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|. Zusammenfassung

. Zusammenfassung

Bakterien der Gattung Francisella sind fakultativ intrazellulare Bakterien, welche
Protisten, Invertebraten und Vertebraten infizieren kdnnen. Der Genus kann in zwei
Gruppen unterteilt werden: Gruppe 1 wird von F. tularensis reprasentiert und infiziert
Saugetiere, wahrend Gruppe 2 mit aquatischen Lebensraumen assoziiert ist und
vom Fischpathogen F. noatunensis vertreten wird. F. tularensis verursacht im
Menschen die potentiell toédliche Erkrankung Tularamie und nutzt in der Infektion
Makrophagen als primare Zielzellen. Um die Virulenzmechanismen von Francisella
zu untersuchen, wurden bisher hauptsachlich das Mausmodell und Saugerzelllinien
verwendet. Aufgrund von  wirtsspezifischen Unterschieden und hohen
Sicherheitsanforderungen flr Arbeiten mit Francisella wurden jedoch zunehmend
alternative Modellsysteme entwickelt, um grundlegende und konservierte Aspekte
der Wirt-Francisella-Interaktion zu analysieren.

In dieser Studie wurde ein genetisch und biochemisch steuerbares Infektionsmodell
entwickelt: die Amobe Dictyostelium discoideum kombiniert mit dem Fischpathogen
F. noatunensis subsp. noatunensis (F.n.n.). Die Francisella-Pathogenitatsinsel ist im
Genus konserviert und deutet auf vergleichbare Virulenzmechismen zwischen fisch-
und humanpathogenen Francisella-Spezies hin. Nach der Aufnahme Uber
Phagozytose interagiert das F.n.n.-enthaltende Kompartiment in Dictyostelium mit
Endosomen und wird transient angesauert. Anschlielend entkommt F.n.n. dem
phagolysosomalen Weg durch den Ausbruch ins Cytosol, wo die Bakterien
replizieren. Dieser Prozess ist abhangig vom Virulenzfaktor IgIC, einer Komponente
des Typ-6-Sekretionssystems (T6SS), und offenbart damit die konservierte Rolle des
T6SS fur die Virulenz von Francisella im Dictyostelium/F.n.n.-System. Im Cytosol von
Dictyostelium interagiert F.n.n. mit der autophagosomlen Maschinerie und wird von
Ubiquitin und SQSTM1 fur die Degradation im Autophagosom markiert. Eine
beeintrachtigte Autophagie in Dictyostelium Aatg1-Zellen fuhrt zu verstarktem,
bakteriellen Wachstum im Cytosol und weist der Autophagie damit eine defensive
Rolle gegen F.n.n. zu.

Desweiteren wurde der Einfluss der intrazellularen Eisenhomeostase auf Francisella
im Dictyostelium/F.n.n.-System untersucht. In Deletionsmutanten der Nramp1- und
NrampB-Eisentransporter tritt F.n.n. effizienter aus dem Phagosom ins Cytosol Uber.

Einem erniedrigten Eisengehalt in den Nramp-Mutanten kann F.n.n. durch eine

I



|. Zusammenfassung

verstarkte Induktion der Gene, die eine Eisenakkumulation bewirken,
entgegenwirken. Dies flhrt zu erhdhtem bakteriellen Wachstum in Abwesenheit der
Eisentransporter. Der Einfluss von Nramp1 und NrampB auf die phagosomale
Reifung als Ursache fir die erhdhte Resistenz bleibt zu ermitteln.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass das Dictyostelium/F.n.n.-Modell den
Infektionsverlauf in Makrophagen rekapituliert, sich aber von anderen Amdben
unterscheidet. Dieses simple und leicht zu manipulierende Infektionssystem erlaubt
zuklnftig die Entwicklung neuer Ansatz um die Interaktion von Francisella und

Wirtszelle genauer zu charakterisieren.
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Il. Abstract

The bacterial genus of Francisella comprises facultative intracellular pathogens,
which can infect protists, invertebrates and vertebrates. They can be classified into
two groups: members of group 1 infect mammals and are represented by
F. tularensis, whereas group 2 is associated with aquatic habitats and represented by
F. noatunensis. In humans, F. tularensis is the etiological agent of the potentially fatal
disease tularemia and primarily infects macrophages. Mainly, mammalian cell lines
have been used to analyse virulence mechanisms that enable Francisella to infect
and manipulate various host cell types. However, due to host specific differences und
high safety level requirements for F. tularensis, alternative model systems are
established to investigate basic and conserved aspects of Francisella-host cell
interactions.

This study describes the establishment of a novel, genetically and biochemically
tractable Francisella infection model: the amoeba Dictyostelium discoideum
combined with the fish pathogen F. noatunensis subsp. noatunensis (F.n.n.). The
Francisella pathogenicity island codes for multiple virulence factors and is conserved
within the genus indicating a conserved virulence strategy between fish and human
pathogenic species. After uptake via phagocytosis the F.n.n.-containing phagosome
interacts with the endosomal pathway in Dictyostelium and transiently acidifies. F.n.n.
subsequently escapes phagosomal maturation by escaping into the cytosol, where it
replicates. This hallmark of the Francisella life cycle depends on the virulence factor
IgIC, which is part of a type 6 secretion system (T6SS), and thereby reveals the
conserved role of T6SS activity in the Dictyostelium/F.n.n. infection model. In the
cytosol of Dictyostelium, F.n.n. interacts with autophagic markers and is labeled by
ubiquitin and SQSTM1 for autophagic degradation. If autophagy is impaired (Aatg?),
bacterial growth is increased showing the defensive role of autophagy against F.n.n.
in Dictyostelium. The influence of intracellular iron homeostasis on Francisella was
investigated in the Dicytostelium/F.n.n. system unsing nramp1 and nrampB deletion
mutants. The Nramp1 and NrampB iron transporters facilitate resistance against
F.n.n. as bacteria can escape phagosomes more efficiently in Nramp knockout
mutants. They compensate decreased cytosolic iron levels for growth by an

increased induction of iron accumulation genes. However, the influence of Nramp1
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and NrampB on phagosomal maturation as the reason for enhanced resistance
remains to be elucidated.

Altogether, the Dictyostelium/F.n.n. infection model recapitulates the course of
infection in macrophages. Importantly, it stands out from other amoeba in which
Francisella replicates intravacuolary. This novel infection system using an easily
tractable surrogate macrophage allows new approaches to investigate Francisella-

host cell interactions.
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1. Einleitung

1 Einleitung
1.1 Francisella tularensis, der Erreger der Tularamie
1.1.1 Das Bakterium F. tularensis

Im Jahr 1911 wurde ein neues bakterielles Pathogen, Bacterium tularense, wahrend
eines Pest-ahnlichen Krankheitsausbruchs bei Erdhérnchen in Tulare County
(Kalifornien, USA) entdeckt (1, 2). Dr. Edward Francis charakterisierte anschlief3end
das klinische Bild des Erregers im Menschen und stellte eine Ubertragung des
Pathogens durch blutsaugende Insekten und Kontakt zu infizierten Hasenartigen
und Nagetieren fest (3, 4). Aufgrund einzigartiger Eigenschaften wurde das Gram-
negative, kokkenférmige Bakterium einer neuen Gattung zugeordnet und zu Ehren

von Dr. Francis in Francisella tularensis umbenannt (5).

F. tularensis subsp. tularensis -

F. tularensis subsp. mediasiatica

F. tularensis subsp. holarctica 1

F. halioticida
F. noatunensis subsp. orientalis

L— F. noatunensis subsp. noatunensis =

F. endociliaphora

F. guangzhouensis

Abbildung 1.1: Phylogenie der Gattung Francisella. Die Gattung Francisella entstammt einem
gemeinsamen marinen Vorfahren und lasst sich in zwei Gruppen einteilen. Gruppe 1 infiziert
Saugetiere und andere terrestrische Organismen, wahrend Gruppe 2 mit aquatischen Lebensraumen
assoziiert ist. Die Farben implizieren die Virulenz der Bakterien im Menschen (Gruppe 1 und F.
philomiragia) bzw. Fischen (F. noatunensis: hoch (rot), moderat (blau), schwach (griin), keine Infektion
bekannt (schwarz) (verandert nach (6)).

Francisella ist die einzige Gattung der Familie Francisellaceae und gehort zu den y-
Proteobakterien (7, 8). Nach aktuellen Genomanalysen gibt es sieben Francisella-
Spezies, welche wiederum in diverse Subspezies unterteilt sind. Die meisten

Mitglieder der Gattung lassen sich in zwei Abstammungslinien einordnen und teilen
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1. Einleitung

sich einen marinen Vorfahren (Abb. 1.1). Gruppe 1 infiziert Saugetiere und andere
terrestrische Organismen und beinhaltet Uberwiegend F. tularensis Subspezies.
Gruppe 2 assoziiert hingegen mit aquatischen Lebensraumen und wird durch
F. noatunensis reprasentiert (6). Die kirzlich entdeckten Spezies F. guangzhouensis
und F. endociliophora stehen eigenstandig au3erhalb dieser Gruppen (9, 10).

Das fakultativ, intrazellulare Bakterium F. tularensis ist der Erreger der Tularamie,
einer Zoonose, die auch als Hasenpest, Nagerpest, Lemmingfieber oder
Hirschfliegenfieber bekannt ist (11). F. tularensis lasst sich in vier Subspezies mit
unterschiedlicher Virulenz und geographischer Verbreitung unterteilen: tularensis
(Typ A), holarctica (Typ B), mediasiatica und novicida (12, 13). Lediglich die ersten
beiden sind fur den Menschen von klinischer Relevanz. Typ A kommt ausschlief3lich
in Nordamerika vor, ist die virulenteste Subspezies und verursacht lebensbedrohliche
Krankheitsverlaufe in Patienten. Bereits zehn Bakterien dieses Typs flhren zu einer
Infektion im Menschen (14). Typ B ist in der gesamten ndrdlichen Hemisphare
verbreitet (15) und zeichnet sich durch eine geringere Virulenz und mildere
Krankheitsverlaufe aus (16). Fur den Menschen von geringer Bedeutung sind die
Subspezies mediasiatica, welche lediglich vereinzelt in Zentralasien vorkommt (17),
und novicida, von der global nur einzelne Infektionen in immunsupprimierten
Patienten bekannt sind (18, 19).

Als naturliche Wirte dient F. tularensis ein grol’es Spektrum von Vertebraten, wie
Saugetiere (vor allem Hasenartige und Nagetiere), Vogel, Amphibien und Fische,
uber Invertebraten, wie Zecken, Mucken und Bremsen, bis zu Protisten. Eine
Ubertragung auf den Menschen erfolgt oft Gber den Kontakt zu infiziertem Fleisch
oder die Blutmahlzeit von Arthropoden (Zecken, Muicken). Doch auch durch die
Inhalation von Bakterien sowie der Aufnahme von kontaminierter Nahrung oder
Wasser ist eine Infektion mdglich (20). Des Weiteren wird vermutet, dass Amoben im
Wasser als naturliches Reservoir der Bakterien dienen kdénnen (21).

In Abhangigkeit von der Infektionsroute und der Subspezies kann Tularamie viele
klinische Formen im Menschen annehmen (22). Die klinischen Formen von
Tular@mie kdnnen stark variieren, jedoch treten in den haufigsten Fallen Grippe-
ahnliche Symptome, vor allem hohes Fieber, auf. Die haufigste Erkrankungsform ist
die ulceroglandulare Tularamie (80% der Falle) (23), die meistens durch die
Penetration infizierter Arthropoden verursacht wird (24, 25). An der Eintrittsstelle

formt sich ein Geschwir, welches mehrere Monate bestehen kann. Die



1. Einleitung

Sterblichkeitsrate dieser Form ist jedoch gering (< 3%) (26). Die Aufnahme von
kontaminierter Nahrung oder Wasser kann zur oropharyngealen oder
gastrointestinalen Tularamie fihren (27, 28). Mit Symptomen, wie Halsschmerzen
und geschwollenen Lymphknoten, verlauft die erste Form meistens milde. Im Darm
kann die Symptomatik je nach Infektionsdosis von leichtem Durchfall bis zur
Geschwdurbildung und anschlieRendem Tod reichen (22). Die Inhalation von
Bakterien Uber Aerosole oder Staub kann pneumotische Tularamie auslésen (10-
20%), welche ohne Behandlung in geschatzten 30-60% der Falle letal ist (29, 30).
Typhoidale oder systemische Tularamie (10% der Falle) kann als Komplikation aller
anderen Formen oder in immunsupprimierten Patienten vorkommen (26, 29). Bei der
Tularamie handelt es sich um eine seltene Erkrankung. 2010 wurden lediglich 1531
Falle in der Turkei (31), 484 in Schweden (32) und 125 in den USA (33) registriert.
Ein Grolteil der Falle scheint jedoch nicht diagnostiziert zu werden. So wurde in der
durchschnittlichen Bevodlkerung Deutschlands mit 3-5 Fallen/Jahr (34) eine
Seropravalenz von 0,23 — 2,3% und bis zu 4% in Waldarbeitern (Nordrhein-
Westphalen) festgestellt (35-37).

Tularamie kann mithilfe unterschiedlicher Antibiotika behandelt werden, dazu
gehoren Streptomycin und Gentamicin (38). Trotz intensiver Forschung in den letzten
Jahrzehnten gibt es keinen zugelassenen Impfstoff gegen F. tularensis. In der
ehemaligen Sowjetunion konnte durch serielle Passagen des Typ B ein attenuierter
Stamm, der life vaccine strain (LVS), generiert werden (39). Dieser schutzt jedoch
nur begrenzt vor einer Infektion mit F. tularensis Typ A und ist nicht offiziell
zugelassen, da die genetischen Mechanismen, die zu seiner Attenuierung flhren,
noch nicht vollstandig verstanden sind (40, 41). Aufgrund der hohen Virulenz, der
einfachen Transmission Uber Aerosole, der schweren Symptomatik und hohen
Mortalitat wird F. tularensis als BSL3-Organismus und biologischer Kampfstoff
klassifiziert (42). Um die aulRergewdhnlich hohe Virulenz besser zu verstehen und
unter Rucksicht der Terror- und Anthraxanschlage 2001 wurde die Francisella-

Forschung in den letzten 15 Jahren intensiviert (43).
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1.1.2 Der zellulare Lebenszyklus von F. tularensis

F. tularensis ist in der Lage in eine Vielzahl von Phagozyten (Makrophagen,
dendritische  Zellen, Neutrophile) und nicht-phagozytierenden  Zelltypen
(Hepatozyten, Fibroblasten, Epithelzellen) einzudringen (44-49). Makrophagen bilden
die erste Abwehr gegen eindringende Bakterien und dienen gleichzeitig als zentrale

Wirtszelle des Bakteriums.
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Abbildung 1.2: Der Lebenszyklus von F. tularensis in humanen Makrophagen. (1) Nach
Aufnahme befindet sich F. tularensis in einem Phagosom (FP), welches mit frihen (FE) und spaten
(SE) Endosomen interagiert, wahrend Lysosomen (Lys) nicht fusionieren. (2) Nach kurzer Zeit bricht
das Bakterium aus dem FEP aus und repliziert sich extensiv im Cytosol der Wirtszelle (3). (4) Die
Ubertragung von Bakterien kann entweder durch Zelllyse und anschlieRende Reinfektion oder mittels
direkter Zell-Zell-Transmission erfolgen (verandert nach Celli 2011).

Der Lebenszyklus von F. tularensis in Makrophagen beginnt durch die Phagozytose
des Bakteriums. Der Opsonisierungsstatus des Bakteriums bestimmt den

Aufnahmemechanismus und beeinflusst damit den weiteren Infektionsverlauf. So
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replizieren sich nicht-opsonisierte F. tularensis besser in murinen Makrophagen als
opsonierte Bakterien (50). Nach der Aufnahme befindet sich Francisella in einem de
novo Phagosom, welches der phagosomalen Reifung folgt und mit Komponenten
des endosomalen Systems interagiert. Nacheinander lokalisieren Marker friher (z.B.
early endosome antigen-1, EEA-1) und spater Endosomen (z.B. lysosomal-
associated membrane protein-1, LAMP-1) am Francisella enthaltenden Phagosom
(FEP) (51, 52). Eine Fusion mit Lysosomen wird jedoch verhindert (52, 53). Ein
wichtiger Schritt der phagosomalen Reifung ist die Ansauerung des Phagosoms,
welche die Funktion hydrolytischer Enzyme des lysosomalen Weges ermoglichen
(54). Die Ansauerung des FEP durch die Rekrutierung der vakuolaren ATPase (V-
ATPase) bleibt jedoch umstritten. Wahrend einige Studien eine Blockierung der
Ansauerung und nur geringe Mengen der V-ATPase am FEP feststellten (52, 55),
beschrieben andere Untersuchungen eine Azidifizierung und den Erwerb der V-
ATPase am Kompartiment (56, 57).

Der Ausbruch aus dem Phagosom ins Cytosol wurde flir mehrere Francisella-
Spezies in verschiedenen Zelltypen beschrieben (51, 52, 56, 58). Je nach
Infektionsmodell unterscheidet sich der Zeitpunkt des Austritts aus dem Phagosom
und variiert zwischen 1-8 Stunden nach Infektion (hpi) (45, 51, 52, 58, 59).
Francisella codiert keine Lipidhydrolasen oder Phospholipidasen, welche
typischerweise  von Listeria oder Shigella fir die Auflosung der
Phagosomenmembran verwendet wird (60). Stattdessen exprimiert Francisella ein
Typ-6-Sekretionssystem  (T6SS), dessen Faktoren in der Francisella-
Pathogenitatsinsel (FPI) codiert werden (siehe 1.1.3) (61). Faktoren der FPI sind
essentiell fur den Austritt aus dem Phagosom, einem Schlisselaspekt des
Lebenszyklus von Francisella und Voraussetzung flr die intrazellulare Replikation.
So sind viele Mutanten, welche nicht aus dem Phagosom entkommen kdnnen, nicht
in der Lage in Makrophagen oder Mausen zu replizieren (55, 62-68). Aufgrund der
Bedeutung des Austritts aus dem Phagosom flr die bakterielle Virulenz widmen sich
viele Studien der Identifizierung beteiligter Faktoren von Pathogen und Wirtszelle .

Im Cytosol angekommen, repliziert F. tularensis rapide innerhalb von 12-24 h (48,
51). Der cytosolischen Replikation von Pathogenen steht die Autophagie entgegen,
ein konservierter Abwehrmechanismus des angeborenen Immunsystems (siehe 1.3).
Die Rolle der Autophagie in der Francisella-Infektion ist vielfaltig. So wurde sowohl

eine Herabregulation als auch Aktivierung verschiedener Autophagiefaktoren im
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Infektionsverlauf beobachtet (69). Autophagie kann sowohl als Abwehrmechanismus
cytosolische Bakterien abbauen (70, 71) als auch als Nahrungsquelle durch die
Entlassung von Aminosauren fungieren (72). Zudem wurde die Ruckkehr von
postreplikativen Bakterien in nicht-abbauende Autophagosomen von murinen
Makrophagen beobachtet (51). Am Ende der Replikationsphase induziert Francisella
die Apoptose der Wirtszelle, woraufhin die Bakterien neue Wirtszellen infizieren
kénnen (73). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine direkte Zell-Zell-
Ubertragung durch Membranfusion (Trogozytose) fir die Transmission in J774-
Makrophagen verantwortlich ist (74).

Amodben werden als potentielles Reservoir fur Francisella in der Umwelt diskutiert. Im
Labor wurde gezeigt, dass Francisella die Amodbenspezies Acanthamoeba castellanii
und Hartmannella vermiformis infizieren und sich in ihnen replizieren kann. Der
intrazellulare Lebenszyklus unterscheidet sich jedoch grundlegend zwischen
Amdben und Makrophagen. So transloziert F. tularensis in Amében nicht ins Cytosol
sondern repliziert sich ausschlieBlich in nicht-angesauerten Vakuolen (75, 76).
Zusatzlich bildet F.t. holarctica innerhalb von A. castellanii Zysten, ein Prozess, der
als Uberdauerungsstrategie in der Umwelt angesehen wird (77). Fir mehrere
bakterielle Pathogene wird vermutet, dass Amoben als “Ubungsgelénde” fungieren
konnten, die sie auf eine feindliche Umgebung innerhalb von Saugerwirtszellen
vorbereitet (78). Im Gegensatz zu Legionellen ist ein “Trainingseffekt” flr F.t.novicida

in Mausen jedoch nicht zu beobachten (79, 80).

1.1.3 Die Francisella-Pathogenitatsinsel codiert fiir ein T6SS

Viele Faktoren, die mit dem Ausbruch aus dem Phagosom und der intrazellularen
Replikation assoziiert sind, werden in einem Lokus codiert, welcher als, Francisella-
Pathogenitatsinsel (FPI) bezeichnet wird (81). Die etwa 30 kb groRe FPIl weist
abhangig von der Francisella-Spezies 15-17 offene Leseraster auf (siehe Abb. 3.1).
Die F. tularensis Subspezies tularensis, holarctica und mediasiatica verfugen Uber
zwei Kopien der FPI im Genom, wahrend F.t.novicida sowie die restlichen Spezies
der Gruppe 2 nur eine Kopie besitzen (82). F. tularensis-Deletionsmutanten von fast
allen FPI-Gene (intracellular growth locus (Igl) A-J; pathogenicity dependent protein

(pdp) A, B, D; valine-glycine repeat protein G (vgrG), dotU) weisen einen attenuierten
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Phanotyp in Makrophagen auf (83), der in der Regel mit der Unfahigkeit aus dem
Phagosom zu entkommen, assoziiert ist. Der am umfangreichsten charakterisierte
Virulenzfaktor ist IgIC (84, 85). Die ig/lC-Deletionsmutante kann nicht aus dem
Phagosom entkommen und ist attenuiert in Makrophagen, Mausen und Amoben (53,
86, 87). Sjostedt et al. zeigten, dass FPI-Deletionsmutanten im Cytosol replizieren
konnten und somit der Phagosomenausbruch die entscheidende Aufgabe der FPI-
Genprodukte ist (88). Die hochste Transkription weisen FPI-Gene jedoch in der
spaten cytosolischen Phase auf, so dass eine zusatzliche Rolle im Cytosol nicht

ausgeschlossen werden kann (89).
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Abbildung 1.3: Modell des Francisella-T6SS. IglA/B-Heterodimere sind an einer Basalplatte
verankert und bilden eine Rohre, um durch Kontraktion ein IgIC-Multimer aus dem Bakterium zu
schieben. Eine VgrG-Spitze penetriert die Wirtsmembran und IgIC und VgrG werden ins Cytosol der
Wirtszelle sekretiert. Ob weitere Effektoren sekretiert werden ist unbekannt.

Die Funktion der meisten FPI-Proteine ist unbekannt, jedoch konnte kurzlich die
Identitat von IglA-C als elementare Strukturbestandteile des T6SS bestatigt werden
(90) (Abb. 1.3). So bilden IglA/IgIB-Heteromere eine hohle Rdhre, die dem Schwanz
von T4-Bakteriophagen ahnelt. Es wird vermutet, dass diese Rohre auf einer
vorgefertigten IgIC-Roéhre assembliert, welche durch Kontraktion der IglA/B-Réhre
aus dem Bakterium geschoben wird. An der Spitze befindet sich ein VgrG-Multimer,

welches die phagosomale Membran zwecks Proteinsekretion punktiert und
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zusammen mit IgIC in die Zelle sekretiert wird (90, 91). Die Sekretion einiger FPI-
Faktoren ins Cytosol der Wirtszelle konnte gezeigt werden, jedoch sind keine
dazugehdrigen Effektormechanismen bekannt. Die Expression von IgIC und anderen
T6SS-Faktoren wird im Infektionsverlaufs reguliert, unter anderem durch den

Eisengehalt der Umgebung (61).

1.1.4 Francisella und Eisen

Sowohl fur Wirt als auch Pathogen ist Eisen ein essentieller Cofaktor fir
enzymatische Prozesse und hat gleichzeitig Auswirkungen auf die bakterielle
Pathogenitat und die Immunantwort des Wirtes. Die multiple Funktion von Eisen
grundet auf dessen Fahigkeit Elektronen flir metabolische Prozesse zu transferieren
und die Entstehung hochreaktiver Radikale zu katalysieren. Aerobe Organismen
regulieren strikt ihre Eisenhomeostase, um die Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zu verhindern, welche ansonsten wirtseigene Proteine und
Lipide schadigen. So sehen sich intrazellulare Pathogene einer Eisenlimitierung
innerhalb der Wirtszelle ausgesetzt. In Organismen kommt Eisen in zwei Formen vor:
wasserldsliches Fe?*, welches der Hauptanteil von verfiigbarem Eisen im Cytosol ist,
und unldsliches Fe**, welches in Form von Proteinkomplexen gebunden ist. Ubliche
bakterielle Mechanismen der Eisenaufnahme sind der Transport von Fe** mittels
Transmembrantransporter und die Produktion und Sekretion von Siderophoren,
kleinen Eisenchelatoren, die Fe** binden (92, 93).

In F. tularensis ist die Eisenaufnahme abhangig von zwei Mechanismen. 1) Der
Francisella siderophore locus (fsl) codiert fur 6 Gene (fslA-F), welche an der
Biosynthese und dem Transport eines Siderophors, ahnlich Rhizoferrin, beteiligt sind
(94). 2) Das Feo-System (feoA, feoB) besteht in Francisella aus einem
Transmembrantransporter (FeoB) und einem kleinen Protein (FeoA) mit unbekannter
Funktion und dient der Aufnahme von Fe?" (95). Das Fsl- und Feo-System
komplementieren einander und erst eine Doppeldeletion in F. tularensis fuhrt zur
Attenuierung in Makrophagen und Mausen (96). Wahrend das Feo-System
ubiquitinar im Francisella-Genus codiert ist, besitzen nur die humanpathogenen
Vertreter der Gruppe 1 das fsl-Operon. In frei lebenden, metabolisch kompetenten

Spezies (F. philomiragia, F. guangzhouensis) ist das Siderophor-System schwacher
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konserviert. Die fischpathogenen Spezies F.n.o. und F.n.n. weisen sogar nur eine
Siderophor-Synthetase lucA/C auf (82). Reguliert werden die Eisentransportergene
in Francisella und anderen Bakterien durch den Repressor Fur, welcher bei der
Anwesenheit von Eisen an die Fur-Box vor dem Gen bindet und die Transkription
blockiert. Herrscht jedoch Eisenmangel dissoziiert Fur von der DNA-Bindungsstelle
und die Eisen-assoziierten Gene werden aktiviert (97). So werden die fs/- und feo-
Gene unter Eisenmangel und zumindest das fsl-Operon wahrend der Infektion von
Makrophagen stark hochreguliert (89, 96). Auch eine Regulation von FPI-Genen
durch Fur konnte gezeigt werden (97).

Neben der Rolle als Wachstumsfaktor kann Eisen potentiell auch eine Funktion in
der Produktion von ROS einnehmen. So kann ungebundenes Eisen die Zersetzung
von H;O, zu reaktiven OH- Radikalen katalysieren, auch bekannt als Fenton-
Reaktion (98). Lindgren et al. zeigten, dass F.t.tularensis weniger Eisen als
F.t.holarctica enthalt. Dies korrelierte mit einer hdheren Resistenz gegen eine H,0,-
induzierte Abtdtung im Vergleich zu F.t.holarctica (99). Dieser Mechanismus wird
haufig im Zusammenhang mit ROS-induzierter Abtétung von Bakterien im Phagosom
diskutiert, jedoch konnte bis jetzt keine Fenton-Reaktion in einem Phagosom
beobachtet werden (100).

1.1.5 Francisella-Modellsysteme

Die  Wirt-Pathogen-Interaktion von  Francisella kann in verschiedenen
Infektionsmodellen untersucht werden. Zu Beginn der Francisella-Forschung wurden
bevorzugt Menschen und Primaten als Modelle flr die Untersuchung der bakteriellen
Pathogenitat verwendet (101, 102). Aus ethischen Grinden werden diese Modelle
heutzutage jedoch nur selten eingesetzt. Das Ziel blieb jedoch ein Tiermodell zu
entwickeln, welches auf den Infektionsverlauf im Menschen Ubertragen werden kann.
Daraufhin wurden andere Saugetiere wie beispielsweise Kaninchen, Ratten,
Meerschweinchen und Mause als Tiermodelle entwickelt, welche aufgrund diverser
Vor- und Nachteile fur verschiedene Fragestellungen eingesetzt werden (103).
Aufgrund der relativ geringen Kosten und umfangreichen genetischen Mittel ist die
Maus der meist genutzte Modellorganismus. Ein bedeutendes Problem ist jedoch die

unterschiedliche Suszeptibilitat zu verschiedenen Francisella-Stammen im Vergleich
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zum Menschen. Beispielsweise sind Mause hoch sensitiv gegen den Impfstamm
(LVS) (104) und F.t.novicida (105), die keine oder nur geringe Symptome im
Menschen verursachen (18, 106).

Studien des intrazellularen Infektionsverlaufs von F. tularensis werden in diversen
Zelltypen, jedoch typischerweise in humanen und murinen Makrophagen
durchgefuhrt. Zwischen den humanen und murinen Makrophagen existieren jedoch
bedeutende Unterschiede, welche eine Ubertragbarkeit der Resultate der
Francisella-Virulenz erschweren. So treten Bakterien in Mausmakrophagen nach der
cytosolischen Teilung wieder in eine Vakuole mit autophagosomalen Eigenschaften
ein, ein Prozess der im humanen System nicht beobachtet wird (51). Zudem induziert
Francisella in den beiden Makrophagen-Typen unterschiedliche Zytokinprofile, die zu
verschiedenen Immunantworten fluhren kénnen (105, 107). Die Unterschiede
zwischen den etablierten Francisella-Systemen flhrten zusammen mit den hohen
Sicherheitsanforderungen fir F. tularensis-Laborarbeiten (S3) zur Entwicklung
alternativer Modellsysteme.

In den letzten Jahren wurden simple biologische Systeme fir die Analyse von Wirt-
Pathogen-Beziehungen etabliert, wunter anderem die  Modellorganismen
Caenorhabditis elegans (108), Drosophila melanogaster (109) oder Dictyostelium
discoideum (110). Diese Systeme erlauben kostenglinstige Studien in grof3em
Umfang ohne ethische Bedenken. Eine erste Erleichterung flr die Francisella-
Forschung war die Verwendung der Spezies F.t.novicida, die fur den Menschen
kaum virulent ist, genetisch leicht manipulierbar und unter S2-Bedingungen
verwendet werden darf (87). Diese Spezies besitzt eine hohe Homologie zum hoch
virulenten F.t. tularensis und der Infektionsverlauf der beiden Francisella-Spezies
gleicht sich in Insektenzellen und humanen Makrophagen. So wurden Drosophila
und daraus stammende S2-Insektenzellen fur das Screening von Francisella-
Virulenzfaktoren verwendet (111). Zwar wurden gemeinsame, konservierte
Virulenzfaktoren zwischen humanen Makrophagen und Drosophila identifiziert,
jedoch waren viele Faktoren nur flr eines der beiden Systeme spezifisch (112, 113).
Deshalb ist Drosophila eher als Vektormodell zur Untersuchung der Ubertragbarkeit
von Francisella geeignet. Ein weiteres Arthropodenmodell stellen die Larven der
Wachsmotte Galleria mellonella dar, welche fir die Untersuchung von
antimikrobiellen Stoffen gegen F. tularensis LVS verwendet werden (114). Zudem

wurde G. mellonella als in vivo Modell fur F. philomiragia beschrieben, wodurch
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Studien auch unter S2-Bedingungen mdglich sind (115). Nix et al. nutzten
Hihnerembryonen um die Virulenz von F. tularensis LVS und F.t.novicida Mutanten
in einem in vivo System ohne ausgepragtes Nervensystem zu beurteilen (116).

Fur die Untersuchung der Wechselwirkung von Francisella und dem Immunsystem
hat sich der Zebrafisch (Dario rerio) als geeigneter Modellorganismus herausgestellt
(117, 118). Denn Zebrafische teilen viele Schlusselaspekte des angeborenen und
adaptiven Immunsystem mit Sdugern und dienen somit als ein etabliertes Modell fur
viele pathogene Bakterien und Viren (119-123). Vor kurzem wurde der Zebrafisch in
Kombination mit den aquatischen Francisella-Spezies F.n.orientalis und
F.n.noatunensis als in vivo Modell etabliert, welches die Francisella-Infektion in
Saugern rekapituliert (117, 118). Damit konnte die Relevanz von Ersatzpathogenen
fur das Studium von Francisella-Virulenz gezeigt werden. In Kombination mit
Ersatzwirten werden Ersatzpathogene zunehmend eingesetzt um Sicherheitsrisiken
zu reduzieren, konservierte Mechanismen zu identifizieren und damit etablierte

Modelle zu komplementieren.

1.1.6 F. noatunensis subsp. noatunensis (F.n.n.) als Modell fiir Francisella

F. noatunensis Subspezies sind avirulent fir Saugetiere (124), verursachen aber in
Fischen eine systemische Krankheit namens Francisellose (125). Durch eine hohe
Sterblichkeitsrate von bis zu 40% im Kabeljau fuhrt die Infektion mit F. noatunensis
zu grofRen o©konomischen Verlusten in der Aquakultur-Industrie (126-130).
F. noatunensis setzt sich aus den Subspezies noatunensis und orientalis zusammen,
bilden jedoch eine paraphyletische Gruppe (82). F.n.n. und F.n.o. sind an
verschiedene Korpertemperaturen ihres Wirtes angepasst. So infiziert F.n.o.
“Warmwasser’-Fische, wie den Buntbarsch (Oreochromis niloticus), wahrend F.n.n.
ausschlieRlich “Kaltwasser’-Fische (Lachs, Kabeljau) befallt (131-133). Im seinem
natirlichen Wirt, dem Kabeljau, infiziert F.n.n. bevorzugt Makrophagen, bildet
Granulomata-ahnlichen Strukturen (GAS) und ahnelt damit pathologisch der
humanen Tulardmie (134). Ubereinstimmend mit F. tularensis scheint F.n.n. in
Kabeljau-Leukozyten vom Phagosom ins Cytosol zu wandern (135). Auch das
kirzlich etablierte Zebrafischembryo/F.n.n.-Modell rekapituliert viele Aspekte der

humanpathogenen Francisella-Infektion. So verursacht F.n.n. in den Embryonen eine
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chronische Infektion mit langsamem bakteriellen Wachstum (Generationszeit 43 h).
Wie im Menschen infiziert F.n.n. vorzugsweise Makrophagen und induziert die
Bildung von GAS und eine proinflammatorische Immunantwort (117). Dies bestatigt
die Relevanz des Zebrafisch/Francisella-Modells als auch von F.n.n. als

Ersatzpathogen.

1.2 D. discoideum, ein Modellorganismus fiir intrazellulare Pathogene

Der einfache Eukaryot D. discoideum ist ein weit verbreitetes Modellsystem flr die
Untersuchung bakterieller Pathogene (110) und wurde in dieser Arbeit als
Infektionsmodell flr Francisella-Bakterien etabliert. Dictyostelium gehort zur Gruppe
der Amoebozoa und lebt als Einzeller in terrestrischen Lebensraumen von den
gemaligten Breiten bis zu den Tropen, wo es sich von Bakterien und Hefen ernahrt
(136, 137).

o, caerevisiae
S. pombe Neurospora
Dictyostelium
discoideum Mance
Mensch ~
Fisch Ciona
Mais
Reis
Moskito
Arabidopsis
Drosophila
Algen C. elegans
Plasmodiun Lesshmania
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s 100 Darwins
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Abbildung 1.4: Phylogenetische Einordnung ausgewahlter Eukaryoten auf Grundlage des
Proteoms. Dictyostelium hat sich nach der Aufspaltung von Pflanzen und Tieren/Pilzen von letzteren
abgespalten (138).

Unter Nahrungsmangel aggregieren die vegetativen Zellen und durchlaufen eine

Entwicklung zum mehrzelligen Organismus, welcher zwecks Verbreitung und
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Uberdauerung Sporen produziert (139). Basierend auf Proteom-Analysen hat sich
Dictyostelium nach der Trennung von Pflanzen und Tieren abgespalten (Abb. 1.4),
aber scheint noch eine hohere Diversitat des anzestralen Genoms im Vergleich zu
Pflanzen, Pilzen und Tieren behalten zu haben (138). Dictyostelium besitzt viele
evolutionar konservierte Mechanismen, welche es zu einem idealen Modellsystem
grundlegender Zellprozesse macht, wie Zellmotilitat, Chemotaxis, Zytokinese und
Signaltransduktion (140-142). Es bietet eine Vielzahl von Anwendungsmaglichkeiten
fur die Untersuchung auf genetischer, molekularer, biochemischer und zellularer
Ebene. Zusatzlich lasst sich Dictyostelium im Labor unkompliziert und kostengunstig
kultivieren (143, 144). Die Amdbe ist leicht biochemisch und genetisch zu
manipulieren. So kénnen integrierende und extrachromosomale Expressionsvektoren
in die Zellen gebracht werden und aufgrund des haploiden Genoms lassen sich
Deletionsmutanten schnell generieren (145, 146).

Es gqibt viele Grinde Dictyostelium als Modellmakrophagen flr bakterielle
Infektionsmodelle zu verwenden. Als professioneller Phagozyt hat Dictyostelium
immunabwehrahnliche Mechanismen entwickelt um Bakterien zwecks Ernahrung
aufzunehmen und abzutéten. So wurden sogenannte Sentinel-Zellen entdeckt, die
durch das bewegliche Entwicklungsstadium (s/ug) migrieren, pathogene Bakterien
phagozytieren und diese Oxidase-abhangig eliminieren kdénnen (147, 148). Bei
dieser frihen Form der Immunabwehr werfen die Sentinel-Zellen DNA-Netze aus,
um die Bakterien einzufangen, ein Prozess den auch Neutrophile nutzen (148, 149).
Dictyostelium teilt sich viele konservierte Faktoren der Wirt-Pathogen-Interaktion mit
Makrophagen bezlglich Phagozytose, phagosomaler Reifung, Aktin-Zytoskelett und
Autophagie (150-152). Zusatzlich codiert Dictyostelium diverse orthologe Faktoren
des angeborenen Immunsystems, wie Toll/Interleukin-1 Rezeptor Protein (TirA)
(153), NADPH-Oxidase (154), Cathepsin (155) oder natural resistance associated
macrophage protein 1 (Nramp1) (156).

Inerte Partikel durchlaufen in Dictyostelium eine ahnliche Prozessierung, wie in
Makrophagen  (157). Nach  der Aktin-abhangigen  Aufnahme  durch
Phagozytose/Makropinozytose befindet sich das Bakterium in einem de novo
Phagosom. Sofort lokalisiert p80, ein putativer Kupfer-Transporter und Marker des
endosomalen Kompartiments an die phagosomale Membran (158). Innerhalb
weniger Sekunden werden kleine endosomale Vesikel zum Phagosom rekrutiert,

welche mit VatA. der katalytischen Untereinheit der vakuolaren H+-ATPase (V-
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ATPase), dekoriert sind. Diese fusionieren innerhalb weniger Minuten mit dem
Phagosom und der V-ATPase-Komplex transportiert Protonen mittels ATP-Hydrolyse
ins Phagosomenlumen. Das Phagosom wird angesauert (159). Die anschlieliende
Fusion mit Lysosomen fuhrt zur Anreicherung von hydrolysierenden Enzymen,
welche durch den niedrigen pH aktiviert werden und Makromoleklile aufspalten und
den Partikel verdauen (160, 161). Innerhalb von 2 h wird die V-ATPase mittels
Vesikulation vom Phagosom zurlckgeholt und ein reneutralisiertes Postlysosom
entsteht. Dieses besitzt oft ein groReres Volumen und enthalt mehrere Partikel aus
vorher separierten Phagosomen. Nach 2-6 h endet die phagosomale Reifung mit der
Aktin-abhangigen Exozytose von unverdauten Bestandteilen. Sowohl Postlysosom
als auch eine kontinuierliche Exozytose sind spezifisch fur Dictyostelium und werden
nicht in Makrophagen beobachtet (162).

Ansauerung Phagolysosom  Postlysosom Exozytose

f

Phagozytose

avirulentes endosomales

Bakterium  Kompatiment o0 VeiA Lysosom Ain

Abbildung 1.5: Phagosomale Reifung avirulenter Bakterien in Dictyostelium. Nach der Aktin-
abhangigen Phagozytose befindet sich das apathogene Bakterium in einem Phagosom, welches mit
dem endosomalen Kompartiment interagiert und endosomale Markerproteine (p80) erwirbt. Direkt
nach Aufnahme lokalisiert die V-ATPase Uber die Fusion kleiner Vesikel an das Phagosom und sauert
dieses durch aktives Pumpen von Protonen ins Phagosomenlumen an. Durch die Fusion des
Phagosoms mit Lysosomen entsteht ein Phagolysosom, in welchem das Bakterium durch den sauren
pH und hydrolysierende Enzyme verdaut wird. Lysosomale Enzyme und V-ATPase werden
zurickgewonnen und das Kompartiment reneutralisiert, ein Postlysosom entsteht. Die phagosomale
Reifung endet in Dictyostelium nach 2-6 h mit der Exozytose von unverdauten Partikeln.

Eine Vielzahl von Bakterien (Tabelle 1.1), die Infektionskrankheiten im Menschen
auslosen, konnen die phagosomale Reifung in Dictyostelium beeinflussen und die
Amobe als Wirtszelle nutzen. Damit hat sich der Phagozyt in den letzten 15 Jahren

als natzliches Infektionsmodell flr die Untersuchung der Virulenz humanpathogener
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Bakterien erwiesen. Dictyostelium ist besonders fur zellbiologische und
mikroskopische Studien geeignet, so dass vor allem die Aufnahme des Pathogens,
Reifung des Pathogen-enthaltenden Kompartiments und dessen Austritt aus der
Zelle analysiert wurden (163). An der Infektion beteiligte Faktoren kénnen sowohl auf
der Seiten des Pathogens als auch der Wirtszelle gut untersucht werden. So kénnen
bakterielle Virulenzfaktoren leicht durch einen Dictyostelium-Wachstumstest auf
einem Rasen mutagenisierter Bakterienstdmmen identifiziert werden (164).
Andererseits lassen sich Deletionsmutanten und Mutagenese-Bibliotheken von
Dictyostelium einfach generieren und damit der Einfluss von Wirtsfaktoren auf die
Infektion untersuchen (145, 165). Einer der identifizierten Abwehrmechanismen von
Dictyostelium gegen Pathogene ist die Autophagie, welche auch in Makrophagen

eine entscheidende Rolle als Teil des angeborenen Immunsystems spielt.

Tabelle 1.1: Bakterien, die Dictyostelium erfolgreich infizieren (163)

Pathogen Referenz
Legionella pneumophila (166, 167)
Mycobacterium avium, M. marinum, M. tuberculosis (168, 169)
Pseudomonas aeruginosa (164, 170)

Vibrio cholerae (171)

Klebsiella pneumoniae (172)

Neisseria meningitidis (173)

Burkholderia cenocepacia (174)

Salmonella typhimurium (175)

1.3 Autophagie, ein Abwehrmechanismus gegen intrazellulare Pathogene

Autophagie ist ein komplexer, zellularer Prozess, um cytosolische Komponenten, wie
Proteine, Organellen oder pathogene Bakterien, Uber die Fusion mit Lysosomen zu
degradieren (176). Der Prozess kann ungerichtet oder selektiv sein. Die Autophagie
(Atg)-Proteine sind evolutionar stark konserviert und kdnnen in vielen Spezies, von
Hefen bis Saugerzellen, gefunden werden. Der Ablauf der selektiven bzw.
kanonischen Autophagie, unterscheidet sich nur geringfligig zwischen Dictyostelium

und Saugerzellen (150) und ist in Abb. 1.6 dargestelit.

15



1. Einleitung

Der Atg1-Proteinkomplex (ahnlich der Unc-51-like kinase 1 (ULK1) in Saugern)
initiiert die Autophagie und ein doppelmembraniger Phagophor entsteht. Im Cytosol
wird ein abzubauendes Cargo mit dem kleinen Protein Ubiquitin markiert. Das
Adapterprotein Sequestosome 1 (SQSTM1) bindet an die ubiquitinierte Zielstruktur
und wird wiederum von Atg8 (auch LC3 in Sdugern) gebunden, welches Uber einen
Membrananker in der Doppelmembran eines Phagophors lokalisiert ist. Das
Phagophor schlief3t sich und ein Autophagosom entsteht. Durch die Fusion mit
Lysosomen wird der Inhalt des Autophagolysosoms durch hydrolytische Enzyme

degradiert und Aminosauren und andere Nahrstoffe recycelt (150).

T 4‘v""l ra \
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o Wt O uviquitin p62 * Atg8
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Phagophor Autophagosom Autophagolysosom

Abbildung 1.6: Vereinfachter Ablauf der selektiven Autophagie in Dictyostelium. Der Atg1-
Proteinkomplex initiiert die Bildung eines doppelmembranigen Phagophors. Das Protein SQSTM1
fungiert als Adapter zwischen dem ubiquitinierten Cargo im Cytosol und Atg8, welches in der
Doppelmembran des Phagophors verankert ist. Nach der SchlieBung des Phagophors fusioniert das
Autophagosom mit Lysosomen und bildet so das degradative Autophagolysosom (verandert nach
(150)).

Neben dem Abbau zelleigener Komponenten dient die Autophagie der Degradation
intrazellularer Bakterien (Xenophagie) und ist damit ein wichtiger Teil des
angeborenen Immunsystems. Hauptsachlich sind cytosolische Pathogene betroffen,
jedoch konnen diese auch innerhalb beschadigter Kompartimente dem
Autophagosom zugefuhrt werden (177). So kann Autophagie die Zelle vor dem
intrazellularen Wachstum von Salmonella (178), Mycobacteria (177) oder
Streptococcus (179) schitzen. Um diesem Abwehrsystem entgegenzuwirken, haben
pathogene Bakterien antagonistische Mechanismen entwickelt: 1) Inhibierung von

Autophagie-aktivierenden Signalkaskaden (Salmonella) (180), 2) Abbau und
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Delokalisation von Atg-Faktoren (Legionella) (181), 3) Maskierung der bakteriellen
Oberflache mit Wirtsmaterial (Shigella) (182) oder 4) Aktin-basierte Bewegung im
Cytosol (Listeria) (183). Demgegenlber nutzen einige Bakterien die Autophagie
sogar fur die Replikation, z.B. als Replikationsniche (Coxiella burnetii) (184) oder
Nahrungsquelle, indem sie entlassene Aminosauren konsumieren (F. tularensis)
(72).

In Dictyostelium hat die Autophagie verschiedene Auswirkungen auf die Infektion mit
Legionella, Staphylococcus aureus, Salmonella oder M. marinum. Wahrend sie zum
einen eine defensive Aufgabe gegen das intrazellulare Wachstum von S. aureus
(185) und Salmonella (175) GUbernimmt, wurde flr Legionella nur ein kleiner oder kein
defensiver Effekt beobachtet (186, 187). Autophagosomale Strukturen werden von
M. marinum sogar ausgenutzt um eine effiziente Zell-Zell-Transmission zu
ermoglichen (188). Dictyostelium wurde neben der Autophagie fur die
Charakterisierung weiterer Resistenz-vermittelnder Faktoren genutzt, wozu auch der
Eisentransporter natural resistance associated macrophage protein 1 (Nramp1)
gehort (156).

1.4 Nramp-Eisentransporter in Makrophagen und Dictyostelium

Wahrend der bakteriellen Infektion wird die Eisenhomeostase durch die Wirtszelle
streng reguliert. Dies liegt den multiplen Funktionen des Eisens zugrunde, welches
zum einen essentiell fir metabolische Prozesse ist, aber durch die Katalyse von
ROS auch toxisch wirken kann (92). Die Familie der Nramp-Proteine transportiert
zweiwertige  Metallionen und spielt eine wesentliche Rolle bei der
Metallionenhomeostase von Bakterien bis zum Menschen. Wahrend die Nramps von
Eukaryoten als Transmembranproteine hauptsachlich Fe** und Mn?* transportieren
(189), sind prokaryotische Vertreter meistens Mn?*-Transporter (MntH) (190). Im
Vergleich zu Saugetieren besitzen Vertreter der Nramp-Familie eine hohe
Proteinsequenzidentitat zu Saccharomyces cereviseae (25-29%), Reis (40%) und
Drosphila (55-57%) (191). In Sdugern existieren zwei Nramps: 1) Nramp1 (SIc11A1),
welches sich auf die phagosomale Membran von Makrophagen beschrankt (192) und
2) NrampB (SIc11A2), das in der Plasmamembran mehrerer Gewebe lokalisiert ist
(193). Nramp1 wurde zuerst in der Maus entdeckt, in der es zur Resistenz gegen

Mykobakterien, Salmonella und Leishmania beitragt (194-196). Es wird
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angenommen, dass Nramp1 durch verschiedene Mechanismen an der
Resistenzbildung beteiligt ist. Es transportiert Eisen aus dem Phagosom ins Cytosol
und depletiert dadurch den lebenswichtigen Cofaktor aus der potentiellen
Replikationsniche des Bakteriums (197). Unabhangig davon férdert Nramp1 die
phagosomale Reifung und antibakterielle Aktivitat im Phagosom gegen M. bovis und
Salmonella (198-200). Zuletzt fordert die Expression von Nramp1 in Makrophagen
proinflammatorische Effektoren, wie TNFa, Stickstoffoxide und Lipocalin-2, welches
bakterielle Siderophore bindet und damit eine Eisenquelle fur die Bakterien blockiert
(201-203).

Fur Francisella ist Uber die Rolle von Nramp1 wenig bekannt. In Mausen ist Nramp1
Teil des bcg-Lokus und kommt in zwei allelischen Formen vor:
Bcg/Nramp1(resistent) und Bcg/Nramp1(sensitiv) (204), die sich nur in einer
Aminosaure unterscheiden. Bcg(r), vermittelt einen resistenten Phanotyp gegen
M. bovis, Leishmania und Salmonella und besitzt eine hohere antibakterielle Aktivitat
gegen M. bovis als Trager des Nrampi(s)-Allels, die sensitiv gegenuber den
Bakterien sind (205). Demgegenuber sind Bcg(r)-Mause sensitiver gegen
F. tularensis als Bcg(s)-Trager und zeigen damit ein umgekehrtes Bild im Vergleich
zu anderen Pathogenen (206). Das Proteom des Francisella-enthaltenden
Phagosoms unterscheidet sich zwischen beiden Allelformen, weshalb vermutet wird,
dass vor allem die friihe, phagosomale Infektionsphase von F. tularensis durch den
Lokus beeinflusst wird (207).

Das Genom von Dictyostelium codiert zwei Nramp-Transporter, Nramp1 und
NrampB. Nramp1 ist das Ortholog des Nramp1 aus Saugetieren und wie in
Makrophagen am Phagsosom oder Makropinosom von Dictyostelium lokalisiert
(156). Wie in Saugern transportiert Nramp1 in Dictyostelium, abhangig von einem V-
ATPase-vermittelten Protonengradienten, Fe?* und Mn?* aus dem Phagosom ins
Cytosol (197). Kurz nach Ausbildung des Phagosoms wird Nramp1 vom trans-Golgi
rekrutiert und dekoriert die phagosomale Membran von apathogenen und
pathogenen Bakterien (156). Das Gen wird vorwiegend im vegetativen
Einzellstadium transkribiert und nach der Phagozytose und durch Nahrstoffentzug
herabreguliert (156, 208).

Demgegenuber ist NrampB kein Ortholog des Nramp2 aus Saugern, sondern ahnelt
den proteotypischen MntH-Transportern aus a-Proteobakterien, Hefen und Protisten.

NrampB ist ausschlieBlich in der kontraktiven Vakuole von Dictyostelium lokalisiert,
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einem tubularen Netzwerk, welches in freilebenden Amoben die Osmolaritat
reguliert. Uber die Funktion der kontraktiven Vakuole ist wenig bekannt. Es wird aber
vermutet, dass sie als Reservoir oder Ausgang fir Fe?* und andere divalente
Metallionen dienen kénnte, indem diese zurtick ins Cytosol transportiert bzw. durch
die Fusion mit der Plasmamembran sekretiert werden. NrampB scheint die
Eisenhomeostase zwischen Cytosol und kontraktiler Vakuole zu regulieren, indem es
Fe? unabhidngig von der V-ATPase ins Cytosol transportiert. Generell ist
Dictyostelium der bisher einzig bekannte Organismus mit sowohl archetypischen
(Sauger) als auch prototypischen (Bakterien, Protisten) Nramp-Transportern (209).

Ein Modell der Nramp-Aktivitaten in Dictyostelium ist in Abb. 1.5 zusammengefasst.

Bakterium

Nramp1

Nramp?2

V-ATPase

Fe?*

Abbildung 1.7: Lokalisation und Aktivitat von Nramp1 und NrampB in Dictyostelium. Nach der
Aufnahme eines Bakteriums lokalisiert Nramp1 am Phagosom und pumpt Fe®* und Mn*"-lonen aus
dem Phagosomenlumen ins Cytosol. NrampB transportiert dagegen nur Fe?* an der kontraktiven
Vakuole, jedoch sind Richtung und Mechanismus unbekannt. Beide Transporter kolokalisieren mit der
V-ATPase, jedoch transportiert nur Nramp1 Fe? abhangig von einem Protonengradienten (verandert
nach (210)).

Nramp1 und NrampB sind fir den Verdau von nicht-pathogenen Bakterien
entbehrlich, jedoch sind die Deletionsmutanten anfalliger fur intrazellulares
Wachstum von Legionella und, zumindest fir Nramp1, auch M. avium (156, 209). Die
Doppeldeletion scheint sogar einen additiven Effekt auf die Replikation von
Legionella zu haben. Fur das erhohte Wachstum in Anramp1-Zellen wird der
Rickhalt von Fe** in der Replikationsniche verantwortlich gemacht. Der Grund fiir
eine hohere Suszeptibilitat in AnrampB-Zellen ist unklar, jedoch scheint die gestorte

Eisenhomeostase in diesen Zelle das bakterielle Wachstum zu begunstigen.
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1.5 Zielsetzung

Trotz intensiver Forschung in den letzten 15 Jahren sind die Mechanismen, die zur
aullerordentlich hohen Virulenz von Francisella beitragen, noch wenig verstanden.
Etablierte Zell- und Tiermodelle haben viel zum Verstandnis der Francisella-Infektion
beigetragen, jedoch variieren viele Aspekte der Wirt-Pathogen-Interaktion zwischen
den Modellen und unterscheiden sich mitunter stark zur Infektion im Menschen. In
dieser Arbeit wird Dictyostelium mit F.n.n. als Francisella-Infektionsmodell etabliert,
um die vorhandenen Modelle zu komplementieren und evolutionar konservierte
Mechanismen der Wirt-Pathogen-Interaktion von Francisella zu bestimmen.
Zunachst wurde der intrazellulare Infektionsverlauf von F.n.n. in Dictyostelium mit
molekularen und mikroskopischen Methoden analysiert und anschlie®end mit dem
humanen Makrophagen/F. tularensis-Modell verglichen. Zudem wurde die Rolle des
bekannten Virulenzfaktors IgIC im Dictyostelium/F.n.n.-System bestimmt, um die
Relevanz des T6SS in diesem System zu Uberprufen.

Die Rolle von Abwehrmechanismen der Wirtszelle wurde als weiteres Ziel im neu
etablierten Infektionsmodell naher charakterisiert. Dafir wurde zum einen die
Autophagie als bekannter Abwehrmechanismus gegen Francisella und andere
cytosolische Pathogene untersucht. Zum anderen wurde die Rolle der Nramp-
Eisentransporter in der F.n.n.-Infektion charakterisiert, da tUber deren Bedeutung flr

Francisella wenig bekannt ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 2.1: Gerate

Gerat Modell Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese- 40-0708 Peglab, Erlangen, Deutschland

Kammer

Analysenwaage Handy H51 Sartorius, Goéttingen,
Deutschland

Autoklav 2540 EL Tuttnauer Systec, Breda,
Niederlande

Brutschrank (37°C) B 6060 Heraeus, Hanau, Deutschland

Diamantmesser ultra 45° Diatome, Biel, Schweiz

Durchflusszytometer FACSCalibur BD, Franklin Lakes, USA

Einfrierbehalter Mr. Frosty Thermo Fisher, Waltham, USA

Elektroporator Eporator Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Energieversorgung E835 Consort, Turnhout, Belgien

Gefriersubstitutions- Balzers FSU 010 Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein

maschine

Hand-Klick-Zahler HT-2 Upgreen Corporation, Taiwan

Hochdruckgefrier- EM HPM100 Leica, Wien, Osterriech

maschine

Magnetrihrer Combimag RCT IKA, Staufen, Deutschland

Mikroskope

- Elektronenmikroskope

- Lichtmikroskop

Konfokales Laserscanning-
Mikroskop (Punkt-Scanner)
Konfokales Laserscanning-
Mikroskop (Linien-Scanner)
Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskop

Mikrowelle
pH-Meter
Photometer

Pinzette
Pipetten

Pipettierhilfe

Prazisionswaage

Kolbenschuttler

CM100

Tecnai Spirit 80
kV

CKX41
FluoView 1000

LSM 5

cellR Imaging
System

R-234

pH Level 1
BioPhotometer

Inox Nr.5

P2, P10, P20,
P100, P200,
P1000
Accu-jet pro

PCB 1000-1

SM-30

Philips, Eidhoven, Niederlande
FEI, Hillsboro, USA

Olympus, Hamburg, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Sharp, Osaka, Japan

inoLab, Weilheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

neolLab, Heidelberg, Deutschland
Gilson, Middelton, USA

Brand GmbH, Wertheim,
Deutschland

Kern & Sohn, Balingen,
Deutschland

Edmund Buhler GmbH,
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TlUbingen, Deutschland

Schittelinkubator (37°C) Innova 4400 New Brunswick Scientific
Sterilbanke Kojair 2009 Koijair, Vilppula, Finnland
Heraeus Thermo Fisher, Waltham, USA
Herasafe
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Thermozykler Primus 25 Peqlab, Erlangen, Deutschland
Vakuumpumpe Laboport KNF, Freiburg, Deutschland
Vortexer VE2 IKA, Staufen Deutschland
Wasserbad Haake B3 Artisan Technology,
Zahlkammer Neubauer- Marienfeld, Lauda-Koénigshofen,
improved Deutschland
Zentrifugen
- Tischkuhlzentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg,
- Tischkuhlzentrifuge 5417R Deutschland
- Tischzentrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg,
- Standzentrifuge GS-6KR Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Beckmann, Krefeld, Deutschland
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Spezifikation Hersteller/Lieferant

Aluminium-Plattchen

Deckglaschen
FACS-R&hrchen
Kryo-Rdhrchen
Klvetten

Kulturschalchen flr
Lebendzell-Mikroskopie
Nadeln

Objekttrager

Parafilm
Pasteurpipetten
Petrischalen
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalle
Serologische Pipetten

Vakuum-Filter
Zellkultur-Flaschen

Zellkultur-Platten
Zellkultur-Schalen
Zellulose-Kappilaren

6 mm Durchmesser
150 um Vertiefung
12 mm, No. 1

12 X 75 mm

1,5 ml

Halb-Mikro-
Einmalkivette
u-Dish 35 mm,
u-Slide 8 well
Sterican

76 X 26 mm

Parafilm M

Glas

100 x 15 mm

10 wl/200 wl/1000 wl
(einfach/gestopft)
1,5ul/2ul
5ml/10 ml/ 25 ml

0,22 um, 500 ml
25 cm?Filter Top
75 cm? Filter Top

6-Loch, 24-Loch
100 x 20 mm

200 um Durchmesser

Ted Pella Inc, Redding, USA

Assistant, Sondheim, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Engelbrecht, Edermiinde,
Deutschland

Pechiney, Chicago, USA

Brand, Wertheim, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Greiner, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
BD, Franklin Lake, USA

Heinz Schwarz
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Zentrifugenréhrchen 15 ml / 50 mi

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

2.1.3 Chemische und biologische Reagenzien

Tabelle 2.3: Chemische und biologische Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Agarose

Chloroform
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
dNTP-Mix

Einbett-Medium

Ethanol (100%)
Ethidiumbromid (1%)
Fetales Kalberserum (FKS)
Gelatine

Glutaraldehyd

Glycin

HL5-C mit Glukose
Hyperladder DNA-Marker
Immersionsol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
LB-Agar

LB-Medium

LightCycler® 480 SYBR Green | Mastermix
Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Neutralrot
Paraformaldehyd (PFA)
Phusion DNA-Polymerase
Proteinmarker
Restriktionsenzyme
Restriktionsenzym-Puffer
Rinderblut in Citratlésung
Salzsaure (37%)

Sucrose

Phusion Polymerase
Tris-HCL

Triton X-100

Trizol

Bio&Sell, Nurnberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carslbad, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Formedium, Hunstanton, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Manheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
NEB, Frankfurt, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
NEB, Frankfurt, Deutschland
NEB, Frankfurt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biomol, Hamburg, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Life Technologies, Carslbad, USA

2.1.4 Losungen, Puffer und Medien

Lésungen, Puffer und Medien wurden mit doppelt deioniseitem Wasser (ddH,0)

angesetzt. Zur Sterilisation wurden hitzunempfindliche Lésungen fir 20 min bei
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121°C und 2bar autoklaviert und hitzempfindliche Lésungen filtriert (PorengréfRe 0,22
um).

Tabelle 2.4: Lésungen, Puffer, Medien

Lésung, Puffer, Medium Bestandteile

Fixierlésung 4% PFA
in PBS, pH 6
bei 4°C lagern

Sorensen-Puffer 14,7 mM KH,PO,
1,92 mM Na,HPO,
in ddH,0, pH 6
autoklavieren

SDS-PAGE-Laufpuffer 0,25 M Tris-HCI
0,5 M Glycerol
1% (w/v) SDS
in ddH,O

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI
0,4% (w/v) SDS
in ddH.0, pH 6,8

Eugon Broth (Francisella) 30,4 g Eugon Broth-Pulver
in 11ddH,O
1 min kochen, autoklavieren
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Kulturplatten fir Francisella

Sorensen-Agar-Platten
(Dictyostelium)

Kulturplatten fur E. coli
TBS-Puffer
(Tris-Buffered Saline)

TBS-T-Puffer

Entwickler-Lésung
5 ml Lésung A

0,5 ml Lésung B
1,5 }Jl H202

15 g/l Agar in Eugon Broth,
autoklavieren, abkuhlen auf 70°C,
5% Rinderblut in Citrat-Lésung hinzugeben,
bei 4°C lagern

15 g/l Agar

in Sérensen-Puffer

autoklavieren

15 g/l Agar

in LB-Medium

autoklavieren

50 mM Tris

150 mM NaCl

in 11ddH,0, pH 7,6

50 mM Tris

150 mM NaCl

0,05% (v/v) Tween20

in 11ddH,0, pH 7,6

0,1 M Tris-HCI, pH 8,6

0,00025% Luminol

0,0011% Hydroxycoumarinsaure in DMSO
35% H,0; in ddH,0

2.1.5 Antikorper

Tabelle 2.5: Antikorper

Antigen Ursprung Anwendung
a-p80 Maus (Hybridoma) 1:10
a-VatA Maus (Hybridoma) 1:10
a-GFP Kaninchen 1:1000
a-GST Kaninchen 1:1000
a-Ubiquitin Maus 1:1000
a-Atg8 Kaninchen 1:1000
a-Maus 488 Ziege 1:1000
a-Kaninchen 488 Ziege 1:1000
a-Maus 568 Ziege 1:1000
a-Kaninchen 568 Ziege 1:1000
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Tabelle 2.6: Antibiotika

2. Material und Methoden

Antibiotikum Konzentration Anwendung

Penicillin 100 U/ml Dictyostelium-Kultur

Streptomycin 100 pg/ml Dictyostelium-Kultur

Geneticin (G-418) 5-30 ug/ml Selektion von Uberexpressionen in

Dictyostelium (pDM304)
Kanamycin 15 pg/ml Selektion von F.n.n. (pKK289)
Blasticidin 5 ug/mi Selektion von Dictyostelium knockout
Zelllinien

Ampicillin 100 pg/ml Selektion von E.coli

2.1.7 Kits

Tabelle 2.7: Kits

Kit Hersteller Anwendung

NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel, DNA-Isolation (Mini-Prep)
Duren, Deutschland

NucleoSpin Bond Macherey-Nagel, DNA-Isolation (Midi-Prep)
Diren, Deutschland

NucleoSpin Gel and Macherey-Nagel, Aufreinigung von DNA aus Agarose

PCR Clean-up Duren, Deutschland

PureLink™ RNA Mini Kit  Thermo RNA-Isolation
Fisher Scientific,
Waltham, USA

Maxima First Strand Thermo cDNA-Synthese

cDNA Synthesis Kit Fisher Scientific,
Waltham, USA

LightCycler 480 SYBR Roche, Basel, RT-PCR

Green | Master Schweiz

T4 DNA-Ligase New England Ligation von DNA-Fragmenten
Biolabs, Ipswich, USA

PureLink™ DNase Thermo Verdau von DNA bei der RNA-
Fisher Scientific, Isolation
Waltham, USA

2.1.8 Software

Tabelle 2.8: Software

Software Hersteller Anwendung

Prism v5.0b PraphPad, LaJolla, USA Statistik, Auswertung, Darstellung

Excel v14.4.6 Microsoft, Redmond, USA  Berechnung, Auswertung
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FlowdJo v10.0.7 Tree Star, Ashland, USA Auswertung von FACS-Daten
Imaged v1.49b National Institutes of Bildbearbeitung
Health, USA
Fluoview v1.7b Olympus, Tokio, Japan Bildaquisition am Laser-Scanning-
Mikroskop (Punktscanner)
Xcellence rt 1.2 Olympus, Tokio, Japan Bildaquisition am Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskop
ZEN 2009 Zeiss, Oberkochen, Bildaquisition am Laser-Scanning-
Deutschland Mikroskop (Linienscanner)

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologie
2.2.1.1 Kultivierung von Dictyostelium discoideum

In dieser Studie wurde der D. discoideum Wildtyp-Stamm Ax2 verwendet, welcher
zuerst von Watts und Ashford (1970) beschrieben wurde (211, 212). Ax2-Zellen
wurden vom Dicty Stock Center an der Northwestern University (Chicago, IL, USA)
bezogen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte adharent in 10 ml autoklaviertem HL5-
C-Medium in 10 cm Zellkulturschalen bei 22°C unter sterilen Bedingungen. Um
Kontaminationen zu verhindern wurden 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin hinzugefiugt. Genetisch modifizierte Zelllinien wurden kontinuierlich mit
dem entsprechenden Antibiotikum selektiert. Alle 2-3 Tage wurden die Zellen
verdinnt bevor eine volle Konfluenz erreicht wurde. Dazu wurde das Medium
abgekippt und die Zellen durch leichtes Klopfen der Kulturschale gegen die
Sterilbank abgeldst. Die Zellen wurden in 10 ml frischem HL5-C aufgenommen und

nach Bedarf in neue Kulturschalen verteilt.

Tabelle 2.9: Knockout-Zelllinien

Zelllinie Merkmale Bezugsquelle

Ax2 Aatg1 Deletion des Autophagie- (213)
Initiationskomplexes Atg1

Ax2 Api3k1 Deletion der Phosphoinositid-3-  (214)
Kinase 1

Ax2 Anramp1 Deletion des phagosomalen (156)
Eisentransporters Nramp1

Ax2 AnrampB Deletion des Eisentransporters  (209)
NrampB

Ax2 Anramp1/B Doppeldeletion der (209)

Eisentransporter Nramp1 und B
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Tabelle 2.10: Uberexprimierende Zelllinien

Zelllinie Selektionsmarker (ug/ml)

Ax2 Ubiquitin-GFP  G-418 (7)
Ax2 SQSTM1-GFP  G-418 (7)
Ax2 Atg8a-GFP G-418 (7)
Ax2 Nramp1-GFP  G-418 (30)
Ax2 NrampB-GFP  G-418 (30)
Ax2 IgIC-GST G-418 (10)

2.2.1.2 Kryokonservierung von D. discoideum

Zur Langzeitaufbewahrung von vegetativen Dictyostelium-Zellen wurden Zellstabilate
in der Gasphase von flissigem Stickstoff gelagert. Daflir wurden Zellen bei einer
Konfluenz von etwa 80% (2x10’ Zellen) in HL5-C aufgenommen und abzentrifugiert
(500 x g, 5 min, RT). Das Pellet wurde in 1 ml 10% DMSO in HL5-C pro Aliquot
aufgenommen und auf Kryordhrchen verteilt. Diese wurden innerhalb von
Einfrierbehaltern (McFrosty) fur 24 Stunden bei -80°C und anschlie3end in flissigem

Stickstoff dauerhaft gelagert.

2.2.1.3 Transfektion von D. discoideum

Die Transfektion von Dictyostelium erfolgte auf Grundlage der Elektroporation.
Hierbei wird die Zellmembran durch aufeinanderfolgende, elektrische Impulse
permeabilisiert, so dass Fremd-DNA in die Zelle dringen kann. Das Gen von
Interesse wurde in einen episomalen Expressionsvektor (pbDM314) kloniert.

10-15 ug DNA wurden mittels 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 5,2) und dem 2,5-
fachen Volumen 100% Ethanol prazipitiert und fur 15 min bei 14000 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen (5 min, 14000 rpm),
bei RT getrocknet und bis zur Transfektion auf Eis gelagert.

Dictyostelium-Zellen einer 80-90% konfluenten Kulturschale wurden in 1 ml
Elektroporationspuffer aufgenommen und fir 3 sec bei 6000 rpm abzentrifugiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit EP-Puffer wurden die Zellen in 100 ul EP-
Puffer aufgenommen und zu dem DNA-Pellet gegeben. Die Zellsuspension wurde in
eine vorgekuhlte Kuvette (BTX, 2 mm) Ubertragen und elektroporiert (250 V, 5 Pulse,
Pulslange: 2 ms, Pulsintervall: 1 sec). Nach einer Inkubation von 5 min auf Eis

wurden die Zellen auf zwei Kulturschalen verteilt. Die Selektion transfizierter Zellen
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erfolgte nach etwa 24 Stunden mit dem entsprechenden Antibiotikum (siehe Tabelle
2.10). Nach 4-7 Tagen konnten Dictyostelium-Kolonien beobachtet werden. Diese
wurden mithilfe einer Pipette gepickt und zur Generierung von Klonen in 1ml HL5-C

in 24-Loch-Platten vereinzelt.

2.2.1.4 Dictyostelium Plaque-Test

Der Plaque-Assay wurde 2001 von Cosson et al. entwickelt und wird zur
Bestimmung der Virulenz von Bakterien im Dictyostelium-System verwendet (164).
Dictyostelium nutzt nicht-pathogene Bakterien als Nahrungsquelle und formt durch
Wachstum Plaques auf einem Bakterienrasen. Virulente Bakterien kdnnen nicht als
Nahrung genutzt werden und Dictyostelium ist nicht in der Lage zu wachsen und
Plaques zu bilden. Zur Herstellung des Bakterienrasens wurden 0,5 | K. aerogenes-
bzw. 2 | F.n.n.-Ubernachtkultur abzentrifugiert (K. aerogenes: 5000 rpm, 10 min,
F.n.n.: 10000 rpm, 20 min) und zwei Mal mit 20 ml Sgrensen-Puffer gewaschen. Das
Volumen der Bakteriensuspensionen wurde auf 2-3 ml reduziert, mit 50
Dictyostelium-Zellen vermischt und auf Serensen-Agar-Platten gegeben. Nach 2-4

Tagen konnten Dictyostelium-Plaques beobachtet werden.

2.2.1.5 Kultivierung von F.n.n.

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme von F.n.n. (NCIMB14265") stammen aus
dem Labor von Prof. Dr. Hanne Winther-Larsen (Universitat Oslo, Norwegen) und
wurden aus infiziertem Kabeljau (Gadus morhua) isoliert (215). Die Transfektion von
F.n.n. mit Expressionsvektoren (pKK289::GFP, pKK289::mCherry) sowie die
Generierung IgIC-Deletionsmutante (Aig/C) wurde von Elisabeth O. Lampe
(Universitat Oslo, Norwegen) durchgeflihrt (216). Alle Schritte der F.n.n.-Kultivierung
wurde unter sterilen Bedingungen bei 22°C durchgeflhrt.

Anfanglicher Schritt der Kultivierung von allen F.n.n.-Stammen war die Inokulation
von Chocolate-Agar-Platten mit einem 50 ul Aliquot einer F.n.n.-Stammkultur. Diese
wurden zwecks Langzeitlaufbewahrung bei -80°C gelagert und beinhalteten eine
groRe Menge F.n.n.-Koloniematerial in 10% Milchemulsion. Nach 2 Tagen bei 22°C
bildete F.n.n. einen weilllichen Biofilm, welcher zwischen Tag 2-7 nach Animpfung

fur die Inokulation von Flussigkulturen verwendet werden konnte. Fur die
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Flassigkultur wurde eine halb volle Impfschlinge des Biofilms in 10-20 ml EB-Medium
in einem 50 ml Erlenmeyerkolben aufgenommen und schittelnd (100 rpm) inkubiert.
Zusatzlich wurden 2 mM FeCl; und im Fall von transgenen Stammen 15 ug/ml

Kanamycin hinzugefugt.

2.2.1.6 Infektion von Dictyostelium mit F.n.n.

Mindestens 16 Stunden vor Infektion wurden Dictyostelium-Zellen in 15 ml HL5-C
ohne Antibiotika in 25 oder 75 cm? Zellkulturflaschen ausgesat (Konfluenz 30-60%).
Eine F.n.n.-Vorkultur wurde 24 Stunden vor Infektion auf ODgpp=0,1 verdinnt, so
dass sich die Bakterien zum Zeitpunkt der Infektion in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden (ideal: ODgpp=1). Fur die Infektion wurde eine multiplicity
of infection (MOI) 30 oder 60 gewahlt, welches bei 6-7 x 10’ Zellen in einer
konfluenten Zellkulturflasche 1,9 x 10° bzw. 3.8 x 10° Bakterien entspricht. Die
entsprechende Menge F.n.n.-Flissigkultur wurde abzentrifugiert (5000 x g, 5 min),
mit 1 ml HL5-C gewaschen und in 1 ml HL5-C aufgenommen. Die
Bakteriensuspension wurde zusammen mit 24 ml frischem HL5-C auf die
Dictyostelium-Zellen gegeben und fir 30 min bei 100 rpm zentrifugiert, um die
Aufnahme der Bakterien zu synchronisieren. Als Startpunkt der Infektion wurde der
Beginn der Zentrifugation festgelegt (0 hpi). Sollten frihere Zeitpunkte als 30 min
analysiert werden, wurde eine MOI 300 bei 500 x g fur 5 min verwendet. Nach
Zentrifugation wurden die Zellen flr eine effizientere Phagozytose 5 min ruhend
inkubiert und anschlieBend 5 Mal mit 10 (75 c¢cm?) bzw. 5 ml (25 cm?) HL5-C
gewaschen. Die Zellen wurden abgeldst, in 20 (75 cm?) bzw. 5 ml (25 cm?) HL5-C
aufgenommen und die Zellzahl/ml mittels CasyCounter oder Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Fir die Analyse folgender Zeitpunkte wurden je nach bendétigter Zellanzahl
verschiedene Zellzahlen abhangig von Zeitpunkt und Gefall ausgesat (siehe Tabelle
2.11).
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Tabelle 2.11: Ausgesate Zellzahlen wahrend der Infektion

Zeitpunkt (hpi) Gefal Zellzahl Volumen (ml)
6-Loch-Platte 2x10° 3
2,4,6 10 cm- 7
Kulturschale 1x10 10
6-Loch-Platte 1x 10° 3
24 10 cm- 4.5x 10° 3
Kulturschale
48 6-Loch-Platte 0,3x10° 3
10 cm- 2x10° 10
Kulturschale

2.2.1.7 Uberlebenstest fiir F.n.n.

Um das Uberleben von exozytierten F.n.n. zu untersuchen, wurden Dictyostelium-
Zellen und extrazellulare F.n.n. zu den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 24 hpi in 10 ml HL5-C
aufgenommen. 1 ml Zellsuspension wurde abzentrifugiert (500 x g, 3 min, RT) und
Uberstand inklusive exozytierter F.n.n. und Zellpellet getrennt. Der Uberstand wurde
abzentrifugiert (5000 x g, 5 min, RT) und das bakterielle Pellet in 100 pl HL5-C
aufgenommen. Es wurde eine 1:50 Verdunnungsreihe in HL5-C angefertigt von
denen 20 pl auf eine Chocolate-Agar-Platte pipettiert wurden. Nach 5-7 Tagen

konnte das Wachstum von uberlebenden, exozytierten Bakterien beobachtet werden.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Extraktion von genomischer DNA

Die Extraktion von genomischer DNA erfolgte mit dem High Pure PCR Template
Preparation Kit von Roche anhand der vom Hersteller vorgegebenen Anweisungen
fur kultivierte Zellen (Dictyostelium) bzw. Bakterien (F.n.n.). Dafiir wurden 1-2 x 10’
Dictyostelium-Zellen bzw. 1-2 x 10° Bakterien abzentrifugiert (500 x g, 5 min bzw.
5000 x g, 5 min).

2.2.2.2 Extraktion von totaler RNA

Die gesamte RNA von Dictyostelium bzw. F.n.n. wurde mithilfe des PureLink™ RNA

Mini Kits gemal des vom Hersteller empfohlenen Protokolls extrahiert mit folgenden
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Modifikationen. 1-5 x 10" Dictyostelium-Zellen bzw. 1-2 x 10° Bakterien wurden
abzentrifugiert, in 1 ml Trizol resuspendiert und fur 5 min bei RT bis zur vollstandigen
Lyse inkubiert. Um eine DNA-Kontamination zu verhindern, wurde eine On-Column
PureLink™ DNase | Behandlung durchgefiihrt.

2.2.2.3 Qualitatskontrolle von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von isolierten Nukleinsauren wurde mittels NanoDrop
Uberpruft. Die Reinheit von RNA wurde zusatzlich mittels SYBR Green gPCR
Uberpruft, um die Kontamination mit DNA auszuschlieen. Dafir wurden 5 ng RNA
als Template mit Primern des Gens der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

(gapdh) verwendet.

2.2.2.3 Reverse Transkription von mRNA - cDNA-Synthese

Die Generierung von cDNA aus totaler RNA erfolgte mit dem Maxima® First Strand
cDNA Synthesis Kit von Roche gemall den Anweisungen des Herstellers. Fur jede
Amplifikation wurden 1 pg RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 pl verwendet.
Synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.2.4 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die qPCR kombiniert die Amplifikation von spezifischen DNA-Abschnitten mit der
Quantifizierung des entsprechenden PCR-Produktes. Die Fluoreszenzemission des
in doppelstrangiger DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green ist
proportional zur Menge des PCR-Produktes und wird nach jedem PCR-Zyklus in
Echtzeit detektiert. Eine relative Quantifizierung des Transkripts von Interesse kann
durch den Vergleich mit einem Haushaltsgen, hier gapdh, erreicht werden. Als
template wurde sowohl genomische DNA zur Quantifizierung von F.n.n.-Genomen
als auch synthetisiete cDNA zur Messung der Genexpression verwendet.

Sequenzen der genspezifischen Primer sind in Tabelle 2.12 aufgelistet.
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Primer Labor# Zielgen 5’-3’ Sequenz

Atg8a_fwd 111 Dd_atg8a CTCCAAGATCAGATGCACCA
Atg8a_rev 112 Dd_atg8a GCAGCAGTTGGTGGGATAGT
SQSTM1_fwd 117 Dd_sqstm1 TTGAAAATCGCACAACCAAC
SQSTM1 rev 118 Dd_sqstm1 AGGAACCCTTTGGAATGACA
gapdh_fwd 7 Dd_gapdh GGTTGTCCCAATTGGTATTAATGG
gapdh_rev 8 Dd_gapdh CCGTGGGTTGAATCATATTTGAAC

F.n.n._fwd 228 Gl: 390432597 TGAGTTGGTAACCATTGATTGTACATAGT

F.n.n._rev 229 Gl: 390432597 CGAGTACCTGGTGGGAGAAAGA
Nramp1_fwd 96 Dd _nramp1 GGTATCAGTTTTCGCTAAAGGATT
Nramp1_rev 97 Dd _nramp1 CGAGCATTGACCAGCACTAA
NrampB_fwd 313 Dd_nrampB TGGTAGTGTGGTGAAATCAAGA
NrampB_rev 314 Dd _nrampB TCTGACAATTCGGTTACTTGGA
fopA_fwd 267 Fnn_fopA AGAGATGTTCAGGTGAGTGC
fopA_rev 268 Fnn_fopA ATGTTAGTACCTGCTCTACCC
polA_fwd 269 Fnn_polA AGCTGGAACTGGTCGTAATCA
polA__rev 270 Fnn_polA ATCAGCATCTTCAGCAGCATA
ftsZ_fwd 271 Fnn_ftsZ TACCATACTCAGCGGCTTTC
ftsZ rev 272 Fnn_ftsZ GCGCCTGTAGTTGCTGAAGT
iglC_fwd 226 Fnn_iglC TAGGCGTATAACACTGGCTGC
iglC_rev 227 Fnn_igIC TGCTATAGAAGGCGGAGAGG
feoA_fwd 321 Fnn_feoA TTCATAATTGTCCTGTCGCATAC
feoA__rev 322 Fnn_feoA CATTTCTCACACTGACTTGGC
fur_fwd 325 Fnn_fur GCACCTTAGTCCTGATGATGT
fur _rev 326 Fnn_fur GAGTCGGCTTATTATTCCTGCT
lucA/C_fwd 319 Fnn_iucA/C ACCCCTATACTTTGGCTGTACT
lucA/C _rev 320 Fnn_iucA/C TCCTCAGATTCTCCACATAGACT

2.2.2.4.1 Quantifizierung von Genexpression

Fir die Quantifizierung von Genexpression bzw. mRNA-Leveln in Dictyostelium oder
F.n.n. wurden Zellen, wie in 2.2.2.4.1 beschrieben, entnommen und RNA isoliert. Es
folgte die Synthese von cDNA (2.2.2.3). Die qPCR erfolgte mit dem LightCycler® 480
SYBR Green Master Mix unter Verwendung des RotorGene 3000 (Corbett Life

Science) mit 72-Proben-Rotor.

2.2.2.4.2 Quantifizierung von F.n.n.-Genomen

Das intrazellulare Wachstum von F.n.n. wahrend der Infektion wurde unter anderem
durch die Quantifizierung von F.n.n.-Genomen mittels qPCR bestimmt. Zu den

angegebenen Zeitpunkten des Infektionsverlaufs wurden extrazellulare Bakterien
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durch flnf- (1 hpi) bzw. zweimaliges (4, 24, 48 hpi) Waschen der Ein-Zellschicht mit
HL5-C entfernt. Die genomische DNA infizierter Zellen wurde wie beschrieben isoliert

und 5 ul als template in einer 20 pl Reaktion verwendet (Tabelle 2.13).

Tabelle 2.13: Reaktionskomponenten der F.n.n.-spezifischen qPCR

Komponente Reaktionsvolumen
Master Mix (2x) 10 ul

sense Primer 0,5 ul

anti-sense Primer 0,5 ul

cDNA (5 ng) 5ul

H.O ad 20 pl

Die Amplifikation wurde mit dem LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (Roche)
in einer Lightcycler® 480 qPCR Maschine (Roche) unter folgenden Bedingungen
durchgefluihrt (Tabelle 2.14).

Tabelle 2.14: Reaktionsbedingungen der F.n.n.-spezifischen g°PCR

Phase Temperatur Zeit
Aktivierung der hot start- 95°C 5 min
Polymerase
Zyklen (45)
Denaturierung 95°C 10 sec
Primerhybridisierung 60°C 10 sec
Elongation 72°C 10 sec
Schmelzkurvenanalyse 95°C 1 min
67 —95°C 8 sec/Schritt

Die Analyse von qPCR-Daten erfolgte mit der LightCycler® 480 Software v1.5 von
Roche. Der cylce of threshold (Ct) beschreibt den Punkt an dem die Amplifikation
erstmalig exponentiell uber den Hintergrundwert ansteigt, wodurch eine zuverlassige
Quantifizierung moglich wird. Die Menge von F.n.n.-Genomen wurde durch die
Relation von F.n.n-Genomen zu Dictyostelium-Genomen berechnet, welche durch
die Ct-Werte eines hypothetischen Gens von F.n.n. (217) bzw. gapdh (Dictyostelium)
bestimmt werden. Hier wurde vorausgesetzt, dass pro Zelle bzw. Bakterium eine
Kopie des jeweiligen Gens auf genomischer Ebene vorliegt. Die relative Menge von
F.n.n.-Genomen wurde mithilfe der ACt-Methode berechnet (ACt = Ct (gapdh) — Ct
(F.n.n.)). Durch die Multiplikation der relativen Menge von F.n.n.-Genomen mit dem
Wachstumsfaktor von Dictyostelium (Zellzahl/ml) konnte die Anzahl von F.n.n.-
Genomen pro Volumen bestimmt werden.
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2.2.2.5 Klonierung von Plasmiden
2.2.2.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels Polymerasekettenreaktion lassen sich bekannte DNA-Abschnitte unter
Verwendung Zielsequenz-spezifischer Primerpaare vervielfaltigen.
Aufeinanderfolgende Amplifikationszyklen bestehen aus folgenden Schritten deren
genauer Ablauf in Tabelle 2.15 aufgezeigt ist: Denaturierung der doppelstrangigen
DNA, Hybridisierung der spezifischen Primer an der Zielsequenz und Elongation der
Sequenz durch die DNA-Polymerase. Die Amplifizierung erfolgte entweder mit der
Go Taq fur analytische Ansatze oder der Phusion High Fidelity Polymerase flr
weitere Klonierungsarbeiten. PCR-Reaktionskomponenten sind in Tabelle 2.16

aufgelistet.

Tabelle 2.15: Reaktionsverlauf der praparativen PCR

Phase Temperatur  Zeit Temperatur  Zeit

Erste Denaturierung 95°C 2 min 98°C 30 sec
Denaturierung 95°C 30 sec 98°C 10 sec
Primerhybridisierung (30x) 55°C 30 sec 55°C 30 sec
Elongation 68°C 30 sec/kb 72°C 30 sec/kb
Finale Elongation 68°C 5 min 72°C 5 min
Lagerung 4°C 0 4°C 0

Tabelle 2.16: Reaktionskomponenten der praparativen PCR

Komponente Go Taq Phusion High Fidelity
Reaktionspuffer 5 pl (10 x) 10 pl (5 x)

dNTPs (10 mM) 1l 1 ul

Sense Primer (10 uM) 2,5 ul 2,5 ul

Anti-sense Primer (10 uM) 2,5 ul 2,5 ul

Polymerase 0,25 pl (1,25 U) 0,5ul (1U)

template DNA 50-200 ng 50-200 ng

H20 ad 50 pl ad 50 pl
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2.2.2.5.2 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen erkennen und schneiden spezifisch DNA-Sequenzen.
Dadurch lassen sich Fremd-DNA in Plasmide einfligen und der Erfolg dessen
analysieren. Die Reaktionskomponenten sind in Tabelle 2.17 aufgelistet und
besallen ein Volumen von 50 ul flr einen praparativen Ansatz oder 20 pl flr einen

analytischen Verdau. Der Verdau wurde flir 1 h bei 37°C durchgefuhrt.

2.17: Reaktionskomponenten eines Restriktionsverdaus

Komponente Analyse Praparation
Restriktionspuffer (10 x) 2 ul 5ul
Restriktionsenzym 1 0,2 ul (2 V) 1 ul (10 U)
Restriktionsenzym 2 0,2 ul (2 U) 1 ul (10 U)
BSA (2 mg/ml) (optional) 2 ul 5ul

DNA 1 ug 10 ug

H.O ad 20 pl ad 50 pl

2.2.2.5.3 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente und Plasmide ihrer
Grolde nach auftrennen und optional aufreinigen. Dabei ist die Geschwindigkeit der
DNA-Fragmente durch das Agarosegel proportional zum Logarithmus ihres
Molekulargewichtes. Dadurch wandern kleine, negativ geladene DNA-Molekule
schneller als grole DNA-Fragmente zur positiven Anode. Das Agarosegel (1%
Agarose in TAE-Puffer) wurde mit 0,1 pg/ml des interkalierenden Farbstoffes
Ethidiumbromid versetzt um DNA unter UV-Licht sichtbar zu machen. Vor der
Beladung des Gels wurden die DNA-Proben mit Ladungspuffer (5 x) versetzt. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in TAE-Puffer unter einer Spannung von 8-
12 V/cm fir 30-60 min.

2.2.2.5.4 DNA-Extraktion und -Aufreinigung

Die Bande des gewiunschten DNA-Fragments wurde mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel geschnitten und die DNA mit dem GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo

Scientific) gemaf den Anleitungen des Hersteller aufgereinigt.
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2.2.2.5.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Das Einbringen von DNA-Fragmenten in Plasmide wurde durch das Enzym Ligase
erreicht, welches passende Restriktionsschnittstellen von Fragment und Plasmid
miteinander verbindet. Plasmid und insert wurden fir 60 min mit den passenden
Restriktionsenzymen bei 37°C verdaut. Fir jede Ligation wurden 100 ng verdautes
Plasmid verwendet und die Menge insert nach folgender Formel berechnet: 100 ng
Plasmid * GroRe Insert (kb) *3 / GroRe Plasmid (kb) = x ng Insert. Ligationen wurden
mit dem T4 Ligation Kit von Thermo Scientific Gber Nacht bei 4°C oder flir 15 min bei
RT durchgefuhrt. Die Komponenten eines 10 pl Reaktionsvolumen sind in Tabelle

2.18 aufgelistet.

Tabelle 2.18: Reaktionskomponenten einer Ligation

Komponente Menge
Ligasepuffer (10x) 1l

T4 Ligase 1 ul (400 U)
insert X ug
Plasmid 100 ng

H.O ad 10 pl

2.2.2.5.6 Transformation und Kultivierung von E.coli

Dem E. coli-Stamm XL10 Gold wurde mittels Calciumchlorid-Behandlung chemische
Kompetenz und damit die Fahigkeit Plasmid-DNA aufzunehmen verliehen. 50 pl
kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und 1-3 ug Plasmid-DNA oder 5-10
Ml Ligationsansatz hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis erfolgte
ein Hitzeschock der Zellen im Wasserbad (42°C, 1 min) gefolgt von einer erneuten
Inkubation auf Eis fir 3 min. Den Bakterien wurden 900 pl LB-Medium hinzugeflgt,
gefolgt von 1 h Schiutteln bei 37°C. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (1 min, 5000
X @), in 100 pl LB aufgenommen und auf LB-Platten (+ 100 upg/ml Ampicillin)
ausgestrichen. Nach einer Inkubation bei 37°C flr 16 h wurden einzelne E. coli-
Kolonien gepickt und in 3 ml Ubernachtkulturen kultiviert, um den Erfolg der
Transformation zu Uberprifen. E. coli-Flissigkulturen in LB-Medium wurden bei 37°C
schattelnd (180 rpm) inkubiert.
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2.2.2.5.7 DNA-Sequenzierung

Um eine korrekte Sequenz des zu klonierenden Konstruktes zu garantieren, wurde
eine Sequenzierung des inserts von der Firma Seqlab Sequence Laborataries GmbH

in Goéttingen durchgeflhrt.

2.2.2.5.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Um die Transformation von E. coli zu Uberprifen, wurde Plasmid-DNA in kleinem
MaRstab mithilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits gemaR den Anweisungen des
Herstellers isoliert. Dafiir wurden 2 ml von 3 ml Ubernachtkulturen von E. coli XL1
Klonen verwendet.

Um grdlere Mengen Plasmids flr die Transformation von Dictyostelium zu isolieren,
wurde das Nucleobond® Plasmid PC100 Kit verwendet. Dafiir wurden 100 ml LBamp
mit Ubernachtkulturen transformierter E. coli-Klone angeimpft und Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert und die DNA nach den

Anweisungen des Herstellers isoliert.

2.2.3 Biochemische Methoden
2.2.3.1 Proteinextraktion

1 x 10° Dictyostelium-Zellen wurden abzentrifugiert (500 x g, 5 min), mit 1 ml
Sorensen-Puffer gewaschen und in 2x Lammli-Puffer resuspendiert. Die Proben
wurden fur 5 min bei 95°C inkubiert. Zum Beladen des Polyacrylamidgels wurden 20

Ml der Proben verwendet.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die SDS-PAGE wird zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse in
einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel verwendet. Dies geschieht unter
denaturierenden Bedingungen unter Verwendung eines elektrischen Feldes.
Proteinextrakte wurden wie in 2.2.3.1 beschrieben behandelt und zusammen mit 5 pl
prestained PageRuler® Proteinmarker (10 — 170 kDa) fiir eine folgende Immunoblot-

Analyse auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proteinauftrennung erfolgte in 1x
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Laufpuffer bei 25 mA pro Gel. Die Komponenten von Sammel- und Trenngel sind in
Tabelle 2.19 aufgelistet.

2.19: Komponenten von Sammel- und Trenngel flir SDS-PAGE

Komponente Sammelgel Trenngel
Puffer 1,25 ml 2,5ml
ddH,0 3,05 ml 3,4 ml
30% Akrylamid 0,65 ml 4 ml

25% APS-Stammlésung 25 pl 50 ul
TEMED 5 pl 5 pl

2.2.3.3 Immunoblot-Analyse

Die Immunoblot-Analyse dient der spezifischen Detektion von denaturierten
Proteinen durch Antikdrper nach der Grélenauftrennung mittels SDS-PAGE. Dem
geht der Proteintransfer vom Polyacrylamidgel auf eine Blotmembran durch ein
elektrisches Feld voraus. Der Transfer wurde mit dem Tank-Blot-System
durchgefuhrt deren Komponenten zuerst mit Transferpuffer equilibriert wurden. Die
Proteine wurden bei 400 mA (= 25 mA/cm?) fir hochstens 1 h auf die
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Zur Blockierung freier Proteinbindungsstellen
wurde die Membran fur 1 h mit 5% Milchemulsion in TBS-Puffer auf einem Orbital-
Schdttler inkubiert. Die Inkubation mit dem ersten Antikdrper (a-GST: 1 ug/ml bzw.
1:1000) erfolgte Uber Nacht schittelnd bei 4°C in 2,5% Milchemulsion in TBS-T-
Puffer. Uberschiissiger Antikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit TBS-T-
Puffer fur jeweils 5 min bei RT entfernt. Der zweite Antikorper (1:5000), gekoppelt mit
einer horseradish peroxidase (HRP), wurde fur 1 h bei RT in 2,5% Milchemulsion
(TBS-T) mit der Blotmembran inkubiert. Nach wiederholtem dreimaligen Waschen
mit TBS-T-Puffer wurde die Membran flr 2 min in 5,5 ml Entwicklerlésung inkubiert
und anschliel3end vorsichtig abgetupft. Ein Rontgenfilm wurde fir 10 sec - 5 min im
Dunkeln auf die Membran gelegt, um die Chemilumineszenz durch darauffolgende

Entwicklung des Films sichtbar zu machen.
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2.2.3.4 Immunfluoreszenz-Farbung

Die Analyse von Infektionsrate und Markerassoziation auf Einzel-Zellebene wahrend
der Infektion erfolgte Uber die Immunfluoreszenz-Analyse fixierter Zellen. Daflr
wurden ca. 1 x 10° infizierte Zellen zum entsprechenden Zeitpunkt in 24-Loch-Platten
auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen zentrifugiert (500 x g, 1 min). Nach einer
zusatzlichen Adhasionszeit von 5-10 min erfolgte die Fixierung mit 500 pl 4% PFA in
Sorensen-Puffer fur 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Fixierte Proben wurden in
PBS bei 4°C gelagert. Durch die Inkubation der Deckglaschen in 500 pl Blockier-
/Permeabilisierungslosung in der 24-Loch-Platte fur 20 min wurden unspezifische
Bindungsstellen blockiert und die Zellen permeabilisiert. Zur Bindung des ersten
Antikérpers (Verdinnungen in Block-/Perm-Losung siehe 3.1.5) wurden die
Deckglaschen mit der Zellseite auf 30 ul Tropfen Uberfihrt und 1 h inkubiert. Die
Deckglaschen wurden einzeln durch das Eintauchen in PBS von ungebundenen
Antikdrpern befreit und anschlieRend auf einem 30 ul Tropfen des zweiten
Antikorpers im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem Waschen der Deckglaschen mit
PBS wurden diese mit der Zellseite auf einen Tropfen Einbettmedium gelegt,

welches Uber Nacht bei RT aushartete.

2.2.3.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie basiert auf der Detektion von optischen Signalen einzelner
Zellen, die einen Laserstrahl passieren. Dabei lassen sich Gréke und Granularitat
der Zelle durch das Vorwarts- bzw. Seitwartsstreulicht bestimmen. Zusatzlich kdnnen
einzelne Zellen in gemischten Populationen charakterisiert werden, indem mit
Fluorochromen gekoppelte Antikorper sowohl extra- als auch intrazellulare Antigene
binden. Diesem Prinzip folgend wurde in dieser Arbeit der Infektionsverlauf und das
intrazellulare Wachstum von F.n.n. in Dictyostelium durch die Antikorperfarbung von
GFP-exprimierenden, intrazellularen F.n.n. verfolgt. Durch die Intensitat der
Fluoreszenzemission lieRen sich dadurch infizierte und nicht-infizierte Dictyostelium-
Zellen unterscheiden und sowohl Infektionsrate als auch Bakterienlast/Zelle in
hohem Durchlauf bestimmen (siehe Abb. 3.3 F).

An entsprechenden Zeitpunkten der Infektion wurden ca. 1 x 10° Zellen entnommen,
abzentrifugiert und mit 250 pl 4% PFA in Sorensen-Puffer fir 1 h bei RT fixiert. Mit
500 ul 100mM Glycin in PBS wurde die Fixierung innerhalb von 5 min gestoppt und
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die Zellen abzentrifugiert. Durch die Inkubation in 500 ul Block-/Perm-Lésung fur 20
min wurden die Zellen blockiert und permeabilisiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Zellen mit 50 ul Primarantikorper-Lésung (1:1000 a-GFP in Block-/Perm-
Lésung) fur 1 h bei RT inkubiert und daraufhin zweimal mit 2 ml Block-/Perm-Lésung
gewaschen. Die Zellen wurden in 50 pl Sekundarantikérper-Lésung (1:1000 a-
Kaninchen in Block-/Perm-Lésung) fur 1 h bei RT inkubiert, zweimal mit PBS
gewaschen und in 200-400 ul PBS resuspendiert flir die folgende

durchflusszytometrische Analyse.

2.2.4 Mikroskopie
2.2.4.1 Elektronenmikroskopie (EM)

Elektronenmikroskope erreichen eine deutlich hoéhere Auflésung (0,1 nm) als
Lichtmikroskope (200 nm) und sind daher besser geeignet um intra- und
extrazellulare Ultrastrukturen von Organismen oder Zellen darzustellen. Intrazellulare
Strukturen werden mittels Transmission abgebildet bei der Elektronen detektiert
werden, die, gelenkt durch elektromagnetische Felder, die Probe passieren. Bei der
Rasterelektronenmikroskopie wird die Oberflache des Objektes durch den
Elektronenstrahl rasterférmig abgescannt. In beiden Methoden wird ein Bild durch die

Wechselwirkungen bzw. Ablenkung der Elektronen durch das Praparat erzeugt.

2.2.4.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.4.1.1.1 Chemische Fixierung

Die Einbettung und Analyse von chemisch fixierten Proben erfolgte in der
elektronenmikroskopischen Einrichtung des BNITM. Infizierte Zellen wurden im
adharierten Zustand mit 2% PFA / 0,25% GA in HL5-C fur 2 h bei RT fixiert und
anschlieBend mit 10 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 ml 0,25% GA/PBS
Uberschichtet, mithilfe eines Zellschabers vom Schalenboden gekratzt und bei 4°C
gelagert. Im weiteren Verlauf wurde H,O bei der Kontrastierung mit Uranylacetat
benutzt. Das Zellpellet wurde zweimal 5 min mit H,O gewaschen (500 x g, 3 min)
und 30 min in 1% 0OsO4 in H,O im Dunkeln inkubiert. Nach zwei erneuten
Waschschritten mit H,O erfolgte eine Inkubation in 2% Uranylacetat/H,O fir 30 min.
Die Proben wurden durch 70 / 80 / 90 / 3x100% Ethanol fiur jeweils 10 min dehydriert
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und erst fur 30 min schittelnd in 50% Epon/Ethanol und anschliel3end Gber Nacht in
70% Epon/Ethanol inkubiert. Nach drei Inkubationsschritten von je 3 h in 100% Epon
erfolgte die Polymerisation fiir 48 h bei 60°C.

2.2.4.1.1.2 Kryofixierung

Die Kryofixierung und anschlielende elektronenmikroskopische Analyse wurde in
der EM-Einrichtung der Universitat Oslo durchgefiihrt. Infizierte, adharierte Zellen
wurden zum entsprechenden Zeitpunkt in HL5-C resuspendiert und abzentrifugiert
(500 x g, 2 min). Das Zellpellet wurde in einer geringen Menge Medium
aufgenommen und mittels Kapillarkrafte in eine Zellulosekapillare (d = 200 pm)
Uberfuhrt. Diese wurde in kleine Stlcke zerschnitten und in mit 1-Hexadecan befillte
Aluminium-Planchetten (d = 6 mm, Vertiefung: 150 pm) transferiert. Die Proben
wurden in einem Leica EM HPM100 Hochdruckgefriersystem kryofixiert. Die
Gefriersubstitution wurde nach Leonidova et al. durchgeflhrt indem das in den
Proben enthaltene Wasser durch Aceton ersetzt wurde (218). Dafur wurden die
Proben innerhalb eines Gefriersubstitutionsapparates (Balzers FSU 010, Bal-Tec) flr
8 h bei -90°C, 6 h bei -60°C und 4 h bei -40°C in 1% OsO4/Aceton schrittweise
erwarmt. Daraufhin wurden die Proben 1 h auf Eis gelagert, mit Aceton gewaschen
und fur 1 h in 1% Uranylacetat auf Eis inkubiert. Proben wurden stufenweise mit
Epoxidharz (15, 33, 50, 80, 100%) Uber zwei Tage bei RT inkubiert. Alternativ fur
anschlieBende Antikdrperbindung wurden die Proben erst mit 0,5% GA/H,O fur 30
min bei 4°C chemisch fixiert, mit H,O gewaschen und mit LR White (50, 100%) Uber
10 h infiltriert. Schlussendlich wurden die Proben Gber Nacht bei 70°C polymerisiert.
Mit einem 45° Diamantmesser (Diatome) wurden ca. 70 nm Schnitte angefertigt,
welche ohne zusatzliche Kontrastierung mit dem CM100
Transmissionselektronenmikroskop (Philips) analysiert wurden. Bilder wurden digital
mit einer Quemesa TEM CCD Kamera aufgenommen und mit der iTEM software

v5.1 (Olympus) bearbeitet.

2.2.4.1.2 Rasterelektronenmikroskopie

Um die Aufnahme von Bakterien durch Dictyostelium und damit verbundene

Ultrastrukturen sichtbar zu machen, wurden rasterelektronische Aufnahmen dieses
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Prozesses angefertigt. Dafiir wurden 1 x 10° Dictyostelium-Zellen auf Deckgldschen
gesat und F.n.n. (MOI 300) mit 500 x g fir 3 min auf die Einzell-Schicht zentrifugiert.
Die Deckglaschen wurden sofort in 2,5% GA/Sérensen + 1% Saccharose transferiert
und darin gelagert. Anschlielende Arbeiten und Analysen wurden an der Universitat
Ulm durchgefuhrt. Die Proben wurden graduell mit einer Propanol-Verdiunnungsreihe
dehydriert und mit Kohlenstoffdioxid einer Kritisch-Punkt-Trocknung unterzogen. Die
Zellen wurden anschlielend rotierend mittels Elektronenstrahl-Evaporation mit
Platin-Kohlenstoff in einer Balzers 300 Gefrierbruch-Maschine (Bal-Tec) beschichtet.
Die mikroskopische Analyse erfolgte in einem Feldemission-
Rasterelektronenmikroskop (Hitachi S-5200) bei einer Spannung von 10 kV unter

Verwendung des sekundaren Elektronensignals (219).

2.2.4.2 Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

Die Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie basiert auf der Anregung von Fluorophoren mit
Licht spezifischer Wellenlangen, die mittels entsprechender Filtersatze erzeugt
werden. Bei der Weitfeldmikroskopie wird die Fluoreszenzemission eines grolien
Teils der Probe Uber eine Kamera detektiert, wodurch viel Bildinformation in kurzer
Zeit gesammelt werden kann. In dieser Arbeit wurde das Fluoreszenzmikroskop 1X81
von Olympus fir einen Teil der Quantifizierung von Immunfluoreszenz-Farbungen
sowie der Lebendzell-Mikroskopie verwendet. Ausgestattet war das Inversmikroskop
mit einem Olympus 100x UPlanSApo Olimmersionsobjektiv (N.A. 1,4), Filtersatzen
fur GFP (Exzitation: 470/22 nm, Emission: 512 nm) und RFP (Exzitation: 555/20 nm,

Emission: 630 nm) sowie einem MT20-I-Beleuchtungssystem mit Xenonbrenner.

2.2.4.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Im Gegensatz zur konventionellen Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie wird bei einem
Konfokalmikroskop die Fluoreszenzexzitation und -emission mithilfe einer
Lochblende (pinhole) fokussiert und dadurch die Bildinformation einer fokalen Ebene
des Praparates detektiert. In dieser Arbeit wurden Punktscanner und Linienscanner
verwendet, welche das punkt- bzw. linienférmige abscannen der Probe mit einem
fokussierten Laserstrahl erlauben. Das Punktscanner-System bestand aus einem

Olympus 1X81 Inversmikroskop, ausgestattet mit einem Olympus 100 x UPlanSApo
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Olimmersionsobjektiv (N.A. 1,4) und wurde fiir die Analyse von Immunfluoreszenz-
Farbungen verwendet. Je nach Fluorophor und Protein betrug die eingesetzte
Laserintensitat 1-20% und die Beschleunigungsspannung des Photovervielfachers
600-900 mV. Aufnahmen wurden mit einer Aufldsung von 1024 x 1024 dpi (dots per
inch), 5-10 x elektronischem Zoom, einer Geschwindigkeit von 8-10 ps/Pixel und mit
2 oder 3-facher Mittelung (Kalman) angefertigt. Das Linienscanner-System LSM5 von
Zeiss wurde Uberwiegend zur Quantifizierung der Lebendzellmikroskopie verwendet.
In Kombination mit dem Colibri-Filtersystem wurden ebenfalls Immunfluoreszenz-
Farbungen mit dem LSM5 analysiert. Bei dem Colibri-System handelt es sich um
eine Kombination von LED-Lichtquelle und Vierfach-Filtersystem, welches die
Betrachtung der Probe in mehreren, Ubereinandergelagerten Fluoreszenzspektren
erlaubt. Ausgestattet war das LSM5 mit dem Zeiss 100 x Plan-Apochromat
Olimmersionsobjektiv. = (N.A. 1,4), einem Diodenlaser (488 nm), einem
diodengepumpten Festkorperlaser (DPSS, 559 nm) und der Software Zen 20009.
Abhangig von Fluorophor und Protein wurden Aufnahmen mit 1-5% Laserintensitat,
1024 x 1024 dpi Auflésung, 0,7-1,2 elektronischem Zoom, 1 Airy Unit (AU)
Lochblendendffnung, 2,5-7,5 us/Pixel Scangeschwindigkeit und einer elektronischen
Signalverstarkung (gain) von 25-35 angefertigt. Die Anregungsintensitat der LED-
Lichtquelle im Colibri-Systems betrug 20-30% bei 470 nm und 80-100% bei 530 nm.

2.2.4.4 Lebendzellmikroskopie

Die Lebendzellmikroskopie wurde entweder am Weitfeldmikroskop (Exozytose von
F.n.n. AiglC) oder am Linienscanner (Autophagie-Marker, Neutralrot) durchgeflhrt.
Dafur wurden infizierte Zellen 10-30 min vor dem entsprechenden Zeitpunkt in
filtriertem HL5-C aufgenommen und in “35 mm p-dish” oder “8 well p-Slide”
Kulturschalen mit Polymerboden gesat. Schwach fluoreszente Zelllinien wurden 16 h
vorher mit filtriertem HLS5-C inkubiert, um das autofluoreszente Signal von
autoklaviertem HL5-C in Vesikeln von Dictyostelium zu minimieren. Fur die Beladung
von infizierten Zellen mit Neutralrot (Stammlésung: 62 uM) wurde kurz vor dem
entsprechenden Zeitpunkt eine 1:100 verdinnte Neutralrot-Ldsung in filtriertem HL5-
C flr 1 min zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden daraufhin einmal mit HL5-C

gewaschen und umgehend analysiert.
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2.2.4.5 Bildbearbeitung und -analyse

Die Bildaufnahmen von Weitfeldmikroskop, Punktscanner und Linienscanner wurden
im oif- (Olympus) bzw. Ism-Format (Zeiss) in das Bildbearbeitungsprogramm ImageJ
importiert. Dort wurden Bilder zugeschnitten, Fluoreszenzkanale fusioniert und
getrennt, Falschfarben zugewiesen und Helligkeit und Kontrast des gesamten Bildes
angepasst. Der Aussagegehalt der Aufnahmen wurde durch die Bearbeitung nicht

verandert.

2.2.4.6 Quantifizierung von Infektionsrate und Markerassoziation

Infektionsraten und Assoziationen von Markern mit F.n.n. wurden Uberwiegend mit
dem Zeiss LSM5 und in geringem MalRe mit dem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop
quantifiziert. Es wurden mindestens 3 unabhangige biologische Replika (n)
ausgewertet. Fur die Bestimmung von Infektionsrate und Markerassoziation wurden
mindestens 100 Dictyostelium-Zellen bzw. 100 Bakterien gezahlt, falls nicht anders
angegeben. Infizierte Zellen wurden durch die Einteilung in die Kategorien 1-3, 4-6
und >6 F.n.n./Zelle naher charakterisiert. Als positive Assoziation von F.n.n. mit p80
und VatA wurden ausschlieBlich vom Marker komplett dekorierte Membranen
gezahlt. Mehrere Bakterien in einem p80- oder VatA-positiven Vesikel wurden als
mehrere assoziierte Bakterien gewertet. Die Assoziation von Ubiquitin, SQSTM1 und
Atg8a galt nur in Form von Ilanglichen oder vollstdindig umschlieRenden
Anlagerungen als positiv. Einzelne, punktférmige GFP-Signale, welche angrenzend

zum Bakterium lokalisierten, wurden als negativ gewertet.

2.2.5 Statistik und Bioinformatik

Quantifizierungen und statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism v5.0b
durchgefuhrt. Dargestellt sind Mittelwerte der Messdaten einschlielBlich des
Standardfehlers (SEM: Standard Error of the Mean), falls nicht anders angegeben.
Die statistische Relevanz von zwei Datensatzen wurde mittels unpaired student’s t-
test ermittelt. Der Signifikanzvergleich mehrerer Gruppen wurde mittels einfacher
ANOVA durchgefuhrt. Signifikanzkriterien wurden folgendermalien festgelegt: p <
0,05 (*), p=0.01 (**), p = 0,001 (**).
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Die Generation von Primersequenzen erfolgte mit Primer3 (http:/primer3.ut.ee)

sowie unter Verwendung des OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer)

von Integrated DNA Technologies, um Sekundarstrukturen zu identifizieren.
Die Similaritat von Sequenzdaten wurde mithilfe der Clustal Omega Software

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) von EMBL-EBI miteinander verglichen und

Sequenzsuchen mittels BLAST-Algorithmus (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
durchgefuhrt.

Die Analyse des Genoms von F. noatunensis nach Fur-Bindesequenzen wurde von
Dr. Stephan Lorenzen am Bernhard-Nocht-Institut fur Tropenmedizin durchgefihrt.
Mithilfe eines mit Pearl (R) geschriebenen Programmes wurde die Genomsequenz
von F.n.o. Toba 04 (ID: 11764) nach der Fur-Box innerhalb von 50 bp vor dem
Startcodon jedes Gens durchsucht. Es wurden Fehlpaarungen von 8 oder 6 (Anhang

1) bp zugelassen.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde Dictyostelium discoideum als neues Modellsystem
fur die Francisella-Infektion unter Verwendung der Spezies Francisella noatunensis
subsp. noatunensis (F.n.n.) untersucht. Dafir wurde der Infektionsverlauf und der
Einfluss von bakteriellen Virulenz- und Wirtsfaktoren analysiert. Ein Teil der
Ergebnisse wurde 2015 von Lampe, Brenz et al. veroffentlicht (216).

Der intrazellulare Infektionsverlauf von F.n.n. wurde im Dictyostelium-System
untersucht und mit dem etablierten Makrophagen/F. tularensis-Modell verglichen.
Dabei wurde die Rolle des Virulenzfaktors IgIC bezlglich bakterieller Replikation und
phagosomaler Reifung charakterisiert. Des Weiteren wird der Einfluss von
Autophagie als potentiellem Abwehrmechanismus der Wirtszelle gegen eine
Francisella-Infektion beschrieben. Daflr wurde die Interaktion von F.n.n. mit
autophagosomalen Faktoren bestimmt sowie der Infektionsverlauf in einer
Autophagie-Deletionsmutante analysiert. Im letzten Abschnitt wurde die Rolle der
wirtseigenen Eisentransporter Nramp1 und NrampB wahrend der Infektion mit F.n.n.
untersucht. Daflr wurde die Interaktion von F.n.n. mit den Eisentransportern, der
Infektionsverlauf und die transkriptionelle Antwort der Bakterien in Nramp-

Deletionsmutanten analysiert.

3.1 Hohe Nukleotidsequenzidentitat von Virulenzfaktoren im Genus Francisella

Obwohl pathogene Francisella-Spezies ein groles Spektrum von Wirtsspezies
befallen, haben Genomanalysen viele Gemeinsamkeiten zwischen Mitgliedern der
Gattung ergeben. Der Francisella-Genus zeigt eine hohe Similaritat des Kerngenoms
und alle Mitglieder codieren eine Vielzahl von Virulenzfaktoren in einem bestimmten
Lokus, der Francisella-Pathogenitatsinsel (FPI) (81, 82). Um zu untersuchen, wie
konserviert die FPI-Faktoren zwischen den Francisella-Spezies sind, wurde die
Sequenz der FPI-Gene zwischen Klinisch relevanten Francisella-Stammen
verglichen. Abb. 1 zeigt die Orientierung und Sequenzahnlichkeit von FPI-Genen auf
Nukleotidebene innerhalb der Gattung Francisella im Vergleich zu F.n.n. Mit 89-99%
weist F.n.n. die hochste Ahnlichkeit zu den nahe verwandten Spezies F.n.o. und

F. philomiragia auf. Die Similaritat zu F.t.novicida (U112), F.t.holarctica (LVS) und
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F.t.tularensis (SCHU S4), welche Saugetiere infizieren, ist mit 54-86% zwar geringer,
weist aber dennoch eine hohe Homologie auf. So besitzen u.a. die Gene intracellular
growth locus (igl) A-D die hochste Sequenzidentitat zwischen den Spezies, was auf
eine stark konservierte Funktion dieser Gene unabhangig vom Wirtsorganismus
schliel3en lasst. Im Vergleich zum Humanpathogen F. tularensis SCHU S4 verfiigen
F.n.n., F.n.orientalis und F. philomiragia jedoch nicht tUber die FPI-Gene pdpC und
pdpE. Prinzipiell lasst die hohe Sequenzhomologie der Pathogenitatsinsel
vergleichbare Rollen der entsprechenden Virulenzfaktoren zwischen fisch- und

humanpathogenen Francisella-Spezies vermuten.

A pdpA pdpB iglE iglF igiH igll igld  iglD iglB iglA pdpD
— ) DR DN D) (e — -
vgrG iglG dotU iglC
pdpA  pdpB  iglE vgrG  iglF iglG iglH  dotU igll igl] iglD iglC iglB iglA pdpD

B F.n.o. LADL—07-285A 89,5 89,5
F. philomiragia ATCC 25017
F. novicida U112 753 78,5 84,4 84,0 66,9 76,2 76,6 84,0 658 569 81,4 81,1 85,5 84,8 79,3%
F. holarctica LVS 74,8 78,0 84,4 84,2 63,2 76,2 76,7 84,2 651 569 81,4 81,3 85,8 84,2 76,5
F.t.t. SCHU S4 781 781 84,4 84,4 66,0 76,3 76,5 76,1 652 538 81,2 81,3 55 84,6 75,3

Abbildung 3.1: Sequenzvergleich der FPI-Gene der Gattung Francisella. (A, B) Dargestellt ist die
Orientierung der FPI-Gene (A) und die Nukleotidahnlichkeit (B) von FPI-Genen relevanter Francisella-
Spezies zu F.n.n. nach paarweisem Vergleich. Die Grauschattierungen zeigen die Sequenzahnlichkeit
mit dunkelgrau als hochste Similaritat. * Gensequenz ist unterbrochen

3.2 D. discoideum nutzt F.n.n. nicht als Nahrungsquelle

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Dictyostelium ein nitzliches System flr
die Bestimmung und Analyse von bakteriellen Virulenzmechanismen ist und mit
Sauger-Wirtssystemen korreliert. Entsprechend widerstehen viele humanpathogene
Bakterien der Pradation durch Dictyostelium, unter anderem Legionella pneumophila,
Vibrio cholerae und Pseudomonas aeruginosa (164, 171, 220). Bakterielle Pradation
kann durch das Ausplattieren von Dictyostelium-Zellen auf einem Bakterienrasen
analysiert werden. Erfolgreiche Pradation wird durch das Auftreten von Plaques
durch fressende und sich teilende Dictyostelium-Zellen auf dem Rasen angezeigt.
Die Abwesenheit von Plaques deutet auf bakterielle Virulenz durch die Vermeidung

der Totung oder das aktive Toten der Amaoben hin.
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Abbildung 3.2 A zeigt die Entstehung von Plaques auf der apathogenen Spezies
Klebsiella aerogenes nach 5 Tagen. Dagegen formte Dictyostelium keine Plaques
auf F.n.n. wt (Abb. 3.2 B). Unerwarteterweise bildeten sich auch auf dem avirulenten
Stamm F.n.n. AiglIC keine Plaques (Abb. 3.2 C). Fehlendes Dictyostelium-Wachstum
auf F.n.n. AiglC kénnte durch ineffiziente Aufnahme oder Verdau der Bakterien durch
Dictyostelium begrindet sein. Diese Ergebnisse zeigen, dass F.n.n. von
Dictyostelium im Gegensatz zu K. aerogenes nicht als Nahrungsquelle genutzt

werden kann und moglicherweise eine Virulenz gegenuber Dictyostelium besitzt.

Abbildung 3.2: Plaque-Formierung von Dictyostelium (216). Die Fahigkeit von Dictyostelium auf
einem Bakterienrasen zu wachsen, wurde durch das Ausplattieren von 50 Dictyostelium-Zellen mit
entsprechenden Bakterien auf Sérensen-Agar-Platten bestimmt. Die Bildung von Plaques wurde nach
5 Tagen auf K. aerogenes beobachtet, jedoch nicht auf F.n.n. wt (B) und Aig/C (C).

3.3 Die Replikation von F.n.n. in Dictyostelium ist abhangig von IgIC

Intrazellulare Replikation ist ein Schllsselattribut der Virulenz von Francisella in
Makrophagen und anderen phagozytierenden Wirtszellen (221). Mehrere Studien in
diversen Modellsystemen zeigten ein eingeschranktes, intrazellulares Wachstum von
Francisella in Abwesenheit des Virulenzfaktors Intracellular growth locus C (IglC).
IgIC ist ein essentieller Faktor fur den Ausbruch aus der phagosomalen Reifung, ein
Prozess der entscheidend fir den Verbleib von Francisella innerhalb der Wirtszelle
ist (63, 76, 86, 222). Deswegen wurde eine F.n.n.-Deletionsmutante (F.n.n. AiglC)
generiert (216) und dessen intrazellularer Schicksal mit dem Wildtyp verglichen.

Um die bakterielle Replikation zu verfolgen, wurden F.n.n. wt und Aig/C mit einem
GFP codierenden Plasmid transformiert. Abb. 3.3 A zeigt, dass die Deletion von ig/C
sowie die Expression von GFP keine Auswirkungen auf das Wachstum von F.n.n. in

vitro hat. Zudem konnte gezeigt werden, dass F.n.n. sich nicht im HL5-C-Medium der

49



3. Ergebnisse

Dictyostelium-Zellen repliziert. Damit kann extrazellulares, bakterielles Wachstum

nicht zur intrazellularen Bakterienlast beitragen.
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Abbildung 3.3: Infektionsverlauf von F.n.n. wt und Aig/C in Dictyostelium (216). (A) Das
Wachstum von F.n.n. wt GFP (schwarz), F.n.n. AiglC GFP (weil}) und F.n.n. wt (grau) in EB-Medium
sowie F.n.n. wt GFP in HL5-C-Medium (Kreuz) wurde in Schittelkultur Gber 72 h miteinander
verglichen (n=2 +tSEM). (B, C) Mittels Fluoreszenz-Mikroskopie wurde die Anzahl von F.n.n. wt GFP
(B) und AigIC GFP (C) in fixierten Dictyostelium-Zellen bestimmt (n=3-6 £SEM). Weil3: 1-3, hellgrau: 4-
6, dunkelgrau: >6 F.n.n./Zelle. (D) Reprasentative Micrographen von mit F.n.n. wt infizierten Zellen
sind als Uberlagerung von Durchlicht- und griinem Kanal dargestellt. (E) Normalisiertes Wachstum
von F.n.n. wt und Aig/C infizierten sowie nicht-infizierten Dictyostelium-Zellen Uber 48 hpi. (F)
Reprasentative Dotplots von F.n.n. wt (obere Reihe) und Aig/C (untere Reihe) infizierten Zellen zu den
Zeitpunkten 1, 6, 24 wund 48 hpi nach durchflusszytometrischer Analyse. Die mittels
Durchflusszytometrie ermittelten Infektionsraten von F.n.n. wt (schwarz) und Aig/IC (weil}) sind in (G)
dargestellt (n=7 +SEM). (H, 1) Die Bakterienlast mit F.n.n. wt (schwarz) und F.n.n. AigIC (weil})
infizierter Zellen wurde Uber 48 hpi mittels Durchflusszytometrie (H) und qPCR (I) bestimmt. (H) n=8
+SEM, () n=4 £tSEM. Der statistische Vergleich zweier Zeitpunkte erfolgte mittels t-Test. * p=0,05, **
p=0,01, *** p=0,001

Um die Aufnahme von F.n.n. durch Dictyostelium zu synchronisieren, wurden die
Bakterien mit einer muiltiplicity of infection (MOI) 30 auf eine Ein-Zellschicht von
Dictyostelium zentrifugiert. AnschlielRend wurde die Anzahl von Bakterien pro Zelle

bis zu 48 hpi mittels Fluoreszenz-Mikroskopie ausgezahlt. Abb. 3.3 B zeigt eine
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graduelle Abnahme der Infektionsrate mit F.n.n. wt infizierter Zellen von 86% (1 hpi)
auf 12% (48 hpi). In der frGhen Phase der Infektion (1-6 hpi) nahm der Anteil
infizierter Zellen mit mehr als 3 F.n.n./Zelle von 53% auf 20% ab. Jedoch stieg dieser
Anteil in der spaten Phase auf 32% (24 hpi) und 37% (48 hpi) an. Unter
Berucksichtigung einer Generationszeit von adharenten Dictyostelium-Zellen von
etwa 14,5 h (Abb. 3.3 E) lassen diese Ergebnisse auf eine intrazellulare Replikation
von F.n.n. wt schlieBen. Abb. 3.3 D zeigt reprasentative Beispiele mit F.n.n. wt
infizierter Zellen im Infektionsverlauf. Die Infektionsrate von F.n.n. Aig/C (Abb. 3.3 C)
war zu Beginn mit 86% gleich dem wt, sank jedoch nach 4 hpi rapide ab (wt: 64%,
AigIC: 13%). In der spaten Infektionsphase verschwanden Aig/C-Bakterien beinahe
vollstandig aus der Dictyostelium-Kultur angezeigt durch die niedrigen Infektionsraten
nach 24 (3,5%) und 48 hpi (0,6%). Das Wachstum von Dictyostelium wurde durch
die Infektion nicht beeinflusst (Abb. 1 E). Die Bakterien scheinen also weder eine
zytotoxische Wirkung auf Dictyostelium zu haben, noch zum Platzen ihrer Wirtszelle
nach erfolgreicher Replikation zu fuhren.

Neben der Fluoreszenz-Mikroskopie wurde die quantitative Durchflusszytometrie
verwendet, um eine grolRere Anzahl infizierter Zellen quantifizieren zu kénnen. So
zeigten die Analysen mit Durchflusszytometer und Fluoreszenz-Mikroskopie
vergleichbare Infektionsraten flr F.n.n. wt und AigIC (Abb. 3.3 F, G). Unter
Einbeziehung des Dictyostelium-Zellwachstums (Zellen/ml) und der mittleren griinen
Fluoreszenz/infizierter Zelle konnte auf die bakterielle Fluoreszenz/ml Zellkultur
geschlossen werden. Damit lie3 sich die relative Menge der bakteriellen Fluoreszenz
(Relative Fluoreszenz-Einheiten (RFE)/ml) Uber die Zeit verfolgen. Fir F.n.n. wt
konnte eine Verdoppelung der bakteriellen Fluoreszenz innerhalb von 48 hpi
beobachtet werden (Abb. 3.3 H). Demgegenuber fiel das Fluoreszenzsignal von
F.n.n. AiglC nach 4 hpi rapide ab und blieb niedrig im Infektionsverlauf. Diese
Resultate bestatigen die Mikroskopie-Ergebnisse und deuten wiederum auf eine
intrazellulare Replikation der Bakterien in Abhangigkeit vom Virulenzfaktor IgIC hin.
Neben der Replikation ist ein Gréolkenwachstum der Bakterien eine Mdglichkeit fur die
Zunahme des Fluoreszenzsignals. Um dies auszuschliel3en, wurde die Anzahl von
F.n.n.-Genomen in Relation zu Dictyostelium-Genomen wahrend der Infektion mit
einer F.n.n.-spezifischen qPCR bestimmt (Abb. 3.3 I). Nach einer anfanglichen,
leichten Reduktion von F.n.n. wt-Genomen nach 4hpi nahm deren Menge bis 48 hpi

um das 2,3-fache signifikant zu. Dagegen sank der Anteil von Genomen von F.n.n.
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AigIC nach 4 hpi drastisch ab und blieb konstant gering. Zusammenfassend wurde in
diesem Abschnitt mit drei verschiedenen Methoden gezeigt, dass F.n.n. wt sich in
Dictyostelium als Wirtszelle repliziet und dieser Vorgang abhangig vom

Virulenzfaktor IgIC ist.

3.4 Der intrazellulare Lebenszyklus von F.n.n. in Dictyostelium

Der intrazellulare Lebenszyklus von Francisella ist in mehreren Modellsystemen
studiert worden. Obwohl die Kinetik je nach Modell variiert, ist die Aufnahme durch
Phagozytose, Interaktion mit dem endosomalen Kompartiment und die Replikation im
Cytosol in den meisten Systemen zu beobachten (221). In mehreren Studien wurde
Dictyostelium erfolgreich als Modell fir die Untersuchung von grundlegenden
Aspekten des intrazellularen Infektionsverlaufs verwendet, wie Aufnahme,
phagosomale Reifung und Austritt des Pathogens (163). In diesem Abschnitt sollte
der intrazellulare Lebenszyklus von F.n.n. in Dictyostelium untersucht werden. Daflr
wurde neben der Aufnahme von F.n.n., die phagosomale Reifung und der Ort der
Replikation analysiert. Mithilfe der AigIC-Deletionsmutante wurde die Abhangigkeit
dieser Prozesse von dem Virulenzfaktor IglC Uberprift und mit dem humanen

Makrophagen/F. tularensis-System verglichen.

3.4.1 Die Aufnahme von F.n.n.

Die Aufnahme von Bakterien durch Dictyostelium kann durch Phagozytose
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium) oder Makropinozytose (L. pneumophila)
erfolgen und ist abhangig von Aktinpolymerisation (223). In diesem Abschnitt sollte
der Aufnahmevorgang von F.n.n. mittels Lebendzell- und
Rasterelektronenmikroskopie (SEM) beobachtet und naher charakterisiert werden.
Zudem wurde die F.n.n.-Aufnahme mit eine Dictyostelium-Mutante charakterisiert,
die Makropinozytose-gehemmt ist (Ax2 Api3k1) (214).

Fir die Lebendzellmikroskopie wurden mCherry exprimierende F.n.n. wt zu
Dictyostelium-Zellen gegeben, deren actin binding domain (ABD) vom
Aktinvernetzenden Protein ABP-120 mit GFP markiert ist (224). Die Einzelbilder in
Abb. 3.4 A, B offenbaren die Aufnahme eines Bakteriums durch eine mit Aktin

markierte Struktur, einem Phagozytosebecher. Dieser bildete sich entweder vor
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(Abb. 3.4 A) oder nach Kontakt (Abb. 3.4 B) des Bakteriums mit der Oberflache von
Dictyostelium. Nach der Aufnahme befand sich das Bakterium in einem Aktin-
assoziierten Kompartiment dessen Aktinmantel nach kurzer Zeit verschwand.

Demgegenlber wiesen nach unbestimmter Zeit aufgenommene Bakterien noch oft

einen schwachen Aktinmantel auf (Abb. 3.4 C, C’).
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Abbildung 3.4: Die Aufnahme von F.n.n. (A-B) Nach Zugabe von F.n.n. wt mCherry (MOI 30, rot)
wurden ABD-GFP (griin) exprimierende Zellen mittels konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie
beobachtet. Dargestellt ist die Bildung eines Phagozytosebechers vor (A) und nach (B) Kontakt von
F.n.n. mit der Oberflache von Dictyostelium. (C, C’) zeigen F.n.n. umgeben von ABD-GFP nach
unbestimmter Zeit innerhalb der Zelle. Die Einschiibe zeigen VergroRerungen des griinen Kanals von
mit einem Sternchen markierten Regionen. (D-l) zeigen Aufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie
von Dictyostelium und F.n.n. kurz nach der Zentrifugation. Bakterien wurden entweder eng von einer
Membran umschlossen (D, E) oder waren mit einem Phagozytosebecher (Pfeil) assoziiert (G).
Nahaufnahmen zeigen einzelne Bakterien mit (G) und ohne (I) Zellkontakt. OMV-ahnlich Strukturen
fusionieren mit der Plasmamembran von Dictyostelium (H). (J) Ax2 wt und Api3k71-Zellen wurden mit
F.n.n. wt (MOI 60) infiziert, fixiert und die Bakterienlast am Fluoreszenz-Mikroskop bestimmt (n=3
+SEM). Weil3: 1-3, hellgrau: 4-6, dunkelgrau: >6 F.n.n./Zelle. Mal3stabe: 5 um (A, B, C, D), 1 um (F),
500 nm (E, G, ), 250 nm (H). Weiler Pfeilkopf: F.n.n., Stern: F.n.n. mit Aktinmantel, Pfeil:
Phagozytosebecher, weilter Pfeilkopf mit schwarzem Rand: OMVs an F.n.n., schwarzer Pfeilkopf mit
weillem Rand: fusionierende OMVs.
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Fur die Ultrastrukturanalyse wurde F.n.n. wt fir 4 min auf Dictyostelium-Zellen
zentrifugiert und der Vorgang umgehend mittels GA-Fixierung abgestoppt. Die SEM-
Bilder zeigen eine mogliche Aufnahme von F.n.n. in Abb. 3.3 D-I. Wahrend Abb. 3.3
D und E eine enge Assoziation von F.n.n. mit einer umschlieenden Membran am
Rand der Zelle zeigt, ist in Abb. 3.3 F die Assoziation von zwei Bakterien mit einem
grolken Phagozytosebecher auf der Zelloberseite zu beobachten. Bakterien mit
Zellkontakt wiesen sowohl eine glatte Oberflache als auch haufig blaschen- und
stabchenformige Oberflachenstrukturen auf (Abb. 3.4 G). Dabei kénnte es sich um
outer membrane vesicles (OMVs) und Nanoréhren handeln, welche F.n.n. in vitro
produziert und Virulenzfaktoren enthalten (225). Membranstrukturen mit der Grolie
und Oberflachenstruktur von OMVs fusionierten mit der Plasmamembran von
Dictyostelium (Abb 3.4 H). Einzelne F.n.n. ohne Zellkontakt in derselben Praparation
zeigten diese Vesikel nicht oder nur in geringem Mal3 (Abb. 3.4 1).

Um zwischen Makropinozytose und Phagozytose zu unterscheiden, wurde die F.n.n.-
Aufnahme in Ax2 Api3k-Zellen untersucht. Diese Deletionsmutante besitzt eine
verringerte Makropinozytoserate, wahrend ihre Fahigkeit zur Phagozytose
unbeeintrachtigt bleibt (214). Bei 1 hpi zeigten Api3k-Zellen im Vergleich zu wt-Zellen
eine deutlich geringere Infektionsrate und nie mehr als 3 Bakterien/Zelle (Abb. 3.4 J).
Diese Ergebnisse zeigen, dass F.n.n. abhangig von Aktin und moglicherweise durch
Makropinozytose aufgenommen wird. Zusatzlich kénnten von F.n.n. abgesonderte

OMVs und Nanotubes bei der Aufnahme und fir die Virulenz eine Rolle spielen.

3.4.2 F.n.n. entkommt der phagosomalen Reifung abhangig von IgiC

Nach der Phagozytose durch Makrophagen befindet sich F. tularensis in einem
Phagosom, welches anfanglich der phagosomalen Reifung folgt und mit dem
endosomalen Kompartiment interagiert. Ob eine Ansauerung des Kompartiments
stattfindet, ist umstritten. Kurz nach Aufnahme verliert F. tularensis die endosomalen
Marker, bricht aus dem Phagosom aus und repliziert im Cytosol. IgIC ist ein
essentieller Faktor fur die cytosolische Translokation, die entscheidend fir den
Verbleib von Francisella innerhalb der Wirtszelle ist. In diesem Abschnitt sollte
untersucht werden, ob F.n.n. der phagosomalen Reifung ins Cytosol entkommt und

ob dieser Vorgang von IgIC abhangig ist.
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3.4.2.1 Der Verlust von endosomalen Marken ist abhangig von IgIC

Um eine Interaktion von F.n.n. enthaltenden Phagosomen mit dem endosomalen
System zu zeigen, wurden Endosomen infizierter Dictyostelium-Zellen mit colloidalen
Goldpartikeln (Durchmesser: 5 nm) beladen und deren Lokalisation mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestimmt. Die Abbildungen 3.5 A, B
zeigen, dass Phagosomen mit F.n.n. wt als auch Aig/C nach 1 hpi Goldpartikel
enthielten. Die anfangliche Fusion von F.n.n.-enthaltenden Phagosomen (FEP) mit

Endosomen scheint damit unabhangig von IgIC stattzufinden.
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Abbildung 3.5: Interaktion von F.n.n. wt und Aig/C mit dem endosomalen System (216). (A, B)
Mittels TEM wurde die Fusion von F.n.n. wt (A) und Aig/lC (B) enthaltenen Phagosomen mit
endosomalen 5 nm BSA-Goldpartikeln (schwarzer Pfeil) zum Zeitpunkt 1 hpi untersucht. (C)
Quantifizierung der p80-Assoziation von F.n.n. wt und Aig/C enthaltenden Phagosomen von 1 bis 48
hpi. (D) zeigt reprasentative Mikrographen von p80-positiven (weiRer Pfeil) und p80-negativen
(Pfeilkopf) Bakterien zu den Zeitpunkten 1 und 6 hpi. Statistische Analyse per t-Test: * p=0,05, **
p=0,01

Zusatzlich wurde die Assoziation von F.n.n. wt- und Aig/C-enthaltenden Phagosomen
mit p80, einem putativen Kupfertransporter und Markerprotein spater Endosomen
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(158), im Infektionsverlauf analysiert. Infizierte Zellen wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten fixiert und nach der Immunfluoreszenzfarbung am Fluoreszenz-
Mikroskop analysiert. Beide F.n.n.-Stamme zeigten eine hohe Assoziation mit p80
nach 1 hpi (wt: 67%, AigIlC: 79%) (Abb. 3.5 C, D). Der Anteil p80-positiver wt
Bakterien nahm ab 4 hpi graduell auf 12% (6 hpi) und 4% (48 hpi) ab.
Demgegeniber war die Assoziation von F.n.n. AiglC enthaltenden Phagosomen mit
p80 bereits ab 2 hpi signifikant zum wt erhéht und blieb im Laufe der Infektion
konstant. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse eine Interaktion von F.n.n. mit

dem endosomalen System, dem F.n.n. jedoch abhangig von IglC entkommen kann.

3.4.2.2 Die Ansauerung des F.n.n.-Kompartiments ist IglC-unabhangig

Die Ansauerung des Phagosoms ist ein grundlegender Prozess in der Wirtsabwehr
gegen intrazellulare Pathogene. Ob das Phagosom der humanpathogenen Spezies
F. tularensis  azidifiziert ~ wird, variiert je nach Modellsystem und
Versuchsdurchfihrung (52-55). Die phagosomale Ansauerung und deren
Abhangigkeit von IgIC im Dictyostelium/F.n.n.-System wurde durch die Assoziation
von VatA und Neutralrot mit F.n.n. untersucht. Die Anwesenheit von VatA, der
katalytischen Untereinheit der V-ATPase, an der Vakuole ist ein Hinweis flr eine
angesauerte und potentiell bakterizide Umgebung fur das enthaltene Bakterium
(226). Neutralrot ist ein membrangangiger, pH-sensitiver Farbstoff, der innerhalb der
Zelle nur in angesauerten Kompartimenten rot fluoresziert (156).

Fur die Analyse der VatA-Assoziation am FEP wurden Dictyostelium-Zellen mit F.n.n.
wt bzw. AigIC infiziert, fixiert und die Immunfluoreszenzfarbung am Fluoreszenz-
Mikroskop analysiert. F.n.n. wt und Aig/C zeigten eine vergleichbare Assoziation mit
VatA von >90% bis 15 mpi, welche fur beide Stdmme mit vergleichbarer Kinetik bis 2
hpi absank (Abb. 3.6 A, B). Im Gegensatz zum konstanten Verlust von VatA am
Phagosom von wt-Bakterien, stieg der Anteil VatA-positiver Aig/C-Bakterien ab 4 hpi
wieder an und blieb danach konstant. In Abb. 3.6 C sind reprasentative Aufnahmen
von F.n.n. wt und Aig/C infizierten Zellen zu den Zeitpunkten 1 und 6 hpi dargestellt.
VatA folgte in beiden F.n.n.-Stammen unabhangig von IgIC der typischen V-ATPase-
Dynamik in Dictyostelium, jedoch konnten nur wt-Bakterien dem VatA-positiven

Kompartiment dauerhaft entkommen.
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Abbildung 3.6: Assoziation von VatA und Neutralrot mit dem FEP (216). (A, B) Die Assoziation
von VatA mit F.n.n. wt (schwarz) und Aig/C (weif3) wurde friih in der Infektion (10-60 mpi, (A)) und zu
von 1 bis 48 hpi (B) mittels Fluoreszenz-Mikroskopie quantifiziert (A: n=3-5 +SEM, B: n=3 £+SEM). (C)
zeigt reprasentative Fluoreszenzaufnahmen mit VatA-positiven (Pfeil) und VatA-negativen (Pfeilkopf)
Bakterien zu den Zeitpunkten 1 und 6 hpi. (D) Die Assoziation von wt (schwarz) und Aig/C (weil})
Bakterien mit dem pH-sensitiven Farbstoff Neutralrot wurde mittels konfokaler Fluoreszenz-
Mikroskopie lebender Zellen quantifiziert (n=3 +SEM). Malistab: 2 um. Der statistische Vergleich
zweier Zeitpunkte erfolgte mittels t-Test. * p=0,05, ** p=0,01, *** p=0,001

Die alleinige Assoziation von VatA ist nur ein Anzeichen von Ansauerung des
Kompartiments, da die assoziierte V-ATPase auch inaktiv oder nicht komplett
assembliert sein kann. Alternativ wurden mit F.n.n. wt und Aig/C infizierte Zellen mit
dem pH-sensitiven Farbstoff Neutralrot inkubiert und anschlieBend mittels
Lebendzellmikroskopie beobachtet. Direkt nach der Aufnahme (30 mpi) befanden
sich 60% der wt- und Aig/C-Bakterien in einem Neutralrot-positiven Phagosom (Abb.
3.6 D). Beide Stamme verloren den Ansauerungsmarker mit vergleichbarer Kinetik,
F.n.n. AigIC schien der Ansauerung sogar schneller zu entkommen. Im Kontrast zur
VatA-Assoziation zeigte Neutralrot keine erneute Ansauerung von Aig/C Bakterien

nach 2 hpi.
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3.4.2.3 F.n.n. AigIC wird abgebaut und exozytiert

Die phagosomale Reifung in Dictyostelium endet mit der Exozytose des
aufgenommenen Partikels oder Bakteriums (Gotthardt 2002). Dabei wird Exozytose
von einer impulsartigen Assoziation F-Aktins um den Partikel begleitet (Clarke 2010).
Aufgrund dessen wurden Dictyostelium-Zellen, welche einen rot fluoreszierenden
Aktin-Marker (lifeact-RFP) exprimieren, mit grin fluoreszierenden F.n.n. wt bzw.
AigIC infiziert. Mittels Lebendzellmikroskopie wurde das Schicksal der Bakterien

innerhalb der Zelle Gber mehrere Stunden verfolgt.
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Abbildung 3.7: Abbau und Exozytose von F.n.n. AigIC (216). (A, B) Lifeact-RFP exprimierende
Zellen wurden mit F.n.n. wt (obere Reihe) und Aig/C (untere Reihe) infiziert und die Assoziation von
Bakterien und Aktin ab 19 hpi (wt) (A) und 2 hpi (Aig/C) (B) mittels Lebendzellmikroskopie beobachtet.
Gezeigt werden ausgewahlte Einzelbilder. Der Region der F.n.n./Aktin-Interaktion wurde markiert
(weiRes Quadrat) und vergroRert am rechten, unteren Bildrand dargestellt. Pfeil: exozytierte F.n.n. (C)
Der Uberstand von F.n.n. wt oder Aig/C infizierten Dictyostelium-Zellen wurde nach 3, 6 und 24 hpi
abgenommen und 10 pl unverdiinnt oder 1:50 auf eine Chocolate-Agar-Platte aufgetragen. Dargestellt
ist eine reprasentative Aufnahme zum Zeitpunkt 6 hpi.
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19 hpi wurde F.n.n. wt gleichmafig verteilt in der Zelle beobachtet und zeigte nur
vereinzelt eine transiente Assoziation mit F- Aktin (Abb. 3.7 A). Demgegenuber
wurden Aig/C Bakterien zwischen 2-4 hpi oft als Cluster in einem Kompartiment
gefunden und haufig exozytiert, begleitet von einem starken F-Aktinsto3 an der
Austrittstelle. In diesem Zeitraum zeigten wt Bakterien nur vereinzelt ahnliche Cluster
und Exozytoseprozesse.

Um zu uberprifen, ob exozytierte Bakterien die phagosomale Reifung Uberleben,
wurde der Zellliberstand nach 3, 6 und 24 hpi unverdinnt und 1:50 verdlinnt auf
Chocolate-Agar-Platten (+15 ug/ml Kanamycin) inkubiert und auf F.n.n.-Wachstum
Uberpruft (Abb 3.7 C). Zwei unabhangige Experimente zeigten, dass die exozytierten
wt-Bakterien diesen Vorgang Uberlebten und zu allen Zeitpunkten Kolonien bildeten,
wahrend exozytierte F.n.n. AigIC nicht anwachsen konnte. Zusammengefasst zeigen
diese Beobachtungen, dass F.n.n. der phagosomalen Reifung entkommt, welche in

Abwesenheit von IgIC zur Abtétung und Exozytose der Bakterien flhrt.

3.4.3 Die cytosolische Translokation ist abhangig von IgIC

Ein SchlUsselattribut der Virulenz von Francisella ist der IglC-abhangige Ausbruch
aus dem degradativen Phagosom ins Cytosol der Wirtszelle (221). Um die
subzellulare Lokalisation von F.n.n. wt und Aig/C in Dictyostelium zu bestimmen,
wurde eine elektronenmikroskopische Analyse der Ultrastruktur an den Zeitpunkten
1, 4 und 24 hpi durchgefihrt. Mit F.n.n. wt und AigIC infizierte Dictyostelium-Zellen
wurden unter Hochdruck kryofixiert und mittels Gefriersubstitution aufgearbeitet, um
die Ultrastruktur bestmoglich zu praservieren.

Die Aufnahmen in Abb. 3.8 A, B zeigen, dass F.n.n. wt nach 1 hpi in Vakuolen mit
klar definierter Membran lokalisiert. Nach 4 und 24 hpi waren die meisten wit-
Bakterien ohne umgebende Membran im Cytosol zu finden (Abb. 3.8 C, D).
Cytosolische Bakterien zeigten eine helle Aura, die aus schwach kontrastiertem
Material zu bestehen schien und moglicherweise die Kapsel des Bakteriums darstellt.
Nach 24 hpi waren wt-Bakterien im Cytosol zusatzlich von hellen, granularen
Strukturen ohne Membran umgeben, welche in der gesamten Zelle verteilt waren.
Dabei koénnte es sich um den ubiquitar vorkommenden Glukose-Speicherstoff

Glykogen handeln. Der Wechsel von F.n.n. wt ins Cytosol wurde nicht quantifiziert,
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aber der subjektive Eindruck war, dass er deutlich mit dem Aufenthalt der Bakterien

in p80-positiven Kompartimenten korrelierte.

Abbildung 3.8: Cytosolische Translokation von F.n.n. (216). Um die intrazellulare Lokalisation von
F.n.n. zu bestimmen, wurden infizierte Zellen mittels HPF fixiert und am TEM untersucht. (A-D) zeigen
reprasentative Aufnahmen von Zellen infiziert mit F.n.n. wt zu den Zeitpunkten 1 (A, B), 4 (C) und 24
(D) hpi. (E, F) Der Aufenthalt von F.n.n. wt in rupturierenden Kompartimenten konnte mittels HPF-
TEM (E) und Immunfluoreszenz-Farbung (F) dargestellt werden. (G-l) Reprasentative TEM-
Aufnahmen von Zellen infiziert mit F.n.n. AigIC nach 1 (G, H) und 4 (l) hpi. Stern: intaktes Bakterium,
Kreuz: verdautes Bakterium, Pfeil: F.n.n.-umschlieRende Membran, weilter Pfeilkopf: elektronenhelle
Region cytosolischer F.n.n., umrandeter Pfeilkopf: Glykogen-ahnliche Granula. Mal3stabe: 2 pm (A,
G), 500 nm (B-E, H, 1), 5 ym (F).

F.n.n. wt-Bakterien konnten sowohl mittels TEM als auch Fluoreszenz-Mikroskopie
innerhalb von rupturierenden Kompartimenten beobachtet werden (Abb. 3.8 E, F). Im
Gegensatz zum wt wurde F.n.n. Aig/C ausschlieldlich in unbeschadigten Vakuolen

beobachtet (Abb. 3.8 G-I), entweder einzeln oder als akkumulierte oder verdaute
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Bakterien. Diese Ergebnisse zeigen, dass F.n.n. abhangig von IgIC aus dem
Phagosom ins Cytosol entkommt und rekapituliert damit das Makrophagenmodell.
Zudem wurde im Cytosol eine potentielle bakterielle Kapsel beobachtet, die im

nachsten Abschnitt naher charakterisiert werden sollte.

3.4.4 Lektine binden nicht an die potentielle Kapselregion

In elektronenmikroskopischen Analysen von intrazellularen F. tularensis wurde eine
Kapselregion beschrieben, die aus Polysacchariden besteht und zur Virulenz des
Bakteriums beitragt (227-229). Um die elektronenhelle Region um cytosolische F.n.n.
als Kapsel zu identifizieren, wurde eine alternative Probenprozessierung verwendet
und infizierte Zellen chemisch fixiert und mittels Ethanol dehydriert. Zudem wurde
Uberpruft, ob mit Gold-gekoppelte Lektine gegen haufige Kohlenhydrate bakterieller
Kapseln an diese Region binden.

Die elektronenmikroskopische Analyse chemisch fixierter Proben zeigt helle Bereiche
sowohl um phagosomale als auch cytosolische wt-Bakterien (Abb. 3.9 A, B). Diese
Areale scheinen jedoch nicht kontrastarmes Material, wie in Abb. 3.8 C, D, zu
enthalten. Stattdessen ahneln sie dem Epoxidharz aulierhalb der Zelle und
beinhalten wahrscheinlich kein zelluldres Material. Dies deutet darauf hin, dass
wasserlosliches Material, z.B. Polysaccharide, durch die Ethanol-Dehydrierung bei
Raumtemperatur aus der Probe gelost wurden.

Spezifische Lektine fur Mannose (RCL1), Galaktose (ECL/MPL), Glukose (ConA), N-
Acetylgalaktosamine (ECL/MPL), N-Acetylglukosamine (WGA/MAL1) und Sialinsaure
(WGA/MAL1) enthaltende Kohlenhydrate banden nicht an die Kapselregion (Abb. 3.9
C-H). WGA und ConA markierten, wie von Ryter et al. beschrieben, die Phagosomen
von Dictyostelium, jedoch nicht spezifisch das Bakterium (230). Schlussendlich
lassen die Ultrastrukturanalysen eine bakterielle Kapsel um phagosomale und
cytosolische F.n.n. vermuten, jedoch konnten kapsulare Kohlenhydrate nicht mittels

Lektinen nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.9: Charakterisierung der Kapselregion um F.n.n. (216). (A, B) Mit F.n.n. wt infizierte
Zellen wurden 1 (A) und 4 (B) hpi mit PFA/GA chemisch fixiert und am TEM analysiert. Pfeile zeigen
die phagosomale Membran und Pfeilképfe die elektronenhellen Areale um phagosomale und
cytosolische F.n.n. (C-H) Ultradlnnschnitte von F.n.n. wt infizierten Zellen wurden mit folgenden
biotinylierten Lektinen gefarbt: Ricinus communis Agglutinin 1 (RCL1) (C), Maclura pomifera Lektin
(MPL) (D), Maackia amurensis Lektin 1 (MAL1) (E), Erythrina cristagalli Lektin (ECL) (F), wheat germ
Agglutinin (WGA) (G), Concanavalin A (ConA) (H). Goldpartikel zeigen die Phagosomen-spezifische
Bindung von WGA und ConA an. Schwarzer Stern: F.n.n. im Phagosom, weiler Stern: F.n.n. im
Cytosol.

3.4.5 Ektopische IglC-Expression komplementiert nicht den attenuierten
Phanotyp von F.n.n. AigIC

Dictyostelium wurde in friheren Studien erfolgreich verwendet, um die Funktion von

bakteriellen Virulenzfaktoren durch deren ektopische Expression in der Wirtszelle

naher zu charakterisieren (231, 232). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die

ektopische Expression von IgIC in Dictyostelium den attenuierten Phanotyp von

F.n.n. AiglIC trans-komplementieren kann.

62



3. Ergebnisse

Fir die Expression des Virulenzfaktors IgIC in Dictyostelium wurde das
entsprechende Gen in den extrachromosomalen Expressionsvektor pDM314 mit N-
terminalem GST-Marker kloniert. Die erfolgreiche Transformation von Dictyostelium
wurde durch die Antikérperfarbung von GST im Western-Blot nachgewiesen (Abb.
3.10 A). Aufgereinigtes GST (26 kDa) wurde als Positivkontrolle verwendet. Sowohl
Dictyostelium-Klone (KI.1, KlI.2) als auch eine gemischte Zellpopulation (Mix)
unterschieden sich nicht deutlich im Expressionslevel des IgIC-GST-Fusionsproteins

(49 kDa). Fur weitere Experimente wurde Klon 1 der IgIC-GST exprimierenden Zellen

verwendet.
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Abbildung 3.10: F.n.n.-Infektionsverlauf bei ektopischer Expression von IgIC in Dictyostelium.
(A) Western-Blot-Analyse der IgIC-GST-Expression in transformierten Dictyostelium-Klonen (KI.1,
KlI.2) und einer gemischten Transformantenkultur (Mix). Aufgereinigtes GST wurde als Positiv- und
Ax2 wt-Zellen als Negativkontrolle verwendet. (B-E) Ax2 wt bzw. IgIC-GST exprimierende Zellen

wurden mit F.n.n. wt (B, D) und Aig/lC (C, E) infiziert und die Bakterienlast fixierter Zellen per
Fluoreszenz-Mikroskopie quantifiziert. Weif3: 1-3, hellgrau: 4-6, dunkelgrau: >6 F.n.n./Zelle.

Wt und IgIC-GST exprimierende Dictyostelium-Zellen wurden mit F.n.n. wt und Aig/C
infiziert und die Anzahl von Bakterien/Zelle mittels Fluoreszenz-Mikroskopie
bestimmt. In Dictyostelium wt-Zellen wiesen F.n.n. wt und Aig/C die bekannten
Infektionsraten auf (Abb. 3.10 B, C). In Dictyostelium IgIC-GST war keine Anderung
der Bakterienlast weder von wt- noch von Aig/C-Bakterien im Vergleich zu Ax2 wt-
Zellen zu beobachten (Abb. 3.10 D, E). Die ektopische Expression von IgIC im
Cytosol komplementiert damit weder den Aig/C-Phanotyp noch verstarkt sie das

Wachstum von wt-Bakterien durch die zusatzliche Menge des Virulenzfaktors. Dies

63



3. Ergebnisse

deutet auf eine lokale Funktion von IglIC im Phagosom hin und nicht auf eine

generelle Rolle als Wachstumsfaktor im Cytosol.

3.5 Die Interaktion von F.n.n. mit der Autophagie-Maschinerie

Pathogene Bakterien, die sich im Cytosol aufhalten, missen sich mit dem
autophagosomalen System ihrer Wirtszelle auseinandersetzen. Die Autophagie kann
F. tularensis abhangig vom Modellsystem degradieren oder als Nahrstoffquelle zum
Wachstum der Bakterien beitragen (70-72). Die Komponenten der klassischen
Makroautophagie sind in Dictyostelium stark konserviert und wurden bereits in der
Infektion mit Salmonella und Legionella naher charakterisiert (175, 187). Um
bisherige Konzepte zu komplementieren, sollte in diesem Abschnitt die Rolle der
Autophagie im Dictyostelium/F.n.n.-System untersucht und mit dem Makrophagen-

Modell verglichen werden.

3.5.1 F.n.n. assoziiert mit autophagosomalen Markern

Pathogene Bakterien werden u.a. von Ubiquitin und dem Adapterprotein SQSTM1 flr
die Degradation in Atg8-positiven Autophagosomen markiert (176). Um die
Assoziation von F.n.n. mit diesen Markern zu untersuchen, wurden Dictyostelium-
Zelllinien, welche eines der folgenden GFP markierten Proteine exprimieren, mit
F.n.n. wt mCherry infiziert: Ubiquitin, welches Substrate im Cytosol fir den
autophagosomalen  Abbau  markiert, SQSTM1, ein  Ubiquitin-bindendes
Adapterprotein und Atg8, das flir die Formung von autophagosomalen Membranen
bendtigt wird. Die Assoziation der Bakterien mit den entsprechenden Markern wurde
mittels Lebendzellmikroskopie quantifiziert (Abb 3.11 A-D).

Wahrend der frihen Phase der Infektion (1-6 hpi) blieb der Anteil von F.n.n., die mit
den Markerproteinen assoziiert waren, unter 3%. In der spaten Phase (24 hpi) stieg
der Anteil Upiquitin- und SQSTM1-assoziierter Bakterien auf 5 bzw. 9% an. Dagegen
blieb die Assoziation mit Atg8 auf einem niedrigen und konstanten Level von 1-2%
wahrend der gesamten Infektion.

Ultradinnschnitte von infizierten Zellen nach 1 hpi zeigten Bakterien mit der Cytosol-
spezifischen Kapselregion, die von einer Membran umschlossen waren (Abb. 3.11
E). Die im Kompartiment enthaltenen ribosomalen Strukturen lassen vermuten, dass

es sich um ein Autophagosom handelt. Es ist keine fir Autophagosomen
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charakteristische Doppelmembran zu erkennen, jedoch ist diese bei kryofixierten
Proben haufig nicht zu sehen. Zudem kann eine phagosomale Membran
ausgeschlossen werden, da ConA, spezifisch flir phagosomale Membranen, nicht an
diese Struktur binden konnte (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen eine
Markierung von F.n.n. mit Ubiquitin und SQSTM1 fir die Degradation in
Autophagosome. Der uberwiegende Teil der Bakterien wird in der spaten Phase ab
24 hpi, dem Zeitpunkt der bakteriellen Replikation im Cytosol, von den degradativen
Markern gebunden. Jedoch scheint nur ein geringer Anteil SQSTM1-positiver F.n.n.

in Autophagosomen zu enden.
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12+ -O- Ub-GFP
10- -@- SQSTM1-GFP
-@- Atg8-GFP

; 'O

24 i :E
0 —_— —
0 2 4 6 24 48

Stunden nach Infektion

% assoziierte F.n.n.
(-]
L

Abbildung 3.11: Assoziation von F.n.n. mit autophagosomalen Markern (216). (A-D)
Dictyostelium-Zellen, welche mit GFP fusionierte Marker der Autophagie-Maschinerie exprimierten,
wurden mit F.n.n. wt mCherry infiziert. Dargestellt sind reprasentative Mikrographen von positiven
Assoziationen von F.n.n. mit Ubiquitin (A), SQSTM1 (B) und Atg8 (C) zum Zeitpunkt 24 hpi sowie
deren Quantifizierung mittels Lebendzellmikroskopie von 1-48 hpi (D). (E) TEM-Aufnahme nach HPF
zeigt ehemals cytosolische F.n.n. wt (1 hpi) umschlossen von einer Membran zusammen mit
ribosomalen  Strukturen. Pfeilkopf: elektronenhelle Region cytosolischer F.n.n., Pfeil:
Autophagosomen-ahnliche Membran. Maf3stabe: 5 um (A-C), 500 nm (E).
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3.5.2 F.n.n. induziert die Transkription von atg8, aber nicht sqstm1

Fur F. tularensis wurde in Makrophagen sowohl eine Herabregulation mehrerer
Autophagie-Gene (69, 233) als auch eine Induktion auf Proteinebene beobachtet
(234). Die Datenlage ist jedoch durftig und deckt nur einzelne Zeitpunkte ab. Um zu
untersuchen, welchen Einfluss F.n.n. auf die Autophagie in Dictyostelium hat, wurde
die relative mRNA Menge von atg8 und sqgstm1 zu verschiedenen Zeitpunkten im
Infektionsverlauf mittels RT-PCR gemessen. Verglichen wurde die mRNA-Menge zu

einer nicht-infizierten Mock-Kontrolle.

rel. Transkription (2724Y)

1 2 4 6 24 48
Stunden nach Infektion

Abbildung 3.12: Relative mRNA-Level von atg8 und sqstm7 im Infektionsverlauf (216). Die
relative Menge von RNA autophagosomaler Gene (sqgstm1, atg8) wurde mittels RT-PCR gemessen.
Dafir wurden Ax2 wt-Zellen mit F.n.n. wt infiziert und RNA zu den gegebenen Zeitpunkten isoliert.
Dargestellt ist die relative Veranderung der mRNA-Menge in infizierten Zellen im Vergleich zur Mock-
Kontrolle (nicht-infiziert, gestrichelte Linie) von 5 unabhangigen Experimenten +SD.

In der frihen Infektionsphase zeigten infizierte Zellen leicht erhdhte mRNA-Mengen
(1,5-2-fach) von atg8 im Vergleich zur Mock-Kontrolle (Abb. 3.12). In der spaten
Phase fielen die atg8 mRNA-Level auf das Niveau nicht-infizierter Zellen zurick. Die
Menge von sqstm1 mRNA war zu den Zeitpunkten 6 und 24 hpi leicht erhoht, aber
nicht signifikant. Erhdhte mRNA-Level von atg8 lassen auf eine gesteigerte

Genexpression und damit Aktivierung der Autophagie in der frihen Infektionsphase

schlielen.

66



3. Ergebnisse

3.5.3 Erhohte Replikation von F.n.n. in Abwesenheit von Autophagie

Um die Funktion der Autophagie im Dictyostelium/F.n.n.-System zu untersuchen,
wurde eine Atg1-Deletionsmutante (Ax2 Aatg?) verwendet. Atg1 (Ulk1/2) ist eine
Schlisselkomponente des Initiationskomplexes der kanonischen Autophagie-
Maschinerie, die in der Atg1-Deletionsmutante stark beeintrachtigt ist (235). Ax2 wt
und Aatg1-Zellen wurden mit F.n.n. wt infiziert und die Bakterienlast Uber 48 h mittels

Mikroskopie und Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abbildung 3.13: Infektionsverlauf von F.n.n. in Ax2 Aatg1-Zellen (216). (A, B) Ax2 wt- und Aatg1-
Zellen wurden mit F.n.n. wt infiziert und die intrazellulare Bakterienlast mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie (n=3 *SEM) (A) und Durchflusszytometrie (n=6-13 *SEM) (B) bestimmt. (C)
Reprasentative Dotplots zeigen einen Vergleich der griinen Fluoreszenzintensitat infizierter wt und

Aatg1-Zellen bei 48 hpi sowie deren Uberdeckte Histogramme (wt: griin, Aatg1: rot). Der statistische
Vergleich von zwei Zeitpunkten wurde mit dem t-Test durchgefuhrt: ** p=0,01, ***p=0,001

Die Zahlung von Bakterien/Zelle mittels Fluoreszenz-Mikroskop zeigte, dass Ax2
Aatg1-Zellen nach 1 hpi mit 82,7% eine ahnliche Infektionsrate wie Ax2 wt-Zellen
(86%, vgl. Abb. 3.3 C) besitzen (Abb. 3.13 A). Die graduelle Abnahme der
Infektionsraten bis 6 hpi unterschied sich nicht signifikant zwischen beiden Zelllinien
(wt: 47,2% 15,8%, Aatg1: 54,6% +14,8%). In der spaten Infektionsphase zeigten
Aatg1-Zellen im Vergleich zum wt jedoch hoéhere Infektionsraten (24 hpi: 37,6%
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+7,9% vs. 24% +3,9% (p=0,12); 48 hpi: 23,5% £1,7% vs. 11,7% £2,1% (p=0,005))
und Anteil von Zellen mit > 3 F.n.n./Zelle (24 hpi: 37,5% vs. 32%, 48 hpi: 41,6% vs.
37%). Die durchflusszytometrische Analyse des Infektionsverlaufs lief3 ein hdheres
F.n.n.-Wachstum in Aatg7-Zellen als im wt ab 24 hpi erkennen (Abb. 3.13 B). Dies
war neben hdheren Infektionsraten auch durch eine erhdhte grine Fluoreszenz
infizierter Aatg1-Zellen, also mehr F.n.n./Zelle, bedingt (Abb. 3.13 C). Die starkere
Replikation von F.n.n. in Abwesenheit der Autophagie lasst somit vermuten, dass es
sich in Dictyostelium bei der Autophagie um einen Abwehrmechanismus gegen

F.n.n. handelt

3.5.4 Erhohte Replikation in Aatg7-Zellen durch fehlende cytosolische
Degradation

Es wird diskutiert, ob Autophagie auch Auswirkungen auf die phagosomale Reifung
besitzt (236, 237). Um eine veranderte Phagosomenreifung in Aatg7-Zellen als
Grund fur das erhdhte F.n.n.-Wachstum auszuschlieen, wurde die Assoziation von
F.n.n. mit p80, VatA und Ubiquitin zwischen wt und Aatg7-Zellen verglichen. Daftr
wurden infizierte Zellen zu den angegeben Zeitpunkten fixiert und nach der
entsprechenden Immunfluoreszenzfarbung am Fluoreszenz-Mikroskop analysiert.

In beiden Zelllinien zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Assoziation
von F.n.n. mit p80 und VatA (Abb. 3.14 A, B). Ein erhdhtes bakterielles Wachstum in
Aatg1-Zellen durch eine hohere Ausbruchrate oder geringere Ansauerung des
Phagosoms ist damit unwahrscheinlich. Stattdessen stieg in Aatg7-Zellen die
Assoziationsrate von F.n.n. mit Ubiquitin progressive von 3% (6 hpi) auf 27% (24 hpi)
und schliel3lich 51% (48 hpi) an, wahrend sie in wt-Zellen konstant unter 3% lag
(Abb. 3.14 C). Zudem sammelten sich Bakterien in Aatg7-Zellen oft innerhalb von
Ubiquitinaggregaten (Abb. 3.14 D). Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht die frihe
phagosomale Phase flur das verstarkte F.n.n.-Wachstum in Aatg7-Zellen
verantwortlich ist, sondern die fehlende Degradation von ubiquitinierten Bakterien im

Cytosol.
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Abbildung 3.14: Phagosomale Reifung und Ubiquitinierung von F.n.n. in Ax2 Aatg1-Zellen
(216). (A-C) Die Assoziation von p80 (A), VatA (B) und Ubiquitin (C) mit F.n.n. wt wurde in infizierten
Ax2 wt- und Aatg1-Zellen per Immunfluoreszenzfarbung quantifiziert und miteinander verglichen (n=3-
4 +SEM). (D) Reprasentativer Mikrograph von ubiquitinierten, aggregierten Bakterien. Mafistab: 5 um.
Die statistische Analyse wurde mit dem t-Test durchgefihrt: * p=0,05

3.6 Der Einfluss von Nramp1 und NrampB im Dictyostelium/F.n.n.-
Infektionsmodell
Eisen ist ein wichtiger Cofaktor fur enzymatische Prozesse sowohl flr pathogene
Bakterien als auch flr Wirtszellen. Die Nramp-Familie transportiert Metallionen (vor
allem Fe?* und Mn?*) und ist weit verbreitet und konserviert von Bakterien bis zum
Menschen (189). Nramp1 tragt im Phagosom von Makrophagen durch die
Regulierung der Eisenhomeostase zur Resistenz gegen intrazellulare Pathogene bei
(194-196). Das Dictyostelium-Genom verfligt GUber zwei Nramp-Transporter: Nramp1,
ein Ortholog des Nramp1 von Saugern, welches Fe?* und Mn?* vom Phagosom ins
Cytosol transportiert, sowie NrampB, das bakteriellen Mangantransportern (MntH)
ahnelt, Fe?* transportiert und ausschlieRlich in der kontraktilen Vakuole lokalisiert ist

(156, 209).
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Da zur Bedeutung von Nramp1 und der Eisenhomeostase wahrend der Infektion mit
Francisella wenig bekannt ist (206, 207), sollte die Rolle von Nramp1 und NrampB im
Dictyostelium/F.n.n.-System untersucht werden. Daflr wurden zum einen die
Lokalisation und Transkription der Eisentransporter wahrend der Infektion analysiert.
Zudem wurde der Infektionsverlauf und Austritt aus dem Phagosom in den Einzel-
Deletionsmutanten von Nramp1 und NrampB sowie der Doppel-Deletionsmutante
untersucht. SchlieBlich wurde die transkriptionelle Antwort von F.n.n.-Genen der
Eisenakquisition auf die gestorte Eisenhomeostase in den Nramp-Mutanten mit der

wt-Situation verglichen

3.6.1 F.n.n. lokalisiert transient in Nramp1-positiven Kompartimenten

Um die Lokalisation der Transmembranproteine Nramp1 und NrampB wahrend der
Infektion zu bestimmen, wurden Dictyostelium-Zellen, die GFP-Fusionsproteine von
Nramp1 und NrampB exprimieren, mit mCherry exprimierenden F.n.n. wt und Aig/C-
Bakterien infiziert. Die Assoziation von Nramp-Transportern und Bakterium wurde

mittels Lebenzellmikroskopie in der frihen Phase der Infektion (0,5-6 hpi) bestimmt.
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Abbildung 3.15: Assoziation von F.n.n. wt und Aig/C mit Nramp1-GFP. (A) Quantifizierung der
Lokalisierung von Nramp1-GFP am Phagosom von F.n.n. wt und Aig/IC (n=3 zSEM). (B)
Reprasentative Mikrographen von Nramp1-positiven Bakterien bei 1 hpi mit VergréfRerungen des
Nramp1-positiven Phagosoms im griinen Kanal. Statistik: t-Test

F.n.n. wt und AigIC zeigten einen vergleichbaren Anteil Nramp1-positiver Bakterien,
welcher von 19% bzw. 13% (30 mpi) auf 36% bzw. 28% (1 hpi) anstieg (Abb. 3.15 A,
B). F.n.n. wt entkam dem Nramp-positiven Kompartiment nach 2 hpi, wahrend die

Nramp1-Assoziation der avirulente Mutante konstant blieb bis nicht mehr genug
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Bakterien flr eine Quantifizierung vorhanden waren. Demgegeniber wurde keine
Assoziation von F.n.n. mit NrampB-GFP beobachtet (nicht gezeigt). Diese

Ergebnisse zeigen, dass F.n.n. den Abtransport von Nramp1 in Abhangigkeit von
IgIC bewirkt.

3.6.2 Friuhe Herabregulation der Transkription von nramp1 und nrampB

Um zu testen, ob die Transkription von nramp1 und nrampB durch F.n.n. beeinflusst
wird, wurden Ax2 wt-Zellen mit F.n.n. wt infiziert. In der frGhen Infektionsphase (0,5
und 3 hpi) wurde die RNA infizierter Zellen isoliert und die relative mMRNA-Menge der
nramp-Gene mittels RT-PCR bestimmt. Als Phagozytosekontrolle (PK) wurden 1 uym
grolle Latexkligelchen und als Mock-Kontrolle nicht-infizierte Ax2 wt-Zellen
verwendet.

Die Messungen zeigen eine Herabregulation der mRNA-Level von nramp1 durch
F.n.n. im Vergleich zur Mock- (signifikant) und Phagozytosekontrolle (Trend) zu
beiden Zeitpunkten (Abb. 3.16 A). Fur nrampB wurden nur direkt nach der Aufnahme
der Bakterien (0,5 hpi) erniedrigte mMRNA-Level gemessen (Abb. 3.16 B). Diese
Ergebnisse lassen eine Herabregulation der Transkription von nramp1 und nrampB

durch F.n.n. vermuten, jedoch sind die Unterschiede zu inerten Partikeln gering.
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Abbildung 3.16: Relative mRNA-Mengen von nramp1 und nrampB in der frithen
Infektionsphase. (A, B) Dargestellt ist die relative mRNA-Menge von nramp1 (A) und nrampB (B) von
F.n.n. infizierten Zellen (weill) und der Phagozytosekontrolle (PK, grau) zu den Zeitpunkten 0,5 und 3

hpi in Relation zur nicht-infizierten Mock-Kontrolle (n=3 +SD). Die statistische Analyse erfolgte mithilfe
des t-Tests: * p=0,05.
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3.6.3 Erhohte Replikation von F.n.n. in Abwesenheit von Nramp-Transportern

Die Inaktivierung von Nramp1 in Makrophagen oder Mausen flihrt zu einer héheren
Suszeptibilitat gegentber Mykobakterien, Leishmanien und Salmonella (194-196).
Studien in Dictyostelium offenbarten, dass die Deletion von nramp1 und nrampB eine
erhohte Replikation von Legionella und, zumindest fur nramp1, von M. avium zur
Folge hat (156, 209). Die Einzel- und Doppeldeletionsmutanten von Nramp1 und
NrampB wurden genutzt, um die Rolle der Nramp-Transporter in der Francisella-
Infektion im Dictyostelium/F.n.n.-System zu untersuchen. Dafir wurden Ax2 wt-,
Anramp1-, AnrampB- und Anramp1/B-Zellen mit F.n.n. wt infiziert und die

Bakterienlast mittels Fluoreszenz-Mikroskopie und Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abbildung 3.17: Infektionsverlauf von F.n.n. in Nramp-Deletionsmutanten. (A-D) Ax2 wt-Zellen
und Nramp-Deletionsmutanten wurden mit F.n.n. wt infiziert und die Bakterienlast in wt (A), Anramp1
(B), AnrampB (C) und Anramp1/B (D) zu den Zeitpunkten 1, 6, 24 und 48 hpi mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie bestimmt. Weil3: 1-3, hellgrau: 4-6, dunkelgrau: >6 F.n.n./Zelle. (E) Normalisierte
Wachstumsraten von adhéarierten wt-Zellen und Nramp-Mutanten Gber 48 hpi. (F) Die bakterielle
Fluoreszenz in wt-Zellen und Deletionsmutanten wurde durchflusszytometrisch im Infektionsverlauf (1-

48 hpi) gemessen. Der statistische Vergleich erfolgte mittels einfachem ANOVA mit anschlieRendem
Bonferroni-Test: * p=0,05.

Abb. 3.17 A-D zeigen ahnliche Infektionsraten von wt-Zellen und Deletionsmutanten
zum Zeitpunkt 1 hpi. Lediglich AnrampB-Zellen scheinen F.n.n. geringflgig besser
aufgenommen zu haben. Die ZellgroRe und damit Aufnahmeoberflache von
adharenten AnrampB-Zellen schien leicht erhoht zu sein, was vermutlich zur hdheren

Aufnahme der Bakterien gefihrt hat. Nach einer vergleichbaren Ausscheidung von
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F.n.n. nach 6 hpi, zeigen die Deletionsmutanten im Vergleich zum wt erhohte
Infektionsraten in der spaten Infektionsphase ab 24 hpi. Zum Zeitpunkt 48 hpi waren
sowohl die Infektionsraten (wt: 13,6% +3,8%, Anramp1: 24,5% *1,9%, AnrampB:
40,7% %7,8%, Anramp1/B: 29,6% £3,5%) als auch der Anteil von Zellen mit > 3
F.n.n./Zelle (wt: 20,4% +12,5%, Anramp1: 44,7% £11,6%, AnrampB: 57,4% +6,7%,
Anramp1/B: 41,3% 19,9%) der Nramp-Mutanten im Vergleich zum wt erhoht.

Mit einem vergleichbaren Zellwachstum aller Zelllinien (Abb. 3.17 E) deuten diese
Ergebnisse auf eine erhdhte F.n.n.-Replikation in den Nramp-Deletionsmutanten hin.
Ein eventueller Exozytosedefekt der Mutanten ist hdchstwahrscheinlich nicht fir eine
héhere Bakterienlast zum Anfang der Replikationsphase verantwortlich. Die Differenz
von Infektionsraten und Zellen mit > 3 F.n.n./Zelle unterschied sich zwischen 1 und 6
hpi nicht signifikant zwischen den Zelllinien, d.h. zwischen 1 und 6 hpi werden
ahnlich viele Bakterien von allen Zelllinien exozytiert.

Die durchflusszytometrische Analyse des Infektionsverlaufs (Abb. 3.17 F) bestatigte
die Auszahlungen am Fluoreszenz-Mikroskop. Wahrend F.n.n. in den wt-Zellen in
diesen Experimenten eher persistierte, nahm die bakterielle Fluoreszenz in den
Nramp-Mutanten deutlich zu. Zusammenfassend wurde durch zwei Methoden
gezeigt, dass die Nramp-Transporter im Dictyostelium/F.n.n.-System zur Resistenz

gegen Francisella beitragen.

3.6.4 F.n.n. tritt in den Nramp-Mutanten effizienter aus dem Phagosom aus

Neben der cytosolischen Replikation ist der Ausbruch aus der bakteriziden
Umgebung des Phagosoms ein wichtiger Faktor fur die Virulenz von Francisella.
Deswegen wurde die Dauer des Aufenthalts von F.n.n. in einem p80-positiven
Kompartiment zwischen wt-Zellen und den Nramp-Mutanten verglichen und als Maf}
fur den phagosomalen Ausbruch verwendet.

Die Auszahlung der p80-Assoziation von F.n.n. am Fluoreszenz-Mikroskop zeigte,
dass sich der Anteil von p80-positiven F.n.n. direkt nach der Aufnahme (1 hpi) mit
80-90% nicht zwischen den Zelllinien unterschied (Abb. 3.18). An den Zeitpunkten 6
und 24 hpi befanden sich jedoch weniger Bakterien in einem p80-positiven

Kompartiment in den Nramp-Deletionsmutanten als in wt-Zellen.
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Abbildung 3.18: p80-Assoziation des FEP in Nramp-Deletionsmutanten. Die Assoziation von p80
mit F.n.n. wt wurde in infizierten wt-Zellen und den Nramp-Deletionsmutanten zu den Zeitpunkten 1, 6,
24 und 48 hpi nach einer Immunfluoreszenzfarbung bestimmt (n=3 +SEM). Einfacher ANOVA mit
Bonferroni-Test: * p=0,05, ** p=0,01.

Diese Ergebnisse deuten auf einen schnelleren Austritt von F.n.n. aus dem
Phagosom in den Nramp-Deletionsmutanten hin. Da F.n.n. schneller der
degradativen Umgebung des Phagosoms entkommt, konnte ein hoherer Anteil
lebendiger Bakterien die Replikationsphase im Cytosol erreichen und zum Wachstum

beitragen.

3.6.5 Verstarkte Induktion der Eisenakquirierung durch F.n.n. in den Nramp-
Mutanten

Nramp1 und NrampB sind fur die Eisenhomeostase in Dictyostelium verantwortlich
und ihre Deletion fuhrt zu einem verringerten Eisengehalt innerhalb der Zellen (209).
Trotzdem ist F.n.n. in der Lage effizient im Cytosol der Nramp-Mutanten zu
replizieren. In diesem Abschnitt wurden durch Eisenmangel regulierte Gene von
F.n.n. identifiziert und die Regulierung ausgewahlter Gene mittels RT-PCR im
Infektionsverlauf analysiert. Zudem wurde untersucht, ob F.n.n. auf den verringerten
Eisengehalt in den Nramp-Mutanten mit eine Anpassung der Eisenakquisition
reagiert.

Durch  Eisenmangel beeinflusste Gene werden in  Francisella vom
Transkriptionsfaktor Fur kontrolliert, welcher an eine 19 bp groRRe, konservierte
Bindesequenz bis zu 200 bp vor dem Startcodon des kontrollierten Gens bindet (97).

Da das Genom von F.n.n. nicht annotiert ist, wurde stattdessen im Genom von F.n.o.
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zunachst nach Fur-Bindesequenzen mit bis zu 8 Nukleotidfehlpaarungen in
Regionen bis zu 200 bp vor dem Startcodon von offenen Leserastern gesucht. Die
bioinformatische Analyse identifizierte 1496 und 1020 potentielle Fur-Boxen in
Vorwarts- bzw. Ruckwartsrichtung von geschatzten 1595 Genen (238). Oft
Uberlappten jedoch bis zu funf Sequenzen vor einem Gen. Eine Erhéhung der
Stringenz auf héchstens 6 Fehlpaarungen ergab insgesamt 83 potentielle Fur-Boxen
in beiden Leserahmen, deren dazugehdrige Gene in Anhang 1 aufgelistet sind.
Hervorzuheben sind Gene von Sekretionssystemen des Typ-1 (OOM_1211), Typ-2
(secB) und Typ-6 (ig/C), zur Abwehr von oxidativem Stress (ruvA, uvrA, msrA/B)
sowie des Feo-Eisentransportsystems (feoA). Daneben wurden Gene identifiziert, die
fur die Virulenz anderer Pathogene eine Rolle spielen oder Virulenz-assoziierte
Domanen besitzen (serC (239), OOM_0490 (240), OOM_1001 (241), OOM_0258
(242)).
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Abbildung 3.19: Transkription von Eisen-assoziierten F.n.n.-Genen unter Eisenmangel und in
den Nramp-Deletionsmutanten. (A) Die relative Gentranskription von F.n.n.-Genen mit vorgelagerter
Fur-Box (iglC, feoA, fur, iucA/C) wurde unter Eisenmangel (+2,2’ Bipyridyl) und in regular kultivierten
Bakterien (+ 2 mM FeCl;) mittels RT-PCR gemessen (n=2-4 +SD). (B-F) Ax2 wt-Zellen wurden mit
F.n.n. wt infiziert, die RNA bei 1, 6, 24 und 48 hpi isoliert und die rel. Transkription von feoA (B), feoB
(C), iucA/C (D), igIC (E) und fur (F) mittels RT-PCR analysiert. In vitro kultivierte F.n.n. (+ 2 mM FeCl3)
wurden als Mock-Kontrolle verwendet (n=3 £SD). Die statistische Analyse fiir jeden Zeitpunkt wurde
mit einem einfachen ANOVA und anschlieRendem Bonferroni-Test durchgeflihrt: * p=0,05.

Anschlieend wurde experimentell mittels RT-PCR ermittelt, welche Eisen-

assoziierten Gene in F.n.n. durch Eisenmangel reguliert werden. Daflir wurde F.n.n.
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unter Zugabe des Eisenchelators 2,2’-Bipyridyl kultiviert und anschlielend die
Transkription von Genen analysiert, die potentiell fir die Eisenakquisition
verantwortlich sind: feoA, als Teil des unter Bakterien weit verbreiteten Feo-
Eisentransportsystems, iucA/C, das eine Fe®" bindende Siderophore-Synthetase
codiert sowie fur und ig/C. Als etablierte Haushaltsgene dienten ftsZ, polA und fopA
(243). Als Mock-Kontrolle wurden regular kultivierte Bakterien unter Zugabe von 2
mM FeCl; verwendet. Die RT-PCR-Analyse zeigte eine etwa 20-fache
Hochregulierung von feoA und iucA/C (Abb. 3.19 A). Die Transkription von ig/C war
lediglich leicht erhéht, wahrend fur durch den Eisenmangel nicht beeinflusst wurde.
Als nachstes sollte untersucht werden, ob F.n.n. seine Eisenakquirierung im
Infektionsverlauf auf Transkriptionsebene reguliert und damit auf den Eisenmangel in
den Nramp-Deletionsmutanten reagiert. Dafur wurden wt-Zellen und Nramp-
Mutanten mit F.n.n. wt infiziert und die Transkription von feoA, feoB, iucA/C, iglC und
fur in F.n.n. mittels RT-PCR gemessen (Abb. 3.19 B-F). In wt-Zellen wurde feoA im
gesamten Infektionsverlauf induziert mit einem Hohepunkt bei 6 hpi. Auch die
Transkription von feoB und iucA/C wurde in wt-Zellen induziert und erreichte seinen
Hoéhepunkt nach 6 und 24 hpi. Im Gegensatz dazu sank die Transkription der Eisen-
assoziierten Gene in den Nramp-Mutanten nicht nach 48 hpi wieder ab, sondern
stieg konstant an oder blieb erhoht. Der Virulenzfaktor igIC zeigte
uberraschenderweise eine leichte Herabregulation der mRNA-Level im
Infektionsverlauf und keine Unterschiede zwischen den Zelllinien. Die Transkription
des negativ regulierenden Transkriptionsfaktors fur wurde gegenlaufig zu den von
ihm kontrollierten Genen reguliert. So stieg die Transkription von fur kurz nach der
Infektion an und fiel im Laufe der Infektion mit zwischen den Zelllinien ahnlicher
Kinetik ab.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass F.n.n. die Transkription von Genen
zur Eisenakkumulation (feoA, feoB, iucA/C) im Laufe der Infektion hochreguliert. Die
Induktion von feoB und iucA/C ab 6 hpin deutet auf einen Eisenmangel von Bakterien
nach dem Ubergang ins Cytosol hin. Wahrend die Transkription von
Eisentransportern in wt-Zellen ab 48 hpi wieder absank, stiegen diese in den Nramp-
Mutanten progressiv an. F.n.n. ist damit in der Lage dem Eisenmangel im Cytosol
der Nramp-Mutanten durch eine verstarkte Eisenaufnahme auszugleichen. Die
Transkription von IglC erschien dagegen in der cytosolischen Phase leicht

herabreguliert und unterschied sich nicht zwischen wt-Zellen und Nramp-Mutanten.
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4 Diskussion

Die Wirt-Pathogen-Interaktion des Humanpathogens F. tularensis ist immer noch
kaum verstanden und unterstreicht damit den Bedarf nach grundlegender Forschung
in einfachen Infektionsmodellen. In dieser Arbeit wurde Dictyostelium mit dem
Bakterium F. noatunensis subsp. noatunensis (F.n.n.) als Infektionsmodell etabliert,
um fundamentale und konservierte Virulenzmechanismen zu untersuchen. Es wurde
gezeigt, dass F.n.n. in Dictyostelium den Infektionsverlauf von F. tularensis in
humanen Makrophagen rekapituliert und der FPI-Faktor IgIC eine vergleichbare Rolle
fur die Virulenz in F.n.n. spielt. Durch die Interaktion von F.n.n. mit dem
autophagosomalen System liel3 sich die Autophagie als Abwehrmechanismus gegen
cytosolische Francisella-Bakterien nachweisen. Des Weiteren konnte den Nramp-
Eisentransportern der Wirtszelle eine Beteiligung an der Resistenz gegenuber F.n.n.
zugeordnet  werden.  Zunachst werden die  Ubereinstimmungen des
Dictyostelium/F.n.n.-Systems mit dem Makrophagenmodell und seine Relevanz als
neues Infektionsmodell fur Francisella diskutiert. Des Weiteren wird der Einfluss von
Autophagie und Nramp-Transportern als Wirtsabwehrmechanismen auf den Verlauf

der Francisella-Infektion erlautert.

4.1 F.n.n. besitzt konservierte Virulenzfaktoren

Viele Virulenzfaktoren von Francisella sind in der Francisella-Pathogenitatsinsel (FPI)
lokalisiert (61). Diese codiert ein Typ-6-Sekretionssystem (T6SS), welches in
mehreren Infektionsmodellen zum Ausbruch aus dem Phagosom beitragt (51, 52, 56,
85). F.n.n. codiert 15 der bis zu 17 FPI-Gene, deren Anzahl je nach Spezies variiert.
Ein Sequenzvergleich von F.n.n. mit Genomen klinisch relevanter Stamme anderer
Francisella-Spezies zeigt eine hohe Konservierung der FPI-Gene innerhalb der
gesamten Gattung (Abb. 3.1). Die hochste Sequenzahnlichkeit zu F.n.n. weisen die
nachsten verwandten Spezies F.n.o und F. philomiragia auf. Im gesamten Genus
ahnelten sich die Gene am starksten, deren Produkte die Kernkomponenten des
T6SS bilden (intracellular growth locus (igl) A-E, valine-glycine repeat G (vgrG) und
dotU) (63). Der Sequenzvergleich weist auf eine konservierte Aufgabe des T6SS flr
die Virulenz aller Mitglieder des Francisella-Genus hin. Die Sekretion von Effektoren

durch das T6SS ist ein verbreiteter Virulenzmechanismus unter pathogenen
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Bakterien, wie Vibrio cholerae (171), Salmonella (244), Pseudomonas (245) und
Francisella (90). Generell unterscheidet sich jedoch das T6SS von Francisella und
anderen Pathogenen und teilt sich nur wenige gemeinsame Faktoren (246). Zudem
ist fur Francisella bisher kein sekretierter Faktor einem Effektormechanismus
zugeordnet. Dictyostelium wurde bereits erfolgreich fur die Untersuchung von
Effektormechanismen des V. cholerae-T6SS genutzt (247). Das Dictyostelium/F.n.n.-
System konnte somit ebenfalls zur weiteren Charakterisierung des Francisella-T6SS
beitragen.

Die humanpathogenen Subspezies von F. tularensis besitzen im Gegensatz zu den
aquatischen Spezies und F.t.novicida eine zusatzliche Kopie der FPI. Diese haben
sie wahrscheinlich nach der Abspaltung vom freilebenden, marinen Vorfahren
erworben (82). Der Besitz von zwei FPI-Kopien ist aber wahrscheinlich funktional
redundant, da die Deletion von einem von zwei FPI-Genen in F. tularensis nicht zu
verminderter Virulenz fihrt (48, 248). Andere Studien deuten hingegen indirekt an,
dass beide Kopien eines FPI-Gens nétig sind flr vollstdndige Pathogenitat (249,
250). FUr F.n.n. scheint die Anzahl von FPI-Kopien flr die Virulenz nicht entscheidet
zu sein, da diese Spezies trotz einer FPI fur Fische hoch infektids ist und einen
lethalen Krankheitsverlauf ausldésen kann (134). Dass die FPI-Gendosis
verantwortlich flr die Speziesbarriere und Avirulenz im Menschen ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, ist aber unwahrscheinlich. Fur die experimentelle Praxis
stellt lediglich eine FPI-Kopie in F.n.n. einen Vorteil dar, da Deletionsmutanten
einfacher erzeugt werden kénnen als in F. tularensis.

Sequenzanalysen haben viele Gemeinsamkeiten zwischen den fisch- und
humanpatogenen Francisella-Spezies gezeigt und lassen auf eine Vielzahl von
konservierten Genen schlieRen, die vermutlich mit der Virulenz der Gattung
assoziiert sind. So wird vermutet, dass Francisella bereits vor der Aufspaltung in
fisch- und saugerpathogene Spezies eine pathogene Lebensweise aufwiesen (82).
Die Verwendung von F.n.n. als Ersatzpathogen kann somit entscheidend zur
Untersuchung von konservierten Virulenzmechanismen in der Francisella-Infektion
beitragen. Man darf jedoch nicht auler Acht lassen, dass fisch- und
humanpathogene Spezies auch flr ihre Gruppe einzigartige Gene besitzen. Fisch-
und humanpathogene Vertreter codieren jeweils 305 bzw. 233 einmalige Gene, die

sich durch eine unterschiedliche Lebensweise entwickelt haben (251).
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4.2 Dictyostelium ist kombinierbar mit F.n.n.

In den letzten 15 Jahren hat eine Vielzahl von Infektionsmodellen zum Verstandnis
der Wirt-Pathogen-Interaktion in der Francisella-Infektion beigetragen. Sowohl Tier-
als auch Zellmodelle weisen jedoch mitunter grol3e wirtsspezifische Unterschiede auf
(siehe 1.1.5). Zusammen mit der hohen Infektidsitat von Francisella fuhrten diese
modellspezifischen Unterschiede zur Entwicklung von grundlegenderen Modellen.
Diese kombinierten Ersatzpathogene, wie F.t.novicida oder F. noatunensis, mit
einfach zu manipulierenden Wirtsorganismen (Drosophila, Zebrafisch) (112, 117,
118). Damit sollten konservierte Mechanismen der Wirt-Pathogen-Interaktion
unabhangig von der Wirtsspezifitat untersucht werden.

Diese Studie beschreibt die Etablierung des professionellen Phagozyten
Dictyostelium in Kombination mit dem Ersatzpathogen F.n.n. als neues, simples
Francisella-Infektionsmodell. Dictyostelium wurde in den letzten 15 Jahren als
effizientes Modellsystem flr die Untersuchung der Infektion intrazellularer Bakterien
etabliert. Der einfache Eukaryot teilt sich mit Makrophagen viele Homologien
bezlglich Pathogen-assoziierter Prozesse (siehe 1.2). Zusammen mit einem grofen
Spektrum molekularer, biochemischer und genetischer Methoden, macht dies
Dictyostelium zu einem gut geeigneten Modellmakrophagen. Dictyostelium uberlebt
nicht bei einer Umgebungstemperatur Gber 27°C und ist deswegen in der Regel nicht
mit humanpathogenen Bakterien kompatibel. Mdgliche Optionen, um dies zu
umgehen, sind einerseits ein breites Temperaturspektrum des Bakteriums
(Legionella: 37°C in Makrophagen, 25°C in Dictyostelium) (167) oder der Gebrauch
eines nahe verwandten Ersatzpathogens (Mycobacterium marinum  statt
M. tuberculosis) (168). Dictyostelium und F.n.n. besitzen beide eine optimale
Wachstumstemperatur von 22°C und eignen sich damit flir eine kombinierte
Kultivierung (252, 253). Ob eine Kombination von Dictyostelium mit F.n.o. (Optimum:
28°C) oder humanpathogenen Francisella-Spezies (Optimum: 37°C) mdglich ist,
muss noch untersucht werden (254, 255). Ozanic et al. beobachteten intrazellulares
Wachstum von F.t.novicida in Dictyostelium bei 27°C (80), eine Temperatur die
jedoch Uber dem Temperaturoptimum von Dictyostelium liegt und Wirtsprozesse
einschranken konnte. Auch die Kombination von Dictyostelium mit F.t. tularensis und

holarctica waren moglich, da diese in vitro noch bei 25°C wachsen kdnnen (254).
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4.3 Die Rolle von IgIC fiir das intrazellulare F.n.n.-Wachstum in Dictyostelium

Es wurde gezeigt, dass humanpathogene Bakterien die gleichen Virulenzfaktoren flr
die Infektion von Makrophagen nutzen, die sie auch resistent gegenuber der
Pradation und der Abtétung durch Dictyostelium machen (167, 171, 256, 257). Um
zu testen, ob eine Bakterienspezies flr Dictyostelium virulent ist und welche
Faktoren daflr essentiell sind, wird ein sogenannter Plaque-Test durchgefihrt.
Dieser macht sich die Unfahigkeit Dictyosteliums auf pathogenen Bakterien zu
wachsen zunutze. Dadurch konnten Faktoren identifiziert werden, die vor der
Aufnahme oder dem Verdau schitzen oder eine zytotoxische Wirkung auf
Dictyostelium haben (164).

In dieser Studie war Dictyostelium unfahig auf F.n.n. Wildtyp-Bakterien (wt) zu
wachsen und Plaques zu bilden (Abb. 3.2). Demgegenuber wuchsen die Zellen auf
Klebsiella aerogenes, einem Bakterium, das die Amobe als Nahrung nutzt. Dies lasst
vermuten, dass F.n.n. flr Dictyostelium pathogen ist. Demgegeniber ist
Dictyostelium unfahig auf der avirulenten F.n.n. Aig/C-Mutante Plaques zu bilden.
Das bedeutet, dass IgIC entweder durch andere Virulenzfaktoren kompensiert wird
oder Dictyostelium die Francisella-Bakterien generell nicht aufnehmen oder verdauen
kann. Genauso ist Dictyostelium auch nicht in der Lage auf anderen apathogenen
Stammen, wie M. smegmatis oder avirulenten Mutanten von Aeromonas hydrophila,
zu wachsen (258, 259). Die Zugabe vom Nahrungsbakterium K. aerogenes zu F.n.n.
und dessen Mutanten konnte die Wachstumsbedingungen zugunsten Dictyosteliums
beeinflussen (259). Somit kénnte der Plaque-Test zuklnftig die Identifizierung von
apathogenen Mutanten ermdglichen.

Die intrazellulare Replikation des Pathogens ist eine Voraussetzung fir ein
relevantes Infektionsmodells, so dass in dieser Studie das Wachstum von F.n.n. in
Dictyostelium nachgewiesen werden sollte. Klassischerweise wird bakterielle
Replikation durch die Zahlung lebender Bakterien Uber Kolonie-formende Einheiten
(KFE) ermittelt. Diese Methode ist im Dictyostelium/F.n.n.-System jedoch erfolglos
geblieben, da weder eine Detergenz-vermittelte noch mechanische Lyse der Zellen
zu einer zuverlassigen Bildung von F.n.n.-Einzelkolonien flihrte. Stattdessen wurde
bakterielle Replikation mittels Fluoreszenz-Mikroskopie, Durchflusszytometrie und
quantitativer PCR untersucht (Abb. 3.3). Eine Einschrankung dieser Methoden ist

jedoch, dass sie im Gegensatz zu KFEs nicht den Anteil lebender und toter Bakterien
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in den Zellen angibt. Mit der Fluoreszenz-Mikroskopie wurde gezeigt, dass F.n.n. wt
von Dictyostelium aufgenommen wird und erfolgreich in den Zellen persistiert. Zwar
sanken die Infektionsraten aufgrund des Dictyostelium-Wachstums, die Zunahme
des Anteils von Zellen mit >3 Bakterien liel3 jedoch auf eine intrazellulare Replikation
von F.n.n. schlielen. Dieses Ergebnis wurde durch Durchflusszytometrie und gPCR
bestatigt, welche eine leichte, absolute Zunahme der Bakterienlast uber 48 h hinweg
feststellten. F.n.n. wachst nicht im Dictyostelium-Medium (HI5-C) und tragt damit
nicht durch die Replikation und Aufnahme extrazellularer Bakterien zur intrazellularen
Bakterienlast bei. Die Replikationsgeschwindigkeit von F.n.n. in Dictyostelium stimmt
damit mit dem embryonalen Zebrafischmodell Uberein, in welchem eine
Generationszeit von 43 h flr F.n.n. bestimmt wurde (117).

Im Gegensatz zu F.n.n. wt konnte die IgIC-Deletionsmutante nicht intrazellular
replizieren und zeigte einen starken Abfall der Bakterienlast ab 4 hpi. Dieser
Phanotyp konnte wiederholt durch alle drei Messmethoden nachgewiesen werden.
F.n.n. AiglIC repliziert auch in Zebrafischembryonen nicht effizient, ein Effekt, der
durch die Wiedereinfihrung von ig/lC komplementiert werden konnte und somit
genspezifisch ist (216). Die IglC-Deletion hatte keine Auswirkungen auf das
bakterielle Wachstum in vitro, was bedeutet, dass kein gestorter Metabolismus in der
Mutante flr den attenuierten Phanotyp verantwortlich ist. In allen bekannten
Francisella-Infektionsmodellen (Amdben, Insektenzellen, Makrophagen,
Epithelzellen, Fische, Mause) weisen Francisella-Bakterien ohne IgIC einen Defekt
fur intrazellulares Wachstum auf (76, 86, 216, 222, 260). Somit konnte in dieser
Studie gezeigt werden, dass IgIC auch im Dictyostelium/F.n.n.-System seine
universelle Aufgabe auslbt und F.n.n. eine ahnliche Virulenzstrategie verwendet wie
die humanpathogenen Spezies.

IgIC ist ein struktureller Bestandteil des Francisella-T6SS, welches von einem Viertel
aller Gram-negativen Bakterien codiert ist (261). Neben Francisella nutzen viele
pathogene Bakterien ein T6SS als konservierten Virulenzfaktor fir die Replikation
innerhalb der Wirtszelle. Weitere Studien deuten jedoch darauf hin, dass das T6SS
nicht innerhalb der Wirtszelle agiert. Zusatzlich wurde ein Einfluss auf die
interbakterielle Konkurrenz unter freilebenden Bakterien (262), das Unterscheiden
von Selbst und Fremd (263, 264) und den Schutz vor der Pradation durch Amdben
beobachtet (171). So schitzt das T6SS von V. cholerae vor der Pradation durch

Dictyostelium, ist jedoch nicht essentiell fur die Infektion im Mausmodell (171, 265).
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Auch fur F.n.n. kénnte das T6SS eine Rolle in der marinen Umwelt spielen. Frei
lebende Francisella-Spezies bilden Biofilme und geraten dabei hochstwahrscheinlich
in interbakterielle Konkurrenz (266, 267). F. philomiragia bildet Biofilme in
Gegenwart von Acanthamoeba castellanii und infiziert die Amobe (267). Die
Durchsetzung gegen andere Bakterien im Biofilm und anschlielfiende Infektion
mariner, phagozytierender Eukaryoten konnte die Ubertragung auf Fische in
aquatischen Lebensraumen begtinstigen. Beispielsweise werden marine Ciliaten von
F. endociliaphora infiziert (268). Zusammenfassend wurde gezeigt, dass F.n.n. in
Dictyostelium abhangig vom konservierten Virulenzfaktor IgIC repliziert (Abb. 3.3)
und damit die Rolle des T6SS-Faktors in Saugersystemen rekapituliert. Eine
zusatzliche Rolle fir IgIC ist aulBerhalb der Wirtszelle fir das marin lebende

Bakterium ebenfalls moglich.

44 Das Dictyostelium/F.n.n.-System rekapituliert den intrazellularen
Infektionsverlauf des humanen Makrophagenmodells
Der intrazellulare Lebenszyklus von Francisella in Makrophagen ist charakterisiert
durch Phagozytose, Interaktion mit dem endosomalen System, Ausbruch aus dem
Phagosom und Replikation im Cytosol (221). In dieser Studie wurde gezeigt, dass
das Dictyostelium/F.n.n.-System die Schlisselaspekte des Francisella-Lebenszyklus
in Makrophagen rekapituliert und damit ein natzliches Infektionsmodell fur die Wirt-
Pathogen-Interaktion von Francisella darstellt. Zudem wurde durch die Verwendung
der IgIC-Deletionsmutante die Relevanz des T6SS als essentieller Virulenzfaktor im
Dictyostelium-Modell bestatigt. Im folgenden Abschnitt wird der Lebenszyklus von
Francisella in Dictyostelium sowie dessen Abhangigkeit von IgIC diskutiert und mit

dem Infektionsverlauf in Makrophagen und Amaében verglichen.

4.4.1 Die Aufnahme von F.n.n. durch Dictyostelium

Es wird angenommen, dass Dictyostelium ahnlich Makrophagen mehrere
Rezeptoren und Mechanismen besitzt, um Bakterien spezifisch zu erkennen und
aufzunehmen (147, 269). Wie in Makrophagen ist die Aufnahme in Dictyostelium
abhangig von einer Rekonstruktion des Aktin-Zytoskeletts (270). In dieser Studie

wurde die Aufnahme von F.n.n. durch Dictyostelium mittels Mikroskopie beobachtet
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und mithilfe einer Makropinozytose-defizienten Deletionsmutante (Api3k) naher
charakterisiert (Abb. 3.4).

Die Aufnahme von F.n.n. durch Dictyostelium wurde in Zellen beobachtet, die ein
Fusionsprotein aus GFP und der Aktin-bindenden Domane (ABD) des Aktin-
vernetzenden Proteins ABP-120 (224) exprimieren (Abb. 3.4). F.n.n. wurde Aktin-
abhangig aufgenommen mit der Bildung des Phagozytosebecher vor oder nach
Kontakt des Bakterium mit der Zelloberflache. Es kdnnte sich also sowohl um eine
rezeptorvermittelte als auch unspezifische Aufnahme handeln. Direkt nach der
Aufnahme wurde eine schnelle Auflésung des Aktinmantels um das Bakterium
beobachtet. In anderen Zellen blieben nach unbestimmter Zeit aufgenommene F.n.n.
weiterhin mit Aktin assoziiert, wenn auch in schwacherem MalRe. Bei dem
Aktinmantel konnte es sich um einen von Francisella induzierten Mechanismus
handeln. Andere intrazellulare Pathogene nutzen Aktin zum Schutz ihrer
Replikationsniche vor der Fusion mit Endosomen und Lysosomen und unterbinden
damit die phagosomale Reifung. Am Mykobakterienkompartiment blockiert F-Aktin
die Rekrutierung der V-ATPase und damit die Ansauerung des Kompartiments und
anschlieRende Abtétung des Bakteriums (271). Die Aktinassemblierung am
Legionella-enthaltenden Phagosom blockiert die Fusion mit Lysosomen, wie es auch
fur eine kafigartige Aktinstruktur um Salmonella vermutet wird (272, 273). F.n.n.
konnte diesen Mechanismus nutzen, um sich wahrend der phagosomalen Phase vor
dem lysosomalen Abbau zu schitzen. Ein Effektor, der F.n.n. dafir zur Verfigung
stehen konnte, ist VgrG. Dieses Protein punktiert als “Speerspitze” des T6SS die
phagosomale Membran und wird anschlieBend zusammen mit anderen FPI-Faktoren
ins Cytosol der Wirtszelle sekretiert (63, 91). In Dictyostelium ist eine VgrG-
Effektordomane von V. cholerae in der Lage Aktin zu vernetzen (274), ein
Mechanismus, der zur Pathogenitat von V. cholerae in Mausen beitragt (275). Eine
Aktinvernetzung durch sekretiertes VgrG kénnte den Aktinmantel aufbauen und die
weitere phagosomale Reifung blockieren. Um zu untersuchen, ob dieser Prozess von
F.n.n. T6SS-vermittelt induziert wird, musste die Aktin-Assoziation von F.n.n. AiglC
mit wt-Bakterien frih in der Infektion verglichen werden.

Die Ultrastruktur des F.n.n.-Aufnahmeprozesses wurde mittels Rasterelektronen-
mikroskopie untersucht (Abb. 3.4). Aufnahmen zeigten Bakterien sowohl in einer
flachen Membranregion von Membran umschlossen als auch assoziiert mit

Phagozytosebechern. F.n.n.-Bakterien mit Kontakt zu Dictyostelium zeigten von ihrer
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Oberflache ausgehende rundliche und langliche Ausstllpungen, die auch um sie
herum auf der Dictyostelium-Oberflache lokalisierten. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um outer membrane vesicles (OMVs) und Nanoréhren, die von F.n.n.
und anderen Gram-negativen Bakterien gebildet werden (225, 276). F.n.n. ohne
Zellkontakt zeigten derartige Strukturen nicht oder nur in geringerem Ausmaf. OMVs
werden von der Oberflache abgesondert und stellen einen potentiellen
Virulenzfaktor-Transportmechanismus dar. Die Vesikel kdnnen durch die Fusion mit
der Plasmamembran oder Uber endozytotische Wege in die Zielzelle eindringen
(277, 278). Entsprechend wurden in dieser Studie Membranstrukturen mit der Grolie
und Struktur von OMVs beobachtet, die mit der Plasmamembran von Dictyostelium
fusionierten. Die OMVs von F.n.n., F. philomiragia und F.t.novicida enthalten
mehrere mit Virulenz assoziierte Faktoren. IgIC ist das haufigste Protein in F.n.n.
OMVs und ist mit anderen FPI-Proteinen in den OMVs aller drei Spezies detektiert
worden (225, 279, 280). Die Rolle von F.n.n. OMVs fur die Aufnahme und Virulenz
von Francisella in Dictyostelium bleibt zu untersuchen. OMVs von F.n.n. kdnnten
isoliert und mit Dictyostelium inkubiert werden, um eventuelle Auswirkungen auf die
Phagozytoserate und phagosomale Reifung zu analysieren. Durch die ektopische
Expression von bekannten OMV-Faktoren in Dictyostelium kénnten die Proteine
identifiziert werden, die zur Virulenz von Francisella Gber OMV-Transport beitragen.

Dictyostelium nimmt Bakterien entweder uber Phagozytose oder Makropinozytose
auf (270). Die Inaktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) inhibiert
Makropinozytose und Phagozytose von groRen Partikeln, jedoch nicht die
Phagozytose von ca. 1 um groRen Bakterien, wie E. coli (281-283). Die drastisch
verminderte Aufnahme von F.n.n. in Api3K1-Zellen in dieser Studie weist auf eine
Aufnahme der Bakterien durch Makropinozytose hin (Abb. 3.4). Peracino et al.
zeigten, dass auch L. pneumophila von Dictyostelium durch Makropinozytose
aufgenommen wird (223). Die Autoren verwendeten jedoch eine Deletionsmutante
aller PI3Ks (Api3k1-5) und fuhrten weitere Experimente unter Bedingungen mit
verminderter ~ Makropinozytose  durch. Um  die  Makropinozytose  als
Hauptaufnahmeprozess flr F.n.n. zu bestatigen, sollten weitere Versuche mit den
von Peracino et al. verwendeten Konditionen und Zelllinien durchgeflhrt werden.
Makropinozytose bendtigt keine Bindung des Partikels zur Zelloberflache (284), so
dass der Api3K1-Phanotyp schlussendlich eine nicht-selektive Aufnahme von F.n.n.

unterstutzt.
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4.4.2 Die phagosomale Reifung von F.n.n. in Dictyostelium ist vergleichbar mit
F. tularensis in Makrophagen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass F.n.n. in Dictyostelium vergleichbare
Schlusselaspekte der phagosomalen Reifung durchlauft wie F. tularensis in humanen
Makrophagen. Beide Francisella-Spezies interagieren in ihren Zellmodellen mit dem
endosomalen System und akkumulieren transient die V-ATPase am Phagosom.
Anschlieend entkommen sie aus dem Phagosom ins Cytosol, wo sie replizieren.
Dieser Prozess ist in beiden Systemen abhangig vom Virulenzfaktor IgIC, welcher
damit im Genus Francisella als evolutionar konserviert betrachtet werden kann.

Kurz nach der Aufnahme (1 hpi) interagiert das F.n.n.-enthaltende Phagosom (FEP)
unabhangig von IgIC mit Endosomen, erkennbar an Uber Endosomen gelieferte
Goldpartikel im Phagosom (Abb. 3.5). Besser quantifizieren lasst sich die
endosomale Interaktion durch die Assoziation des Phagosoms mit p80, einem
putativen Kupfertransporter und endosomalen Markerprotein (158). Ab 2 hpi verliert
F.n.n. abhangig von IgIC den endosomalen Marker fast vollstandig bis 6 hpi.
Ubereinstimmend nimmt die Assoziation von F. tularensis mit Markern von friihen
(EEA-1) und spaten (LAMP-1) Endosomen in Makrophagen als Folge des Austritts
aus dem Phagosom ab (51, 52). Die Kinetik dieses Prozesses schwankt zwischen 1-
8 hpi und variiet je nach Infektionsmodell (45, 51, 52, 58, 59).
Elektronenmikroskopische Analysen zwischen 1-4 hpi zeigten in dieser Studie den
Ausbruch von F.n.n. aus dem Dictyostelium-Phagosom mit einer zur p80-Assoziation
korrelierenden Kinetik. p80 konnte damit ein geeigneter Membranmarker des FEP
sein und auf den Anteil phagosomaler und cytosolische Bakterien schliel3en lassen.
Ein wichtiger Schritt der phagosomalen Reifung ist die progressive Ansauerung des
Phagosoms durch die Aktivitat der V-ATPase, wodurch die optimale Umgebung flr
lysosomale Hydrolasen geschaffen wird (54). Pathogene Bakterien, wie Legionella
oder Mykobakterien, vermeiden aktiv die Ansauerung ihres Kompartiments und
blockieren somit die Reifung zum Phagolysosom (285, 286). Die Datenlage zur
Ansauerung des F. tularensis-Phagosoms bleibt widerspruchlich und sollte mit dieser
Studie komplementiert werden.

In Dictyostelium wurde die Ansauerung des FEP durch die Lokalisation von VatA, der
katalytischen Untereinheit der V-ATPase, und dem pH-sensitiven Farbstoff Neutralrot
quantifiziert (Abb. 3.6). Die Lokalisation beider Marker zeigte eine transiente

Ansauerung des FEP bis 2 hpi an. Der Verlust der Azidifizierungsmarker wird jedoch
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nicht aktiv von F.n.n. reguliert, sondern stimmt mit der endogenen Dynamik der V-
ATPase am Phagosom von inerten Partikeln in Dictyostelium Uberein. Nach der
Wiedergewinnung der V-ATPase vom Phagosom reneutralisiert das Kompartiment
und unverdaute Partikel werden ab 2 h nach Aufnahme exozytiert (162). Im
Gegensatz zum F.n.n. wt akquiriert die 1gIC-Mutante nach 4 hpi wieder VatA. Dies
kénnte zum einen durch eine Reassoziation des Markers oder die Wiederaufnahme
von exozytierten Aig/C-Bakterien ab 2-3 hpi erklart werden. In diesem Zeitraum
erfolgte jedoch keine erneute Ansauerung des Aig/C-Phagosoms. Dies zeigt, dass
die Lokalisation einer Protonenpumpen-Untereinheit nur ein Indikator der
Ansauerung ist und die VatA-Assoziation mit einem pH-sensitiven Farbstoff bestatigt
werden sollte.

In einigen Studien wurde eine aktive Blockierung und limitierte Ansauerung des
F. tularensis-enthaltenden Phagosoms beobachtet (52, 55). Demgegenuber zeigten
andere Studien eine Akquirierung der V-ATPase und die Ansauerung des
Phagosoms (56, 57). Zusatzliche Kontroversen wurden durch Studien geschaffen,
die der Ansauerung eine Rolle beim optimalen Ausbruch aus dem Phagosom
zusprachen (56, 57), wahrend Clemens et al. keinen Einfluss des pH-Wertes auf den
Phagosomenaustritt beobachten konnte (287). Eine mogliche Erklarung fur diese
Differenzen ist eine unterschiedliche Aufnahme der Bakterien. So werden
opsonisierte Bakterien nicht angesauert, wahrend nicht-opsonisierte Bakterien in
azidifizierten Phagosomen zu finden sind. F.n.n. wird durch Dictyostelium nicht
Serum-vermittelt aufgenommen. Ubereinstimmend entspricht die Reifung des FEP
der nicht-opsonisierter Bakterien mit einer transienten Ansauerung ohne aktive
Regulierung durch das Bakterium.

Am Ende der phagosomalen Reifung in Dictyostelium steht die Abtotung und Aktin-
abhangige Exozytose der verdauten Partikel (162). Wahrend der Groldteil von Aig/C-
Bakterien begleitet von Aktin exozytiert wurde, interagierten wt-Bakterien nur
transient mit Aktin und wurden weitaus weniger exozytiert (Abb. 3.7). Zudem
wuchsen exozytierte wt-Bakterien im Gegensatz zur Aig/C-Mutante auf Chocolate-
Agar-Platten wieder an und Uberlebten damit die phagosomale Reifung. Dies deutet
auf eine zusatzliche Funktion von IgIC bei der Blockierung des lysosomalen Abbaus
von F.n.n. hin. So blockieren auch andere intravakuolare Bakterien die Fusion mit
Lysosomen zur Etablierung einer Replikationsniche, wie Legionella oder Salmonella
(288, 289). Die Untersuchung lysosomaler Marker (z.B. Cathepsin D (155), LvsB
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(290)) am Phagosom von F.n.n. wt und Aig/C mittels Immunfluoreszenzfarbung ware
notig, um eine mogliche IglC-abhangige Blockierung von Lysosomen zu bestatigen.
Um die Lokalisation von intrazellularen Bakterien zuverlassig bestimmen zu kdnnen,
ist eine Ultrastrukturanalyse mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
unabdingbar. TEM-Aufnahmen zeigten, dass F.n.n. wie F. tularensis in Makrophagen
abhangig von IgIC ins Cytosol von Dictyostelium transloziert (Abb. 3.8). Wahrend ab
1 hpi ein GroRteil der Bakterien noch von einer intakten Phagosomenmembran
umgeben war, zeigten erste FEP bereits rupturierte Membranen. Ab 4 hpi war ein
Groldteil der wt-Bakterien im Cytosol lokalisiert, wahrend die IglC-Mutante sich
zwischen 1-4 hpi ausnahmslos innerhalb vakuolarer Strukturen aufhielt. Die
Aufnahmen zeigen Aig/C-Bakterien zum Zeitpunkt 4 hpi innerhalb eines
groRraumigen Kompartiments bei dem es sich wahrscheinlich um ein Postlysosom
handelt (161). Das verdaute Bakterium im angrenzenden Kompartiment bestatigt den
Verdau der IgIC-Mutante (Abb. 3.7). Zusammen mit den Ergebnissen dieser Studie
(siehe Abb. 3.3, 3.5) bestatigen die EM-Aufnahmen fir IgIC die in Francisella
konservierte Funktion beim Ausbruch aus dem Phagosom ins Cytosol.

Die gescheiterte Komplementation des Aig/C-Phanotyps durch die ektopische
Expression von IgIC in Dictyostelium bestatigt dessen ans Phagosom gebundene
Funktion. Die ektopische Expression von IgIC unter einem Aktinpromoter im Cytosol
von Dictyostelium hat keine Auswirkungen auf F.n.n. AiglC im Phagosom und
verstarkte nicht das Wachstum von wt-Bakterien im Cytosol. Dies korreliert mit den
Studien von Sjostedt et al., die durch die Mikroinjektion von F. tularensis FPI-
Mutanten ins Cytosol zeigen konnten, dass Produkte der FPI-Gene keinen Einfluss
auf das cytosolische Wachstum haben (88). Beide Experimente unterstreichen die
Phagosom-gebundene Funktion von IgIC als Teil des Francisella-T6SS. Damit ist die
Bezeichnung Intracellular growth locus C irreflhrend, da es sich um Kkeinen
Wachstumsfaktor handelt. Im Gegensatz dazu lasst die erhdhte Transkription von
iglC und anderen FPI-Genen in der spaten Replikationsphase im Cytosol eine
zusatzliche Funktion des T6SS im Cytosol vermuten (89). Hierbei handelt es sich
jedoch um Daten aus murinen Makrophagen, in denen F. tularensis im Gegensatz
zum humanen System nach der Replikation in eine Vakuole eintritt. Somit kdnnte es
sich um eine modellspezifische Pathogenantwort handeln, die in anderen Zelltypen

keine Bedeutung besitzt.
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4.4.3 Das Dictyostelium/F.n.n.-Modell unterscheidet sich von anderen Amoben

Der Lebenszyklus von F.n.n. in Dictyostelium ist vergleichbar mit dem humanen
Makrophagen-Modell, unterscheidet sich jedoch grundlegend vom Lebenszyklus in
anderen Amoben (Abb. 4.1). Es wird vermutet, dass aquatische Amdben in der
Umwelt ein Francisella-Reservoir darstellen und die Ansteckung Uber kontaminiertes
Wasser vermitteln. Entsprechend ist Francisella in der Lage in A. castellanii und
Hartmannella vermiformis zu replizieren (21, 76). Im Gegensatz zu anderen
Wirtszellen treten F.t.holarctica bzw. F.t.novicida jedoch nicht aus dem Phagosom
der Amoben aus sondern replizieren intravakuolar. In den Studien von Santic et al.
erfullte IgIC keine Rolle beim Ausbruch aus dem Phagosom sondern stattdessen als
intravakuolarer Wachstumsfaktor. Zusammen mit der Zystenbildung in A. castellanii
wird vermutet, dass dies der Uberdauerung in der Umwelt dient (76, 77). Fir
L. pneumophila und Mykobakterien wurde gezeigt, dass Amoben als
“Trainingsgelande” fungieren kdnnen und intraamobales Wachstum eine gesteigerte
Virulenz in Makrophagen und Mausen verursacht (291-293). Grund dafur ist ein
ahnlicher Lebenszyklus in Amoben und Makrophagen sowie die Verwendung der
gleichen Virulenzfaktoren (294). Demgegenuber wurde flir F.t.novicida eine
verminderte Pathogenitat in Mausen nach deren Infektion mit F.t.n.-enthaltenden
A. castellanii beobachtet. Es wird angenommen, dass die unterschiedlichen
Virulenzmechanismen von Francisella in beiden Zelltypen keinen “Trainingseffekt”
entstehen lassen (80). Eine Rolle von Amdben als natlrliches Reservoir flr
Francisella muss also Uberdacht werden. Johansson et al. stellten bei der
Untersuchung von F. tularensis-Patientenisolaten in Schweden fest, dass einige
Isolate innerhalb von 15 Jahren keine einzige Mutation erworben hatten. Dies ware
durch eine extreme langsame Replikationsrate zu erklaren, die Francisella durch den
Eintritt in eine (nahezu) inaktive Phase erreichen kdnnte (295). Diese Ruhephase ist
jedoch kontrar zur rapiden Replikation in Amdben und findet wahrscheinlich ohne
einen Wirt statt.
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Dictyostelium + F.n.n.
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Abbildung 4.1: Der Infektionsverlauf von Francisella in Dictyostelium im Vergleich zu humanen
Makrophagen und anderen Amoben. Dictyostelium und Makrophagen phagozytieren Francisella-
Bakterien und formen ein de novo Phagosom mit endosomalen Eigenschaften. Nach der transienten
Ansauerung des Kompartiments entkommen wt-Bakterien in der friihen Infektionsphase ins Cytosol.
Avirulente Aig/C-Bakterien werden im Phagosom abgetotet. In Dictyostelium wird das Phagolysosom
anschlieBend reneutralisiert und die toten Bakterien exozytiert. In beiden Wirtszellen repliziert
Francisella im Cytosol, wo ein geringer Anteil mittels Autophagie abgebaut wird (siehe 4.5). In den
Amodben H. vermiformis und A. castellanii (nicht gezeigt) weicht der Infektionsverlauf von Francisella
ab. Das Phagosom wird nicht angesauert und die Bakterien translozieren nicht ins Cytosol, sondern
replizieren intravakuolar. F.t.novicida induziert in A. castellanii sogar die Formation von Zysten zwecks
Uberdauerung.

Abbildung 4.1 vergleicht den Lebenszyklus von Francisella in Dictyostelium mit
humanen Makrophagen und der Amobbe H. vermiformis. Die ahnlichen
Virulenzstrategien von Francisella in Dictyostelium und Makrophagen kénnten auf
eine Rolle Dictyosteliums als naturliches Francisella-Reservoir hinweisen. Ob die
humanpathogenen Spezies einen ahnlichen Lebenszyklus in Dictyostelium
durchlaufen und damit einem “Trainingseffekt” ausgeliefert sind, bleibt jedoch zu

bestimmen. Bedeutender ist, dass die Suszeptibilitat von Dictyostelium fur F.n.n. und
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der dem Saugersystem ahnliche Infektionsverlauf die evolutionar konservierten

Mechanismen zwischen Dictyostelium und Saugerphagozyten hervorhebt.

4.5 Die Kapselregion von F.n.n.

Die Ultrastrukturanalyse mittels Kryofixierung erlaubte eine zuverlassige
Untersuchung der F.n.n.-Morphologie innerhalb der Zelle mit minimaler
Artefaktbildung. Der Vergleich von chemisch und kryofixierten Proben zeigte, dass
intrazellulare F.n.n. polymorph sind (Abb. 3.8, 3.9). Umgeben waren cytosolische
Bakterien in kryofixierten Proben von einer elektronen-transparenten Aura, bei der es
sich wahrscheinlich um eine bakterielle Kapsel handelt (Abb. 3.8). Eine
elektronenhelle, kapselartige Struktur um F. tularensis wurde zuerst von Hood et al.
mittels TEM beobachtet und in mehreren in vitro und in vivo Studien als
Virulenzfaktor beschrieben (227-229, 296). Die Bildung der Polysaccharid-Kapsel,
welche aufller dem O-Antigen keine weiteren Lipopolysaccharid (LPS)-Strukturen
aufweist, scheint konserviert zwischen F. tularensis Stammen zu sein (297). Auch
chemisch fixierte Proben zeigten um phagosomale und cytosolische F.n.n. einen
elektronenhellen Bereich, der wahrscheinlich durch das Herauslosen von
wasserléslichem Material (z.B. Polysaccharide) bei der Ethanol-Dehydrierung
entstanden ist (Abb. 3.9). Die potentielle Kapsel entsteht also nicht erst im Cytosol.
Es konnten keine gangigen Kohlenhydrate bakterieller Kapseln in der
elektronenhellen Aura um F.n.n. durch die Bindung verschiedener Lektine identifiziert
werden. Dagegen waren Lektine in der Lage Phagosomen-spezifische
Kohlenhydrate von Dictyostelium zu binden und konnten somit die Unterscheidung
von phagosomalen und cytosolischen Bakterien in der TEM zukUnftig erleichtern. Die
Kohlenhydratkomponenten der Kapsel unterscheiden sich zwischen den Francisella-
Spezies. So enthalt die Kapsel von F. tularensis SCHU S4 Mannose und Rhamnose,
wahrend die LVS-Kapsel sich aus Mannose, Glukose und Galaktose zusammensetzt
(227, 228). Zudem besitzt F.n.n. als marine Spezies hochstwahrscheinlich
vollkommen andere Anforderungen an seine Kapsel als Schnittstelle zur Umwelt. Die
Abwesenheit der getesteten Zucker ist also vermutlich durch Speziesunterschiede zu
erklaren. Endgultigen Aufschluss Uber die Anwesenheit einer Kapsel wirde die
Generierung einer kapsellosen Mutante und anschlieRende EM-Analyse geben. So
wurden mehrere fiur die Kapselsynthese verantwortliche Gene in F. tularensis

entdeckt (298), von denen beispielsweise waaY und wbtl als Homologe in F.n.n.

90



4. Diskussion

codiert werden. Durch die Infektion von Dictyostelium mit Deletionsmutanten dieser
Gene konnte auch die Bedeutung der Kapsel fur die Virulenz von F.n.n. untersucht
werden. Die Kapsel kdnnte die Aufnahme des Bakteriums inhibieren oder fordern
und die Abtétung durch den Wirt im Phagosom oder Cytosol blockieren.

Zum Zeitpunkt 24 hpi wiesen cytosolische Bakterien helle, granulare Strukturen an
der Kapselregion auf (Abb. 3.8). Dabei handelt es sich vermutlich um den Glukose-
Speicherstoff Glykogen, welcher im Cytosol vieler Zelltypen vorkommt. F.n.n. besitzt
wie alle anderen Francisella-Spezies eine Glykogenphosphorylase sowie weitere
Enzyme der Glykolyse. F.n.n. kdnnte den Speicherstoff damit potentiell zu Glukose
und weiter zu Energie umwandeln. Damit konnte Glykogen eine potenzielle
Energiequelle im Cytosol fur replizierende F.n.n. sein. Demgegenitber wurde keine
spezifische Assoziation mit Mitochondrien (299), endoplasmatischem Retikulum
(300) oder Autophagosomen (72) als mogliche Nahrstofflieferanten cytosolischer
Bakterien beobachtet. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der
Ultrastrukturanalyse auf eine Polysaccharid-Kapsel um polymorphe F.n.n. hin, deren
Zusammensetzung und Bedeutung fur die Virulenz von F.n.n. noch bestimmt werden

mussen.

4.6 Autophagie ist ein Abwehrmechanismus gegen F.n.n. in Dictyostelium

Autophagie ist ein zentraler Prozess des angeborenen Immunsystems bei der
Abwehr gegen intrazellulare Pathogene. Innerhalb der Zelle aktivieren Bakterien den
Abwehrmechanismus durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster, Toxine oder
sekretierte Effektormolekile. Viele Bakterien haben jedoch Strategien entwickelt, um
dem autophagosomalen Abbau zu entkommen oder ihn zum eigenen Vorteil zu
manipulieren (siehe 1.3). Als evolutionar konservierter Prozess ist die Autophagie in
Dictyostelium vollstandig vorhanden und wurde in der Amoébe bereits in der Infektion
mit L. pneumophila (301), Salmonella (175), Staphylococcus aureus (185) und
M. marinum (188) charakterisiert. Die Funktion der Autophagie in Dictyostelium
korrelierte in diesen Studien mit Makrophagen.

In dieser Studie wurde die Rolle der Autophagie im Dictyostelium/F.n.n.-System
untersucht und die Bedeutung dieses Mechanismus flr Francisella zwischen
Makrophagen- und Dictyostelium-Modell verglichen. Ein geringer Anteil von F.n.n.

wurde in Dictyostelium via Ubiquitin und SQSTM1 fur den degradativen Abbau in
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Autophagosomen markiert (Abb. 3.11). Die héchste Assoziation mit beiden Markern
lag bei 24 hpi, ein Zeitpunkt an dem die meisten Bakterien cytosolisch vorliegen und
Replikation stattfindet. Demgegentber blieb der Anteil Atg8-positiver F.n.n. im
gesamten Infektionsverlauf konstant gering. In der Replikationsphase wurde kein
Wiedereintritt der Bakterien in ein Atg8-positives Kompartiment beobachtet, wie es
fur F. tularensis in murinen Makrophagen festgestellt wurde (51). Die Divergenz
zwischen SQSTM1- und Atg8-positiven F.n.n. lasst eine gewisse Blockierung des
autophagosomalen Abbaus der Bakterien vermuten. Es ist jedoch zu beachten, dass
Dictyostelium zwei Atg8-Paraloge, Atg8a und Atg8b, exprimiert und ihre Assoziation
am Autophagosom hochst dynamisch ist und nicht vollstandig tberlappt (302). Damit
konnte die Quantifizierung nur einer Atg8-Form nicht alle Autophagosomen
berticksichtigen und der Anteil Atg8-positiver F.n.n. in dieser Studie zu gering
ausfallen. Auch F. tularensis assoziiert in geringem Mal (2-5%) mit Ubiquitin,
SQSTM1 und dem Adapterprotein neighbor of BRCA1 (NBR1). Das Bakterium
blockiert die Weiterfihrung in Autophagosomen, da nur 30% aller SQSTM1-positiven
Bakterien mit Atg8 assoziieren und verhindert damit den Abbau im
Autophagolysosom (71).

Um zu untersuchen, ob F.n.n. die Autophagie direkt beeinflusst, wurden die mRNA-
Level von atg8a und sqstm1 im Infektionsverlauf mittels RT-PCR analysiert (Abb.
3.12). Mit F.n.n. infizierte Dictyostelium-Zellen wiesen leicht erhéhte Mengen atg8
mMRNA von 2-6 hpi auf. Ab 24 hpi konnten hingegen keine Unterschiede zur Mock-
Kontrolle festgestellt werden. Auch die sqgstm7-Transkription war geringflgig
zwischen 6 und 24 hpi erhdht, jedoch nicht signifikant. Transkriptionsanalysen von
F. tularensis infizierten humanen Monozyten zeigten dagegen eine Herabregulation
von Autophagie-assoziierten Genen fur die Nukleation (beclin1) und Elongation (u.a.
atgb, atg12) des Autophagosoms (69). Demgegenuber waren atg8A und atg8B
erhoht. Dies impliziert mdglicherweise, dass atg8 kein reprasentatives Gen zur
Darstellung der Autophagie-Aktivitat ist. Des Weiteren ist die Datenlage zur
Regulation der Autophagie-Gene in Makrophagen durch F. tularensis ungentgend.
Die Mikroarray-Analyse der Autophagie-Gene wurde nur zum Zeitpunkt 24 hpi
durchgefluihrt und bertcksichtigt damit nicht die frihe Infektionsphase mit dem
Ausbruch aus dem Phagosom und dem Beginn der Autophagie/Francisella-
Interaktion. Gemal} zeigten Proteomanalysen eine Induktion der autophagosomalen

Maschinerie kurz nach Aufnahme der Bakterien und beweisen damit, dass sich die
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Interaktion von Francisella und Wirtszelle im Infektionsverlauf andert (234). Um ein
Gesamtbild der Autophagie-Genregulation im gesamten Infektionsverlaufs zu
bekommen, sollte die Transkription weiterer Atg-Faktoren im Dictyostelium/F.n.n.-
System zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert werden. Zusammenfassend zeigen
die Ergebnisse eine Interaktion von F.n.n. mit der Autophagie-Maschinerie, welche
dem humanen Makrophagenmodell ahnelt.

Um den Einfluss der Autophagie auf den Infektionsverlauf im Dictyostelium/F.n.n.-
System zu untersuchen, wurde das F.n.n.-Wachstum in Zellen mit beeintrachtigter
Autophagie (Aatg?1) beobachtet (Abb. 3.13). Sowohl Mikroskopie als auch
Durchflusszytometrie zeigten eine erhdhte Replikation von F.n.n. in Abwesenheit von
Autophagie und offenbarten damit eine defensive Rolle der Autophagie gegen F.n.n.
Fur F. tularensis kann die Autophagie je nach Modellsystem verschiedene
Auswirkungen haben. In murinen Makrophagen werden nur Replikations-defiziente
Bakterien mittels Autophagie abgebaut und die Deletion von Atg5 hat keine
Auswirkungen auf die Replikation (71). Dagegen ist das bakterielle Wachstum in
embryonalen Mausfibroblasten in Abwesenheit von Atg5 erhéht, wahrend eine Atg5-
unabhangige Autophagie gleichzeitig essentielle Aminosauren liefert und die
Replikation von F. tularensis fordert (72). Die relativ geringe Atg8-Assoziation von
F.n.n. lasst eine teilweise Blockierung des autophagosomalen Abbaus vermuten. Im
Gegensatz zum Humanpathogen ist F.n.n. jedoch nicht in der Lage die Degradation
in Autophagolysosomen in Dictyostelium vollstandig zu unterdrucken. Francisella
konnte die Fahigkeit Autophagie zu unterdricken oder auszunutzen mit der Infektion
von Saugetieren erworben haben. Somit ware es interessant zu untersuchen, welche
Rolle die Autophagie im Zebrafischmodell einnimmt und ob F.n.n. diese blockieren
kann. Die langsame Replikationsgeschwindigkeit von F.n.n. in Zebrafischembryos
(Generationszeit: 43 h) kénnte, ahnlich wie in Dictyostelium, durch einen geringen
aber konstanten Abbau in Autophagosomen bedingt sein (117).

In der Literatur wird diskutiert, ob Autophagie die phagosomale Reifung beeinflusst
(236, 237). Um auszuschlieBen, dass eine veranderte phagosomale Reifung in
Aatg1-Zellen fur das erhdhte F.n.n.-Wachstum verantwortlich ist, wurde die p80-,
VatA- und Ubiquitin-Assoziation mit F.n.n. in der Deletionsmutante untersucht. Die
Abwesenheit von Autophagie hatte keine Auswirkungen auf die p80- und VatA-
Assoziation des F.n.n.-Kompartiments, so dass weder der phagosomale Ausbruch

noch die Ansauerung in Aatg1-Zellen verandert waren. Zudem unterschieden sich
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wt- und Aatg7-Zellen nicht in der Aufnahme und Exozytose von Bakterien, da beide
eine vergleichbare Bakterienlast zwischen 1-6 hpi aufwiesen. Eine erhéhte Anzahl
lebender, cytosolischer F.n.n. zu Beginn der Replikationsphase ab 6 hpi ist somit
nicht fir das erhdhte Wachstum in Aatg7-Zellen verantwortlich. Demgegenlber
nahm die Anzahl ubiquitinierter F.n.n. in Aatg1-Zellen ab 24 hpi progressiv zu. Dies
zeigt, dass cytosolische Bakterien im atg7-Mutanten tatsachlich nicht mehr in
Autophagosomen gelangen kdnnen und somit effizienter replizieren. Zudem zeigt es,
dass der Grund fir den geringen Anteil Ubiquitin- und SQSTM1-positiver F.n.n. eine
konstitutive Degradation der Bakterien sein kann. Die Strategie von M. marinum, das
sich vor der Autophagie mittels Abwurf von Oberflachenproteinen (shedding) schutzt
(303), scheint auf F.n.n. nicht zuzutreffen. Das O-Antigen in der Kapsel von
F. tularensis tragt zur Vermeidung von Autophagie in Makrophagen bei (304). Wie
zuvor diskutiert, scheinen die Kapseln von F. tularensis und F.n.n. sich in ihrer
Zusammensetzung zu unterscheiden (4.4) und damit mdglicherweise auch in ihrer
Fahigkeit Autophagie zu vermeiden.

Die Induktion von Autophagie durch Medikamente wird wirksam gegen Pathogene
eingesetzt, z.B. Tat-Beclin1 gegen Arboviren (305) oder Statine gegen
M. tuberculosis  (306). Die bakterizide  Wirkung von Autophagie im
Dictyostelium/F.n.n.-System bestatigt diesen Abwehrmechanismus als mdgliches
Therapieziel gegen Francisella. Eine anti-bakterielle Wirkung des Autophagie-
induzierenden Wirkstoffs, AR-12, gegen F. tularensis konnte bereits in vitro und in
vivo in Mausen nachgewiesen werden (70, 307). Der Mechanismus ist
weitestgehend unbekannt, aber richtet sich vermutlich gegen nicht-replizierende
Bakterien am Anfang und Ende des Infektionszyklus, wenn die Bakterien sich in
vakuolaren Strukturen aufhalten. Die Entwicklung eines Autophagie-induzierenden
Wirkstoffs im  Dictyostelium-System  kéonnte viel zum Verstandnis der

Pathogen/Autophagie-Interaktion flr Francisella und andere Pathogene beitragen.

4.7 Nramp1 und NrampB tragen zur Resistenz gegen F.n.n. bei

Prinzipiell ist Eisen sowohl flir den Wirt als auch flr bakterielle Erreger ein
essentieller Cofaktor fur enzymatische Reaktionen und wird vom Wirt wahrend der
Infektion straff reguliert (92). Sauger reagieren auf Infektionen durch Hypoferramie,

dem Absenken des Eisengehalt in der extrazellularen Flussigkeit und im Blutplasma
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(308). Dieser Prozess wurde auch bei der Tularamie in Menschen beobachtet (309).
In Makrophagen ist der Eisen- und Mangantransporter Nramp1 ausschlielich im
Phagosom lokalisiert und vermittelt Resistenz gegenuber mehreren intrazellularen
Pathogenen, wie M. tuberculosis, L. pneumophila und Leishmanien (194-196). Uber
den Einfluss der Eisenhomeostase und die damit verbundene Relevanz von Nramp-
Transportern auf cytosolische Bakterien ist wenig bekannt. Deswegen sollte in dieser
Arbeit die Rolle von Nramp1 und NrampB flr Francisella im Dictyostelium/F.n.n.-
System charakterisiert wurde.

In Dictyostelium wird Nramp1, wie das Makrophagen-Ortholog, zum Phagosom bzw.
Makropinosom rekrutiert (156). Auch das FEP rekrutiert Nramp1 progressiv bis 1 hpi
und verliert es ab 2 hpi zlgig (Abb. 3.15). Ab 4 hpi ist kaum noch eine Assoziation
des Eisentransporters mit dem FEP zu beobachten. Der Verlust von Nramp1 ist IgIC-
abhangig, da der Anteil Nramp1-positiver F.n.n. AigIlC ab 1 hpi konstant bleibt. Ab 4
hpi waren jedoch nicht gentgend intrazellulare Aig/C-Bakterien fur eine zuverlassige
Quantifizierung vorhanden. F.n.n. scheint somit aktiv den Abtransport von Nramp1 zu
bewirken. L. pneumophila verfolgt in Dictyostelium dagegen eine andere Strategie
und Nramp1 bleibt Gber 24 hpi konstant am Phagosom lokalisiert (223). Die Autoren
vermuten, dass der Abtransport der V-ATPase und die Reneutralisierung des
Legionella-Kompartiments zur Umkehr der Transportrichtung von Nramp1 flhren.
Legionella wurde damit essentielles Eisen in seiner Replikationsniche behalten,
wahrend dies flur cytosolisch wachsende Francisella keine Rolle spielt.

NrampB ist in Dictyostelium an der kontraktilen Vakuole lokalisiert und reguliert
synergistisch mit Nramp1 die Eisenhomeostase der Zelle (209). In dieser Studie
lokalisierte NrampB nicht am FEP und konnte auch von Peracino et al. nicht an
TRITC-Dextran-positiven Makropinosomen beobachtet werden (209). Damit
scheinen die kontraktile Vakuole und der endolysosomale Weg nicht in direktem
Austausch miteinander zu stehen. NrampB hat in seiner Transporterfunktion somit
keinen direkten Einfluss auf die Umgebung von F.n.n. innerhalb des Phagosoms.

Die Aufnahme von F.n.n. fuhrt zu einer Absenkung der Menge von nramp1-mRNA in
der frihen Infektionsphase im Vergleich zur Mock- und Phagozytosekontrolle (Abb.
3.16). Sillo et al. stellten mittels Mikroarray- und Northernblotanalyse eine
Herabregulation von nramp1 mRNA-Leveln durch die Phagozytose von E. coli fest
(208). Abweichende Ergebnisse flr die Phagozytosekontrolle zwischen dieser Studie

und Sillo et al. konnten durch den Unterschied zwischen E. coli und inerten Partikeln,
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sowie in der Verwendung verschiedener Messmethoden liegen. Ob F.n.n. die
Transkription von nramp1 als pathogenes Bakterium aktiv herunterreguliert oder der
Effekt generell durch die Aufnahme von Bakterien ausgeldst wird, lasst sich damit
nicht bestimmen. Eine verringerte Expression wuirde jedoch mit dem oben
diskutierten Abtransport Ubereinstimmen und wurde eine geringere Nramp1-Aktivitat
am Phagosom bewirken. Auch L. pneumophila reguliert die Transkription von
nramp1 im Infektionsverlauf herab, vermutlich um den Transport von Eisen aus
seinem Kompartiment zu unterdrticken (156). Des Weiteren ist jedoch bekannt, dass
Nramp1 die antibakterielle Aktivitat im Phagosom von Salmonella und M. bovis in
Makrophagen férdert (198-200). Die Herabregulation von Nramp1 koénnte also dem
Uberleben von F.n.n. im Phagosom durch die Behinderung der phagosomalen
Reifung dienen.

Im Gegensatz zu nramp1 ist nrampB bei der genomweiten Analyse nicht als ein
durch Phagozytose oder Kultivierung mit E. coli reguliertes Gen identifiziert worden
(208). Auch durch F.n.n. wird nrampB lediglich direkt nach der Aufnahme (0,5 hpi)
geringflgig herabreguliert und bleibt anschliefiend unverandert.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Nramp-Transporter auf die Francisella-
Infektion in Dictyostelium besitzen, wurde der F.n.n.-Infektionsverlauf in Anramp1-
und AnrampB-Zellen sowie der Doppelmutante Anramp1/B untersucht. Das F.n.n.-
Wachstum war in allen Nramp-Deletionsmutanten im Vergleich zum wt erhoht und
zeigt damit eine Beteiligung der Nramp-Transporter an der Resistenz gegenuber
Francisella. Auch L. pneumophila und M. avium weisen eine hohere Replikation in
Abwesenheit von Nramp1 und, zumindest fur L. pneumophila, von NrampB auf.
Diese Pathogene replizieren im Gegensatz zu F.n.n. jedoch intravakuolar (156, 209)
und besitzen in ihrer Replikationsphase vollkommen andere Anspruche an ihre
Umgebung. F.n.n. besitzt hingegen zwei zellulare Phasen, so dass Nramp1 und
NrampB Einfluss auf phagosomale und cytosolische Bakterien haben kénnten. Damit
Ubereinstimmend férdert Nramp1 zum einen die phagosomale Reifung und reguliert
die Verfligbarkeit von Eisen im Phagosom und im Cytosol (197). Im Kompartiment
replizierende Bakterien kontrolliert Nramp1 wahrscheinlich durch den Export von
Eisen aus dem Phagosom (156, 209). F.n.n. wird in vitro jedoch mit einem Uberfluss
von Eisen kultiviert und hat flr seine kurze phagosomale Phase damit genigend
Eisen in intrazellularen Speichern eingelagert. Ganz im Gegenteil kann ein zu hoher

Eisenanteil der Bakterien im Phagosom sogar antibakteriell wirken, da es als Teil der
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Fenton-Reaktion die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) katalysieren
kann. F.t.tularensis ist aufgrund seines niedrigeren Eisengehaltes weniger anfallig fur
H.Oz-induzierte Abtétung im Phagosom als der schwach pathogene LVS (99).
Abgesehen von der Beeinflussung des Eisengehalts im Phagosoms ist Nramp1 an
der phagosomalen Reifung mehrerer Pathogene beteiligt. Der Eisentransporter fuhrt
zu einer verstarkten Ansauerung und Fusion des Phagosoms mit Lysosomen
wahrend der Infektion mit Mykobakterien und Salmonella (198, 199, 310). Zudem
fordert die Nramp1-Expression an der Membran des Salmonella-Kompartiments die
Zuganglichkeit fur neu formierte Endosomen und férdert damit die phagosomale
Reifung (200). Die Bakterien werden durch Nramp1 also einer bakteriziden
Umgebung ausgeliefert.

Um zu Uberprifen, ob die phagosomale Reifung von F.n.n. durch die Nramps
beeinflusst wird, wurde die p80-Assoziation und damit der Anteil ausbrechender
Bakterien bestimmt (Abb. 3.19). Zum Zeitpunkt 6 hpi waren in den Nramp-Mutanten
weniger Bakterien mit p80 als im wt assoziiert, was auf einen beschleunigten Austritt
aus dem Phagosom hinweist. Der Grund dafur ist wahrscheinlich ein héherer Anteil
lebender Bakterien, die in der Lage sind ins Cytosol zu wandern. Eine Untersuchung
der Ansauerung und proteolytischen Aktivitat in den Nramp-Deletionsmutanten
konnte zeigen, ob die Eisentransporter zur bakteriziden Aktivitat im FEP beitragen.
Dies ware moglich durch die Fluoreszenzmessung von phagozytierten
Latexkugelchen, welche mit pH- oder Protease-sensitiven Fluorophoren gekoppelt
sind. Des Weiteren konnte die Analyse der VatA- und Neutralrot-Assoziation am
Phagosom madgliche Auswirkungen der Nramps auf die phagosomale Reifung von
F.n.n. aufzeigen. Da NrampB nicht am Phagosom lokalisiert, scheint die
Eisenhomeostase innerhalb der Zelle indirekt Einfluss auf die phagosomale Reifung
zu besitzen. Dies wurde auch das erhohte Wachstum von Legionella in AnrampB-
Zellen erklaren, das die Autoren lediglich mit einer Beeinflussung grundlegender
Zellprozess durch die gestorte Eisenhomeostase erklarten (209).

F.n.n. ist in der Lage effizient im Cytosol der Nramp-Mutanten zu replizieren, obwohl
diese einen verringerten zellularen Eisengehalt aufweisen (209). Deswegen wurde
mittels RT-PCR untersucht, ob F.n.n. mit der Hochregulation seiner Eisentransporter
die eisenreduzierte Umgebung in den Nramp-Mutanten ausgleichen kann. Da
aquatische Francisella-Spezies nicht Uber das typische fs/-Eisentransportsystem von

humanpathogenen Vertretern verfugen (82), mussten andere Faktoren zur
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Eisenakkumulation gesucht werden. Durch bioinformatische Analysen wurden Gene
identifiziert, die eine Bindesequenz des Transkriptionsfaktors Fur vor dem Startcodon
aufweisen, eine Fur-Box (97). Da das Genom von F.n.n. nicht annotiert ist, wurden
Fur-regulierte Gene in der nahe verwandten Spezies F.n.o. identifiziert. Neben
bekannten Genen zur Eisenakquisition (feoA) wiesen auch Gene von FPI-Faktoren
(iglC, iglE, pdpA), Typ-1- und Typ-2-Sekretionssystemen und Oxidationsstress (uvrB,
msrA/B) eine Fur-Box auf (Anhang 1). Damit werden die Virulenz und der Schutz vor
ROS-induziertem Oxidationsstress in F.n.n. vermutlich durch den Eisengehalt der
Umgebung reguliert.

Unter Eisenmangel wurden feoA und iucA/C stark hochreguliert (Abb. 3.18) Diese
Gene codieren fiir Faktoren des Feo-Systems zur Aufnahme von Fe?* (feoA) (95),
bzw. eine Siderophor-Synthetase zur Bindung von Fe®*" (iucA/C) (238). IgiC wurde im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Brudal et al. nur leicht hochreguliert, was auf
leichte Abweichungen der Kultivierungsbedingungen zurlckzufihren sein koénnte
(243). Die Transkription des negativ regulierenden Transkriptionsfaktors Fur wurde in
F.n.n. Gbereinstimmend mit F. tularensis nicht durch Eisenlimitierung beeinflusst (97).
Die Infektion von Dictyostelium zeigte, dass Gene der Eisenakquisition (feoA, feoB,
iucA/C) in F.n.n. wahrend der Infektion hochreguliert werden. Die mRNA-Level von
feoB und iucA/C waren erst ab 6 hpi signifikant erhdht und deuten damit auf einen
Eisenmangel und eine verstarkte Eisenaufnahme im Cytosol zwecks Replikation hin.
Wahrend die Transkription der Eisentransporter ab 48 hpi abnahm, stieg diese in den
Nramp-Mutanten progressiv an. F.n.n. reagiert somit auf die erniedrigten Eisenlevel
im Cytosol der Mutanten und kann sie durch eine verstarkte Hochregulation der
Eisenaufnahme kompensieren und effizient replizieren.

Die Transkription des FPI-Gens ig/C wird im Ubergang zur cytosolischen Phase
leicht herabreguliert und unterscheidet sich nicht zwischen den Zelllinien. Wehrly et
al. beobachteten ein ahnliches Profil mit der niedrigsten ig/IC-Transkription in der
frhen cytosolischen Phase (89). Entsprechend wird vermutet, dass ein aktives T6SS
im Cytosol durch die Induktion von wirtsvermittelter Abtétung nachteilig flr das
Bakterium sein konnte (88).

Die Transkription von fur wird in allen Zelllinien im Infektionsverlauf herunterreguliert
und korreliert negativ mit den Eisentransportern. Dies bestatigt die Funktion von Fur
in F.n.n. als negativem Transkriptionsfaktor von Genen der Eisenakquirierung.

Gleichzeitig jedoch wurde fur in phagosomalen Bakterien kurz nach der Infektion im
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Vergleich zur in vitro Kultivierung hochreguliert. Fur wird vom Transkriptionsfaktor
OxyR aktiviert (311), der die oxidative Stressantwort reguliert und durch die
Aktivierung von Genen antioxidativer Proteine zum Uberleben von F. tularensis und
anderen Pathogenen beitragt (312, 313). Die ROS-Abwehr wird wiederum von Fur in
diversen Bakterienspezies aktiviert (314-316). Beispielsweise induziert Fur indirekt
die Transkription der Fe-Superoxiddismutase (FeSOD) in E. coli (317, 318) und der
Stickstoffmonoxid-Reduktase (norB) in Neisseria zum Schutz gegen reaktive
Stickstoffspezies (319, 320). Die Produktion von ROS im FEP kdnnte somit die
Transkription von fur induziert haben, welches dann zum Schutz vor ROS beitragt.
Zukunftig kénnte eine Untersuchung der ROS-Schutzgene in F.n.n. mittels RT-PCR
die ROS-verbundene Interaktion zwischen Francisella und Wirtszelle naher
charakterisieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit Uber die mogliche Funktion der Nramp-Transporter im
Dictyostelium/F.n.n.-System sind in Abbildung 4.2 zusammengefasst. Die erhdhte
Replikation von F.n.n. in den Anramp1- und AnrampB-Zellen korreliert mit einem
effizienteren Austritt der Bakterien ins Cytosol, wo sie durch eine verstarkte Induktion
des Eisentransports effizient wachsen kénnen. Ubereinstimmend mit anderen
intrazellularen Bakterien fordert Nramp1 vermutlich die phagosomale Reifung des
FEP, woraufhin F.n.n. Nramp1 aktiv vom Kompartiment abtransportiert und dessen
Transkiption herabreguliert. Eine Fusion mit Endosomen und Lysosomen konnte in
Anramp1-Zellen somit vermindert sein. Auch eine gestorte Eisenhomeostase in
AnrampB-Zellen kénnte Einfluss auf die Wirtsabwehr im Phagosom haben. Da die
Doppeldeletionsmutante keinen additiven Effekt aufzeigt, konnte derselbe

Mechanismus flr die erhdhte F.n.n.-Replikation verantwortlich sein.
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Abbildung 4.2: Modell zur Rolle der Nramp-Transporter im F.n.n.-Infektionsverlaufs. (A) Nramp1
wird in wt-Zellen nach einer transienten Akkumulation vom FEP abtransportiert. Nach dem Austritt ins
Cytosol induziert F.n.n. die Transkription von Eisentransportern. (B) In Anramp1-Zellen ist der
Eisenexport aus dem Phagosom unterdriickt und der cytosolische Eisengehalt ist verringert (197,
209). F.n.n. tritt in Abwesenheit von Nramp1 effizienter aus dem Phagosom aus und kann durch eine
verstarkte Induktion der Eisenakkumulation effizient im Cytosol replizieren. (C) Auch in AnrampB-
Zellen tritt F.n.n. schneller ins Cytosol Gber und gleicht den erniedrigten Eisengehalt im Cytosol durch
eine erhéhte Transkription von Eisentransportern aus. Aufgrund des ungestorten Exports von Fe?* aus
dem Phagosom wird Eisen in den eisenreduzierten AnrampB-Zellen vielleicht in der kontraktilen
Vakuole gespeichert oder verstarkt ausgeschieden. Der effizientere Ausbruch aus dem Phagosom in
den Nramp-Mutanten deutet auf eine férdernde Rolle der Nramps bei der Ansauerung des
Phagosoms und Fusion mit Lysosomen hin. Die Funktion von NrampB in der kontraktilen Vakuole und
der Einfluss einer gestérten Eisenhomeostase ist jedoch noch weitestgehend unbekannt.

4.7 Ausblick

Die Wirt/Pathogen-Interaktion von Francisella wurde bisher hauptsachlich von der
Seite des Pathogens analysiert und viele Virulenzfaktoren wurden mittels Francisella-
Mutantenscreenings identifiziert (48, 112, 321). Der Einfluss von Wirtsfaktoren lasst

sich in Makrophagen nur umstandlich bestimmen. Deswegen existiert bis jetzt
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lediglich ein RNAIi-Screening nach Wirtsfaktoren in Drosophila, welches die
Wirtsspezifitat diverser Faktoren offenbarte (322). Dictyostelium ist aufgrund der
leichten Generierung und hohen Verfugbarkeit von Deletionsmutanten Uber das
Dictyostelium Stock Center (143) sehr gut fur die Identifizierung und
Charakterisierung von beteiligten Wirtsfaktoren geeignet. Eine simple Methode flr
die Generierung einer Dictyostelium-Mutanten-Bibliothek ist die restriction enzyme-
mediated integration (REMI)-Mutagenese (165). REMI-Mutanten mit besonders
hohem bakteriellen Wachstum konnten mittels Roboter-basierter Mikroskopie
identifiziert und anschlie3end als Deletionsmutanten naher charakterisiert werden.
Fir diese Studie ist es wichtig den Mechanismus der Nramp-vermittelten Resistenz
naher zu charakterisieren. Viele Studien weisen auf eine Fdrderung der
phagosomalen Reifung durch Nramp1 hin (198-200). Deswegen sollte die
phagosomale Reifung in den Nramp-Deletionsmutanten und die Assoziation von
Azidifizierungsmarkern, wie VatA und Neutralrot, mit dem FEP analysiert werden.
Uber den Mechanismus der NrampB-vermittelten Resistenz gegen intrazellulare
Bakterien ist noch nichts bekannt. Es ware interessant, mehr tUber den Einfluss der
zellularen Eisenhomeostase auf die phagosomale Reifung von Francisella in
Dictyostelium herauszufinden. Hier ware das Eisen-sensitive Fluorophor Calcein ein
nutzliches Werkzeug um mehr uUber die Lokalisation von Eisen wahrend der
Francisella-Infektion und in der NrampB-Mutante zu erfahren.

Die beobachtete Aktinassemblierung um das Phagosom von F.n.n. weist auf eine
Aktin-vermittelte  Blockierung der phagosomalen Reifung hin, wie sie auch flr
Mykobakterien beobachtet wurde. Dieser Prozess ist abhangig vom
Aktinpolymerisator Wiskott-Aldrich syndrome protein and SCAR homolog (WASH)
und konnte auch bei Francisella zur Blockierung von Lysosomen oder dem
Abtransport der V-ATPase fuhren (271). Um dies flr F.n.n. zu untersuchen, muss
eine genauere Quantifizierung von Aktin am FEP durchgefuhrt und die Auswirkungen
einer Aktindepolymerisation durch Latrunkulin auf die Infektion untersucht werden.
Zudem konnte die Lokalisation von WASH am FEP und die Untersuchung des
Infektionsverlaufs in der WASH-Deletionsmutante mehr tber eine mogliche Rolle von
Aktin-Polymerisation flr Francisella verraten.

Schlussendlich sollten mit dem Dictyostelium/F.n.n.-System charakterisierte
Mechanismen in Makrophagen mit F. (tularensis bestatigt werden. Das

Zebrafischmodell 6ffnet als gut charakterisiertes in vivo Modell Mdglichkeiten, um in
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Dictyostelium identifizierte Virulenz- und Abwehrfaktoren in Anwesenheit eines
Immunsystems zu analysieren. Das Ziel ist es konservierte Aspekte der Wirt-
Francisella-Interaktion zu identifizieren und damit der Bekampfung sowohl der

Tularamie als auch der Francisellose im Fisch zu dienen.
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lll. Anhang
Gennummer | Genname Protein Proteindomane
Orotidine 5'-
0029 Phosphatdecarboxylase
0051 Unbekannt
0057 Unbekannt
0083 lepA Elongationsfaktor 4
0099 secB Preprotein Translokase SecB
0125 4-2-C-Methyl-D-Erythritol-Kinase
0176 Unbekannt
0209 rpsB 30S ribosomales Protein S2
0258 argG Argininosuccinat-Synthase
3-O-Methyltransferase/2-
0304 ubiG Octaprenyl-6-hydroxy Phenol-
Methylase
MlaF, ABC-
0311 ABC-Transporter Transporter und
ATPase
0317 Unbekannt Lipoprotein-Bindung
0332 Chorismat-Mutase AroH
0351 tauE Sulfit-Exporter TauE/SafE
0360 Transkriptionsregulator np20 Igellx:tur n-Helix:
omane
. Riboflavin-Kinase/ FAD-Synthetase,
0428 ribF FMN-Adenylyltransferase Riboflavin-Kinase
0449 metG Methionyl-tRNA-Synthetase
0452 Beta-Lactamase-ahnliches Protein | Metallo-beta-
Laktamase
0487 rsmE 16S rRNA-Methyltransferase
MlaD, ABC-
0490 Mammalian cell entry-Protein Transporter ,
Mce, mammalian cell
entry-Domane
Phosphoribosylformylglycinamidin-
0506
Synthase
: Histidin-Kinase-
0590 Sensorprotein QseC ahnliche ATPase
) . Bcr/CflA-Doméne
0656 Drug:H+-Antiporter MFS-Transporter
0663 Unbekannt
0685 feoA Feo-Eisentransporter FeoA-Domane
Chapron 10kDa-
0687 groES Chaperon Untereinheit
0747 IpxB Lipid-A-Disaccharide-Synthase Glykosyltransferase
0781 Arginase TolB
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0804 3-Oxoacyl-Synthase
Zucker-Transamin/Perosamin- WbqgC-ahnliche
0813 »
Synthase Domane
Guanosin-5-Triphosphat, 3’-
0842 gppA diphosphat-Diphosphatase
0849 small-conductance MscS-Doméne
Mechanosensitiver Kanal
0853 Unbekannt
0858 lysE Homoserin/Threonin-Effluxprotein LysE-Typ
Translokator
0863 ArsR-Familie Transkriptionsfaktor
Transkription-
0873 nusB Antiterminationsfaktor
0912 Unbekannt YCIl-Doméane
0933 iglC Intracellular growth locus C
0942 iglE Intracellular growth locus E
0944 pdpA E\athogemmty determinant protein
1001 DsbA/Com1-ahnliches Protein | DSP®: Protein-Disulfid
Isomerase
o : SelR-Domane
1003 msrA/B Methionin-Sulfoxid-Reduktase B/A PMSR-Doméne
: : YbbF/LpxH-
1099 loxH UDP-2,3-diacylglucosamin- Metallophosphatase-
Hydrolase .
Domane
1140 3-Dehydroquinat-Dehydratase DHQase-Domane
1144 Mechanosensitiver lonenkanal MscS-Domane
1211 HlyD-Sekretionsprotein HlyD
1228 Unbekannt
1247 Leucyl-Aminopeptidase
1253 uvrA Excinuklease ABC, Untereinheit A
1260 DNA-3-methyladenin-Glycosylase
2’, 3’-zyklisches Nukleotid 2’-
1276 ushA Phosphodiesterase
1343 Unbekannt
Holliday junction ATP-abhangige
1355 ruvA DNA-Helikase
1400 Unbekannt
H2MP-like-1, Putative (NiFe)
1412
Hydrogenase
1442 serC Phosphoserin-Aminotransferase
1444 yceA Rhodanase-Sulfurtransferase
1468 Syringopeptin-Synthetase C
1507 Nitrilase
1512 Alkaline Phosphatase Dipeptid/Tripeptid-
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