hpi analysiert. Wie im Abschnitt 2.9 dargestellt, lassen sich
in einer grafischen Auftragung der Vorwértslichtstreuung (MaB far ZellgréBe) und der
gemessenen grinen Fluoreszenz (Detektion der grunfluoreszierenden Bakterien) drei
verschiedene Populationen voneinander trennen. Dazu gehort die Gruppe der nicht-
infizierten Zellen (* groB, nicht fluoreszent), der infizierten Zellen (** groB, stark fluoreszent)
sowie die der extrazellularen Bakterien (*** klein, stark fluoreszent, s. auch 3.14-A). Im
Infektionsverlauf von M. marinum in den beiden Zelllinien wurde zundchst die Proliferation
der Gesamtzellen (Summe aus nicht-infizierten (*) und infizierten (**) Zellen) und die Anzahl
der extrazelluldaren Bakterien (***) verfolgt. DarUber hinaus wurde die Entwicklung der
Population infizierter Zellen hinsichtlich ihres Fluoreszenzprofils, ihrer GréBe und ihrer
Gesamtfluoreszenz analysiert. Um Aussagen Uber absolute Werte treffen zu kénnen, wurde

bei jeder Messung dasselbe Volumen analysiert (fir Details s. Abschnitt 2.9).
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Abbildung 3.14: Die Deletion von WASH fiihrt zu einer geringeren Ausbreitung der Infektion
von M. marinum in Dictyostelium.

Ax2-Wildtyp-Zellen und wshA'-Zellen wurden mit M. marinum infiziert und der Infektionsverlauf (6, 10,
24, 32 und 48 hpi) wurde mithilfe der Durchflusszytometrie verfolgt. Dargestellt ist ein représentatives
Beispiel von insgesamt drei unabh&ngigen Experimenten. (A) Aus der grafischen Auftragung der
Vorwértslichtstreuung (MaB fur PartikelgréBe) und der Fluoreszenzintensitdt konnte zwischen den
Populationen der nicht-infizierten Zellen (*), infizierten Zellen (**) und extrazellularen Bakterien (***)
unterschieden werden. Die Diagramme zeigen die unterschiedlichen Populationen, die aus der
Infektion der Ax2- und wshA™-Zellen bei 6 und 48 hpi resultierten. (B) Quantifizierung der Anzahl der
Gesamtzellen (Summe aus * und **) sowie die der extrazelluldren Mykobakterien (***) zwischen 6 und
48 hpi. Wahrend die Entwicklung der Gesamtzellzahl der beiden Zelllinien &hnlich war, wurden in der
Infektion von wshA™-Zellen weniger extrazelluldre Bakterien ab 10 hpi gemessen. (C) Histogramme der
Population infizierter Ax2- und wshA’-Zellen bei 6 und 48 hpi. Bei 48 hpi wiesen infizierte Ax2-Zellen
vorwiegend eine geringe Fluoreszenz auf. In den meisten infizierten wshA'™-Zellen wurde dagegen eine
mittlere bis starke Fluoreszenz gemessen. (D) Quantifizierung der infizierten Zellen (inf. Zellen) und
ihrer jeweiligen Gesamtfluoreszenz zwischen 6 und 48 hpi. Die Zahlen wurden auf den Wert von 6 hpi
der jeweiligen Zelllinie genormt und als Vielfaches davon dargestellt. In der Infektion von Ax2 waren
bis 48 hpi deutlich mehr Zellen infiziert und auch die Gesamtfluoreszenz war gegeniber den wshA'-
Zellen erhoht.
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Aus den Plots in Abb. 3.14-A ist zundchst ersichtlich, dass die PopulationsgréBen der
infizierten (**) und der nicht-infizierten (*) Zellen in Wildtyp- und wshA™-Zellen zwischen 6 und
48 hpi deutlich zugenommen haben. Eine Quantifizierung der Gesamtzellzahl (Summe aus
infizierten und nicht-infizierten Zellen) in Abb. 3.14-B zeigte, dass sowohl Ax2- als auch
wshA™-Zellen bei 48 hpi auf etwa 5 x 10° Zellen angewachsen waren. Somit war, wie bereits
publiziert (Carnell et al 2011), das Proliferationsverhalten der Deletionsmutante &hnlich dem
des Wildtyps. Was sich jedoch deutlich zwischen den beiden Zelllinien unterschied, war die
Anzahl der extrazellularen Bakterien bei 48 hpi (Abb. 3.14-A). Die Quantifizierung in Abb.
3.14-B zeigte, dass, ausgehend von einer vergleichbaren Anzahl extrazelluldrer Bakterien
bei 6 hpi bei beiden Zelllinien (je ca. 70 Bakterien), der Wildtyp bereits ab 10 hpi (ca. 160
Bakterien) und deutlich bei 24 hpi (ca. 600 Bakterien) Mykobakterien ins umgebende
Medium entlassen hat. Im Fall der wshA™-Zellen blieb die Anzahl extrazellularer Bakterien im
gesamten Infektionsverlauf nahezu konstant (ca. 70-90 Bakterien). Diese Beobachtung
stimmt damit Uberein, dass die Deletionsmutante nicht in der Lage ist, Ejectosomes
auszubilden und M. marinum daher nicht aus der Zelle austreten kann. Um rickschlieBend
zu Uberprufen, ob die Mykobakterien in ihren Wirtszellen zurtickgehalten werden, wurde die
Entwicklung der Population der intrazellularen Bakterien analysiert. Dazu wurde ein
Fluoreszenzprofil von der Gruppe der infizierten Zellen in Form eines Histogramms erstellt
(Abb. 3.14-C). Dieses gibt Aufschluss darlber, wie die Fluoreszenz, und somit die Bakterien
in den Zellen verteilt sind. Es stellte sich heraus, dass bei 6 hpi sowohl die meisten Wildtyp-
als auch die meisten wshA™-Zellen mit einer mittleren Menge an M. marinum infiziert waren.
Die durchschnittliche Fluoreszenz der Wildtyp-Zellen betrug 1,27 x 10° Einheiten und die der
Deletionsmutante durchschnittlich 1,08 x 10° Einheiten. Bei 48 hpi war eine deutliche
Anderung der Fluoreszenzverteilung zwischen den beiden Zelllinien festzustellen. Wéhrend
die meisten Ax2-Zellen mit einer geringen Bakterienmenge beladen waren (durchschnittliche
Fluoreszenz: 0,95 x 10° Einheiten), waren die meisten wshA™-Zellen mit einer mittleren bis
hohen Anzahl von M. marinum infiziert (durchschnittliche Fluoreszenz: 1,58 x 10° Einheiten,
Abb. 3.14-C). Aus den Beobachtungen, dass in wshA™-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen
die Population der extrazellularen Bakterien im Infektionsverlauf konstant blieb und die
durchschnittliche Fluoreszenz pro infizierte Zelle zunahm, lasst sich schlieBen, dass die
Mykobakterien in wshA™-Zellen zwar proliferieren dort jedoch akkumulieren. Um Aussagen
Uber das AusmaB der Proliferation von M. marinum in den beiden Zelllinien machen zu
kénnen, wurde die Population der infizierten Zellen analysiert. Dazu wurde die Anzahl der
infizierten Zellen und ihre Gesamtifluoreszenz, d. h. das Produkt aus der Anzahl der
infizierten Zellen und der durchschnittlichen Fluoreszenz einer infizierten Zelle, miteinander

verglichen. Die gemessenen Werte wurden auf die jeweiligen Zahlen des 6 hpi-Zeitpunktes
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genormt. Die Analyse der Entwicklung der PopulationsgréBe der infizierten Zellen ergab fur
den Wildtyp einen achtfachen und fur wshA™-Zellen nur einen zweifachen Anstieg zwischen 6
und 48 hpi (Abb. 3.14-D). Das kbénnte darauf zurtickzuflihren sein, dass die infizierten wshA™-
Zellen sich seltener teilen als infizierte Wildtyp-Zellen. Da die Deletionsmutante auBerdem
keine Bakterien ins Medium entldsst, ist es naheliegend, dass die Reinfektion neuer
Wirtszellen  durch  bereits freigelassene Bakterien ausbleibt. Beide Effekte
zusammengenommen setzen die Anzahl der infizierten Zellen vergleichsweise herab. Die
Analyse der Gesamtfluoreszenz, und somit der Gesamtheit aller grinfluoreszierender
intrazellularer Bakterien, ergab fur Ax2 einen 6,1-fachen Anstieg zwischen 6 und 48 hpi. In
wshA™-Zellen belief sich die relative Zunahme jedoch nur auf 3,7 (Abb. 3.14-D). Damit ist in
den Wildtyp-Zellen ein ca. 1,65-fach besseres Wachstum der Mykobakterien maoglich.
M. marinum ist zwar in der Lage, in wshA-Zellen zu replizieren (Zunahme der
Gesamtfluoreszenz), jedoch bleibt die Infektion auf eine geringere Anzahl von Zellen

beschrénkt.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass WASH und das durch das WASH
generierte Aktin am frihen Kompartiment zur Ausbreitung der Infektion von M. marinum in

Dictyostelium beitragen.

3.7 Infektion muriner Phagozyten mit M. marinum und M. tuberculosis

Die Versuche im Dictyostelium-Modellsystem zeigten, dass WASH-vermitteltes Aktin am
frihen M. marinum-Kompartiment lokalisiert und dort das Recycling der V-ATPase stimuliert.
Durch die Deletion von WASH oder die Depolymerisation des Aktins werden die
Kompartimente angeséuert und das Wachstum von M. marinum wird limitiert. In dem
nachfolgenden Kapitel wurden die wichtigsten Beobachtungen auf das murine Phagozyten-
Modell Ubertragen. Ziel der Analysen war es, zu Uberprifen, ob Aktin auch dort, am
Kompartiment von M. marinum und dem Humanpathogen Mycobacterium tuberculosis,
lokalisiert. Im Falle einer Lokalisation an der mykobakteriellen Vakuole sollte im Folgenden

die Rolle des Aktins dort ndher charakterisiert werden.
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3.7.1 Aktin und WASH lokalisieren an den friihen Kompartimenten von M. marinum
und M. tuberculosis in murinen Phagozyten

Zunachst wurde untersucht, ob und wann Aktin und WASH an den Kompartimenten von
M. marinum und M. tuberculosis lokalisieren. Dazu wurde die Zellline BV-2 mit M. marinum
und die Zelllinie RAW-B mit M. tuberculosis infiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
der Infektion (1, 2, 4, 6 und 24 hpi) fixiert. Das Aktin wurde durch eine Phalloidin-Farbung
und WASH durch eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert und anschlieBend

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Aktin Aktin

§ WASH

WASH

M. marinum

M. tuberculosis

Uberlagerung Uberlagerung

Abbildung 3.15: Aktin lokalisiert an den frihen Kompartimenten von M. marinum und
M. tuberculosis in murinen Phagozyten.

Analyse der Lokalisation von Aktin und WASH in infizierten murinen Phagozyten bei 2 hpi mithilfe der
konfokalen Mikroskopie. Aktin wurde jeweils durch Phalloidin Alexa Fluor 568 und WASH durch eine
Immunfluoreszenz-Farbung markiert. (A) Mit M. marinum gfp infizierte BV-2-Zellen. Aktin (rot) und
WASH (grun) lagerten sich in nur teils 0Uberlagernden Punkten um M. marinum (blau) an.
GroBenbalken = 2 um. (B) Mit M. tuberculosis gfp infizierte RAW-B-Zellen. Wahrend Aktin (rot) das
Bakterium fast vollstdndig umschloss, war WASH (grin) in groBen Punkten um M. tuberculosis (blau)
lokalisiert (* und **). GréBenbalken = 5 um.

In drei unabhangigen Versuchen waren sowohl in der Infektion mit M. marinum als auch mit
M. tuberculosis Aktin und WASH gelegentlich und ausschlieBlich bei 2 hpi um die jeweiligen

Bakterien lokalisiert (Abb. 3.15). Ab 4 hpi wurde keine Assoziation beobachtet. An der
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M. marinum-Vakuole lag Aktin in deutlichen Punkten, die nur partiell mit WASH Uberlappten,
auf der vollen Lange des Kompartiments vor (Abb. 3.15-A). Die M. tuberculosis-Vakuole
hingegen zeigte haufiger eine starkere Assoziation mit Aktin, das die Bakterien umschloss.
Auch hier lag WASH in deutlichen Punkten um das Kompartiment vor (Abb. 3.15-B). Damit
weisen die Ergebnisse erneut darauf hin, dass die Assoziation von Aktin am Kompartiment
pathogener Mykobakterien einen transienten Zustand darstellt, der sich auf die sehr friihe
Phase in der Infektion erstreckt. Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen aus dem

Dictyostelium-Modell bei 6 hpi Uberein (vgl. Abschnitt 3.1).

3.7.2 Depolymerisation des Aktins flihrt zur Azidifizierung der Vakuolen von
M. marinum und M. tuberculosis

Im Dictyostelium-Modellsystem wurde gezeigt, dass die Depolymerisation des Aktins zur
Anreicherung der V-ATPase an der M. marinum-Vakuole fuhrt. Gleichzeitig nahm der Anteil
azider Kompartimente zu. Da Aktin auch an den Kompartimenten von M. marinum und
M. tuberculosis in murinen Phagozyten bei 2 hpi vorlag, wurde Uberprift, ob die
Depolymerisation des Aktins hier ebenfalls mit einer Azidifizierung der mykobakteriellen
Vakuolen einhergeht. Daneben wurde in gleicher Weise der 4 hpi-Zeitpunkt analysiert. Da zu
diesem Zeitpunkt kein Aktin mehr an den Kompartimenten beobachtet wurde, ist davon
ausgegangen worden, dass die Depolymerisation des Aktins dann keinen Einfluss mehr auf
die mykobakterielle Vakuole hat. In dem entsprechenden Versuch wurden die murinen
Zelllinien mit dem jeweiligen Pathogen infiziert und anschlieBend mit dem pH-Indikator
Lysotracker (LT) beladen. Bei 2 bzw. 4 hpi wurden die Zellen 30 min in LatA- bzw. DMSO-
haltigem (DMSO-Kontrolle) Medium oder nur im Medium (Medium-Kontrolle) inkubiert. Im
Anschluss wurden die Phagozyten sofort fixiert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. LT
ist ein azidophiler Marker, der im neutralen Zustand membranpermeabel ist. Nach der
Protonierung in einer sauren Umgebung wird er in den jeweiligen Vakuolen zurlickgehalten
und weist eine rote Farbung auf. Nach der Fixierung der Zellen bleibt das Signal des LT

erhalten.
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Abbildung 3.16: Depolymerisation des Aktins in murinen Phagozyten fiihrt zur Azidifizierung
der Vakuolen von M. marinum und M. tuberculosis.

Infizierte BV-2- bzw. RAW-B-Zellen wurden mit Lysotracker (LT) beladen und anschlieBend 30 min in
LatA- bzw. DMSO-haltigem (DMSO-Kontrolle) Medium oder nur im Medium (Medium-Kontrolle) bei 2
und 4 hpi inkubiert. (A) Mit M. marinum gfp infizierte BV-2-Zellen. Es konnte deutlich zwischen
Bakterien (rot) unterschieden werden, die in einem LT (grtn)-positivem Kompartiment lokalisiert waren
(") und Bakterien, die LT-negativ waren (**). GréBenbalken=5um. (B) Mit M. tuberculosis gfp
infizierte RAW-B-Zellen. Auch in RAW-B-Zellen war die Unterscheidung zwischen LT (griin)-positiven
(*) und LT-negativen (**) Bakterien (rot) gut méglich. GréBenbalken = 5 um. (C) Quantifizierung von
LT-positiven M. marinum in BV-2-Zellen. Verglichen mit der DMSO-Kontrolle stieg der Anteil LT-
positiver Bakterien nach der LatA-Exposition bei 2 hpi an (*** p = 0,0007, n = 6). Bei 4 hpi war kein
signifikanter Unterschied mehr messbar (ns: p> 0,5, n=3). (D) Quantifizierung von LT-positiven
M. tuberculosis in RAW-B-Zellen (n=3). Bei 2 hpi wurde ein Anstieg in der Anzahl LT-positiver
Bakterien nach einer LatA-Exposition, verglichen mit Bakterien aus DMSO-Kontrollzellen, gemessen
(™ p=0,0002). Zum spéateren Zeitpunkt (4 hpi) unterschieden sich die Werte zwischen den
Kontrollen und dem LatA-Ansatz nicht mehr (ns: p > 0,27).

Beide Zelllinien lieBen sich sehr gut mit dem pH-Marker Lysotracker beladen. Es konnte
daher deutlich zwischen LT-positiven, d. h. aziden (**, Abb. 3.16-A und 3.16-B), und LT-
negativen, neutralen Kompartimenten (*, Abb. 3.16-A und 3.16-B) unterschieden werden.
Eine Quantifizierung der LT-positiven M. marinum-Vakuolen in BV-2-Zellen nach einer LatA-
Exposition im Vergleich zu infizierten Kontrollzellen, die nur dem L&sungsmittel DMSO
ausgesetzt waren, ergab einen signifikanten Anstieg von durchschnittlich 12% auf 21%. Bei
4 hpi schwankten die Werte zwischen 7% (DMSO-Kontrolle) und 9% (LatA-Ansatz, Abb.

3.16-C). Um einen mdglichen Einfluss des Losungsmittels DMSO auszuschlieBen, wurden
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auch solche Zellen ausgezahlt, die wahrend der DMSO- bzw. LatA-Exposition nur dem
reinen Kulturmedium (Medium-Kontrolle) ausgesetzt waren. Es konnte jedoch weder bei
2 hpi (15%) noch bei 4 hpi (7%) ein Unterschied zu der DMSO-Kontrolle gemessen werden
(Abb. 3.16-C). In der Infektion mit M. tuberculosis wurde ebenfalls ein signifikanter Anstieg
von LT-positiven Kompartimenten bei 2 hpi (von durchschnittlich 39% in der DMSO-Kontrolle
auf 53% nach der LatA-Exposition) gemessen. Bei 4 hpi waren keine signifikanten
Anderungen mehr messbar. In der DMSO-Kontrolle wurden 37% und nach einer Exposition
in LatA-haltigem Medium 34% LT-positive Bakterien gezé&hlt (Abb. 3.16-D). Auch hier hatte
das DMSO keinen Einfluss auf die Anderung des pH-Wertes der Kompartimente, weder bei
2 hpi (833%) noch bei 4 hpi (37%, Abb. 3.16-D). Im murinen Phagozyten-Modell konnte wie in
den Dictyostelium-Experimenten (vgl. Abschnitt 3.7.1) gezeigt werden, dass die
Depolymerisation des Aktins mit einer Zunahme azider Kompartimente korreliert. In den
Experimenten mit M. marinum handelte es sich um eine 1,8-fache und in den Versuchen mit

M. tuberculosis um eine 1,4-fache Zunahme.

3.7.3 Depolymerisation des Aktins férdert die Anreicherung von LAMP-1 am
M. tuberculosis-Kompartiment

Das vorangegangene Experiment zeigte, dass die Depolymerisation des Aktins mit einer
Zunahme azider Kompartimente einhergeht. Der Anstieg in der Protonenkonzentration eines
Phagosoms ist auf die Anreicherung der V-ATPase zurlckzufuhren. Das so angesduerte
Phagosom fusioniert anschlieBend mit Lysosomen unter Bildung eines Phagolysosoms
(Huotari & Helenius 2011). In einem abschlieBenden Experiment wurde untersucht, ob die
Depolymerisation des Aktins und der dadurch bedingte Abfall des pH-Werts in der
M. tuberculosis-Vakuole ebenfalls mit einer Zunahme lysosomaler Marker in der Membran
des Kompartiments korreliert. Eine abundante Klasse der Lysosom-assoziierten Proteine
bilden die LAMP (Lysosome-Associated Membrane Protein), (Eskelinen et al 2003). Um zu
Uberprifen, ob die Depolymerisation des Aktins moglicherweise die Fusion der
mykobakteriellen Kompartimente mit Lysosomen beglnstigt, wurde die Assoziation von
M. tuberculosis mit den Proteinen LAMP-1 und LAMP-2 quantifiziert. Dazu wurden RAW-B-
Makrophagen mit M. tuberculosis infiziert und bei 2 und 4 hpi far 30 min in LatA- bzw.
DMSO-haltigem (DMSO-Kontrolle) Medium oder nur im Medium (Medium-Kontrolle)
inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend fixiert und LAMP-1 sowie LAMP-2 jeweils durch

eine Immunfluoreszenz-Farbung markiert.
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Abbildung 3.17: Depolymerisation des Aktins in RAW-B-Makrophagen férdert die
Anreicherung von LAMP-1 am M. tuberculosis-Kompartiment.

RAW-B-Makrophagen wurden mit M. tuberculosis gfp infiziert und bei 2 bzw. 4 hpi fir 30 min in LatA-
bzw. DMSO-haltigem (DMSO-Kontrolle) Medium oder nur im Medium (Medium-Kontrolle) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und die Proteine LAMP-1 bzw. LAMP-2 durch eine
Immunfluoreszenz-Farbung markiert. (A) Lokalisation von LAMP-1. Beispielhafte Darstellung einer
Assoziation (*) und keiner Assoziation (**) von LAMP-1 (grin) mit M. tuberculosis (rot).
GréBenbalken = 5 um. (B) Lokalisation von LAMP-2. Auch hier wurde zwischen einer Assoziation (*)
von M. tuberculosis (rot) mit LAMP-2 (griin) und keiner Assoziation mit LAMP-2 (**) unterschieden.
GroBenbalken =5 um. (C) Quantifizierung der Assoziation von je LAMP-1 oder LAMP-2 mit
M. tuberculosis mithilfe der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie (n =3). Wahrend die Anzahl LAMP-1-
positiver Bakterien nach einer Exposition in LatA-haltigem Medium im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
bei 2 hpi signifikant anstieg (** p = 0,0072), war bei 4 hpi kein Unterschied mehr messbar (ns: p > 0,9).
Bei der Quantifizierung von LAMP-2 wurde weder bei 2 hpi (ns: p > 0,3) noch bei 4 hpi (ns: p>0,2)
eine statistisch signifikante Anderung zwischen den LatA-behandelten Zellen und Zellen aus der
DMSO-Kontrolle gemessen.
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Die Analyse der Immunfluoreszenz-Farbung von LAMP-1 (Abb. 3.17-A) und von LAMP-2
(Abb. 3.17-B) ergab, dass einige M. tuberculosis-Vakuolen deutlich von dem jeweiligen
Protein umgeben waren. Die meisten Kompartimente bei 2 und 4 hpi zeigten jedoch keine
Assoziation. Die Quantifizierung von LAMP-1 bei 2 hpi ergab einen signifikanten Anstieg von
durchschnittlich 17% in der DMSO-behandelten Kontrolle auf 28% nach einer LatA-
Exposition (Abb. 3.17-C). Bei 4 hpi war keine Anderung messbar (DMSO-Kontrolle: 36%;
nach LatA-Exposition: 35%). Ein Vergleich der DMSO-exponierten Zellen und solcher, die in
reinem Kulturmedium inkubiert wurden, ergab weder bei 2 noch bei 4 hpi einen Unterschied,
sodass ein Einfluss des DMSO auf die LAMP-1-Assoziation am Kompartiment
ausgeschlossen werden konnte (Abb. 3.17-C). Die Quantifizierung von LAMP-2 ergab weder
bei 2 hpi (DMSO-Kontrolle: 24%; nach LatA-Exposition: 19%) noch bei 4 hpi (DMSO-
Kontrolle: 22%; nach LatA-Exposition: 27%) eine signifikante Anderung (Abb. 3.17-D). Auch
hier hatte das Lo&sungsmittel DMSO, in dem LatA verdinnt war, keinen Einfluss auf die
LAMP-2 Assoziation am Kompartiment (Abb. 3.17-D).

Zusammenfassend zeigen die Experimente im murinen Phagozyten-Modell, dass das Aktin
bei 2 hpi transient am mykobakteriellen Kompartiment lokalisiert. Wird das Aktin zu diesem
Zeitpunkt depolymerisiert, steigt die Anzahl azider M. marinum und M. tuberculosis-
Vakuolen. Damit konnten hier die Beobachtungen aus dem Dictyostelium-Modellsystem
rekapituliert werden. Dartber hinaus konnte im Makrophagen-Modell gezeigt werden, dass
sich das lysosomale Protein LAMP-1, nicht jedoch LAMP-2, in der Membran der
M. tuberculosis-Vakuole anreichert. Diese Beobachtung weist mdglicherweise auf die Fusion

des Kompartiments mit einer besonderen Lysosom-Subklasse hin.
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4 Diskussion

Pathogene Mykobakterien verfliigen Uber vielfédltige Mechanismen zur Manipulation der
Biogenese ihrer Vakuole in Wirtszellen. Ein wichtiges Ereignis in der Etablierung ihrer
Replikationsnische ist der erfolgreiche Ausschluss der V-ATPase aus der Membran des
Phagosoms (Sturgill-Koszycki et al 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des
Wirtszellproteins WASH (Wiskott-Aldrich-syndrome protein and SCAR Homolog) und des
davon generierten Aktins in der Etablierung und Aufrechterhaltung des mykobakteriellen
Kompartiments in einem Phagozyten-Modell untersucht. Im Dictyostelium-Modellsystem
wurde gezeigt, dass sowohl die Deletion von WASH als auch die Depolymerisation des
Aktins zur Anreicherung der V-ATPase an der M. marinum-Vakuole flhrte. Als Folge davon
wurden die Kompartimente angesduert und die Proliferation der Bakterien reduziert. Die
Schlussfolgerungen aus dem Dictyostelium-Modell konnten in der Infektion muriner
Phagozyten mit M. tuberculosis rekapituliert werden. Das erste Kapitel der Diskussion setzt
sich mit der Wahl der beiden Modellsysteme zur Untersuchung der Infektion mit
Mykobakterien auseinander. AnschlieBend folgt eine Ausfihrung Uber die Methoden zur
Depolymerisation des Aktins und die Auswirkungen auf das mykobakterielle Kompartiment
sowie auf den gesamten Infektionsverlauf. Zuletzt werden die mdglichen
Wirkungsmechanismen von WASH und Aktin am mykobakteriellen Kompartiment anhand

von zwei Modellen diskutiert.

4.1 Modellsysteme zur Untersuchung der Infektion mit Mykobakterien

Um zu verstehen, wie M. tuberculosis die alveolaren Makrophagen infiziert und seine
Replikationsvakuole in ihnen etabliert, werden zellbasierte Infektionsmodelle herangezogen.
Aufgrund ihrer einfachen Handhabung wurden in der vorliegenden Arbeit zwei leuk&dmische
Zelllinien aus der Maus verwendet, zum einen RAW-B-Makrophagen, zum anderen BV-2-
Mikroglia-Zellen. Letztere eignen sich ebenfalls sehr gut als Wirtsmodell fur Infektionen mit
M. tuberculosis, da Mikroglia-Zellen die wichtigsten Wirtszellen bei der Entwicklung einer
Neurotuberkulose darstellen (Curto et al 2004, Peterson et al 1995). Da die Arbeiten mit
M. tuberculosis nur unter Laborbedingungen der Sicherheitsstufe S3 durchgefuhrt werden
durfen und die Bakterien eine Generationszeit von 24 h aufweisen, ist die Vorbereitung und
die Durchfihrung der Versuche besonders zeitintensiv. Aus diesem Grund wurde der

experimentelle  Hauptteil dieser Arbeit im Dictyostelium-M. marinum-Modellsystem
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durchgefuhrt. Sowohl die AmObe Dictyostelium als auch Phagozyten der Sdugetiere greifen
auf die gleichen evolutionar konservierten Mechanismen zum Abtéten von Mikroorganismen
zurick. Diese Mechanismen haben sich urspringlich in primitiven Protozoen, wie z. B.
Amodben, entwickelt (Cosson & Soldati 2008). Da Dictyostelium Wachstumstemperaturen von
bis zu 25 °C toleriert, sind Infektionen mit M. marinum gut moglich. M. marinum ist ein S2-
Organismus, der bei 25-35 °C wéachst und eine Generationszeit von nur 6 h bei 25 °C hat
(Clark & Shepard 1963). Darlber hinaus ist er ein naher Verwandter von M. tuberculosis und
ein etabliertes Modellbakterium zur Untersuchung dessen Pathogenitdt (Berg &
Ramakrishnan 2012, Stamm & Brown 2004, Stinear et al 2008). Sowohl die Mechanismen
der Nischenetablierung in Phagozyten als auch die der Ausbildung von Granulomen sind bei
beiden Bakterien sehr &hnlich (Swaim et al 2006, Tobin & Ramakrishnan 2008). DarUber
hinaus wurde der Infektionsverlauf von M. marinum in Dictyostelium-Zellen bereits in
vorangegangenen Arbeiten grundlegend beschrieben (Hagedorn et al 2009, Hagedorn &
Soldati 2007, Solomon et al 2003). Zur Untersuchung der Rolle von Aktin und Aktin-
regulierenden Proteinen in der Infektion mit Mykobakterien ist Dictyostelium besonders gut
geeignet. Die Amo6be ist der am héaufigsten verwendete Modellorganismus zur Untersuchung
des Aktin-Zytoskeletts sowie der Zellmotilitdt und es stehen zahireiche Deletionsmutanten
Aktin-bindender und -regulierender Proteine zur Verfigung (Noegel & Schleicher 2000). So
wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig die Dictyostelium-Mutante von WASH flr
Infektionsversuche verwendet. Diese Experimente kénnen in einem Makrophagen-Modell
nicht durchgefuhrt werden, da die Deletion von WASH hier zu einem Zusammenbruch des
endolysosomalen Netzwerks fuhrt (Gomez et al 2012). Dictyostelium ist auBerdem ein sehr
gut untersuchtes Modell fir den endosomalen Transit in Phagozyten (Maniak 2003, Neuhaus
et al 2002, Ravanel et al 2001). Vor allem sind die Mechanismen der Anreicherung (Clarke et
al 2002) und des Recyclings der V-ATPase (Clarke et al 2010) an Endosomen bereits im
Detail untersucht. Dieses grundlegende Wissen wurde fur die Analysen der Akkumulation der
V-ATPase am mykobakteriellen Kompartiment genutzt. Da es méglich ist, Fusionsproteine
aus einzelnen Untereinheiten der V-ATPase und fluoreszierenden Proteinen in Dictyostelium
zu exprimieren, konnten Lebendzell-mikroskopische Untersuchungen durchgefihrt werden.
Nicht zuletzt besteht im Dictyostelium-Modell die Moglichkeit, die Membran des
Kompartiments Uber den gesamten Infektionsverlauf hinweg mithilfe eines Markerproteins zu
visualisieren (Hagedorn & Soldati 2007). Es handelt sich dabei um den putativen
Kupfertransporter p80 (Ravanel et al 2001). Dieser wurde hier als Referenzprotein
herangezogen, um zunédchst die Membran des Kompartiments zu lokalisieren und dann
Anderungen in ihrer Komposition nachzuverfolgen. Seine Funktion hinsichtlich des

lonentransports wird in Abschnitt 4.3 diskutiert. Im Makrophagen-Modell ist kein solches
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Markerprotein der mykobakteriellen Vakuole bekannt. Zwar besteht die Mdglichkeit, die
Lipide der Membran des Kompartiments zu markieren, jedoch ist die Detektion dieser sehr

schwierig.

Zusammenfassend betrachtet diente das Dictyostelium-M. marinum-Modell dazu, die
Mechanismen der Anreicherung der V-ATPase nach der Depolymerisation von Aktin am
Kompartiment zu charakterisieren. Dartber hinaus wurde hier die Lokalisation von WASH
und Aktin am mykobakteriellen Kompartiment erstmalig gezeigt und die Rolle der beiden
Proteine in der Etablierung der Replikationsnische untersucht. Im M. tuberculosis-
Phagozyten-Modell wurde in einzelnen Kontrollexperimenten die Ansduerung der
Kompartimente nach der Depolymerisation von Aktin sowie die Anreicherung lysosomaler
Proteine Uberpruft. Grundsétzlich konnten die im Dictyostelium-Modellsystem erzielten

Ergebnisse auf das murine Phagozyten-Modell tGbertragen werden.

4.2 Methoden zur Untersuchung der Rolle von Aktin am Kompartiment

Sowohl im Dictyostelium- als auch im murinen Phagozyten-Modell wurde Aktin an den
Kompartimenten von M. marinum bzw. M. tuberculosis mithilfe der konfokalen Mikroskopie
lokalisiert. Aktin kommt in der Zelle in zwei verschiedenen Formen vor. Das monomere
Protein (G-Aktin) kann bei Vorhandensein von ATP, Magnesium und bestimmten
Nukleationsfaktoren zu einer filamenttésen Form (F-Aktin) polymerisiert werden (Campellone
& Welch 2010). Das Kompartiment-assoziierte Aktin wurde als polymeres Protein mithilfe
von Fluoreszenz-markiertem Phalloidin, das ausschlieBlich die F-Form bindet, detektiert
(Chazotte 2010). Um die Funktion der Aktinfilamente am Kompartiment bei 6 hpi zu
untersuchen, wurden zwei verschiedene Methoden zur Depolymerisation der F-Form
zugunsten der G-Form angewandt. Der erste Ansatz basierte auf dem Abbau der
Kompartiment-assoziierten  Filamente  mithife des  VacuolinA-Myc-Cofilin ~ (VMC)
Fusionsproteins. Dem zweiten Ansatz lag die Applikation der Aktin-depolymerisierenden
Substanz LatrunculinA (LatA) zugrunde. Dartber hinaus wurde in dieser Arbeit ein dritter
Ansatz verfolgt. Hier wurde eine Mutante von Dictyostelium untersucht, in der der
Kompartiment-assoziierte = Aktin-Nukleationsfaktor WASH, deletiert war. Durch die
Anwendung dreier verschiedener Methoden der Aktin-Wegnahme konnten die sich daraus
ergebenden Folgen unter verschiedenen zeitlichen und lokalen Aspekten betrachtet werden.

Die jeweiligen Ansétze werden nachfolgend diskutiert.
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In Dictyostelium sind spate Endosomen deutlich mit dem Protein Vacuolin und Aktin
assoziiert (Carnell et al 2011). Drengk und Kollegen haben gezeigt, dass das Fusionsprotein
VacuolinA-Myc-Cofilin (VMC) an diesen Endosomen lokalisiert und dort Cofilin-vermittelt das
Aktin depolymerisiert (Drengk et al 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde die Tatsache
ausgenutzt, dass Vacuolin und somit auch VMC mit Ablauf der frihen Infektionsphase (ab
6 hpi) am mykobakteriellen Kompartiment akkumulieren (Hagedorn & Soldati 2007). Dort
konnte eine lokal gezielte Depolymerisation des Kompartiment-assoziierten Aktins erfolgen.
Dieser gezielte Abbau der Aktinfilamente an der M. marinum-Vakuole und den spéten
Endosomen bietet den Vorteil, dass das kortikale Aktin der Zelle von der Depolymerisation
nicht betroffen ist. So behalten die Zellen ihre typische Morphologie sowie Motilitéat bei und
auch die Phagozytoserate wird nicht verédndert (Drengk et al 2003). AuBerdem bleibt die
Kinetik des endosomalen Transits erhalten (Drengk et al 2003). Somit kann davon
ausgegangen werden, dass in VMC-exprimierenden Zellen lediglich Aktin-abhangige
Vorgéange an der mykobakteriellen Replikationsnische ausgeschaltet sind. Der Stofftransport
im endolysosomalen Netzwerk der Wirtszelle bleibt wahrenddessen erhalten. Ein
wesentlicher Nachteil in der Anwendung dieser Methode ist, dass sich die Aktivitadt des
Fusionsproteins an der M. marinum-Vakuole zeitlich nicht regulieren ldsst. So deckte sich
das zeitliche Auftreten von Aktin am Kompartiment bei 6 hpi nur teilweise mit dem von VMC,
welches zu dem Zeitpunkt dort erst zu akkumulieren begann. Folglich ist auch zu erklaren,
dass bei 6 hpi nur ein Funftel aller Kompartimente mit dem Fusionsprotein assoziiert war und
dass nur an diesen Kompartimenten Aktin depolymerisiert werden konnte. Dartber hinaus ist
es auch moglich, dass endogenes Vacuolin mit dem VMC-Fusionsprotein um die
Lokalisation am Kompartiment in Konkurrenz trat. In gleicher Weise wie die Anreicherung ist
auch das Recycling von VMC an der M. marinum-Vakuole zeitlich nicht regulierbar. Da
Vacuolin-Proteine bis zum Nischenbruch an der Membran des Kompartiments assoziiert sind
(Hagedorn & Soldati 2007), ist zu vermuten, dass die VMC-vermittelte Depolymerisation des
Aktins ebenfalls so lange an der mykobakteriellen Vakuole erhalten blieb. Im Dictyostelium-
Modell ist derzeitig kein anderes Protein bekannt, das zwar zum selben Zeitpunkt jedoch in
einem kurzeren Zeitfenster am Kompartiment akkumuliert. Somit bleiben die Vacuolin-

Proteine vorerst die bestgeeignetsten Zielproteine.

Beziglich des Aspekts der zeitlichen Regulierbarkeit bietet die Applikation einer Aktin-
depolymerisierenden Substanz einen eindeutigen Vorteil, da ihre Zugabe zu jedem
beliebigen Zeitpunkt in der Infektion erfolgen kann. In dieser Arbeit wurde LatA als solche
verwendet. LatA bindet in einem Verhdltnis von 1:1 die monomere Form von Aktin, welche

sich als Folge davon nicht mehr zu Filamenten anlagern kann (Coue et al 1987, Morton et al
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2000, Spector et al 1983). Damit besitzt LatA einen einfachen, aber sehr spezifischen
Wirkungsmechanismus. Andere depolymerisierende Substanzen wie z. B. Cytochalasine,
inhibieren die Polymerisation des Aktins an den Filamentenden, wo sie mit anderen Aktin-
assoziierten Proteinen der Wirtszelle um die Bindung konkurrieren. Cytochalasine miussen
daher 10- bis 100-fach héher konzentriert verwendet werden als LatA (Spector et al 1989,
Spector et al 1983, Yahara et al 1982). Da die Wirkung von LatA schnell und reversibel ist
(Spector et al 1983), kann der Auf- und Abbau von Aktinfilamenten im Infektionsverlauf Gber
Zugabe und Wegnahme der Substanz reguliert werden. FiUr Dictyostelium wurde gezeigt,
dass bereits 15 min nach Zugabe von 10 uM LatA der endosomale Transit vollstdndig
blockiert ist (Drengk et al 2003). Nur wenige Minuten nach Wegnahme der Substanz ist die
Prozessierung der Lysosomen zu Postlysosomen wieder hergestellt (Carnell et al 2011). In
dieser Arbeit wurde LatA in einer Konzentration von 5 uM verwendet. Versuche mit dieser
Konzentration zeigen, dass das kortikale Aktin innerhalb von weniger als einer Minute
zusammenfallt und 40 min nach Wegnahme von LatA wieder vollstdndig aufgebaut ist
(Gerisch et al 2004). AuBerdem wurde bei dieser Konzentration innerhalb einer Stunde an
nahezu jedem Kompartiment Aktin depolymerisiert. Fur die Versuche in murinen Phagozyten
wurde eine doppelt so hohe LatA-Konzentration verwendet (10 uM), die Expositionszeit
jedoch auf 30 min halbiert. Unter diesen Bedingungen wurde flr Fibroblasten ein kompletter
Abbau der Aktinfilamente beschrieben (Wakatsuki et al 2001). Aufgrund der genannten
Eigenschaften ist LatA eine héufig verwendete Substanz zur Depolymerisation von Aktin.
Gegenuber der VMC-Methode hat sie jedoch den Nachteil einer lokal unspezifischen
Wirkungsweise. Da LatA die Gesamtheit aller Aktinfilamente der Wirtszelle depolymerisiert,
runden sich die Zellen ab und verlieren ihre Motilitdt. Auch die Phagozytose und die
Zellteilung sind inhibiert (Drengk et al 2003). Um diese unerwinschten Folgen zeitlich
mdglichst einzugrenzen, gleichzeitig jedoch die Effekte der Depolymerisation des Aktins am
Kompartiment zu akkumulieren, wurden Dictyostelium-Zellen maximal 1h und bei
Langzeitversuchen bis zu 2 h in LatA-haltigem Medium inkubiert. Da LatA sowohl in den
Versuchen in Dictyostelium als auch in murinen Makrophagen verwendet wurde, konnten die
Effekte der Depolymerisation des Aktins in den beiden Modellen direkt miteinander

verglichen werden.

Die beiden erstgenannten Methoden zur Depolymerisation der Aktinfilamente hatten zum
Ziel, die Rolle des Proteins an solchen Kompartimenten zu untersuchen, die bei 6 hpi bereits
deutlich von den Bakterien manipuliert worden sind. Zu dem Zeitpunkt zeichnen sich die
mykobakteriellen Vakuolen durch den Ausschluss der vakuolaren Protonen-ATPase (V-

ATPase) und der lysosomalen Protease CathepsinD aus. Sie zeigen damit deutliche
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Unterschiede zu den Phagosomen der apathogenen Art M. smegmatis (Hagedorn & Soldati
2007). Mithilfe des dritten Ansatzes wurde die Rolle von Aktin in der Etablierung der
mykobakteriellen Replikationsnische untersucht. Er basierte auf der Deletion des einzigen fur
WASH kodierenden Gens und somit der absoluten Abwesenheit des entsprechenden
Proteins in der Wirtszelle. Das zur Gruppe der Nucleation-Promoting-Faktoren (NPF)
gehdrende Protein WASH initiiert in Anwesenheit des ARP2/3-Komplexes, préexistierender
Aktinfilamente und Aktinmonomere eine de-novo-Synthese von Aktinfilamenten (Campellone
& Welch 2010) an der Membran von Endosomen (Carnell et al 2011, Derivery et al 2009,
Gomez & Billadeau 2009). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass WASH bereits bei 10 min
nach Infektion an der Vakuole von M. marinum akkumulierte. Die Deletion von WASH fuhrte
wiederum zu einer absoluten Abwesenheit von Aktin um die Kompartimente. Im Vergleich zu
den beiden vorangegangenen Methoden zeichnete sich dieser Ansatz dadurch aus, dass
hier kein bestehendes Kompartiment-assoziiertes Aktin depolymerisiert worden ist, sondern
dass ein solches seit Beginn der Infektion nicht vorhanden war. Damit konnte dieser Ansatz

dazu genutzt werden, die Ergebnisse der beiden anderen Ansétze optimal zu ergdnzen.

4.3 Folgen der Depolymerisation des Aktins am friihen mykobakteriellen
Kompartiment

Die Depolymerisation des Aktins sowie die Deletion von WASH in Dictyostelium hatte bei
6 hpi die Akkumulation der V-ATPase und eine Abnahme in der Assoziation von p80 an den
M. marinum-Vakuolen zur Folge. Gleichzeitig wurde ein Anstieg in der Anzahl azider
Kompartimente beobachtet. Im murinen Phagozyten-Modell wurde ebenfalls die Ansduerung
der Vakuolen von M. marinum und M. tuberculosis beobachtet. AuBerdem wurde die
Anreicherung des lysosomalen Proteins LAMP-1 an der M. tuberculosis-Vakuole nach der
Depolymerisation des Aktins gezeigt. Nachfolgend werden die Auswirkungen der Aktin-
Wegnahme auf die mykobakteriellen Kompartimente in den unterschiedlichen Modellen
diskutiert. AnschlieBend wird auf die Folgen der Ansduerung der M. marinum-Vakuolen im

Hinblick auf den gesamten Infektionsverlauf im Dictyostelium-Modell eingegangen.

Folgen der Depolymerisation des Aktins in den Phagozyten auf die Vakuolen von
M. marinum und M. tuberculosis

Eines der wichtigsten Ereignisse in der Phagosomenreifung ist die Anreicherung der V-
ATPase in der Membran des Phagosoms. Es handelt sich dabei um einen Multiprotein-

Komplex, der unter Verbrauch von ATP Protonen in die Vakuole transportiert (Hackam et al
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1997). Die damit verbundene Azidifizierung des Phagosoms ist Voraussetzung fir die
Aktivierung lysosomaler Hydrolasen und antimikrobieller Peptide (Yates et al 2005). Sturgill-
Koszycki und Kollegen haben erstmalig beobachtet, dass M. avium in der Lage ist, die
Anreicherung der V-ATPase an seiner Vakuole zu verhindern (Sturgill-Koszycki et al 1994).
Wéhrend die Kompartimente anderer Pathogene wie z. B. Leishmania einen pH-Wert von
5,5 aufweisen, residiert M. avium in Vakuolen mit einem pH-Wert von 6,4 (Pethe et al 2004,
Schaible et al 1998, Sturgill-Koszycki et al 1994, Yates et al 2005). Kirzlich wurde ein
moglicher Mechanismus des Ausschlusses der V-ATPase aus der Membran des
mykobakteriellen Kompartiments im Detail beschrieben. Dabei sezerniert M. tuberculosis den
Pathogenitatsfaktor ptpA (protein tyrosine phosphatase A) ins Zytosol der Wirtszelle (Bach et
al 2008, Bach et al 2006). PtpA bindet dort die zytosolische Untereinheit H der V-ATPase,
die in der Membran von Lysosomen lokalisiert (Wong et al 2011). Folglich ist die V-ATPase
nicht mehr in der Lage, mit dem HOPS-Komplex (Homotypic vacuole fusion and vacuole
Protein Sorting) in der Membran des Kompartiments zu interagieren (Wong et al 2011).
Somit ist die Fusion des V-ATPase-haltigen Lysosoms mit der mykobakteriellen Vakuole

nicht mehr moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 2 und 4 hpi nur ca. 10% Lysotracker-positive und somit
azide M. marinum-Kompartimente in BV-2-Mikroglia-Zellen mithilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie quantifiziert. In Arbeiten an murinen J774-Makrophagen belaufen sich die
Anteile azider M. marinum-Vakuolen bei 1 hpi auf 35% (Via et al 1998) und bei 2 hpi auf 30%
(Tan et al 2006). Auch fur M. tuberculosis divergieren die Angaben Uber die Anteile azider
Kompartimente in verschiedenen Studien deutlich. Wahrend knapp 40% Lysotracker-positive
Kompartimente bei 2 und 4 hpi in RAW-B-Makrophagen in der vorliegenden Arbeit und 45%
bei 2 hpi in peritonealen Zellen (Bonilla et al 2010) quantifiziert wurden, berichten andere
Arbeiten wiederum von 20% aziden M. tuberculosis-Vakuolen bei 1 hpi in murinen Knochen-
Makrophagen (Sullivan et al 2012). Mdglicherweise beruhen die Unterschiede auf einer
Zelllinien-spezifischen Kinetik der Ans&uerung der Kompartimente (Jordao et al 2008).
Darlber hinaus koénnten sie jedoch auch auf eine unterschiedliche Z&hlweise der
Experimentatoren, die Verwendung verschiedener Mikroskope oder eine variierende
Erhaltung der Fluoreszenzintensitdt des pH-Markers nach der chemischen Fixierung der
Zellen (Shi et al 2010) zurlckgefuhrt werden. Somit ergeben sich allein aus den genannten
technischen Gegebenheiten quantitative Unterschiede bei der Bestimmung des Anteils

azider Kompartimente.
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In Dictyostelium wiederum war es nicht mdglich, azide Endosomen mithilfe von Lysotracker
zu detektieren, sodass hier der pH-Marker Neutralrot verwendet wurde. Clarke und Maddera
haben auf diese Weise bereits die Azidifizierung der Vakuolen von Legionella pneumophila
gezeigt (Clarke & Maddera 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden 35% Neutralrot-positive
und somit azide M. marinum-Vakuolen bei 6 hpi in Dictyostelium nachgewiesen. Zur gleichen
Zeit betrug der Anteil der fur die Untereinheit VatA der V-ATPase-positiven Kompartimente
40%. Beide Signale konnten nicht auf eine mdégliche Kolokalisation Gberprift werden, da
Neutralrot nicht chemisch fixiert und VatA nur Uber eine Immunfluoreszenz-Markierung
detektiert werden kann. Andere Arbeiten belegen jedoch die Kolokalisation Neutralrot-
positiver Endosomen mit der ebenfalls zytosolischen Untereinheit VatB der V-ATPase
(Peracino et al 2006) bzw. mit der transmembranen Untereinheit VatM (Clarke et al 2002) in
lebenden Zellen. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die katalytisch aktive Untereinheit
VatA an der M. marinum-Vakuole auf das Vorhandensein einer funktionsfdhigen V-ATPase

und einen niedrigen pH-Wert hindeutet.

Neben der V-ATPase wurde auch die Akkumulation des putativen Kupfertransporters p80
(Ravanel et al 2001) in der Membran der Kompartimente beobachtet. Gewo6hnlich
akkumuliert p80 in der Membran des Kompartiments von M. marinum und an den Vakuolen
der avirulenten Mutanten M. marinum ARD1 und M. marinum L1D sowie des apathogenen
Bakteriums M. smegmatis (Hagedorn & Soldati 2007). Es wird angenommen, dass es sich
bei p80 um einen Kupfertransporter handelt (Nose et al 2006, Ravanel et al 2001).
AuBerdem ist ungeklart, ob dieser die vermeintlichen Kupferionen in die mykobakteriellen
Vakuolen importiert oder exportiert (Hagedorn & Soldati 2007). Die Rolle von Kupfer im
mykobakteriellen Kompartiment ist ambivalent. Zum einen wird es fur die Proliferation von
Mykobakterien in ihren Wirtszellen bendétigt, zum anderen sind hohe Konzentrationen des
lons toxisch fir die Bakterien (Samanovic et al 2012). Pathogene Mykobakterien sind in der
Lage, Kupferionen mithilfe von Exportern, die in ihrer Zellwand lokalisert sind, wieder
auszuschleusen (Ward et al 2010, Wolschendorf et al 2011). Damit kdnnen sie auch bei sehr
hohen Konzentration an Kupferionen in ihrer Vakuole tberleben. Sollte es sich bei p80 um
einen Kupferimporter handeln, waren pathogene Mykobakterien aufgrund ihrer
Regulationsmechanismen in der Lage, eine ihnen entsprechende Homdostase an
Kupferionen einzustellen. Méglicherweise verfigen die avirulenten Mutanten von M. marinum
sowie das apathogene Bakterium M. smegmatis nicht Uber solche Mechanismen der
lonenregulation. Die hohe Konzentration an Kupferionen in ihrer Vakuole kénnte somit zu

ihrem Abtéten beitragt.
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In allen drei Ansédtzen in Dictyostelium, in denen Aktin an der Vakuole von M. marinum
entweder depolymerisiert worden ist oder seit Beginn der Infektion nicht vorhanden war,
nahm der Anteil p80-positiver Kompartimente ab. Die avirulenten Mutanten von M. marinum
sowie das apathogene Bakterium M. smegmatis zeigten keine Anderungen hinsichtlich der
Assoziation mit p80 nach der Exposition in LatA-haltigem Medium bei 6 h nach Phagozytose.
Das deutet darauf hin, dass die Depolymerisation des Aktins Anderungen in der Komposition
der Membran des M. marinum-Kompartiments bewirkt, die spezifisch fur die pathogenen
Bakterien sind. Zeitgleich mit der Abnahme der Assoziation von p80 an den Kompartimenten
von M. marinum nahm der Anteil VatA-positiver Bakterien bei 6 hpi um ca. 20% im Vergleich
zu Kontrollzellen zu. Da das Aktin, das zuvor depolymerisiert wurde, an 23% der
M. marinum-Vakuolen lokalisierte, die nicht gleichzeitig mit VatA assoziiert waren (Daten
nicht gezeigt), wird angenommen, dass die Akkumulation von VatA an diesen 20% der
Kompartimente erfolgte. In gleichem MaBe wie die Assoziation von VatA an den Vakuolen
von M. marinum, stieg auch die Anzahl Neutralrot-positiver Kompartimente um das 1,7-
fache, von 35% auf knapp 60%, nach einer Stunde Inkubation in LatA-haltigem Medium.
Diese Beobachtung bestétigt die Vermutung, dass die Depolymerisation des Aktins die
Akkumulation einer funktionsfahigen V-ATPase am mykobakteriellen Kompartiment bewirkte.
Dartber hinaus zeigen sie, dass die Ereignisse zur Etablierung der Replikationsnische von
M. marinum hinsichtlich p80 und der V-ATPase durch die Wegnahme von Aktin umgekehrt

wurden.

Im murinen Phagozyten-Modell konnte der Anstieg azider Kompartimente nach einer
halbstindigen Exposition in LatA-haltigem Medium bei 2 hpi rekapituliert werden. In mit
M. marinum infizierten BV-2-Zellen war ein 1,8-facher Anstieg von 12% auf 21% und in
RAW-B-Makrophagen, die mit M. tuberculosis infiziert waren, ein 1,4-facher Anstieg von 39%
auf 53% zu verzeichnen. Dartber hinaus konnte in der Infektion mit M. tuberculosis,
zeitgleich mit der Zunahme azider Kompartimente, eine 1,6-fache Anreicherung des
Lysosom-assoziierten Proteins LAMP-1 (Lysosome-Associated Membrane Protein-1) von
17% auf 28% ermittelt werden. Da bei der Etablierung des mykobakteriellen Kompartiments
die Vakuole von M. tuberculosis mit frihen Endosomen fusioniert, trédgt es normalerweise die
dafir typischen Charakteristika (He et al 2012, Sturgill-Koszycki et al 1996). Kennzeichnend
ist hier die Akkumulation bestimmter Proteine in der Membran des Kompartiments, wie z. B.
die von Rab5 (Fratti et al 2001, Kelley & Schorey 2003, Via et al 1997), Rab14 (Roberts et al
2006) sowie die des Transferrin-Rezeptors (Russell et al 1996). Die Konversion von Rab5 zu
Rab7, die gewohnlich bei der Phagosomenreifung erfolgt und die Fusion mit spéaten

Endosomen und Lysosomen einleitet (Fairn & Grinstein 2012), ist an den Kompartimenten
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pathogener Mykobakterien inhibiert (Via et al 1997). Somit reichern sich Lysosom-assoziierte
Proteine wie LAMP an der etablierten Vakuole von M. tuberculosis nicht an (Clemens &
Horwitz 1995). Durch die Depolymerisation des Aktins wurde diese Blockade an einem Teil
der M. tuberculosis-Kompartimente fur LAMP-1 aufgehoben. Da LAMP-1 und LAMP-2 die
Anreicherung lysosomaler Proteasen wie z. B. Cathepsine férdern (Huynh et al 2007), ist
anzunehmen, dass die Kompartimente nach der Wegnahme des Aktins im Zusammenhang
mit einem sinkenden pH-Wert zunehmend einen lysosomalen Charakter erlangen. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurden Experimente durchgefuhrt, die das Proliferationsverhalten
der Mykobakterien in den entsprechenden Wirtszellen nach der Depolymerisation des Aktins

messen. Diese werden im nachfolgenden Abschnitt diskutiert.

Folgen der Ansauerung der M. marinum-Vakuolen auf den weiteren Infektionsverlauf
im Dictyostelium-Modell

Im Dictyostelium-Modell wurden die Langzeitfolgen der Aktin-Wegnahme an der M. marinum-
Vakuole untersucht. Die Daten zeigten, dass eine zweistiindige Exposition der infizierten
Zellen in LatA-haltigem Medium bei 6 hpi, auch bei 24 hpi noch einen doppelt so hohen
Anteil VatA-positiver Kompartimente, ndmlich 33%, zur Folge hatte. Auch in VMC-Zellen und
der WASH-Deletionsmutante war bei 24 hpi der Anteil VatA-positiver M. marinum-Vakuolen
gegenlber Wildtyp-Zellen um das ca. 1,5-fache erhtht. Scheinbar ist die Azidifizierung, die
durch die Wegnahme des Aktins am frihen Kompartiment erfolgt, zum Teil bis zum spéaten
Infektionszeitpunkt unumkehrbar. Messungen der koloniebildenden Einheiten haben gezeigt,
dass in Dictyostelium-Zellen, die nicht in LatA-haltigem Medium inkubiert wurden, die Anzahl
der Mykobakterien im Verlauf von 48 hpi um das 1,4-fache stieg. In Zellen, die wiederum bei
6 hpi far 2 h in LatA-haltigem Medium inkubiert wurden, konnte nur ein 1,1-faches Wachstum
von M. marinum gemessen werden. Dabei konnte ein direkter Einfluss von LatA auf das
Wachstum von M. marinum im zellfreien Medium ausgeschlossen werden. Diese Versuche
zeigen, dass die LatA-Exposition und die damit einhergehende Azidifizierung das Wachstum
der Bakterien reduzieren oder die Bakterien sogar abtdéten kann. Andere Studien geben
ebenfalls Hinweise darauf, dass der pH-Wert der mykobakteriellen Vakuolen und das
Uberleben der Bakterien in ihren Wirtszellen korrelieren. So wurden Mutanten von
M. tuberculosis identifiziert, die nicht in der Lage sind, die Azidifizierung ihrer Vakuolen zu
verhindern und dadurch ein deutlich reduziertes Wachstum gegentber den Wildtyp-Bakterien
bei 48 hpi aufweisen (Pethe et al 2004). Darlber hinaus ist aus Arbeiten im Mausmodell
bekannt, dass eine Reduktion azider Phagosomen bei 1 hpi zu einem erhéhten Wachstum
von M. tuberculosis fuhrt (Bonilla et al 2010). Grundsétzlich kénnten Mykobakterien der

anhaltenden Azidifizierung ihrer Vakuole auch auf eine andere Weise begegnen. Es gibt
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Hinweise darauf, dass die Bakterien sich an die gednderten Bedingungen in ihrem
Kompartiment anpassen und weiterhin replizieren oder zumindest persistieren kdnnen.
M. tuberculosis ist beispielsweise in der Lage, den pH-Wert seines Kompartiments Uber den
Zweikomponenten-Regulator ,PhoPR*“ zu messen (Bretl et al 2011, Walters et al 2006).
PhoPR aktiviert wiederum den acid and phagosome regulated-(aprABC)-Genlokus
(Abramovitch et al 2011). Infolge dieser Aktivierung wird die Lipid-Zusammensetzung der
bakteriellen Membran restrukturiert und die Bakterien vor einem proteolytischen Abbau
geschitzt (Abramovitch et al 2011, Pethe et al 2004). Somit ist es méglich, dass M. marinum
teilweise an die anhaltende Ansduerung seines Kompartiments adaptiert. Grundsatzlich
zeigen die Daten jedoch, dass die Proliferation herabgesetzt bzw. die Absterberate der

Bakterien erhoht ist.

DarUber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit der Infektionsverlauf von M. marinum in der
WASH-Deletionsmutante (wshA") mithilfe der Durchflusszytometrie verfolgt. Wie bereits
diskutiert, war auch in wshA’-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen die Anzahl der VatA-
positiven Kompartimente bei 6 hpi (von 40% auf 63%) und 24 hpi (von 29% auf 44%)
deutlich erhéht. Es konnte gezeigt werden, dass M. marinum nicht in der Lage war, die wshA’
-Zellen Uber Ejectosomes zu verlassen und benachbarte Zellen zu infizieren. Somit blieb die
Infektion mit M. marinum auf einen geringeren Anteil der Wirtszellen beschrénkt. Damit
gleicht der Infektionsverlauf von M. marinum in wshA'-Zellen dem Infektionsverlauf in RacH'-
Zellen. RacH ist eine GTPase aus Dictyostelium, die das Aktin-Zytoskelett reguliert und an
der Regulation des endosomalen Transports beteiligt ist (Hagedorn & Soldati 2007, Somesh
et al 2006). Auch in der RacH-Deletionsmutante ist M. marinum nicht in der Lage,
Ejectosomes auszubilden (Hagedorn et al 2009). Zum einen ist denkbar, dass in wshA™-
Zellen M. marinum in einer mit der V-ATPase angereicherten Vakuole verbleiben. Damit
wirden die Bakterien nie ins Zytosol der Zelle gelangen, um von dort aus die Zelle Uber
Ejectosomes zu verlassen. Andererseits ist auch mdglich, dass M. marinum aufgrund einer
unvollendeten Etablierung seines Kompartiments und somit einer unzureichenden
Umstellung seines gesamten Stoffwechsels nicht in der Lage ist, Ejectosomes auszubilden.
Diese Daten demonstrieren, dass Aktin und insbesondere das Kompartiment-assoziierte
Aktin bereits frih in der Infektion einen Einfluss auf die Etablierung der mykobakteriellen
Replikationsnische nehmen und somit die erfolgreiche Ausbreitung der Infektion Uber die

Ausbildung von Ejectosomes mit Mykobakterien sichern.
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4.4 Mégliche Wirkungsmechanismen von WASH und Aktin am
mykobakteriellen Kompartiment

Zuletzt werden die moglichen Mechanismen der Anreicherung der V-ATPase an den
Vakuolen von M. marinum in Dictyostelium sowie der Zunahme azider mykobakterieller
Kompartimente in murinen Phagozyten diskutiert. Dazu werden zwei Modelle vorgestellt, die
dem WASH-vermittelten Aktin an der mykobakteriellen Nische zwei mdgliche Funktionen
beimessen. Diese werden in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt. AbschlieBend wird ein
Ausblick Uber die Arbeiten gegeben, wie die Modelle weiterhin Uberprift und dariber hinaus

ausgebaut werden kdnnten.

Wirkungsmechanismus 1: Kompartiment-assoziiertes Aktin verhindert die Fusion der
mykobakteriellen Vakuole mit Lysosomen.

Liebl und Griffiths konnten anhand Lebendzell-mikroskopischer Aufnahmen in Makrophagen
zeigen, dass Latex-Bead-haltige Endosomen friher Stadien Aktin auf ihrer Oberflache
polymerisieren kdénnen (Liebl & Griffiths 2009). Sobald Aktin in einer deutlich sichtbaren
Schicht die Phagosomen umgibt, ist die Fusion mit Lysosomen nicht mdglich. Phagosomen
spéterer Stadien zeigen keine Assoziation mit Aktin und fusionierten ungehindert mit spéten
Endosomen und Lysosomen (Liebl & Griffiths 2009). Die Autoren schlagen damit einen
Mechanismus zur zeitlichen Regulierung der Phagosomenreifung vor, bei dem das
Vorhandensein von Aktin die Prozessierung der Phagosomen arretiert und seine
Abwesenheit die Prozessierung fortsetzt. Es ist denkbar, dass pathogene Bakterien wie
M. marinum und M. tuberculosis diesen schon vorhandenen Mechanismus der Zellen zur
Regulation der Fusionsereignisse an ihrem eigenen Kompartiment ausnutzen. Die
Ergebnisse der Lebendzell-mikroskopischen Untersuchungen von Dictyostelium-Zellen
unterstitzen diese Hypothese. Hier wurde die Dynamik der Anreicherung der
transmembranen Untereinheit VatM der V-ATPase an den Kompartimenten von M. marinum
nach der Depolymerisation des Aktins untersucht. Dabei akkumulierten VatM-GFP-positive
Vesikel ca. 10 min nach Exposition in LatA-haltigem Medium um VatM-GFP-freie
Kompartimente. Da nach der Depolymerisation keine Aktinfilamente in der Zelle mehr
vorhanden waren, ist denkbar, dass das Heranfihren der Vesikel entlang von Mikrotubuli
erfolgte (Clarke & Maddera 2006). Sobald sich die VatM-GFP-positiven Endosomen an den
mykobakteriellen Vakuolen angereichert haben, fusionierten sie innerhalb weniger Sekunden
mit der Membran der Kompartimente. Es wurde bereits gezeigt, dass das VatM-GFP-
Fusionsprotein in endolysosomalen Membranen lokalisiert (Liu & Clarke 1996) und dort zu

einem funktionsfdhigen V-ATPase-Komplex assembliert (Clarke et al 2002, Liu & Clarke
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1996). Daher liegt die Vermutung nahe, dass das Kompartiment nach der Fusion mit den
VatM-positiven Vesikeln angesduert wurde. Um auszuschlieBen, dass diese Vesikel Teil des
osmoregulatorischen Organells, der kontraktilen Vakuole (KV), von Dictyostelium waren,
wurden die mykobakteriellen Kompartimente auf das Vorhandensein des KV-Markers
Calmodulin nach der Depolymerisation von Aktin Uberprift. Calmodulin ist ein Kalzium-
bindendes regulatorisches Protein, das zwar mit der Membran der KV assoziiert ist (Heuser
et al 1993), nicht jedoch an der Membran von Lysosomen vorkommt (Zhu & Clarke 1992).
Die Analyse der fixierten Zellen ergab, dass die Depolymerisation von Aktin zu keiner
Anreicherung von Calmodulin an den M. marinum-Vakuolen flUhrte. Daher wurde
angenommen, dass die V-ATPase-positiven Vesikel, die mit den Kompartimenten
fusionierten, nicht von der KV stammten, sondern wahrscheinlich endolysosomalen
Ursprungs waren. Gleichzeitig mit der Anreicherung der V-ATPase an den M. marinum-
Vakuolen nahm die Assoziation mit dem putativen Kupfertransporter p80 ab.
Endolysosomale Vesikel sind zwar deutlich mit der V-ATPase, jedoch kaum mit p80
angereichert (Adessi et al 1995, Ravanel et al 2001). So ist denkbar, dass das in der
Membran des Kompartiments vorhandene p80 nach der Fusion mit den endosomalen
Vesikeln verdinnt wird und teils nicht mehr detektierbar ist. Aus dem Fusions-Modell ergibt
sich jedoch noch eine weitere Frage. Eine vermehrte Fusion der M. marinum-Vakuolen mit
endolysosomalen Vesikeln nach der Wegnahme des Aktins wirde eine Zunahme der
Membran bedeuten, welche die Bakterien umgibt. Die Analyse fixierter Zellen ergab aber,
dass die VatA-angereicherte Membran des Kompartiments die Bakterien immer sehr dicht
umschloss. Somit muss es noch einen Mechanismus geben, der die Abschnirung von
Vesikeln vom bestehenden Kompartiment vermittelt. Lebendzell-mikroskopische Aufnahmen
ergaben, dass sich nach der Depolymerisation des Aktins mit Flussigkeit gefillte Vesikel
vom mykobakteriellen Kompartiment abgeschnirt haben (Daten nicht gezeigt).
Moglicherweise war der Abschnirungsprozess und der Abtransport der Vesikel auf das
Wirken von Mikrotubuli zurtickzuftihren (Clarke & Maddera 2006). Auf diese Weise wirde die
Membran, die moglicherweise mit p80, nicht jedoch mit der V-ATPase angereichert war,
wieder vom Kompartiment abgefiihrt werden. Daneben belegen auch Arbeiten an anderen
Pathogenen eine Rolle des Kompartiment-assoziierten Aktins in der Blockierung der Fusion
mit lysosomalen Vesikeln. So ist beispielsweise auch das Kompartiment von Leishmania
donovani im frihen Infektionsstadium mit Aktin assoziiert und die Fusion mit LAMP-1-

assoziierten Endosomen inhibiert (Holm et al 2001).

Dartber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Depolymerisation von
Aktin in RAW-B-Makrophagen zu einer Anreicherung von LAMP-1, nicht jedoch von LAMP-2
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an der Vakuole von M. tuberculosis fuhrte. Mdglicherweise sind LAMP-1 und LAMP-2 auf
unterschiedlichen Subtypen von Lysosomen lokalisiert (Clemens & Horwitz 1995), deren
Fusion mit dem mykobakteriellen Kompartiment Uber unterschiedliche Mechanismen inhibiert
wird. Das wirde auch erklaren, warum bei 4 hpi nur 22% der M. tuberculosis-Vakuolen
positiv fur LAMP-2 daflr aber 36% positiv fur LAMP-1 waren. Auch in Dictyostelium wurden
zwei Lysosom-Subtypen beschrieben, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit der Vakuole

von Klebsiella aerogenes verschmelzen (Souza et al 1997).

Neben der Moglichkeit als vor Fusionsereignissen schitzende Schicht um die
Kompartimente kénnte Aktin auch auf eine weitere Art Fusionsereignisse inhibieren. In
Dictyostelium sind spate Endosomen mit Aktin assoziiert (Carnell et al 2011, Drengk et al
2003). Wird das dort vorhandene Aktin depolymerisiert, bilden die Endosomen Trauben-
artige Aggregate (Drengk et al 2003). Drengk und Kollegen schlagen eine Rolle des Aktins in
der Verankerung der spaten Endosomen an distinkten Stellen im Zytosol vor, sodass keine
zufélligen Fusionsereignisse ablaufen kdénnen. Wenn das strukturgebende Aktin
depolymerisiert wird, fallt das endolysosomale Netz zusammen und bewirkt Fusionen,

mdglicherweise auch an der mykobakteriellen Vakuole.

Wirkungsmechanismus 2: Der WASH-Komplex polymerisiert Aktin am Kompartiment
und férdert dort das Recycling der V-ATPase.

Im Dictyostelium-Modell sind wenige Minuten nach der Infektion mit M. marinum ca. 60% der
Kompartimente mit der Untereinheit VatA der V-ATPase assoziiert (Hagedorn & Soldati
2007). In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass der Anteil VatA-positiver Vakuolen im
Infektionsverlauf kontinuierlich abnahm. Bei 6 hpi waren ca. 40% der Kompartimente positiv
fur VatA und 35% positiv fir den azidophilen Marker Neutralrot. Bei 24 hpi waren nur noch
etwa 25% aller Kompartimente mit VatA assoziiert. Arbeiten im murinen Phagozyten-Modell
belegen ebenfalls eine kontinuierliche Abnahme azider mykobakterieller Kompartimente bis
48 hpi auf 15-25% (Sullivan et al 2012, Tan et al 2003). Auch fir Rab7, eine GTPase, die auf
spaten Endosomen lokalisiert und die Fusion mit Lysosomen férdert (Fairn & Grinstein
2012), ist bekannt, dass sie wenige Minuten nach der Infektion mit M. tuberculosis an der
Membran des Kompartiments akkumuliert und wieder abgefuhrt wird (Clemens et al 2000,
Seto et al 2009). Da Proteine wie z. B. die V-ATPase und Rab7 nur transient an der
mykobakteriellen Vakuole vorkommen, ist anzunehmen, dass es bestimmte Mechanismen
ihres Recyclings vom Kompartiment geben muss. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Nucleation-Promoting-Faktor WASH bei 30 mpi an den Vakuolen von M. marinum und

M. tuberculosis in murinen Phagozyten und ab 10 mpi an der Vakuole von M. marinum in

91



Diskussion

Dictyostelium detektiert. WASH lokalisiert in Dictyostelium an Lysosomen, wo es die
Polymerisation von Aktin initiiert und dadurch die in der Membran angereicherte V-ATPase in
Form sich abschnirender Vesikel wieder abfihrt (Carnell et al 2011). Auf diesem Wege
reneutralisieren die Lysosomen zu Postlysosomen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Deletion des fiur WASH kodierenden Gens zu einer Abwesenheit von Aktin und gleichzeitig
zu einer Akkumulation der V-ATPase am M. marinum-Kompartiment fihrte. Mdglicherweise
rekrutieren die Mykobakterien WASH an ihr Kompartiment, wo dieses die Polymerisation von
Aktin initiiert. Es ist bekannt, dass die V-ATPase in der Lage ist, Aktin zu binden (Holliday et
al 2000, Vitavska et al 2005, Vitavska et al 2003). Somit ist denkbar, dass das
Kompartiment-assoziierte Aktin die dort vorhandene Protonenpumpe Uber eine direkte

Interaktion aus der Membran des Kompartiments wieder abflhrt.

In murinen Fibroblasten wurde gezeigt, dass WASH Ausstllpungen der endosomalen
Membran bewirkt (Derivery et al 2009). Méglicherweise generiert Aktin im Zusammenspiel
mit Mikrotubuli dabei die fur die Tubulation der Membran benétigte Kraft (Derivery et al 2009,
Takenawa & Suetsugu 2007). Uber eine Interaktion mit Fam21, einem Protein des WASH-
Komplexes, reichern sich transmembrane und Membran-assoziierte Proteine an, die in die
endosomalen Membranaussttlpungen sortiert werden (Harbour et al 2012, Jia et al 2012).
Diese schnuren sich anschlieBend vom Endosom ab und werden zum Golgi-Apparat oder
zur Plasmamembran transportiert (Harbour et al 2012). Diesen Mechanismus kdnnten
pathogene Mykobakterien an ihrem Kompartiment dazu ausnutzen, bestimmte Proteine
wieder abzufihren. Somit kbnnte WASH eine Rolle in der gezielten Sortierung von Proteinen

am mykobakteriellen Kompartiment spielen und Aktin ihre Abschnirung veranlassen.
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Abbildung 4.1: Mégliche Wirkungsmechanismen von WASH und Aktin am mykobakteriellen
Kompartiment.

(A) In Dictyostelium Wildtyp-Zellen und in murinen Phagozyten sind die frlhen mykobakteriellen
Kompartimente mit Aktin assoziiert. Die Mykobakterien etablieren erfolgreich ihre Replikationsnische
und proliferieren in einer Vakuole mit einem neutralen pH-Wert. Wirkungsmechanismus 1:
Kompartiment-assoziiertes Aktin verhindert die Fusion der mykobakteriellen Vakuole mit Lysosomen.
Wirkungsmechanismus 2: Aktin férdert das Recycling der V-ATPase an der mykobakteriellen Vakuole.
(B) Nach der Depolymerisation des Aktins an dem mykobakteriellen Kompartiment in Wildtyp-Zellen
von Dictyostelium und in murinen Phagozyten sowie in VMC-Zellen und der WASH-Deletionsmutante
von Dictyostelium ist kein Aktin am frihen mykobakteriellen Kompartiment vorhanden. Die
Mykobakterien sind nicht in der Lage, ihre Replikationsnische zu etablieren und residieren in einer
aziden Vakuole (rot unterlegt). Wirkungsmechanismus 1: Die Fusion der mykobakteriellen Vakuole mit
Lysosomen erfolgt ungehindert. Wirkungsmechanismus 2: Die V-ATPase wird nicht mehr aus der
Membran des Kompartiments recycelt.

Zusammenfassende Betrachtung beider Wirkungsmechanismen

Sehr wahrscheinlich ist jedoch eine mindestens zweifache Funktion des Aktins an dem
mykobakteriellen  Kompartiment. Um ihre  Replikationsnische aufzubauen und
aufrechtzuerhalten, ist ein standiger Stoffaustausch mit der Wirtszelle notwendig. N&hrstoffe
mussen in das Kompartiment und metabolische Abfallstoffe wieder aus dem Kompartiment
transportiert werden (Vergne et al 2004). Alle diese Vorgédnge bedirfen kontrollierter
Fusions- aber auch Abschnlrungsprozesse an der mykobakteriellen Vakuole. Interessant bei
der Betrachtung der Wirkungsmechanismen von Aktin am Kompartiment ist, dass diese
scheinbar auf sehr frihe Stadien in der Infektion beschrédnkt sind. In Dictyostelium-Zellen
wurden bei 24 hpi nur noch etwa 7% mit Aktin-assoziierte M. marinum-Vakuolen ermittelt. In

murinen Phagozyten war die Zeitspanne sogar noch kirzer. Aktin konnte nur bei 2 hpi, aber
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nicht mehr bei 4 hpi an den Vakuolen von M. marinum bzw. M. tuberculosis beobachtet
werden. Somit blieben auch die Effekte der Depolymerisation des Aktins, die Ansduerung der
Kompartimente und die Anreicherung von LAMP-1, auf diese jeweils frilhen Zeitpunkte
beschrédnkt. Warum die Aktin-Abhdngigkeit transient ist, kann hier lediglich spekuliert
werden. Einige Arbeiten belegen, dass die Fusionsereignisse und der Membranumsatz an
der Vakuole von M. tuberculosis und M. avium vor allem in der ersten Stunde nach Infektion
besonders hoch ist (Russell et al 1996). Moglicherweise wird Aktin an spateren Zeitpunkten
nicht mehr bendtigt, weil die Fusions- und Recyclingvorgédnge deutlich reduziert sind. Die
Kompartimente kénnten in der Aktin-sensitiven Phase so umgebaut werden, dass sie zu
spateren Zeitpunkten kein Aktin mehr zu ihrer Aufrechterhaltung benétigen. In Dictyostelium-
Zellen wurde im Infektionsverlauf eine verdnderte Morphologie der M. marinum-Vakuole
beobachtet. Bei 24 hpi waren die Kompartimente deutlich geweitet (Hagedorn & Soldati
2007) und in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind in ihnen membrandse
Ablagerungen erkennbar (Daten nicht gezeigt). Diese Ablagerungen &hnelten den
multilamellar bodies, die eukaryotischen Zellen unter anderem als Lipidspeicher dienen
(Paquet et al 2013). Es ist denkbar, dass die Mykobakterien einen Nahrstoffspeicher in ihrer
Replikationsvakuole anlegen. Somit kénnten sie in der spéateren Infektionsphase unabhangig
vom zusétzlichen Aktin-vermittelten Stofftransport aus dem Zytosol der Wirtszelle replizieren.
AuBerdem koénnten an spéateren Zeitpunkten in der Infektion andere Mechanismen greifen,
die die Fusionsereignisse kontrollieren. So ist beispielsweise bekannt, dass mykobakterielle
Lipide wie Lipoarabinomannan und Trehalosedimykolat in die Membran endolysosomaler
Vesikel eingebaut werden, sodass diese nicht mehr mit dem mykobakteriellen Kompartiment
fusionieren kénnen (Fratti et al 2001, Indrigo et al 2003, Vergne et al 2003). Wahrend Aktin
nur eine transiente Prdsenz an den mykobakteriellen Vakuolen aufwies, war WASH in
Dictyostelium und den murinen Phagozyten (Daten far BV-2- und RAW-B-Zellen nicht
gezeigt) auch bei 24 hpi an den Kompartimenten assoziiert. Denkbar ist, dass WASH in einer
inaktiven Form an der mykobakteriellen Vakuole assoziiert war und nicht Gber Fam21 von
dem Kompartiment recycelt wurde (Park et al 2013). Weniger wahrscheinlich ist die
Moglichkeit, dass Aktin bei spéten Zeitpunkten in einer so geringen Menge an den
Kompartimenten vorhanden war, dass es nicht ausreichend chemisch fixiert und daher

weggewaschen wurde (Small et al 1999).

Ausblick
Wie vielfaltig die Funktionen von WASH und dem davon generierten Aktin an den
Kompartimenten pathogener Mykobakterien auch sein mogen, die Daten deuten auf einen

zeitlich préazise regulierten Mechanismus der Proteine hin. Aus Untersuchungen des
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kortikalen Aktins ist bekannt, dass hier mindestens drei verschiedene Aktin-Nukleatoren
aktiviert werden (Campellone & Welch 2010) die Redundanzen aufweisen (Veltman et al
2012). Umso mehr erstaunt die Beobachtung, dass WASH nicht nur an Endosomen (Carnell
et al 2011), sondern auch am mykobakteriellen Kompartiment scheinbar der einzige Aktin-
Nukleator ist. Um die Interaktion zwischen den Wirtszellen und dem Pathogen besser zu
verstehen, misste der Mechanismus, Uber den WASH an das Kompartiment rekrutiert wird,
untersucht werden. Die Interaktionspartner von WASH kdénnten ({ber eine Ko-
Immunpréazipitation auf Grundlage eines gesamten Mykobakterienlysats isoliert und
massenspektrometrisch identifiziert werden. Es gibt bereits erste Hinweise, dass Aktin-
Nukleatoren Zielmolekile von Pathogenitatsfaktoren sind. Aus Infektionen mit M. ulcerans ist
bekannt, dass das Pathogen das Lipid Mykolakton sezerniert, welches an den Aktin-
Nukleator WASP bindet. Dadurch wird die Autoinhibierung des Proteins aufgehoben und
unkontrolliert Aktin polymerisiert, was zu einer defekten Zelladhdsion und zur Ruptur von
Gewebe fuhrt (Guenin-Mace et al 2013). Die Lipide von Mikroorganismen haben haufig eine
regulatorische Funktion in den entsprechenden Wirtszellen. So wurde auch das
Oberflachenprotein Lipophosphoglykan von Leishmania donovani als derjenige Faktor
identifiziert, der die Aktinpolymerisation am Kompartiment initiiert (Holm et al 2001).
M. tuberculosis ist wiederum mit dem Lipid Trehalosedimykolat assoziiert, das die Fahigkeit
besitzt die Phagosomenreifung zu inhibieren (Axelrod et al 2008). Diese und weitere Lipide
sind mdgliche Kandidatenmoleklle, die WASH an das mykobakterielle Kompartiment

rekrutieren und seine dortige Aktivitat regulieren konnten.
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