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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Gram-negative Spirochdte Borrelia burgdorferi ist der Erreger der Lyme-
Borreliose. Sie wird durch Zecken auf den Menschen libertragen und ist die derzeit am
haufigsten durch Vektoren verursachte Infektionskrankheit in den USA, Europa und
Asien. Die Internalisierung erfolgt durch professionelle Phagozyten, insbesondere
Makrophagen. Eine Aufnahme von Borrelien geschieht durch die Bildung von
Filopodien und coiling-Pseudopoden, die intrazellulire Prozessierung erfolgt
anschlieffend in Phagolysosomen. Die erfolgreiche Erkennung, Aufnahme und
Eliminierung der Spirochdten durch Immunzellen sind somit entscheidend fiir den
Ausgang einer Infektion. Die phagosomale Kompaktierung, ein entscheidender Schritt
bei der Reifung der Phagolysosomen, wird durch den Kontakt von Rab5a-positiven
Vesikeln mit der Phagosomenhiille hervorgerufen. Die vorher gestreckten Borrelien
werden in Phagosomen zu einer verdichteten, kugelférmigen Struktur kompaktiert.
Diese Arbeit liefert neue Einblicke in die molekularen Mechanismen primarer
humaner Makrophagen bei einer Infektion mit Borrelia burgdorferi. Ein detailliertes
Screening von neun verschiedenen Proteinen der Sorting Nexin (SNX)-Familie zeigte,
dass von allen getesteten Sorting Nexinen nur SNX3 bis zur vollstindigen
Kompaktierung an Borrelien-haltigen Phagosomen akkumuliert. SNX3 wird
zusammen mit Rab5a-Vesikeln in humanen Makrophagen transportiert und seine PX-
Domane ermoglicht den Kontakt zwischen Vesikeln und Phagosomen, indem sie
ausschliefdlich an PI(3)P bindet. Dariiber hinaus bildet SNX3 nicht nur ein
Andocksystem fiir Rab5a-positive Vesikel, sondern seine C-terminale Region rekrutiert
auch Galectin-9-positive Vesikel an Phagosomen. Galectin-9 ist ein am Protein- und
Membranrecycling beteiligtes Lektin, das hier als weiterer Regulator der Phagosomen-
kompaktierung identifiziert wurde und zusammen mit SNX3 wirkt. Sorting Nexin 3
bildet somit eine Plattform fiir zwei verschiedene Vesikelpopulationen sowie einen
Konvergenzpunkt fiir die endosomale Recyclingmaschinerie, um zur Reifung der
Phagosomen und zur intrazelluldren Prozessierung von Borrelien beizutragen.
Dartiber hinaus zeigt die vorliegende Arbeit, dass die helikale Morphologie von
Borrelia burgdorferi selbst, aufgrund der an den Spitzen der Membrankurvatur hohen
lokalen PI(3)P-Anreicherung, eine der treibenden Elemente fiir die effiziente

Eliminierung von Spirochaten durch Immunzellen sein kénnte.



Summary

2. Summary

The Gram-negative spirochete Borrelia burgdorferi is the causative agent of Lyme
disease. Itis transmitted to humans by ticks which causes this currently most prevalent
vector-born disease in the USA, Europe and Asia. Borreliae are internalized by
macrophages, which are professional phagocytes and one of the first immune cells that
are recruited to the site of a tick bite. The uptake of borreliae is mediated by the
formation of filopodia and coiling pseudopods. Subsequently, internalized borreliae
are processed in phagolysosomes. Successful recognition, uptake and elimination of
the spirochetes by these cells is thus decisive for the outcome of a respective infection.
Phagosomal compaction, a crucial step in phagolysosome maturation, is driven by
contact of Rab5a-positive vesicles with the phagosomal coat. Elongated borreliae are
reorganized in phagosomes to a compacted, dense and globular structure.

This work provides new insights into the molecular mechanisms of primary
human macrophages processing Borrelia burgdorferi. A detailed screen of nine
different proteins of the sorting nexin (SNX) family showed that SNX3 is the only one
of the tested sorting nexins that is present at Borrelia-containing phagosomes until
their full compaction. SNX3 is transported together with Rab5a vesicles in human
macrophages and its PX domain enables vesicle-phagosome contact by binding
exclusively to PI(3)P, a phospholipid in the phagosomal coat that is recognized as a
central modulator in endosomal trafficking and membrane transport. Moreover,
besides providing a docking system for Rab5a-positive vesicles, the C-terminal region
of SNX3 recruits galectin-9-positive vesicles to phagosomes. Galectin-9 is a lectin
implicated in protein and membrane recycling, which was here identified as a further
regulator of phagosome compaction and was found to work in the same pathway as
SNX3 in borreliae compaction. SNX3 thus forms a hub for two distinct vesicle
populations, forming a convergence point for the endosomal recycling machinery, to
contribute to phagosome maturation and intracellular processing of borreliae.

Furthermore, this study also suggests that the helical morphology of Borrelia
burgdorferi itself, providing sites of high curvature and thus of local PI(3)P enrichment
at phagosomes, may be one of the driving elements underlying efficient elimination of

spirochetes by immune cells.



Einleitung

3. Einleitung

3.1  Borrelia burgdorferi

Das Bakterium Borrelia burgdorferi ist der Verursacher der Lyme-Borreliose, einer
multisystemische Erkrankung, die in erster Linie Haut, Nervensystem und Gelenke
betrifft (Burgdorfer et al., 1982; Zajkowska et al., 2012). Die Ubertragung erfolgt durch
Schildzecken der Gattung Ixodes. Seit der Entdeckung von Borrelia burgdorferi in den
1970er Jahren in Lyme, Connecticut, hat sich das Feld der Forschung um die Borreliose
von einer mikrobiologischen Kuriositdt zu einem Hauptzweig der Forschung um
bakterielle Erreger entwickelt. Das persistierende Auftreten der Lyme-Borreliose in
verschiedenen Teilen der Welt, hervorgerufen durch verschiedene Genotypen der
Borrelien, hat es langst zu einem globalen Problem gemacht. Klimawandel und damit
verbundene milde Winter begiinstigen steigende Zeckenpopulationen und damit die
Verbreitung der Spirochdten. In Deutschland besteht mittlerweile in neun von 16
Bundesldandern eine Meldepflicht fiir Patienten mit Lyme-Borreliose (Enkelmann et al.,

2018).

3.1.1 Aufbau und Struktur

Borrelia burgdorferi ist ein Gram-negatives Bakterium, welches zusammen mit
Leptospira und Treponema zu der Familie der Spirochaetaceae gehort. Charakteristisch
fiir diese Spirochéten ist eine Lange von 10-40 pm und ein Durchmesser von 0,2-0,5 pm
(Aberer and Duray, 1991). Die helikale Morphologie der Borrelien basiert auf dem
Vorhandensein der Endoflagellen, die sich innerhalb der inneren und aufderen
Membran, im sogenannten periplasmatischen Raum, entlang der Bakterien befinden
(Abb. 1) (Dombrowski et al., 2009). Diese Endoflagellen, die an den jeweiligen Enden
der Bakterien fixiert sind, ermoglichen den Borrelien eine schnelle Fortbewegung,
mitunter bis zu 4 ym/s im Gewebe und 4,25 um/s in vitro (Goldstein et al., 1994; Li et
al., 2000; Moriarty et al., 2008).

Alle Vertreter der Gattung Borrelia besitzen ein lineares Chromosom und sowohl
lineare als auch zirkuldare Plasmide. Beim Borrelia burgdorferi-Stamm B31 sind das

beispielsweise ein 910.725 bp grofies lineares Chromosom und 12 lineare und 9
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zirkuldre Plasmide mit einer Gesamtgrofie von rund 612 kbp (Casjens et al., 2000;
Fraser et al, 1997). Auf die unterschiedlichen Genotypen der Borrelien wird im
folgenden Kapitel ndaher eingegangen. Das Chromosom, welches die iiberwiegende
Mehrheit der housekeeping-Gene beinhaltet, ist in Bezug auf Organisation und Inhalt
tiber die verschiedenen Genera hinaus relativ einheitlich und beziiglich der Groéf3e fir
Bakterien eher klein (Casjens, 1998). Die Plasmide hingegen variieren starker und sind
hinsichtlich Anlagerung, Infektivitit und dem Entgehen der Wirtszellimmunantwort
von entscheidender Bedeutung (Fraser etal.,, 1997). Unter anderem darauf codiert sind
Oberflachenlipoproteine wie OspA und OspC (outer surface protein A und C) (Schwan
etal., 1995). Dafiir besitzen Borrelien weder klassische Virulenzfaktoren noch Proteine
fur einen Sekretionsapparat. Auch weisen sie, untypisch fiir Gram-negative Bakterien,
keine Lipopolysaccharide (LPS) oder Lipoteichonsduren (LPA) in ihrer dufderen

Zellmembran auf (Fraser et al., 1997).

A Flagella AuRere Membran Protoplasmatischer Zylinder

AuRere Membran

Flagellum

Periplasmatischer
Raum

Peptidoglykan

Zytoplasmatische

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Borrelia burgdorferi-Spirochiten. A: Ubersicht, B:
Detaildarstellung der Flagellenverankerung innerhalb des periplasmatischen Raums zwischen innerer
und dufderer Membran. Gedndert nach Charon and Goldstein (2002).
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3.1.2 Genotypen von Borrelia burgdorferi sensu lato

Zurzeit sind 19 verschiedene Borrelien-Genotypen bekannt, von denen neun
humanpathogen sind. Alle davon beziehen sich jeweils auf den
Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplex (Borchers et al.,, 2015). Der in Nordamerika
am weitesten verbreitete Genotyp ist Borrelia burgdorferi sensu stricto, dessen Stamm
B31 der zurzeit am besten beschriebene und charakterisierte aller Borrelientypen ist
(Fraser et al, 1997). Im Verlauf der Experimente dieser Arbeit ist mit Borrelia
burgdorferi ausschliefdlich dieser Wildtyp-Stamm B31 oder, davon abgeleitet, sein GFP-
exprimierender Stamm GCB726, gemeint. Die in Europa und Asien am haufigsten
vorkommenden humanpathogenen Spezies sind Borrelia garinii und Borrelia afzelii
(Borchers et al,, 2015). Der zuletzt entdeckte humanpathogene Genotyp ist Borrelia
mayonii, der 2016 an der Mayo Clinic in Rochester (USA) in Routineproben von
Patienten isoliert und charakterisiert wurde (Pritt et al., 2016a; Pritt etal., 2016b). Zum
Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplex nicht gezahlt werden Borrelien, die andere
Erkrankungen als die Lyme-Borreliose hervorrufen. Dazu zahlt unter anderem Borrelia

recurrentis als Erreger des Riuckfallfiebers (Cutler, 2010).

3.1.3 Ubertragung, Infektion und die Lyme-Borreliose

Die Ubertragung von Borrelien erfolgt iiber Schildzecken der Gattung Ixodes. In Europa
und Asien sind dies grofdtenteils Ixodes ricinus sowie Ixodes persulcatus und in
Nordamerika Ixodes pacificus sowie Ixodes scapularis (Dolan et al., 1998; Lane et al,,
1991). Diese haben vier Entwicklungsstadien: Ei, Larve, Nymphe und adulte Zecke. Die
Larven ernihren sich durch Blutmahlzeit an Kleintieren wie Miusen, bei denen sie
auch infiziert werden konnen. Mause sind ein wichtiges Reservoir von Borrelien, da
eine Infektion mit Borrelien bei ihnen meist asymptomatisch bleibt (Tilly et al., 2008).
Die Zecken fressen wahrend ihrer beiden weiteren Entwicklungsstadien auch an
anderen Wirten, was den Borrelien die Moglichkeit bietet, sich unter anderem auf
Wildtiere wie Hirsch und andere Sdugetiere zu verteilen. Der Mensch ist hierbei ein

Fehlwirt, da er die Lyme-Borreliose nach Infektion mit Borrelien entwickelt.
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Eine gute Adaption der Borrelien an die Wechsel zwischen verschiedenen Wirten ist
eine wichtige Voraussetzung fiir die erfolgreiche Verteilung. So herrscht im Darm der
Zecke mehr oder weniger Umgebungstemperatur und ein basischer pH von zirka 9,5,
wahrend in den meisten Sdugetieren eine Korpertemperatur von 36-38 °C sowie ein
neutraler pH von 7,4-7,6 vorherrscht (Bowman et al, 1995; Sawyer et al., 1991).
Borrelien reagieren auf diese Veranderungen mit unterschiedlichen
Genexpressionsmustern und passen sich so an die jeweiligen Bedingungen an. Eine der
wesentlichen Anpassungen beinhaltet die differentielle Expression von Lipoproteinen
in der duferen Membran, den so genannten Osps, bei denen man von einem reziproken
Expressionsmuster spricht, und die unter anderem auf diese Temperatur- und pH-
Anderungen reagieren (Caimano et al., 2007; Carroll et al.,, 1999). Wahrend OspA
tiberwiegend exprimiert wird, wahrend die Borrelie den Darm der Zecke kolonisiert,
so wird OspC dann gebildet, wenn Borrelien wahrend einer Blutmahlzeit auf den von
der Zecke gestochenen Wirt iibertragen werden (Carroll et al.,, 1999; Schwan et al,,
1995).

Eine Infektion mit Borrelien wird beim Menschen als Lyme-Borreliose
bezeichnet. Man spricht von einer multisystemischen Erkrankung, von der
angenommen wird, dass sie hauptsachlich auf eine entziindliche Reaktion des Kérpers
auf die Borrelieninfektion zurtickzufiihren ist. Die Entwicklung der Lyme-Borreliose ist
in drei Stadien aufgeteilt: 1. friihe lokale Infektion, 2. frithe verbreitete Infektion,
3. spate persistierende Infektion (Zajkowska et al., 2012). An der Einstichstelle, an der
die Zecke ihre Blutmahlzeit vollzieht, kann es zu einer Ubertragung von Borrelien auf
den Menschen kommen. Charakteristisch fiir eine Infektion ist ein schmerzloser, roter
Hautausschlag, der sich ringférmig um diese Einstichstelle bildet, die so genannte
Erythema migrans (EM). Sie wird auch Wanderrote genannt, da sich der kreisformige
Ausschlag tiber die Zeit nach aufien bewegt. Es handelt sich hierbei um die erste
Immunantwort des Koérpers mit Zellen, wie Makrophagen, T-Zellen, dendritischen
Zellen und Neutrophilen (Berger, 1984; Steere et al., 1983). Die Wanderroéte wird in
der Regel von Grippe-dhnlichen Symptomen wie Fieber, Kopfschmerzen, Miidigkeit,
Ubelkeit sowie Riicken- und Gelenkschmerzen begleitet (Steere et al., 1983). Leider
tritt die EM nur in etwa 60 % der Falle auf, daher kann eine Infektion mit Borrelien

zunachst auch unerkannt bleiben. Die Behandlung mit Antibiotika wie Doxycyclin im
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Frithstadium der Infektion hat eine gute Prognose, wahrend eine ausbleibende
Behandlung zu fortschreitenden Manifestationen der Lyme-Borreliose fiihrt, die
anschliefdend schwieriger zu heilen sind (Stanek and Strle, 2018; Zajkowska et al,,

2012).

3.1.4 Makrophagen-Borrelien-Interaktion

Biopsien der betroffenen Stellen innerhalb der Erythema migrans zeigen die
Akkumulation verschiedener Immunzellen wie Makrophagen (Salazar et al., 2003).
Diese sind Teil des angeborenen Immunsystems und die erste Verteidigungslinie gegen
Pathogene mit Hilfe eines Prozesses, der als Phagozytose bezeichnet wird. Phagozytose
ist als Aufnahme von Partikeln mit einem Durchmesser von mehr als 0,5 pm definiert
(Gordon, 2016). Makrophagen werden auch als professionelle Phagozyten bezeichnet,
da sie in der Lage sind, pro Zelle eine hohe Anzahl an Bakterien zu eliminieren. Sie
werden von aus den Knochenmark-abgeleiteten myeloischen Vorlauferzellen gebildet
und zirkulieren als Monozyten in der Blutbahn. Bei Entziindung und der damit
einhergehenden chemotaktischen Anziehung durch Zytokine dringen Monozyten in
das jeweilige Gewebe ein und differenzieren dort zu Makrophagen (Carman, 2009).
Ublicherweise erfolgt die Erkennung von Bakterien entweder durch Opsonine,
die Faktoren des Komplementsystems und Antikorper einschliefden, oder durch
konservierte oberflichenexponierte Proteine, so genannte Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMPs - pathogen associated molecular patterns). Opsonine und
PAMPs werden von mehreren Zelloberflachenrezeptoren erkannt. Sobald eine Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkung hergestellt und die Bakterien immobilisiert sind,
entwickeln Makrophagen Protrusionen, die den Erreger einschlieffen und zur
Internalisierung beitragen. Diese Schritte der Immobilisierung und Internalisierung
erfordern eine gut abgestimmte und lokalisierte Regulation des Aktinzytoskeletts. Im
Fall von Borrelien ist bekannt, dass ihre Phagozytose durch mehrere verschiedene
Rezeptoren vermittelt wird, einschliefdlich opsonischer Rezeptoren wie FcyR und dem
Komplementrezeptor 3 (CR3 - complement receptor 3) (Benach et al., 1984; Hawley et
al., 2012). Dariiber hinaus kann die Internalisierung von Borrelia burgdorferi auch

durch den nicht-opsonischen Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) vermittelt werden, wobei
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die nachfolgende Signaliibertragung Signalwege umfasst, die sowohl MyD88-abhéngig
als auch -unabhangig sind (Salazar et al., 2009; Shin et al., 2009).

Die Aufnahme von Pathogenen erfolgt in ein spezifisches Kompartiment der
Zelle, das Phagosom, welches sich aus dem Abschniiren der Pathogen-umschliefenden
Membran ableitet. Phagosomen reifen dann aufgrund von Fusionen mit Endo- und
Lysosomen zu Phagolysosomen, was zu einer Ansdauerung und Aktivitdt von lytischen
Enzymen innerhalb dieses Kompartiments und damit zum Abbau der aufgenommenen
Pathogene fiihrt (Fairn and Grinstein, 2012). Die Aufnahme von Borrelien erfolgt in
zwei Stufen: Zuerst wird die Spirochéte in der Nahe der Makrophagenoberflache durch
die Ausbildung eines Filopodiums fixiert (Abb. 2A). Die Herausforderung fiir die
Makrophagen besteht dabei, die hochst motilen Borrelien zu immobilisieren und am
Loslésen zu hindern. Daher erfolgt bei der Bildung der Filopodien eine Nukleation,
Elongation und Biindelung von unverzweigten Aktinfilamenten, um die erforderliche
Steifheit und Stabilitit zu erreichen. Dabei sind die Formine FMNL1 und mDial in den
Borrelien-induzierten Filopodien lokalisiert, ihre Aktivitat ist hierbei fiir die Bildung
von Filopodien als Reaktion auf Makrophagenkontakt mit Borrelien und auch fiir die
anschlief3ende Internalisierung erforderlich (Naj etal., 2013). Neben FMNL1 ist Daam1
als ein weiterer Vertreter der Formingruppe wichtig fiir den Prozess der Biindelung
der Aktinfilamente in Filopodien (Abb. 2A) (Hoffmann et al., 2014).

Nachdem die Borrelien fixiert und nahe zur Makrophagenoberflache gebracht
wurden, werden sie iiberwiegend durch einen spezifischen Mechanismus
internalisiert, den man als coiling-Phagozytose bezeichnet (Abb. 2B) (Rittig et al,,
1992). Wahrend dieses Prozesses werden die Spirochdten sukzessiv durch eine lange,
Aktin-reiche Protrusion, dem coiling-Pseudopod, umhiillt, der sich in mehreren
Windungen um die Borrelie wickelt (Naj and Linder, 2015). Der Prozess selbst ist von
der Wirtszelle aus gesteuert und basiert auf der charakteristischen Morphologie der
Bakterien (Rittig et al, 1998a). Dieser Mechanismus ist auch fir Legionella
pneumophila, Trypanosoma cruzi und Leishmanien sowie bestimmte Pilze beschrieben
(Horwitz, 1984; Rittig et al., 1998b). Der Mechanismus der coiling-Phagozytose kann
nicht einem bestimmten Typ eines Phagozytose-Rezeptors zugeordnet werden, da die
coiling-Phagozytose von Borrelia burgdorferi sowohl Merkmale der CR3- als auch der

FcyR-abhangigen Phagozytose aufweist (Linder et al., 2001). Fiir die anschlief3ende

10
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intrazelluldare Prozessierung der Borrelien in Phagosomen sind sogenannte

RabGTPasen charakteristisch, auf welche nachfolgend eingegangen wird.

Borrelia burgdorferi

mDia1
FMNL1
Daam1

/ /\ Makrophagenmembran / /\
F-Aktin
Fixierung durch Filopodium Coiling-Phagozytose

Abb. 2: Erster Kontakt und Aufnahme von Borrelien durch Makrophagen. A: Fixierung des
Spirochaten durch Membranausstiilpung (Filopodium), die mittels Aktinnukleation und Biindelung von
Aktinfilamenten durch die Formine mDial, FMNL1 und Daam1 hervorgerufen wird. B: Umhiillung und
anschliefRende Internalisierung des Borreliums durch coiling-Phagozytose. Der coiling-Pseudopod ist
ebenfalls positiv fiir Daam1. Modifiziert nach Naj and Linder (2015).

3.2 Die Rolle der RabGTPasen bei der intrazelluliren Prozessierung

von Borrelien

Die Entwicklung der Phagosomen wahrend des Phagozytoseprozesses wird in drei
verschiedene Stufen eingeteilt: 1. frithes Phagosom, 2. spiates Phagosom und
3. Phagolysosom. Die vollstindig maturierten Phagolysosomen sind in der Lage,
Proteine, Lipide und Kohlenhydrate zu verdauen und dadurch auch Bakterien sowie
andere Pathogene. Schliisselregulatoren dieses Reifeprozesses sind u.a. Vertreter der
RabGTPasen-Familie (Ras-related proteins in brain), kleine GTPasen mit einer Grofie
von 20-25 kDa. Sie sind molekulare Schalter, die zwischen einem aktiven, GTP-
gebundenen und einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand wechseln (Abb. 3)

(Stenmark and Olkkonen, 2001; Stenmark et al.,, 1994). In ihrem aktiven Zustand
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interagieren RabGTPasen mit ihren jeweiligen Effektorproteinen, die verschiedene
Prozesse steuern, einschliefdlich Fusion und Spaltung phagosomaler Membranen sowie

motorabhdngiger Transport (Hutagalung and Novick, 2011).

GEF
@?ﬁ Effector
GAP

Pi

Abb. 3: RabGTPasen-Zyklus. Die RabGTPase wechselt zwischen inaktiver GDP- und aktiver GTP-
gebundener Formen, die unterschiedliche Konformationen aufweisen. Die Umwandlung erfolgt durch
Nukleotidaustausch, der durch einen Guaninaustauschfaktor (GEF - guanine nucleotide exchange factor)
katalysiert wird. Die Umwandlung von der GTP-Form in die GDP-gebundene Form erfolgt durch GTP-
Hydrolyse, die durch ein GTPase-aktivierendes Protein (GAP) erleichtert wird. Pi: anorganisches
Phosphat. Modifiziert nach Stenmark and Olkkonen (2001).

Im Falle der Borrelien-haltigen Phagosomen in Makrophagen spielen diese
kleinen GTPasen ebenfalls eine grof3e Rolle. Fiir die weitere Prozessierung von Borrelia
burgdorferi wird die Spirochite zundchst in ein Rab22a-positives Phagosom
internalisiert. Anschliefend wird das Phagosom von Rab5a-positiven Vesikeln
kontaktiert (Abb. 4). Direkt nach Beginn der Internalisierung werden die langlichen,
gestreckten Spirochidten zu kugelférmigen und globuldaren Strukturen kompaktiert.
Diese Verdichtung der Borrelien geht mit einer wiederholten Tubulierung der
Membran von Phagosomen einher, was darauf hindeutet, dass die Reduktion der
phagosomalen Oberflache eine treibende Kraft fiir die Kompaktierung der Spirochaten
sein konnte. Interessanterweise findet die Bildung und Ablésung von Membrantubuli
bevorzugt an Stellen statt, an denen Rab5a-positive Vesikel die Rab22a-positive
phagosomale Membran kontaktieren, was darauf hinweist, dass beide RabGTPasen fiir
diesen Prozess erforderlich sind (Naj and Linder, 2015). Eine siRNA-vermittelte
Depletion beider RabGTPasen hat sowohl eine reduzierte Kompaktierung, als auch ein

erhéhtes intrazellulidres Uberleben von Borrelien zur Folge (Naj and Linder, 2015).
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Makrophagen- Borrelia burgdorferi
membran
— —_—
Rab5a
ER
LAMP1

&

intrazellulares Internalisierung  Kompaktierung Degradation
Uberleben? und
Membrantubulierung

Abb. 4: RabGTPasen sind an der intrazelluldren Prozessierung von Borrelien in Makrophagen
beteiligt. Die Spirochéte (griin) wird tliber coiling-Phagozytose aufgenommen und unmittelbar in ein
Phagosom, welches positiv fiir Rab22a (gelb) ist, aufgenommen. Das Borrelien-haltige Phagosom wird
von Rab5a-Vesikeln (rot) kontaktiert. Eine anschlieffende Membrantubulation bewirkt eine Reduktion
der Phagosomenoberflache, was zur Kompaktierung der Borrelien fiihrt. Eine weitere Reifung des
Phagosoms zum Phagolysosom, welche durch den lyosomalen Marker LAMP1 (blau) angezeigt wird,
fihrt zur Eliminierung der Spirochédten. Die Abwesenheit von Rab5a und Rab22a kann zu einem
erhéhten intrazelluliren Uberleben von Borrelien fithren. ER: Endoplasmatisches Retikulum.
Modifiziert nach Naj and Linder (2015).

Neben diesen beiden RabGTPasen sind nur wenige Proteine bekannt, die Einfluss auf
die intrazelluldre Prozessierung von Borrelien haben. Aufgrund der Beteiligung an
Prozessen wie Endo- bzw. Phagozytose wurde die nachfolgende Proteingruppe der

Sorting Nexine diesbeziiglich ndher betrachtet.
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3.3 Sorting Nexine (SNXe)
3.3.1 Allgemeine Einfiihrung

Die Sorting Nexin-Familie besteht aus einer grofden und vielfiltigen Gruppe von
zytoplasmatischen- und Membran-assoziierten Proteinen, die an verschiedenen
Teilprozessen der Endo- bzw. Phagozytose, der Proteinsortierung oder dem
intrazellularem Proteintransport beteiligt sind. Bislang sind zehn Vertreter in Hefen
und 33 SNXe in Saugerzellen bekannt (Cullen, 2008). Allen Vertretern gleich ist das
Vorhandensein einer Phosphatidylinositolphosphat (PIP)-bindenden Domane, der so
genannten PX-Domane (phox homology) (Seet and Hong, 2006), auf die nachfolgend
gesondert eingegangen wird (Kap. 3.3.3). Dartliber hinaus beinhalten SNXe weitere
Domédnen zur Protein-Lipid- oder Protein-Protein-Interaktion. Dies ist
Grundvoraussetzung zur spezifischen Erkennung von zelluliren Membranen sowie
Proteinbindung fiir zelluldre Sortier-, Signal- und Transportprozesse. Der erste
identifizierte Vertreter, SNX1, wurde 1996 in einem yeast-to-hybrid-Screen erstmals
als neuer Interaktionspartner fiir den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR

(epidermal growth factor receptor) beschrieben (Kurten et al., 1996).

3.3.2 Klassifikation der SNXe

Sorting Nexine werden aufgrund ihres unterschiedlichen modularen Aufbaus aus
verschiedenen Domdanen eingeteilt (Abb. 5A-C). Hierbei unterscheidet man drei

Untergruppen der SNX-Familie:

1. SNX1, SNX2, SNX4, SNX5, SNX6, SNX7, SNX8, SNX9, SNX18, SNX30, SNX32 und
SNX32 bilden dabei die Gruppe der so genannten SNX-BAR-Proteine, die am C-
terminalen Ende eine BAR-Domane (Bin/Amphiphysin/Rvs) besitzen (Abb. 5A).
Uber diese BAR-Dominen koénnen zwei SNX-Proteine Homo- oder Heterodimere
bilden, durch Assoziation mit Membranen die Membrankurvatur erfassen oder
sogar induzieren (Sierecki et al., 2014; van Weering et al., 2012a) und somit zum
Beispiel an der Formierung von Membrantubuli beteiligt sein (Cullen and

Korswagen, 2011; van Weering et al,, 2012b).

14



Einleitung

2. Die zweite Subfamilie, bestehend aus SNX3, SNX10, SNX11, SNX12, SNX16, SNX20,
SNX21, SNX22, SNX24 und SNX29, ist charakteristisch fiir SNX-Proteine, die
lediglich eine PX-Domane besitzen und dadurch grofdtenteils zu den kleinsten
Vertretern gehoren (Abb. 5B) (Cullen, 2008).

3. Die dritte Gruppe beinhaltet die iibrigen SNX-Proteine, die unterschiedliche
Protein-Protein- oder Protein-Lipid-Interaktionsdoméanen aufweisen (Abb. 5C). So
besitzen SNX17, SNX27 und SNX31 beispielsweise eine FERM-Domane (Protein 4.1,
Ezrin, Radixin, Moesin), die Bindung und Recycling von (-Integrinen ermoglicht
(Bottcher etal., 2012; Tseng et al.,, 2014) oder G-Protein-regulatorische Sequenzen
wie bei SNX13, SNX14 und SNX25 (Hollinger and Hepler, 2002).

Eine Sonderstellung nimmt SNX23 ein, welches ebenfalls als Kif16B bekannt ist
(Hoepfner et al, 2005). Bei der Klassifizierung ist generell zu beachten, dass das
Hauptkriterium in erster Linie die vorhandene PX-Domane ist. Einige vermeintliche
SNX-Proteine, wie das Kinesin Kif16B, konnen jedoch falschlicherweise dieser Familie
zugeordnet werden. Eine Fehlkategorisierung kann nur durch die systematische
Untersuchung der zellularen Funktion der einzelnen Proteine erkannt werden (Worby

and Dixon, 2002).
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Abb. 5: Ubersicht iiber die in Siugerzellen bekannten Sorting Nexine. Abgebildet sind die drei
Untergruppen der SNXe, spaltenweise sortiert. A: SNX-PX-BAR-Proteine, B: SNX-PX-Proteine, C: SNX-PX-
Variabel. Modifiziert nach Cullen (2008).
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3.3.3 Die PX-Domaine

Ein wesentlicher Bestandteil aller identifizierten SNXe ist die PX-Domane, welche eine
Protein-Lipid-Interaktion  vermittelt. = Sie  ermdéglicht die Bindung an
Phosphatidylinositol-3-monophosphat (PI(3)P), aber auch an Phosphatidylinositol-
4,5-diphosphat (PI(4,5)P2), wobei Ersteres eine zentraler Regulator im Endosomen-
sowie Membrantransport ist (Simonsen et al.,, 2001). Die PX-Domane ist ein 100-130
Aminosauren langes Peptid bestehend aus drei antiparallelen -Faltblattern und drei
aufeinanderfolgenden a-Helices (Overduin et al.,, 2015; Song et al.,, 2001; Xu et al,,
2001b). Eine wesentliche Eigenschaft dieser Sekundarstruktur ist eine strukturlose,
Prolin-reiche Schleife zwischen Helix a1l und a2 sowie eine basische, elektropositive
Bindetasche fiir eine direkte Bindung der negativ-geladenen Phosphatgruppen der

Phosphoinositole (Abb. 6A) (Lenoir et al., 2018; Lucas et al., 2016).

o

_ Argéshydroxy | POly-Pro . Inositolring

loop

Diacylglycerol-
' Ruckgrat

Abb. 6: Die PX-Domine und PI(3)P. A: Oberflichenstruktur einer im Komplex mit PI(3)P
kristallisierten PX-Domédne vom p40phox-Protein (PDB-Code: 1H6H). Eine rote Farbung stellt
elektronegative und eine blaue Farbung elektropositive Bereiche dar. Modifiziert nach Teasdale and
Collins (2012). B: Schematische Darstellung eines 3‘-phosphorylierten Inositols (PI(3)P).

Fir die Bindung von zumeist PI(3)P durch die PX-Domane sind drei Aminosduren
verantwortlich: Arginin-70, Tyrosin-71 und Lysin-95. Die Positionen der einzelnen
Aminosduren beziehen sich auf die PX-Domadne im 19 kDa grofden SNX3-Protein.
Arginin-70 ist hierbei wichtig fiir die Bindung des 3‘-Phosphats, welches PI(3)P seinen
numerischen Namen gibt. Das darauffolgende Tyrosin-71 vermittelt neben Arginin-70

die starkste Bindung, da es als aromatische Aminosdure mit dem Inositolring des
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PI(3)P eine Stapelbindung eingeht. Die Mutation beider Aminosauren, Arginin-70 und
Tyrosin-71, sind gut beschriebene Ansatze zu Bindungsstudien der PX-Domane (Xu et
al., 2001a). Die dritte Aminosdure Lysin-95 ist wichtig fiir die Bindung des P1-
Phosphats und damit zur Ausrichtung des Phosphoinositols innerhalb der
Bindungstasche. Die 4‘- und 5‘-Hydroxygruppen des Inositolrings gehen abschlief3end
eine Bindung mit einer hochkonservierten Arginin-Seitenkette ein, was ebenfalls zur
Ausrichtung des PIPs beitragt und eine eventuelle Bindung von 4‘- oder 5°-
phosphorylierten Lipiden ausschliefst (Abb. 6A,B) (Lenoir et al., 2018; Lucas et al,,
2016).

3.3.4 Sorting Nexine und Infektionen

Die Aufnahme von Bakterien in Immunzellen bedarf zum Teil erheblicher
Veranderungen im Vesikeltransport und Membranbewegungen. So sind zum Beispiel
die Ausbildung von phagocytic cups oder Filopodien notwendig, um Pathogene
aufzunehmen. Der Umbau des Aktinzytoskeletts und das zeitlich-rdumliche
Vorhandensein bestimmter Regulatoren sind dafiir entscheidend. Jedoch ist aktuell
noch wenig tiber die potenzielle Rolle von Sorting Nexinen innerhalb dieser Prozesse
bekannt. Das Eindringen von Salmonella enterica ist hierbei das bis jetzt am besten
bekannte Beispiel. Demzufolge ist SNX1 fiir die Organisation des tubuldren Netzwerks
wahrend der Bildung der Vakuolen, die Salmonellen beinhalten (SCV - Salmonella-
containing vacuoles), verantwortlich (Bujny et al., 2008). Eine Depletierung von SNX3
dagegen zeigte eine reduzierte Anzahl an Salmonella-induzierten Filamenten (SIFs)
(Braun et al,, 2010). Neuere Studien zeigen, dass Chlamydia trachomatis SNX5 fiir sich
benutzt, um den Retromer-basierten Transport zu verandern oder zu unterbrechen
(Elwell et al, 2017). Dagegen konnte gezeigt werden, dass SNX10 die
Phagosomenreifung in Makrophagen begiinstigt und vor einer Infektion von Listeria
monocytogenes in Mausmodellen schiitzt (Lou et al.,, 2017).

Die meisten Sorting Nexine wirken mit einem anderen SNX oder anderen
Interaktionspartner zusammen in Transport- und Membranprozessen. Im Verlauf
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben der Gruppe der Sorting Nexine auch
ein Vertreter der Gruppe der Galectine eine entscheidende Rolle bei der Prozessierung

von Borrelien in Makrophagen spielen.
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3.4 Galectine

Kohlenhydratverbindungen kénnen energiereiche Molekiile an Schlisselstellen in
Stoffwechselwegen sein. Sie werden auch verwendet, um Proteine und Lipide zu
modifizieren, beispielsweise um Glykolipide oder -proteine herzustellen, die sowohl in
intrazelluldren als auch extrazellularen Prozessen wichtig sind (Liu et al., 2002).
Zucker-bindende Lektine sind hierbei wichtige Modulatoren vieler solcher Prozesse.
Galectine sind Proteine, die (3-Galaktoside wie N-Acetyllaktosamin binden, welche in
N- und O-verkniipften Glykoproteinen vorhanden sind. Sie sind unter anderem an der
Kontrolle des Pra-mRNA-Spleifdens und bei Prozessen wie Apoptose, Infektion,
Zellzyklus, Zellteilung, Metastasierung und Diabetes beteiligt (Chou et al, 2018;
Fortuna-Costa et al., 2014; Pugliese et al., 2014). Eine Klassifizierung auf der Grundlage

struktureller Ahnlichkeiten umfasst drei verschiedene Typen an Galectinen:

1. Prototyp-Galectine (Galectin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15), die eine
konservierte Domdne zur Erkennung von Kohlenhydraten besitzt (carbohydrate
recognition domain - CRD) und als Monomere oder Dimere vorliegen.

2. Tandem-Galectine (Galectin-4, -6, -8, -9 und -12), die zwei verschiedene CRDs
enthalten, die durch ein linker-Peptid mit bis zu 70 Aminosauren getrennt sind.

3. Galectin-3, welches auch als Chimarentyp bezeichnet wird, enthalt eine CRD, die an

eine N-terminale Region gebunden ist, die nicht zum Lektin gehort.

Die meisten Galectine sind hinsichtlich ihrer Kohlenhydrat-bindenden Aktivitdten
entweder zwei- oder mehrwertig, was die Erkennung mehrerer Bindungspartner und
die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege ermdglicht. Prototyp-Galectine konnen
dimerisieren, Tandem-Galectine vom Repeat-Typ sind mindestens zweiwertig und
Galectin-3 kann durch Bindung an mehrwertige Glykoproteine Oligomere bilden
(Rabinovich et al., 2007; Yang et al.,, 2008). Eine Ubersicht iiber die verschiedenen
Galectin-Typen gibt Abb. 7. Da sich Galectin-9 als wichtiger Interaktionspartner fiir
SNX3 wahrend dieser Arbeit herauskristallisiert hat, wird im Folgenden detailliert auf

diesen Vertreter der Galectin-Familie eingegangen.
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Prototyp Chimarentyp Tandemtyp

goc }gc’; d"co)?c

Galectin-1,-2,-5,-7,-10, hlelia Galectin-4, -6, -8, -9
-11,-13,-14und-15 und-12

Abb. 7: Schema von Aufbau und Strukturen der verschiedenen Vertreter der Galectin-Familie. A:
Prototyp-Galectine, die eine CRD enthalten und Homodimere bilden kénnen. B: Chimarentyp mit
Galectin-3 als einzigen Vertreter. Nach der Ligandenbindung unterliegt Galectin-3
Konformationsdnderungen, die seine Oligomerisierung zu Pentameren ermdoglichen. C: Tandem-repeat-
Galectine, die zwei verschiedene CRDs enthalten, welche durch einen linker miteinander verbunden
sind. Modifiziert nach Rabinovich et al. (2007).

3.4.1 Galectin-9: Struktur und Eigenschaften

Galectin-9 ist ein so genanntes tandem repeat-Galectin, welches zwei konservierte
Domanen zur Erkennung von Kohlenhydraten besitzt (carbohydrate recognition
domain - CRD). Diese CRDs sind durch eine verbindende Sequenz miteinander
verknlpft (linker). Galectin-9 wurde erstmals unabhangig und fast gleichzeitig von drei
verschiedenen Arbeitsgruppen identifiziert: Als eine neue Galectin-Isoform (Wada and
Kanwar, 1997), als Tumorantigen in Zellen von Patienten mit Hodgkin-Lymphom
(Tureci et al., 1997), und als neuer eosinophiler chemischer Lockstoff, der von T-Zellen
produziert wird (Matsumoto et al, 1998). Die Expression von Galectin-9 erfolgt
tiberwiegend in Leber, Diinndarm und Thymus und in geringerer Menge auch in Niere,
Milz, Lunge sowie Herz- und Skelettmuskulatur (Wada and Kanwar, 1997; Wada et al.,
1997). Humanes Galectin-9 hat eine sehr hohe Affinitat flir N-glykosilierte und
verzweigte Oligosaccharide, 1-3-verkniipfte poly-N-Acetyllaktosamine und aZ2-3-
sialysierte Oligosaccharide (Nagae et al., 2009; Nagae et al., 2008; Yoshida et al., 2010),
mit Dissoziationskonstanten (K4) im nanomolaren oder einstelligen mikromolaren
Bereich, bei sialysierten Oligosacchariden im niedrigen zweistelligen mikromolaren
Bereich (Hirabayashi et al., 2002). Fiir die Bindung der Zuckerverbindungen ist jeweils
eine Aminosaure in der Bindungstasche der jeweiligen CRD verantwortlich: Alanin-46

zur Bindung von Forssmann-Pentasacchariden (Nagae et al., 2008), Asparagin-137,
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welche Poly-N-Acetyllaktosamine bindet (Nagae et al., 2009) und Arginin-221 fiir die
Bindung von sialysierten Oligosacchariden (Yoshida et al., 2010).

Es existieren insgesamt drei verschiedene Isoformen von Galectin-9, die auf der
unterschiedlichen Lange der linker-Region basieren: Die kleine Isoform Gal9(S) mit
35kDa, Gal9(M) (36 kDa, auch bekannt als Ecalectin (Hirashima, 1999)) und die
Grofdte, Gal9(L) mit 39 kDa (Sato et al., 2002). Die Expression der drei Isoformen
geschieht nicht einheitlich, so exprimieren T-Zellen zum Beispiel ausschlief3lich

Gal9(M) und Gal9(L), jedoch nicht die kleine Isoform (Chabot et al., 2002).

3.4.2 Expression von Galectin-9 in mikrobiellen Infektionen

Mikrobielle Infektionen erhohen das endogene Expressionslevel von Galectin-9 in
infizierten Wirtszellen. Dies wurde bereits fiir das Dengue-Virus in Endothelzellen
(Warke et al., 2003), fiir Mycobacterium tuberculosis in peritonealen Makrophagen
(Jayaraman et al., 2010) oder fiir das Herpes-Simplex-Virus (HSV) in lymphoiden
Zellen gezeigt (Sehrawat et al,, 2010). Ebenfalls erhohte Expressionslevel an Galectin-9
konnen durch Lipopolysaccharide (LPS), dem haufigsten Bestandteil der dufieren
Membran von Gram-negativen Bakterien, hervorgerufen werden. Vaskulare
Endothelzellen beispielsweise, die mit LPS behandelt wurden, zeigten anschlief3end
stark erhohte Gal9 mRNA- und Proteinlevel (Imaizumi et al., 2007). So verursachen
beide, bakterielle und virale Infektionen, eine Hochregulation der Galectin-9-

Expression in infizierten Zellen.

3.4.3 Duale, antimikrobielle Funktion von Galectin-9

Galectin-9 hat zwei verschiedene Funktionen beziiglich antimikrobieller Immunitat.
Zum einen stimuliert es die angeborene Immunantwort durch die Rekrutierung von
Eosinophilen und erhéht dadurch die antivirale, inflammatorische Antwort (Ishikawa
et al., 2004). Im Falle von Infektionen mit Leishmania major agiert Galectin-9 als ein
Leishmanien-spezifischer Rezeptor in Makrophagen, der zu einer Eliminierung des

Parasiten in Makrophagen beitragt (Pelletier et al., 2003). Der bislang am besten
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beschriebene und charakterisierte Bindungspartner fiir Galectin-9 ist TIM-3 (T-cell
immunoglobulin mucin 3), welches auf spezifischen Untergruppen von T-Zellen sowie
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs) lokalisiert ist (Freeman et
al,, 2010). Die Arbeit von Jayaraman et al. zeigt einen gegenlaufigen TIM-3/Galectin-9-
Signalweg, der die intrazellulare Replikation von M. tuberculosis in Makrophagen
beschrankt (Jayaraman et al.,, 2010).

Die zweite Funktion beinhaltet die Inhibierung der adaptiven Immunantwort,
speziell die T-Zellantwort. So zeigen Galectin-9-Knockoutmduse eine bessere
T-Zellantwort gegeniiber HSV-Infektionen (Sehrawat et al., 2010). Die Arbeiten von
Sehrawat et al. zeigten, dass die Behandlung von Wildtypmausen mit Laktose, einem
kompetitiven Galectin-9-Inhibitor, zu einer erhohten Anti-HSV-Immunantwort fiihrt,
wohingegen die Zugabe von rekombinanten Galectin-9 den gegenteiligen Effekt zur
Folge hatte und die T-Zellantwort blockierte (Sehrawat et al., 2010). Dies zeigt, dass
Galectin-9 an der Aktivierung der angeborenen Immunitat sowie an einer frithzeitigen
Abschaltung der adaptiven Immunantwort wahrend mikrobieller Infektionen beteiligt

ist.

4. Ziel der Arbeit

Es ist wenig iiber die intrazellulare Prozessierung von Borrelien in Immunzellen,
insbesondere iiber den Kompaktierungsmechanismus, bekannt. Zu diesem Zeitpunkt
sind nur wenige Proteine identifiziert, die an der Reifung von Borrelien-haltigen

Phagosomen beteiligt sind.

Diese Arbeit hatte das Ziel, die Proteingruppe der Sorting Nexine in Bezug auf die
Regulation des Phagozytoseprozesses von Borrelia burgdorferi in primaren humanen
Makrophagen genauer zu untersuchen, sowie die zeitlich-rdumlich Koordinierung von
verschiedenen Interaktoren der potenziellen SNXe am Phagosom mechanistisch

darzustellen.

22



Material

5. Material
5.1 Gerate

Tab. 1: Gerite.

Bezeichnung Typ, Hersteller

Autoklav Varioklav, Thermo Scientific, Rockford (USA)

Eismaschine Flockeneisbereiter AF-10, Scotsman, Vernon Hills
(USA)

Filmkassette Hartenstein, Wiirzburg (D)

Gel-Apparaturen horizontal
(DNA-Gelelektrophorese)
Gel-Apparaturen vertikal
(SDS-PAGE)
Heizplatte/Magnetrithrwerk
IKAMAG RET

iBlot2

Inkubatoren

UMACS Separator
NanoDrop ND-1000
NEON Transfektionssystem
Netzgerate
pH-Meter
Photometer
Scanner
Schiittelinkubator
Schiittler
Sterilwerkbank (52)
Vortex-Gerat
Waage

Wasserbad
Zahlkammer
Zentrifugen

PeqLab, Erlangen (D)

PeqLab, Erlangen (D) und
Bio-Rad, Hercules (USA)
Janke&Kunkel GmbH&Co. KG, Staufen (D)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

CB Series, Binder, Tuttlingen (D);

BBD 6220, Heraeus, Hanau (D)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach (D)

PeqLab, Erlangen (D)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

PeqPower 250/300, PeqLab, Erlangen (D)
Mettler-Toledo GmbH, GiefRen (D)

Ultraspec 3100 pro, GE Healthcare, Miinchen (D)
CanoScan 4400F, Canon, Amsterdam (NL)
Certomat BS-1, Sartorius, Gottingen (D)

Edmund Biihler GmbH, Tiibingen (D)

Hera Safe, Thermo Scientific, Rockford (USA)
Janke&Kunkel GmbH&Co. KG, Staufen (D)
440-47N, Kern, Balingen-Frommern (D)

Grant Instruments, Cambridge (GB)

Neubauer Zahlkammer, Hartenstein, Wiirzburg (D)
Sorvall RC-5B, RC28S, Thermo Scientific, Rockford
(USA)

5417R/5810R/MiniSpin, Eppendorf, Hamburg (D)
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5.2 Software

Tab. 2: Software.

Bezeichnung

Typ, Hersteller

GraphPad Prism 5.04
Image] 1.5.1j8
SnapGene Viewer 4.2.9
Serial Cloner 2.6

Swiss PDB Viewer 4.1
Volocity 6

Volocity Demo 6.1.1

GraphPad Software, San Diego (USA)

NIH, Bethesda (USA)

GSL Biotech LLC, Chicago (USA)

Freeware, Entwickler Franck Perez (FR)
Swiss Institute of Bioinformatics, Basel (CH)
PerkinElmer, Waltham (USA)

PerkinElmer, Waltham (USA)

5.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3: Chemikalien und Reagenzien.

Bezeichnung Typ, Hersteller

2-Propanol Merck, Darmstadt (D)
Bradfordreagenz Bio-Rad, Miinchen (D)

BSA Roth, Karlsruhe (D)

CD14 beads Miltenyi Biotec, Teterow (D)

Dimethylsulfoxid >99,5 %
Dinatriumhydrogenphosphat
DPBS

DQ-BSA

ECL Substrat (Femto)

ECL Substrat (Pico)

EDTA

Entwicklerlésung (WB)
Ethanol 96 % vergallt
Fixierungslosung (WB)
Formaldehyd 16 % Methanol-frei
Formaldehyd-Lésung 37 %
Glycin >99 %

Hoechst 33342

Incidin Plus Desinfektion
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Thermo Scientific, Karlsruhe (D)
Life Technologies, Carlsbad (USA)
Thermo Scientific, Karlsruhe (D)
Thermo Scientific, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)

AGFA, Mortsel (BE)

Roth, Karlsruhe (D)

AGFA, Mortsel (BE)

Roth, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, Seelze (D)
Sigma-Aldrich, Seelze (D)

Life Technologies, Carlsbad (USA)
ecolab, Saint Paul (USA)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Lymphozyten Separations Medium 1077  PAA Laboratories, Pasching (D)

Milchpulver
Mowiol 4-88

Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
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Natriumchlorid
Natriumhydroxid 32 %
Proteaseinhibitor
Saccharose

Salzsdaure 2 N

SDS

SiR-DNA (silicone rhodamine DNA)

Triton X-100
Tris-HCI
Tween 20

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roche, Penzberg (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Spirochrome, Stein am Rhein (CH)
Sigma-Aldrich, Seelze (D)
Sigma-Aldrich, Seelze (D)
Sigma-Aldrich, Seelze (D)

5.4 Verbrauchsmaterialien

Tab. 4: Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Typ, Hersteller

Deckgldschen (12 mm + 18 mm)

Dialysekassetten Slide-A-Lyser

Einwegskalpel
Einwegspritzen

2ml, 5ml, 20 ml
Kaniilen

Kodak X-Omat AR Filme
Objekttrager

Parafilm ,M*“
Pasteurpipetten, Glas
Petrischalen 12 mm + 22 mm
WillCo-dish® mit Glasboden
Pinzetten

Pipettenspitzen

10 pl, 200 pl, 1000 pl
6-/12-Loch-Platten
Reaktionsgefaf3

0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppis)
Reaktionsgefafd 15 ml, 50 ml
(Falcon-Rohrchen)
serologische Messpipetten
1ml, 5ml 10 ml, 25 ml
Sterilfilter, Filtopur S, 0,2 pm
Stericup Vacuum Filter

Cubs 0,2 pm mit Flasche

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG,
Sondheim v. d. Rhoén (D)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)

GE Healthcare, Miinchen (D)
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG,
Sondheim v. d. Rhon (D)

American Can Company, Jersey City (USA)
Brand, Wertheim (D)

WillCo Wells B.V., Amsterdam (NL)

Manufactures D’Outils Dumont SA, Montignez (CH)

Sarstedt, Niimbrecht (D)

Sarstedt, Niimbrecht (D)
Sarstedt, Niimbrecht (D)

Sarstedt, Niimbrecht (D)
Sarstedt, Niimbrecht (D)

Sarstedt, Niimbrecht (D)
Millipore, Billerica (USA)
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5.5 Grofdenstandards

Tab. 5: DNA- und Protein-Grofenstandards.

Bezeichnung

Typ, Hersteller

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
PageRuler Plus prestained Protein
Ladder

PageRuler Plus unstained

Protein Ladder

Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe

Thermo Scientific, Karlsruhe

5.6 Kits

Tab. 6: Kits.

Bezeichnung

Typ, Hersteller

DNA Clean & Concentrator-5
EndoFree Plasmid Maxi Kit
Neon Transfection System
NOVEX Colloidal Blue
Staining Kit

Pierce BCA Protein Assay Kit
Pierce Silver Stain for Mass
Spectrometry

QIAquick Spin Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
TGX FastCast Acrylamide Kit
(10 % + 12 %)

ZR Plasmid Miniprep-Classic

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg (D)
Life Technologies, Carlsbad (USA)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

Thermo Scientific, Karlsruhe

Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
BioRad, Miinchen (D)

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg (D)

5.7

Medien und Zusitze fiir die Zellkultur

Tab. 7: Medien und Zusitze fiir primidre humane Monozyten bzw. Makrophagen.

Bezeichnung

Typ, Hersteller

RPMI1640 Basismedium
L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin-
Losung (100x)

Autologes, humanes Serum

Thermo Scientific, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, Seelze (D)

Transfusionsmedizin, Uniklinik Hamburg-
Eppendorf (D)
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Tab. 8: Medien und Zusitze fiir Borrelia burgdorferi.

Bezeichnung Typ, Hersteller
BSK-H Bio&Sell, Feucht (D)
Kanamycin (200 ug/ml) Serva, Heidelberg (D)
Gentamycin (100 pg/ml) Serva, Heidelberg (D)
Kaninchenserum (6 % (v/v)) Bio&Sell, Feucht (D)

5.8 Enzyme

Tab. 9: Allgemeine Enzyme.

Bezeichnung Typ, Hersteller

Alkalische Phosphatase NEB, Frankfurt/Main (D)
Accutase eBioscience, San Diego (D)
Pfu-Polymerase Thermo Scientific, Karlsruhe (D)
T4-DNA-Ligase Promega, Mannheim (D)

Tab. 10: Restriktionsendonukleasen.

Erkennungssequenz  Reaktionstemperatur

Bezeichnung (5'>3* °C] Hersteller
BamHI GI{GATCC 37°C Thermo Scientific
Xhol GTICGAG 37°C Thermo Scientific
EcoRI GIAATTC 37°C Thermo Scientific
Kpnl GGTACIC 37 °C Thermo Scientific
*|: Schnittstelle innerhalb der Erkennungssequenz.
5.9 Bakterienstimme und Zelllinien
Tab. 11: E. coli-Stamme.
Bakterienstamm  Genotyp Referenz
E. coli DH5a F-®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 Hanahan et al. (1991)
endA1l ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR nupG hsdR17(rK- mK+), A-
E. coli One Shot F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Thermo Scientific,
TOP10 ®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 Karlsruhe (D)
A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1l
nupG
E. coli One Shot F-ompT hsdSB (rB-mB-) gal decm Thermo Scientific,
BL21-Al araB::T7RNAP-tetA Karlsruhe (D)
(arabinose-
induced)
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Tab. 12: Borrelia burgdorferi-Stamme.

Stamm Kurzbeschreibung Referenz

B31 B31 ATCC 35210 Johnson et al. (1984)

GBC726 5A4 NP1 (kank) + pTM61 (GFP, genR), Moriarty et al. (2008)
clone 2

5.10 Antikorper

Tab. 13: Primédre Antikorper. Verd. WB: Verdiinnung in immunochemischer Farbung nach Western
Blotting, Verd. IF: Verdiinnung in Immunfluoreszenz.

Antikorper Spezies Klonalitit Verd. WB  Verd.IF Hersteller
anti-SNX3 Ziege polyklonal - 1:100 Santa Cruz
anti-SNX3 Kaninchen polyklonal 1:200 - Proteintech
anti-SNX1 Maus monoklonal 1:1000 1:100 BD Biosciences
anti-Gal9 Kaninchen polyklonal 1:500 1:200 Proteintech
anti-Borrelia  Kaninchen polyklonal 1:1000 1:1000 Antibodies
burgdorferi online
anti-Borrelia  Maus monoklonal 1:1000 1:1000 Novus
burgdorferi Biologicals
anti-GFP Kaninchen polyklonal 1:5000 - Novus
Biologicals
anti-pan- Maus monoklonal 1:5000 - Merck
Aktin Millipore

Tab. 14: Sekundire Antikoérper und Farbstoffe. WB: Verdiinnung in immunochemischer Farbung
nach Western Blotting, IF: Verdiinnung in Immunfluoreszenz. AF: AlexaFluor-Fluorophore mit
Wellenldnge in nm.

Antikorper Spezies Klonalitat Verd. WB Verd. IF Hersteller
anti-Maus-HRP Schaf polyklonal 1:5000 - GE Healthcare
anti-Kaninchen-  Esel polyklonal 1:10000 - GE Healthcare
HRP

anti-Ziege-HRP Kaninchen polyklonal 1:5000 - abcam
anti-Maus- Esel oder polyklonal - 1:200 Thermo
AF488/568/647 Ziege Scientific
anti-Kaninchen-  Esel oder polyklonal - 1:200 Thermo
AF488/568/647 Ziege Scientific
anti-Ziege- Esel monoklonal - 1:200 Thermo
AF488/568/647 Scientific
Phalloidin - - - 1:50 Thermo
AF488/568/647 Scientific
Hoechst 33342 - - - 1:1000 Thermo

oder DAPI Scientific
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5.11

Oligonukleotide

Tab. 15: DNA-Oligonukleotidsequenzen.

Nr. Bezeichnung Sequenz (5'— 39

P01 SNX3_fw AAAAAAGGTACCCCGCGGAGACCGTGGCTGACACCC

P02 SNX3_AC_rev TTTTTTGGATCCTCAATCTATTATTTCATCTTGTAAAAAC
P03 SNX3_N+a_rev TTTTTTTTTGGATCCTCAGCTGGGGGGTCCGTAGG

P04 SNX3_AN_fw AAAAAAGGTACCCCAACCTGAATGACGCCTACGGACCC
P05 SNX3_rev TTTTTTGGATCCTCAGGCATGTCTTATTTTAGATGG

P06 SNX3_PX+C_fw AAAAAAGGTACCCCAACTTCCTCGAGATCGATGTGAGC
P07 SNX3_C_fw AAAAAAGGTACCCCAAAAGCTATACTCCATCT

P08 SNX3_C_rev TTTTTTGGATCCTCAGGCATGTCTTATTTT

P09 Gal9_fw AAAAAACTCGAGCCGCCTTCAGCGGTTCCCAGGCTCCCTAC
P10 Gal9_rev TTTTTTGGTACCTCATGTCTGCACATGGGTCAGCTGGATGT
P11 SNX3_PX_fw GAAAGAATCTACTGTTAGAAGAAGAGCCAGTGACTTTG
P12 SNX3_PX_rev CAAAGTCACTGGCTCTTCTTCTAACAGTAGATTCTTTC
P13 SNX3_si-insens_fw GAAAGCGTTTTTGCGGCAGCTTCCATTCAGAGGAGATG
P14 SNX3_si-insens_rev CATCTCCTCTGAATGGAAGCTGCCGCAAAAACGCTTTC
P15 SNX3_GST_fw AAAAAAGGATCCGCGGAGACCGTGGCTGACACCC

P16 SNX3_GST_rev AAAAAAGAATTCTCAGGCATGTCTTATTTTAGATGG
P17 KIF5A_stop_fw CGGCATGGACGAGCTGTACAAGTGATCCATGAATGGAGC
P18 KIF5A_stop_rev GCTCCATTCATGGATCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG
P19 Gal9_CRD1_fw AAAAAACTCGAGCCTTTTCTGGGACTATTCAAGGAGG
P20 Gal9_CRD1_rev TTTTTTGGTACCTCAGAAGCTGATGTAGGACAGCTGC
P21 Gal9_linker_fw AAAAAACTCGAGCCCAGAACCCCCGCACAG

P22 Gal9_linker_rev TTTTTTGGTACCTCAAGGCATCGGATAGGCGGG

P23 Gal9_si-insens_fw CAGGACGGACTACAAATAACAGTCAATGGGACC

P24 Gal9_si-insens_rev GGTCCCATTGACTGTTATTTGTAGTCCGTCCTG

P25 Gal9_A46V_fw GGAACCAGGTTTGTTGTGAACTTTCAGACTGG

P26 Gal9_A46V_rev AAAGTTCACAACAAACCTGGTTCCACTGGCAGC

P27 Gal9_N137A_fw ATCTCCGTCGCTGGCTCTGTGCAGCTGTCCTA

P28 Gal9_N137A_rev TGCACAGAGCCAGCGACGGAGATGGTGTCCAC

P29 Gal9_R252A _fw CAGTGCTCAGGCGTTCCACATCAACCTGTGCT

P30 Gal9_R252A rev TTGATGTGGAACGCCTGAGCACTGGGCAGGAC

Tab. 16: SiRNA-Oligonukleotidsequenzen.

Nr. Bezeichnung Sequenz (5'- 3°)

RO1 SNX3 #1 GCGUCAGCUUCCUUUUAGA-(dTdT)
RO2 SNX3 #2 CUCAUAUGCUCAGUUUUGU-(dTdT)
RO3 SNX1 #1 AAGAACAAGACCAAGAGCCAC-(dTdT)
R04 SNX1 #2 GAACAAGACCAAGAGCCAC-(dTdT)
RO5 Gal9 #1 GGACUUCAGAUCACUGU-(dTdT)

RO6 Gal9 #2 GGAAGACACACAUGCCUUUCC-(dTdT)
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5.12 Plasmide

Tab. 17: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid Resistenz Referenz

GFP-SNX3 Kanamycin Braun et al. (2010)
RFP-SNX3 Kanamycin Pons et al. (2008)
Rab5a-RFP Kanamycin von S. Grinstein erhalten
SNX1-GFP Kanamycin von S. Grinstein erhalten
SNX4-GFP Kanamycin von L. Binkle erhalten
GFP-SNX8 Kanamycin Dyve et al. (2009)
mCherry-SNX9 Ampicillin Posor etal. (2013)
GFP-SNX12 Kanamycin Pons etal. (2012)
SNX17-GFP Kanamycin Bottcher et al. (2012)
SNX27-GFP Kanamycin Tseng et al. (2014)
SNX31-GFP Kanamycin Tseng et al. (2014)
PX-p40phox-GFP Kanamycin addgene #19010, von M. Yaffe
GFP-PHD-Ing2x3 Kanamycin addgene #21589, von |. Yuan
MLNx2-GFP Kanamycin Hammond and Balla (2015)
GFP-P4M-SidM Kanamycin Hammond et al. (2014)
TAPP1-PH-GFP Kanamycin Kimber et al. (2002)
PH-PLC61-GFP Kanamycin Varnai and Balla (1998)
PH-AKT-GFP Kanamycin Sason et al. (2009)

EGFP-C1 Kanamycin Clonetech, Mountain View (USA)
EGFP-C2 Kanamycin Clonetech, Mountain View (USA)
pGEX-2T Ampicillin GE Healthcare, Miinchen (D)
GFP-SNX3 Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-SNX3-Y71A Kanamycin diese Arbeit
GFP-SNX3-Y71A Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GST-SNX3 Ampicillin diese Arbeit
GST-SNX3-Y71A Ampicillin diese Arbeit

GFP-SNX3-AN Kanamycin diese Arbeit
GFP-SNX3-PX+C Kanamycin diese Arbeit

GFP-SNX3-N+a Kanamycin diese Arbeit

GFP-SNX3-AC Kanamycin diese Arbeit

GFP-SNX3-C Kanamycin diese Arbeit

GFP-SNX3-AN Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-SNX3-PX+C Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-SNX3-AC Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

TurboGFP-Galectin-9 Ampicillin OriGene, Herford (D)
GFP-Gal9 Kanamycin diese Arbeit
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KIF5A-GFP-CIBN Kanamycin addgene #102252, von B. Cui
KIF5A-GFP Kanamycin diese Arbeit

GFP-Myole Kanamycin Ouderkirk and Krendel (2014)
GFP-Rab35 Ampicillin Klinkert and Echard (2016)
GFP-Gal9-ACRD?2 Kanamycin diese Arbeit

GFP-Gal9-AN Kanamycin diese Arbeit
GFP-Gal9-linker+CRD2 Kanamycin diese Arbeit
GFP-Gal9-N+CRD1 Kanamycin diese Arbeit
GFP-Gal9-CRD1+linker Kanamycin diese Arbeit
GFP-Gal9-ACRD?2 Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-AN Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-N+CRD1 Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-CRD1+linker Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-A46V Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-N137A Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-R252A Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-A46V+N173A Kanamycin diese Arbeit
siRNA-insensitiv

flotillin-1-mCherry Kanamycin Baumann et al. (2012)
flotillin-2-mCherry Kanamycin Baumann et al. (2012)
GFP-Rabé6a Kanamycin Rzomp et al. (2003)
GFP-Rab8a Kanamycin Henry and Sheftf (2008)
GFP-Rab10 Kanamycin Schuck et al. (2007)
GFP-Rab18 Kanamycin addgene #49550, von M. Scidmore
GFP-Rab21a Kanamycin Simpson et al. (2004)
GFP-SNAP23 Kanamycin Williams et al. (2014)

Die paarweise Verwendung bestimmter Oligonukleotide zu allen in dieser Arbeit

erstellten Konstrukte werden nachfolgend in Kap. 6.2.9 in Tab. 21 dargestellt.
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6. Methoden
6.1 Mikrobiologische Methoden

6.1.1 Vorbereiten von Geriten und Losungen

Hitzestabile Gerate und Losungen wurden fiir 20 min bei 121 °C und einem Druck von
2 bar autoklaviert. Hitzelabile Losungen wurden als Konzentrate hergestellt und mit

Hilfe eines Membranfilters mit einer Porengréfde von 0,2 um steril filtriert.

6.1.2 Anzucht und Lagerung von Escherichia coli

Die verwendeten E. coli-Stimme (Tab. 11) wurden in LB-Fliissigmedium oder auf LB-
Agarplatten mit entsprechenden Antibiotikazusatzen zur Selektion bei 37 °C kultiviert.
Die Aufbewahrung der Stimme auf den Nahrboden erfolgte bei 4 °C. Zur langfristigen

Lagerung wurden die Stimme als Glyzerinkulturen bei -20 °C und -80 °C gelagert.

LB-Fliissigmedium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, pH 7.2, ad 1 1 H20
LB-Agar 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 16 g Agar-Agar,
pH7.2,ad 11H20

6.1.3 Transformation kompetenter Bakterien

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli DH5a-Zellen erfolgte zuvor wie in
Hanahan et al. (1991) beschrieben. E. coli BL21 Al- und E. coli TOP10-Zellen wurden
vom in Tab. 11 angegeben Hersteller bezogen. Zur Transformation der jeweiligen
Stamme wurde von diesen 50 pl mit 50-100 ng Plasmid-DNA versetzt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 60 s bei 42 °C und eine anschlief3ende
finfminttige Inkubation auf Eis. Zu dem Ansatz wurden 250 pl auf 37 °C vorgewarmtes
SOC-Flissigmedium (ohne Antibiotikazusatz) gegeben und 1 h bei 800 rpm und 37 °C
im Thermoschiittler inkubiert. Abschlief3end wurden die Zellen bei 3000g und RT fiir
2 min sedimentiert, auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotikazusitzen

ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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SOC-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Trypton, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCl, 10 mM MgClz, 10 mM MgS04, 20 mM Glukose,
pH 6.8

6.2 Molekularbiologische Methoden
6.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini-Prep)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurden fiir eine Mini-Praparation
das ZR Plasmid Miniprep-Classic Kit und fiir eine Maxi-Prdparation das EndoFree
Plasmid Maxi Kit verwendet. Beide Praparationen unterscheiden sich in der Reinigung
verschieden grofder Kulturvolumina und damit auch in der Ausbeute an Plasmid-DNA
bezogen auf Zielkonzentration und -volumina. Fiir die Isolierung wurden 4 ml (Mini)
bzw. 100 ml (Maxi) LB-Medium mit entsprechenden Antibiotikazusatzen mit Zellen
einer Kolonie angeimpft und schiittelnd tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach 14-16 h
wurden die Kulturen bei 4 °C und 4.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Die sedimentieren
Zellen wurden gemaf? Herstelleranleitung resuspendiert, lysiert und die Plasmid-DNA
tiber Sdulen gereinigt. Die abschliefiende Elution erfolgte schlief3lich mit 20 pl (Mini)
und 200-300 pl (Maxi) sterilem ddH2O.

6.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird zur in vitro Amplifikation von DNA-
Sequenzen genutzt (Mullis et al., 1986). Die Durchfiihrung der PCR erfolgte in 250 pl
Reaktionsgefafden. Nach Beendigung der Reaktionsabfolge (Tab. 19) wurden die
Ansatze entweder bei 4°C gelagert oder anschlieflend direkt mittels
Agarosegelelektrophorese untersucht. Die PCR-Ansdtze wurden wie folgt

zusammengesetzt:
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Tab. 18: Ubersicht PCR-Reaktionsansatz.

Zutaten Menge
DNA-Matrize 50-100ng
forward Primer (10 mM) 1l

reverse Primer (10 mM) 1l

10x PCR-Puffer 5ul
Desoxynukleotide 40 mM (je 10 mM) 1ul
Phusion-Polymerase (2 U/ul) 0,5 ul
ddH20 ad 50 ul

Tab. 19: Reaktionsabfolge der PCR.

Schritt ZyKklen Zeit Temperatur
initiale Denaturierung 1 5:00 min 95 °C
Denaturierung 0:30 min 95 °C
Annealing 30 0:45 min 50-65 °C **
Elongation 1 min/kbp* 72 °C
finale Elongation 1 5 min 72°C

*1 min je 1000 bp des zu erwarteten DNA-Amplifikationsproduktes
** 5 °C unter mittlerer Schmelztemperatur (Tm) des hybridisierenden
Bereiches des jeweiligen DNA-Oligonukleotids

6.2.3 Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die partielle Hydrolyse von Plasmid-DNA mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen erfolgte gemaf, den vom Hersteller der Enzyme
empfohlenen Puffer- und Temperaturbedingungen. Je 1 pg DNA wurde mit 1 U
Restriktionsenzym sowie dem entsprechenden Restriktionspuffer versetzt und jeweils
immer fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss an den Verdau wurden die

geschnittenen DNA-Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt.
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6.2.4 DNA-Agarosegelelektrophorese

Zur gelelektrophoretischen Trennung von DNA-Fragmenten wurden die zu
analysierenden Proben mit 6-fachen DNA-Ladepuffer versetzt und in die
Probentaschen eines 1% (w/v) Agarosegels pipettiert. Die Agarose wurde zuvor in
1-fachem Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) durch Aufkochen gelost. Nach
Abkthlen auf ca. 40°C wurde SybrSafe in einer Endkonzentration von 0,1 pg/ml
zugegeben, die fllissige Agarose in eine horizontalen Gelkammer gegeben, ein Kamm
eingesetzt und das Gel abgekiihlt. Die Auftrennung der DNA Fragmente erfolgte bei
einer angelegten Spannung von konstanten 100 V tiber einen Zeitraum von ca. 30-40
min in TAE-Puffer. Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgte die Visualisierung der
Banden mit Hilfe des interkalierenden SybrSafe-Farbstoffes unter UV-Licht, die
elektronische Erfassung der Gele iiber die Geldokumentation sowie ein Ausschneiden

der gewlinschten Fragmente mittels eines sterilen Skalpells zur weiteren Reinigung.

DNA-Ladepuffer (6x) 10 mM Tris-HCI pH 7.6, 0,03 % (w/v) Bromphenolblau,
0,03 % (w/v) Xylencyanol, 60 % (v/v) Glycerol,
60 mM EDTA

TAE-Puffer (1x) 40 mM Tris-HCI pH 8.4, 20 mM Acetat, 1 mM EDTA

6.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung der gewilinschten DNA-Fragmente aus dem Agarosegel wurde das
QIAquick Spin Gel Extraction Kit verwendet. Zundchst wurden die gewiinschten DNA-
Fragmente mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die entfernten Gelstiicke
wurden in 1,5 ml Reaktionsgefafde iiberfiihrt, gewogen und mit 3 Gelvolumen QG-
Puffer versetzt. Dabei entsprachen 100 pg Gel 100 pl Puffer. Die Isolation und
Reinigung der DNA aus Agarosegelen erfolgte gemafd Herstelleranleitung. Die

abschliefdende Elution erfolgte mit 20 pl sterilem ddH:zO0.

35



Methoden

6.2.6 Quantifizierung von isolierter DNA und PCR-Amplifikaten

Die Konzentrationsbestimmung von DNA nach Isolierung oder von PCR-Amplifikaten
erfolgte photometrisch mittels NanoDrop bei einer Wellenldnge von 260 nm. Eine
Extinktion von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA bzw. 40 pg/ml einzelstrangiger DNA oder RNA. Das Verhaltnis der Extinktionen
0D260 zu OD2s0, welches ein Maf? fiir die Reinheit der isolierten DNA darstellt, sollte bei

1,8-2,0 liegen.

6.2.7 Dephosphorylierung von partiell hydrolysierter DNA

Um eine Religation des verwendeten Vektors zu verhindern, wurden die 5’-Enden der
linearisierten Vektor-DNA mit 1 pl alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Die
Reaktion und Hitzeinaktivierung wurde nach Angaben des Herstellers in einem

Gesamtvolumen von 10 pl durchgefiihrt.

6.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation der DNA-Fragmente zu einem zirkuldren Plasmid mit gewiinschtem insert
erfolgte mit Hilfe von T4-DNA-Ligase. Die partialhydrolysierte und isolierte insert-DNA
sowie Vektor-DNA wurden mit T4-DNA-Ligase in Ligasepuffer vermischt und
entweder bei RT fiir 2 h oder bei 16 °C iiber Nacht inkubiert. Als Religationskontrolle
wurde ein Ansatz wie oben beschrieben, jedoch ohne insert-DNA, verwendet. Der

Ligationsansatz wurde wie folgt zusammengesetzt:

Tab. 20: Ubersicht Ligationsansatz.

Menge Zutaten

100 ng dephosphorylierter Vektor
3 bis 5-facher Uberschuss insert

2ul 10x Reaktionspuffer

1l T4-DNA-Ligase

ad 20 pl ddH20
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6.2.9 Klonierungsiibersicht von in dieser Arbeit konstruierten Plasmide

Tab. 21: Oligonukleotid-Paarungen und DNA-Matrizen fiir Plasmidkonstruktion.

Konstrukt verwendete Oligonukleotide DNA-Matrize
GFP-SNX3-AC P01+P02 GFP-SNX3
GFP-SNX3-N+« P01+P03 GFP-SNX3
GFP-SNX3-AN P04+P05 GFP-SNX3
GFP-SNX3-PX+C P05+P06 GFP-SNX3
GFP-SNX3-C P07+P08 GFP-SNX3
GFP-SNX3-Y71A P11+P12 GFP-SNX3
GFP-SNX3 P13+P14 GFP-SNX3
siRNA-insensitiv

GFP-SNX3-Y71A P13+P14 GFP-SNX3-Y71A
siRNA-insensitiv

GST-SNX3 P15+P16 GFP-SNX3
GST-SNX3-Y71A P15+P16 GFP-SNX3-Y71A
GFP-Gal9 P09+P10 TurboGFP-Galectin9
GFP-Gal9-ACRD2 P09+P22 GFP-Gal9
GFP-Gal9-AN P19+P10 GFP-Gal9
GFP-Gal9-linker+CRD2 P21+P10 GFP-Gal9
GFP-Gal9-N+CRD1 P09+P20 GFP-Gal9
GFP-Gal9-CRD1+linker P19+P22 GFP-Gal9
GFP-Gal9 P23+P24 GFP-Gal9
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-ACRD2 P23+P24 GFP-Gal9-ACRD2
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-AN P23+P24 GFP-Gal9-AN
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-N+CRD1 P23+P24 GFP-Gal9-N+CRD1
siRNA-insensitiv

GFP-Gal9-CRD1+linker P23+P24 GFP-Gal9-
siRNA-insensitiv CRD1+linker
GFP-Gal9-A46V P25+P26 GFP-Gal9 siRNA-
siRNA-insensitiv insensitiv
GFP-Gal9-N137A P27+P28 GFP-Gal9 siRNA-
siRNA-insensitiv insensitiv
GFP-Gal9-R252A P29+P30 GFP-Gal9 siRNA-
siRNA-insensitiv insensitiv
GFP-Gal9-A46V+N137A P27+P28 GFP-Gal9-A46V

siRNA-insensitiv

siRNA-insensitiv
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6.3 Zellkulturtechnische Methoden

6.3.1 Isolierung und Kultivierung primarer, humaner Monozyten

Primare, humane Monozyten wurden aus so genannten buffy coats isoliert, welche ein
Nebenprodukt der Aufarbeitung einer Vollblutspende sind. Diese beinhalten
grofdtenteils Leukozyten und Thrombozyten und stellen weniger als 1 % des Anteils
am gesamten Vollblut dar. Die Hauptmethode bei dieser Prdparation stellt einerseits
die Saccharosedichtegradientenzentrifugation (SDGZ) mit Hilfe von Ficoll und
Natriumdiatrizoat dar. Diese beiden Bestandteile ergeben das Lymphozyten-
separationsmedium (LSM). Dartiber hinaus erfolgt die Bindung und eigentliche
[solierung von CD14-positiven Monozyten aus dem buffy coat mit Hilfe von mit
magnetischen Kiigelchen (beads) gekoppelten Anti-CD14-Antikérpern und einem
Magneten.

Zirka 16 h vor der Praparation wurden die frisch gewonnen buffy coats auf
einem Schiittler tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zu Beginn der Isolierung erfolgte das
vorsichtige Uberdecken von je 15 ml LSM mit je zirka 20 ml buffy coat in einem 50 ml
Reaktionsgefafd. Da ein buffy coat eines Spenders zumeist zirka 60 ml beinhaltete
wurden pro Spender drei 50 ml Reaktionsgefafie fiir die SDGZ vorbereitet. Die
vorbereiteten Rohrchen rotierten fiir 30 min bei 460g und 4°C (ohne starke
Beschleunigung und Bremse der Zentrifuge). Nach Abschluss der Zentrifugation wurde
die milchig-weifde Interphase abgenommen und in je ein mit 10 ml kaltem RPMI-
Medium gefiilltem 50 ml Reaktionsgefafd gegeben und mit kaltem RPMI auf 50 ml
aufgefiillt. Im Folgenden wurden die Zellen durch erneutes Zentrifugieren bei 460 g
und 4°C fiir 10 min und Waschen mit RPMI sukzessive in einem Reaktionsgefaf3
vereint. Nach einem abschlief3enden Zentrifugationsschritt (460 g, 4 °C, 10 min) wurde
der Uberstand verworfen und die sedimentierten Zellen in 1,5 ml kalten
Monozytenpuffer resuspendiert. Zu dieser Suspension erfolgte die Zugabe von 250 pl
magnetischen CD14-beads und eine 15-miniitige Inkubation auf Eis. Wahrenddessen
wurden je Spender eine Sdule in einem Magnetstander fixiert, mit einem Vorfilter
versehen und mit 1 ml Monozytenpuffer aquilibriert. Die nun mit den magnetischen
beads gekoppelten CD14*-Monozyten wurden auf die Sdule pipettiert, anschlief3end
zweimal mit Monozytenpuffer gewaschen und schliefdlich mit weiteren 3 ml

Monozytenpuffer und durch Entnahme der Saule aus dem Magnetstinder in 20 ml
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kaltem RPMI eluiert. Die Zellzahl der isolierten Monozyten wurde mit Hilfe einer
Neubauerzahlkammer bestimmt und schlussendlich 2 - 106 Zellen in 1 ml RPMI pro
Kavitat einer 6-Loch-Zellkulturplatte ausgesat. Nach 2-4 h, nachdem die Monozyten
adharent waren, wurde das RPMI-Medium entfernt und durch 1,5 ml
Monozytenmedium ersetzt. Ein weiterer Medienwechsel erfolgte ebenfalls wieder mit
Monozytenmedium nach 24 h. Wahrend der nachsten 6-7 Tage erfolgte abschlief3end
die Differenzierung zu primdren, humanen Makrophagen durch im Medium
befindliche Wachstumsfaktoren und Zytokine. Die Kultivierung der Monozyten bzw.
Makrophagen erfolgte zu jeder Zeit und bei allen Folgeexperimenten im Inkubator bei

37 °C, 5 % COz und 90 % Luftfeuchtigkeit.

Monozytenpuffer DPBS pH 7.4, 2 mM EDTA,

0.5 % (w/v) humanes Serumalbumin

6.3.2 Ablosen von adhdrenten Makrophagen

Zur Subkultivierung oder Transfektion mit Plasmid-DNA der zuvor isolierten
primdren, humanen Makrophagen wurden diese von der Zellkulturplatte abgeldst.
Hierfiir wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit sterilem DPBS gewaschen
und anschlief}end 500 pl Accutase pro Kavitdat hinzugegeben und fiir 20 min im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden 500 pl Monozytenmedium zugegeben und die
Zellen durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren abgeldst und in einem 15 ml
Reaktionsgefafd gesammelt. Anschlief3end wurde die Zellsuspension bei 460 g und RT
fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die sedimentierten Zellen in
5 ml sterilem DPBS resuspendiert. Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe einer
Neubauerzihlkammer bestimmt und die bendtigte Menge an Zellen fir

Folgeexperimente erneut zentrifugiert (460 g, RT, 5 min).
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6.3.3 Transiente Transfektion von primdren Makrophagen mit Plasmid-DNA

Die Transfektion ausdifferenzierter Makrophagen mit Plasmid-DNA erfolgte 6-8 Tage
nach Prédparation mit Hilfe des Neon Elektroporationssystems (Invitrogen).
Transfizierte Makrophagen wurden entweder auf Deckglaschen mit 12 mm bzw. 18
mm Durchmesser oder in Zellkulturschalen mit Glasboden (12 mm bzw. 22 mm
Durchmesser) ausgesit. Grundsatzlich erfolgte die Transfektion von 100.000 Zellen
mit 0,5 ug hochreiner Plasmid-DNA, mit Ausnahme der Konstrukte RFP-SNX3, RFP-
Rab5a, mCherry-SNX9 und Flotillin-2-mCherry da hierbei die Transfektionseffizienz
durch Einsatz der doppelten Konzentration um ein Vielfaches hoher gewesen ist
(1 ug/100.000 Zellen).

Die zuvor abgelosten Zellen wurden sedimentiert und 100.000 Zellen in 12 pl
R-Puffer resuspendiert sowie nachfolgend in einem 1,5 ml Reaktionsgefafs mit 0,5 pg
DNA vermischt. Zusatzlich wurde eine mit 3 ml E2-Puffer gefiillte Transfektionskiivette
in das Transfektionssystem eingesetzt. Die Aufnahme der Zell-DNA-Suspension
erfolgte luftblasenfrei in 10 pl Transfektionsspitzen und diese wurde in die Kiivette
eingesetzt. Der anschliefRende Elektroimpuls erfolgte zweimal fiir 40 ms bei 1.000 V.
Hierbei wird die Zellmembran permeabel, sodass eine Aufnahme der zuvor mit der
Zellmembran assoziierten Plasmid-DNA sehr wahrscheinlich ist. Die transfizierten
Zellen wurden anschlieffend sofort in 100 ul auf 37 °C vorgewadrmtes
Monozytenmedium gegeben und auf 12 mm Deckgldschen ausgesat. Nach 1 h wurden
weiter 900 pl Medium dazugegeben. Fiir die Transfektion und Subkultivierung von
Makrophagen auf Glasbéden mit 18 mm und 22 mm Durchmesser wurden Zellzahl,

Plasmidmenge, R-Puffer und Monozytenmedium verdoppelt.

6.3.4 Transfektion von primaren Makrophagen mit siRNA (RNA-Interferenz)

Zur fast vollstandigen Depletierung (Knockdown) bestimmter Zielproteine nutzt man
die Methode der RNA-Interferenz, bei welcher mit Hilfe doppelstrangiger RNA (small
interfering RNA, kurz: siRNA) die transkribierte mRNA vor der Translation abgebaut
wird (Fire et al., 1998). Fir die Transfektion von Makrophagen mit siRNA wurde

Viromer Blue nach Herstellerangaben verwendet. Am Tag der Transfektion wurde das
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Kulturmedium entfernt und die adhdrenten Makrophagen mit DPBS gewaschen. Es
erfolgte anschliefend die Zugabe von 2 ml Monozytenmedium sowie die Zugabe des
Viromer-siRNA-Gemisches mit siRNA in einer finalen Konzentration von 100 nM,
welches zuvor fiir 15 min zusammen bei RT inkubierte. Die Transfektion mit SNX1-
und SNX3-spezifischer siRNA erfolgte am Tag 0 einmal, dagegen wurden fiir die
Depletion von Galectin-9 nach 48 h erneut 100 nM siRNA transfiziert. Alle Zellen
wurden 72-76 h nach der ersten Transfektion gesichtet und fiir weiterfithrende

Experimente subkultiviert.

6.3.5 Versuch zur Bestimmung der Kompaktierungsrate

Mit Hilfe dieser Versuchsart wurden Effekte bzw. Einfliisse von Zielproteinen und
Phospholipiden auf die Kompaktierung von Borrelien untersucht, die durch
Transfektion von Makrophagen mit Plasmid-DNA, siRNA oder Behandlung mit
Inhibitoren hervorgerufen worden. Hierfiir wurden behandelte Makrophagen auf
12 mm Deckgldschen subkultiviert, mit Borrelien infiziert (MOI 100:1) und mittels
Immunfluoreszenzfarbung bestimmte Proteine und Kompartimente der Zelle gefarbt.
Die Analyse erfolgte mittels Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop Leica
SP5 oder SP8 X (63x Immersionsol-Objektiv). Es wurden pro Versuch drei oder vier
Spender mit je 15 bis 30 Zellen analysiert, wobei in kompaktierte und gestreckte

Borrelien unterschieden wurde.

6.3.6 DQ-BSA-Assay

Flir den Test auf proteolytischer Aktivitat mittels DQ-BSA-Substrat in Makrophagen
nach SNX3- oder Gal9-Depletion wurden dreimal 200.000 mit SNX3- oder Gal9-
spezifischer siRNA behandelte Zellen und dreimal 200.000 Zellen, mit Kontroll-siRNA
transfiziert, auf 22 mm Zellkulturschalen subkultiviert und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.
Die Zellen wurden anschliefiend fiir eine Stunde mit 12,5 pg/ml Red DQ-BSA in
Monozytenmedium inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen mit DPBS gewaschen
und mit GFP-exprimierenden Borrelien (MOI 100:1) in RPMI und 12,5 pg/ml Red DQ-

BSA fiir 1 h infiziert. Danach wurden die Zellen erneut mit DPBS gewaschen und die
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Zellen in frischen RPMI mit 12,5 pg/ml Red DQ-BSA supplementiert fiir eine weitere
Stunde inkubiert. Anschliefdend wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und mit 4 %
Methanol-freien Formaldehyd fiir 10 min bei RT fixiert und in DPBS am spinning disk-
Mikroskop (40x Immersionsél-Objektiv) evaluiert. Es wurden insgesamt drei Spender
mit je 30 Zellen analysiert und die Fluoreszenzintensitit des DQ-BSAs an
kompaktierten Borrelien gemessen. Die Aufnahmen erfolgten wie Dbei
Lebendzellmikroskopien mittels VisiView Software, fiir die Auswertung wurde
Volocity 6.1 verwendet. Die mittleren Intensititen sowie Phagosomenvolumnia
wurden mit Hilfe des Plug-Ins ,finding, measuring and analysing” bestimmt. Zur
Vergleichbarkeit wurden bei allen Messungen gleichbleibende Einstellungen

verwendet:

5 % Laserintensitat sowie 400 [-] Verstarkung (gain) fiir 488- und 561-Kanal; 200 ms
Belichtungszeit flir 488-Kanal und 150 ms fiir 561-Kanal. Der Abstand zwischen den

konfokalen Ebenen betrug 0,3 pm.

6.3.7 Intrazellulirer Uberlebens-Assay

Fir den intrazelluliren Uberlebens-Assay wurden Makrophagen zu Beginn mit
Kontroll- oder SNX3-spezifischer siRNA behandelt und mit Wildtyp-Borrelien mit
einem MOI 100:1 im RPMI infiziert. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurden die
Zellen 5-mal mit DPBS gewaschen und anschlieffend 2 ml warmes RPMI, welches
300 pg/ml Kanamycin und Gentamicin beinhaltete, auf die Zellen gegeben, um
extrazellulare Bakterien abzutdten. Die Ansidtze wurden erneut fiir 1 h mit dem
Antibiotika-haltigen Medium bei 37 °C inkubiert und anschlief3end 10-mal mit DPBS
gewaschen. Im Anschluss wurden 400 pl DPBS wurden auf die Proben pipettiert und
anschlieflend zur Uberprijfung auf extrazelluliares, bakterielles Wachstum in 3,6 ml
BSK-H-Medium (BSK-II) mit 6 % Kaninchenserum tibertragen. Anschlief}end wurden
400 pl DPBS auf die Zellen gegeben, mit Hilfe eines Zellschabers mechanisch lysiert und
in 1,5 ml Reaktionsgefafs tiberfiihrt und fiir 8 min bei 12.000 g zentrifugiert. Das Pellet
wurde erneut im Uberstand resuspendiert und die Suspension in ein 15 ml

Reaktionsgefafd mit 3,6 ml BSK-II-Medium iiberfiihrt und unter mikroaerophilen
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Bedingungen bei 33 °C und 1 % CO2 kultiviert. Die Anzahl der Borrelien wurde von
Tag 7 bis 10 nach Beginn der Kultivierung in einer Einweg-Neubauer-Zahlkammer

(C-Chip) mittels Dunkelfeldmikroskopie ermittelt.

6.3.8 Wortmannin-Assay

Zur Inhibition der PI3-Kinase (PI3K) wurden Makrophagen zunachst auf 12 mm
Deckgldaschen subkultiviert und anschliefend fiir 1 h mit Monomedium,
supplementiert mit 1 pM Wortmannin bzw. DMSO als Kontrolle, behandelt. Die
Endkonzentration von DMSO in beiden Ansdtzen betrug dabei 0,1 % (v/v). Im
Anschluss daran wurden die Makrophagen mit dem GFP-SNX3-Konstrukt oder PI(3)P-
Sensor p40phox-GFP transfiziert und anschliefiend mit Borrelien infiziert (MOI 100:1).
Jeder Mediumswechsel beinhaltete frisches Mono- oder RPMI-Medium mit

Wortmannin oder DMSO in o.g. Konzentration.

6.3.9 Herstellung von Zelllysaten

Die Lyse von Zellen iiber einen Lysepuffer ist, je nach Detergenzienkonzentration, eine
schonende Aufschlussmethode. Die Zerstorung der Zellmembran erfolgte durch das im
Puffer enthaltene Detergenz Triton X-100. Es wurde entweder das Zellpellet nach der
Ernte in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C fiir 10 min

abgetrennt.

Lysepuffer 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM Nacl,
1 % (v/v) Triton X-100, 1x Proteaseinhibitor
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6.4 Proteinbiochemische Methoden

6.4.1 SDS-PAGE

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli dient der Trennung von Proteinen ihrer Grofse nach und eignet sich somit zur
Analyse von Proteingemischen (Laemmli, 1970). Es wurden TGX FastCast SDS-Gele mit
einer Acrylamid-Konzentration von 10 % (v/v) und 12 % (v/v) verwendet. Die
Herstellung erfolgte nach Herstellerangaben in einer vertikalen Gelapparatur. Eine
Ubersicht iiber die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel zeigt Tab. 22. Nach
der vollstandigen Polymerisation wurden die Gele entweder sofort verwendet oder bei
4 °C gelagert. Die elektrophoretische Trennung der Proteingemische erfolgte bei

konstanten 200 V fir 45 min.

Tab. 22: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fiir die SDS-PAGE.

Zutaten Trenngel Sammelgel

Resolver A 3 ml -

Resolver B 3 ml -

Stacker A - 1 ml

Stacker B - 1 ml

TEMED 3ul 2ul

APS (10 % (w/v)) 30 ul 10 pl

SDS-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris-HCl pH 8.3, 1,92 M Glycin,

1 % SDS (w/v)
SDS-Ladepuffer (5x) 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 4 % (w/v) SDS, 10 % (v/v)

Glycerin, 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol,
0.02% (w/v) Bromphenolblau
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6.4.2 Coomassie Brillant-Blau-Fiarbung

Diese Methode dient der Anfarbung von Proteinbanden nach einer SDS-PAGE. Der
eingesetzte Farbstoff Coomassie Brillant-Blau R-250 bindet dabei unspezifisch an die
kationischen und nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine und macht sie
somit als Banden sichtbar. Aufgrund der unspezifischen Anfirbung liefert die
Coomassiefarbung sowohl ein quantitatives als auch qualitatives Ergebnis. Die
Nachweisgrenze liegt bei etwa 200 ng Protein je Bande. Fiir die Farbung wurde das
»,NOVEX Colloidal Blue Staining“-Kit nach Herstellerangaben verwendet. Zur Farbung
wurde das SDS-Polyacrylamidgel direkt nach der Elektrophorese in Coomassie-
Farbelosung fiir 3-4 Stunden bei RT auf einem Schiittler gefarbt und tiber Nacht in

Entfarbelosung teilweise entfarbt und fixiert.

6.4.3 Silberfarbung von SDS -Gelen

Die Silberfarbung wurde genau wie die Coomassie-Farbung zur Visualisierung von
Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel verwendet (Heukeshoven and Dernick, 1988). Die
Nachweisgrenze liegt hierbei jedoch mit 5-30 ng je Bande deutlich niedriger. Somit ist
diese Methode wesentlich sensitiver als die Coomassie-Farbung. Bei der Farbung
werden dem Gel Ag*-lonen zugefiihrt, die mit den Proteinseitenketten Glu, Asp und Cys
komplexieren. Nach Zusatz von alkalischem Formaldehyd werden die Ag*-lonen zu Ag®
reduziert und fallen dabei als elementares Silber aus. Diese Art der Farbung wurde
verwendet, um Proteinbanden in SDS-Gelen vor der Massenspektroskopie zu
visualisieren. Hierflir wurde das ,Pierce Silver Stain for Mass Spectrometry“-Kit von
Thermo Fisher gemafd Herstelleranleitung verwendet und das gefarbte Gel im

Anschluss an die Farbung in ddH20 kurzzeitig gelagert.

6.4.4 Proteintransfer mittels Western Blotting

Diese Transfermethode dient der Fixierung von Proteinen auf einer
Nitrocellulosemembran (NC) mit anschliefender immunochemischer Farbung

(Towbin et al, 1992). Proteine binden aufgrund von hydrophoben und
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elektrostatischen Wechselwirkungen an die Membran, das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung der vorangegangenen SDS-PAGE bleibt dabei
erhalten. Dazu wurde das Trenngel nach der Elektrophorese vom Sammelgel getrennt,
kurz in ddH20 gewaschen und anschliefend in eine vorgefertigte Transferkammer
(iBlot2 Transfer Stack) auf die NC-Membran blasenfrei gelegt. Die entsprechenden
Anoden- und Kathodenpuffer befinden sich in dieser Kammer bereits in einer
Gelmatrix zwischen Filterpapier und zwei Kupferelektroden. Der Transfer erfolgte fiir
7 min (Programm P3) im iBlot2. Bereits bei der SDS-PAGE wurde ein vorgefarbter
Marker (prestained) verwendet, der eine Kontrolle des erfolgreichen Transfers vor der

immunochemischen Farbung zulief3.

6.4.5 Immunochemische Firbung und Entwicklung eines Western Blots

Nach dem Absattigen der Blotmembran fiir mindestens 1h in 5% (w/v)
Magermilchpulver/TBS-T wurde diese mit dem ersten Antikorper (in 5 % BSA in 1x
TBS-T) fir 16 h bei 4°C inkubiert. Nichtgebundener Antikérper wurde durch
dreimaliges Waschen mit TBS-T fiir je 5 min entfernt. Die nun folgende Inkubation mit
dem  zweiten, Peroxidase-konjugierten = Antikérper erfolgte in 5%
Magermilchpulver/TBS-T. Nach erneutem dreimaligem Waschen fiir je 10 min wurde
der Blot entwickelt. Als Substrat diente Luminol (3-Aminophtalhydrazid). Dieses wird
durch die konjugierte Peroxidase zu 3-Aminophtalsdure, molekularem Stickstoff und
Lichtquanten bei einer Wellenldnge von 425 nm umgesetzt. Die Detektion der
Lichtquanten erfolgt durch Auflegen eines Rontgenfilms. Durch den automatischen
Filmentwickler (Agfa Curix 60) wurden die Rontgenfilme entwickelt und darauf

befindliche Proteinbanden fixiert.

TBS-T (1x) 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 150 mM NaCl, 0.3 % Tween20

46



Methoden

6.4.6 GST-Reinigung

Alle GST-Konstrukte (GST allein, GST-SNX3-WT und GST-SNX3-Y71A) wurden in
L-Arabinose-induzierbaren E. coli BL21 als GST-Fusionsprotein exprimiert. Die GST-
Fusionsproteine aus E. coli-Lysaten wurden durch Affinitatschromatographie unter
Verwendung einer immobilisierten Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare)
gereinigt. Die resultierenden Eluate wurden gegen DPBS tliber Nacht dialysiert. Die
erfolgreiche Expression wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot sowie
immunochemischer Farbung mit Anti-SNX3- und Anti-GST-spezifischen Antikorpern
bestdtigt. Die Reinheit wurde mit SDS-PAGE und anschlief3ender Coomassie-Farbung

bestimmt.

6.4.7 Proteinkonzentrationsbestimmungen nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf der Bindung des Farbstoffs
Coomassie Brillant-Blau G-250 an hydrophobe und kationische Seitenketten von
Proteinen (Bradford, 1976). Das Absorptionsmaximum des Farbstoffs verschiebt sich
dabei von 465 nm auf 595 nm und die Absorptionszunahme bei 595 nm wird
anschliefiend photometrisch bestimmt. Dazu wurde das 5-fach konzentrierte
Bradford-Reagenz 1:5 in ddH20 verdiinnt, 1 pl der zu untersuchenden Probe wurden
mit 1 ml 1-fach-Reagenz versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Anhand einer zuvor angefertigten Kalibriergerade
auf der Basis von BSA-Verdinnungen (0,1-1mg/ml) lief38 sich die
Proteinkonzentration bestimmen. Lagen die Werte aufderhalb des Bereichs, der durch

die Kalibriergerade abgedeckt wurde, so erfolgte eine Verdiinnung der Proben.

6.4.8 Bestimmung der Phosphatidylinositolspezifitiat von SNX3

Um die Spezifitat der verwendeten SNX3-Konstrukte hinsichtlich ihrer Bindung an
Phosphatidylinositolderivate zu tberpriifen wurde ein kommerziell erhaltliches Kit
mit so genannten PIP strips (echelon Biosciences) verwendet. Hierbei sind jeweils

100 pmol von acht Phosphatidylinositolen und sieben weiteren biologisch wichtigen
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Lipiden auf einer NC-Membran fixiert. Diese Membranen wurden zu Beginn mit 3 %
BSA in PBS-T (0,1 % Tween-20) fiir 1 h bei RT geblockt und anschlief3end mit 1 pg/ml
rekombinanten GST-SNX3wt und GST-SNX3-Y71A in gleichem Blockingpuffer
ebenfalls fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Detektion der gebundenen Proteine erfolgte mit
GST- und SNX3-spezifischen Antikérpern und einem ECL-Substrat, analog zur

immunochemischen Farbung und Entwicklung eines Western Blots.

6.5 Mikroskopie

6.5.1 Immunfluoreszenzfirbung

Die auf 12 mm oder 18 mm Deckgldschen adharierten Makrophagen wurden mit 2-mal
mit PBS gewaschen und die anschliefiend mit 3,7 %-igen Methanol-haltigen
Formaldehyd fiir 10 min bei RT fixiert. Anschlief3end wurden die Deckgldschen erneut
mit PBS gewaschen und mit 0,1 % Triton-X-100 (in PBS) fiir 10 min permeabilisiert. Es
erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS. Im Anschluss daran wurden die
Deckglaschen fiir 30 Minuten mit 30 pl einer 5 %-igen (w/v) BSA-Blocklésung in einer
feuchten Kammer inkubiert. Die Blockierlosung wurde abgesaugt und 30 pl eines
primaren Antikorpers, welche in Blockierlosung verdiinnt waren, auf die Zellen
pipettiert und fiir 45-60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurde
2-mal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 30 pl eines Losung aus einem an einen
Fluorophor gekoppelten sekundaren Antikoérpers (alle 1/200 in PBS) und Phalloidin
(alle 1/50 in PBS) fiir 30-60 min abgedunkelt inkubiert. Der sekundare Antikérper
wurde nach Abschluss der Inkubationszeit durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt. Die fixierten Zellen wurden abschlief3end mit 6 pl Mowiol-Losung auf einem
Objekttrager blasenfrei abgedeckt. Zum Aushidrten des Mowiols fand die Lagerung
tiber Nacht oder fiir mindestens 30 min bei RT abgedunkelt statt. Die Betrachtung der
fixierten Praparate erfolgte im Anschluss mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskops (CLSM).

Mowiol-Losung 100 mM Tris-HCl pH 8.5, 10 % (w/v) Mowiol, 25 % (v/v)
Glycerol, 2.5 % (w/v) Triethylendiamin
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6.5.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mit dem CLSM konnen Proteine bzw. Zellen, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert
sind, analysiert werden. Diese Methode ermdéglicht es, gefarbte Proteine in einer
definierten Schicht innerhalb einer Zelle zu detektieren. Das Licht eines Lasers wird
iiber ein Objektiv auf einen Punkt in der zu untersuchenden Ebene der Probe
fokussiert. Das von dort emittierte Licht wird auf eine als pinhole bezeichnete variable
Lochblende fokussiert und dahinter von einem Detektor erfasst. Da der Fokuspunkt
konfokal ist, kann nur Licht aus dem Fokuspunkt das pinhole passieren. Dabei wird das
Praparat Zeile fiir Zeile gerastert, mit Licht einer spezifischen Wellenlange angeregt
und das detektierte, emittierte Licht an einen Computer tibertragen. Die Aufnahmen
fixierter Proben wurden mit Hilfe des Leica SP5 und SP8 X, Aufnahmen fir
Lebendzellmikroskopie erfolgte am Visitron spinning disk-Mikroskop. Tab. 23 zeigt die
Ausstattung der Mikroskope hinsichtlich verwendeter Objektive, Laser und

entsprechender Software.

Tab. 23: Ubersicht iiber die Ausstattung der verwendeten konfokalen Mikroskope.

Leica SP5 Leica SP8 X Visitron SD-TIRF
40x CFI Plan Fluor 0il
NA: 1.30
WD (mm): 0.2
63x HCX PL APO Lbd. 63x HC PL APO 0Oil 60x Apo TIRF (corr.)
Objektive BL. Oil CS2 Oil NA: 1.49 WD
NA: 1.4-0.60 NA: 1.40 (mm): 0.13 (CS: 0.10-
WD (mm): 0.1 WD (mm): 0.14 0.22 @23 or 37°C)
100x CFI Plan Apo
Lambda NA: 1.45
WD (mm): 0.13
White light laser,
Diode: 405 Z‘;E’_‘Zd7gWLL):
Multi-Ar: 458/476/ Diode: 405 Solid-state:
Laser 488/496/514 Multi-Ar: 458,476/ 405/445/488/515/
DPSS: 561 488,/496/514 561/640 nm
HeNe: 633 mn DPSS: 561
HeNe: 594 / 633 nm
Software Leica LAS AF Leica LAS X SP8 VisiView
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7. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Proteine auf die intrazelluldre
Prozessierung von Borrelia burgdorferi in primaren humanen Makrophagen
untersucht. Insbesondere die Proteingruppe der Sorting Nexine (SNXe) stand hierbei

im Fokus.

7.1 Sorting nexin-3 lokalisiert an Borrelien-haltigen Phagosomen

Zu Beginn erfolgte der Versuch der Identifizierung der potenziellen SNXe, welche einen
Einfluss auf die Lokalisation an Borrelien-haltigen Phagosomen haben. Dazu wurden
neun verschiedene Mitglieder der SNX-Familie gewahlt, abhdngig von ihren bereits
beschriebenen Rollen wie Membranrecycling, Infektion oder Phagosomenreifung
sowie ihrer Grofde und Domanenzusammensetzung. Allen Vertreter gleich ist die PX-
Domane zur Bindung an Phosphatidylinositolen. Dartiber hinaus sind BAR-, SH3-, PDZ-
und FERM-Domanen charakteristisch fiir weitere Mitglieder der SNX-Gruppe (Abb.
8A). In einem ersten Versuch wurde die Lokalisation der jeweiligen
fluoreszenzmarkierten, uberexprimierten SNX-Konstrukte an Borrelien-haltigen
Phagosomen in Makrophagen getestet. Primdre Makrophagen wurden mit dem
entsprechenden Konstrukt transfiziert, anschlieffend mit B. burgdorferi infiziert und
schliefllich fixiert und immungefarbt. Die Auswertung erfolgte am konfokalen
Laserscanningmikroskop. Auffallend war die hohe Akkumulation von GFP-SNX3 mit
73.3 % % 10.1 %, ebenso wie GFP-SNX1, welches zu 48.3 % + 4.4 % an Phagosomen
akkumulierte (Abb. 8B). Die GFP-Fusionskonstrukte von SNX4, SNX8, SNX17 und
SNX31 zeigten Anreicherungen von 12-20 % wahrend SNX9, SNX12 und SNX27
insgesamt 5 % oder weniger an Phagosomen akkumulierten (Abb. 8B). Zugehorige,
reprasentative Immunfluoreszenzaufnahmen bestitigen die deutliche Anreicherung
von SNX3 an Borrelien-haltigen Phagosomen (Abb. 8C-E). Eine entsprechende
Ubersicht tiber die tibrigen acht Kandidaten in konfokalen
Immunfluoreszenzaufnahmen beziiglich der Akkumulation an Phagosomen zeigt Abb.
9. Die eindeutige Anreicherung von SNX3 an internalisierten Borrelien war zudem

nicht nur bei transient transfizierten Makrophagen zu erkennen. Die Immunfarbung
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mit einem SNX3-spezifischen Antikérper zeigte dariiber hinaus ebenfalls eindrucksvoll

eine vergleichbare Akkumulation (Abb. 8F-H).
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Abb. 8: Sorting Nexin-3 lokalisiert an internalisierten Borrelien. A: Ubersicht iiber die
Doménenstruktur der getesteten Sorting Nexine. BAR: BIN-, Amphiphysin-, Rvs167 Doméne; FERM:
Protein 4.1-, Ezrin-, Radixin-, Moesin-Domaéne; PX: phox homology-Doméane; SH3: Src homology 3-
Domadne; PDZ: PSD95-, Dlgl-, ZO-1-Domane. Die Grofie der einzelnen Proteine ist auf der x-Achse in
Aminosauren (aa) dargestellt. B: Quantifizierung der Anreicherung der einzelnen Sorting Nexine an
Borrelien-haltigen Phagosomen in priméaren Makrophagen (n=3x20). C-H:
Immunfluoreszenzaufnahmen von mit Borrelien infizierten Makrophagen, die GFP-SNX3
iiberexprimieren (C-E) bzw. in welchen endogenes SNX3 mittels eines SNX3-spezifischen Antikorpers
immunochemisch gefarbt wurde (F-H). Die Visualisierung der Borrelien erfolgte mittels eines Borrelien-
spezifischen Antikorpers. Mafdstabsbalken: 10 um, Vergréfierungen 1 pm.
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Borrelia Uberlagerung

SNX1-GFP

GFP-SNX12 mCherry-SNX9 GFP-SNX8 SNX4-GFP

SNX27-GFP  SNX17-GFP

SNX31-GFP

Abb. 9: Immunfluoreszenzaufnahmen zur iiberpriifung der Lokalisation aller verwendeten
Sorting nexing-Konstrukte, aufer SNX3. Expression von GFP- und mCherry-fusionierten Sorting
Nexin-Varianten in Makrophagen, infiziert mit Borrelien, welche mit spezifischen Antikérpern gefarbt
wurden (B,E,H,K,N,Q,T,W). A: SNX1-GFP, D: SNX4-GFP, G: GFP-SNX8, ]: mCherry-SNX9, M: GFP-SNX12, P:
SNX17-GFP, S: SNX27-GFP, V: SNX31-GFP. Mafdstabsbalken: 10 um, Vergrofierungen 1 pm.
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7.2 SNX3 reguliert die phagosomale Kompaktierung von Borrelien

Im vorangegangenen Screening-Versuch konnte gezeigt werden, dass SNX3 deutlich an
Borrelien-haltigen Phagosomen lokalisiert. Dartuber hinaus war auch eine
Akkumulation von SNX1 an etwa der Halfte der Borrelien-haltigen Phagosomen
sichtbar (Abb. 8B, Abb. 9A-C). Daher wurde untersucht, ob SNX1 und SNX3 zusammen
am Phagosom lokalisieren und welchen Einfluss ein Knockdown beider Proteine auf
die Kompaktierung hat. Zunachst wurden Makrophagen mit Borrelien infiziert, fixiert
und anschliefdend mit SNX1- und SNX3-spezifischen Antikérpern gefarbt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass beide SNX-Proteine nicht kolokalisieren und die
Anreicherung von endogenem SNX1 sowohl an intermediar-gestreckten und
insbesondere globuldren Borrelienphagosomen nicht sehr stark war, was auf eine
unterschiedliche Rolle bei der Regulation des Phagozytoseprozesses von Borrelien
hindeutet (Abb. 10AE). Endogenes SNX3 hingegen war wie in vorherigen
Experimenten deutlich akkumuliert (Abb. 10B,F). Auch war durch
Kolokalisationsanalysen mittels Mikroskopsoftware erkennbar, dass beide SNXe nicht
kolokalisieren, was vermuten lisst, dass beiden Proteinen unterschiedliche
regulatorische Funktionen zugeordnet werden kénnen. Dagegen ist in Abb. 10D,H eine
partielle Kolokalisation von SNX3 mit den Borrelienphagosomen erkennbar, welche
sich in einem weien Bildsignal durch Uberlappung des griin- und magentafarbenen
Kanals ergibt.

Als wichtiger Anhaltspunkt fiir eine erfolgreiche Prozessierung der Borrelien in
Makrophagen gilt die zu Beginn der Arbeit erwdhnte Kompaktierung der
langgestreckten Spirochdten in eine eingerollte, globulire Form. Werden in
Experimenten nun beispielsweise Makrophagen mit siRNA oder Plasmid-DNA
transfiziert, so wurde der Effekt einer Depletion bzw. einer Uberexpression
bestimmter Proteine anhand der Kompaktierung evaluiert. So wurde als nachster
Schritt jeweils fiir SNX1 und SNX3 ein Knockdown mit zwei individuell verschiedenen
siRNAs erfolgreich etabliert (Abb. 11A,C). Die Knockdowneffizienz war mit 91,23 % *
3,12 % bei SNX3 siRNA#1 und 73,77 % * 7,61 % bei SNX3 siRNA#2 hoch genug, um
Aussagen iiber einen Effekt bzgl. der Kompaktierung machen zu konnen. Ebenso
erfolgreich war der Knockdown von SNX1 mit siRNA#1 (94,77 % * 1,08 %) und
siRNA#2 (91,61 % * 3,51 %). Um die potenziellen Effekte der Depletion auf die jeweils
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andere Isoform zu iberpriifen, wurden bei SNX1 Knockdown das SNX3-
Expressionslevel quantifiziert sowie bei SNX3 Knockdown das SNX1-Expressionslevel.
Die Quantifizierungen der jeweiligen Western Blots zeigte, dass der Knockdown eines
Sorting Nexins keinen Einfluss auf das jeweils andere hatte und gegenregulierende
Effekte somit ausgeschlossen werden konnten (Abb. 11B,D). Ein signifikanter
Unterschied war beim SNX1-Expressionslevel bei Transfektion mit SNX3 siRNA#1
erkennbar (Abb. 11B), welcher mit 20,63 % * 4,38 % jedoch sehr gering war.

Nicht nur in ihrer Lokalisation, auch funktional unterscheiden sich beide SNXe.
Die Kompaktierungsrate nach SNX3-Depletion zeigt eindeutig einen signifikanten
Unterschied zwischen Kontroll- und SNX3-Knockdownzellen von 61 %, wohingegen
eine SNX1-Depletion einen nicht-signifikanten Unterschied von 10 % ergab (Abb. 10I).
Auch der kombinierte Knockdown beider SNXe zeigte mit 47 % einen vergleichbaren
Knockdowneffekt wie mit SNX3 siRNA allein. Interessanterweise zeigte sich ebenfalls
ein signifikanter Unterschied bei den Kompaktierungsraten zwischen SNX1- und
SNX3-Knockdownzellen, was zusatzlich auf SNX3 als wichtiger Regulator bei der

Kompaktierung von Borrelien hindeutete.
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SNX1 SNX3 Bozreiza Uberlagerung
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Abb. 10: SNX3 spielt eine Rolle bei der Kompaktierung von Borrelia burgdorferi in Makrophagen.
A-H: Immunfluoreszenzaufnahmen von mit Borrelien infizierten Makrophagen, die mit SNX1- (AE),
SNX3- (B,E) und Borrelien-spezifischen (C,G) Antikérpern gefirbt wurden. Mafdstabsbalken: 10 pm,
Vergroflerungen 1 pum. I: Oben: Statistische Auswertung der Kompaktierung von Borrelien nach
Depletierung von SNX1, SNX3 oder beiden zusammen (Mittelwerte + SEM, n=3x30). P-Werte wurden
mittels unpaired two-tailed Student’s t-test berechnet (* p < 0,05, ** p < 0,01). Unten: Western Blots von
Makrophagenlysaten, welche mit SNX1- und SNX3-spezifischen siRNAs, einer Kombination aus beiden
sowie einer Kontroll-siRNA (Luziferase) transfiziert wurden.
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Abb. 11: Die Depletion von SNX1 und SNX3 hat keinen Einfluss auf die jeweils gegenseitige
Expression. A: Western Blots von Makrophagenlysaten, welche mit zwei unabhangigen, SNX3-
spezifischen siRNAs sowie einer Kontroll-siRNA (Luziferase) transfiziert wurden. Mittels pan-Aktin als
Ladekontrolle konnte die (Rest-)Expression von SNX3 und SNX1 ermittelt werden (B). Der gleiche
Versuch erfolgte mit zwei unabhangigen SNX1-spezifischen siRNAs vice versa (C), auch hier wurde der
Effekt der SNX1-Depletion auf die Expression von SNX3 iiberpriift (D). B,D: Mittelwerte + SEM, n=3. P-
Werte wurden mittels unpaired two-tailed Student’s t-test berechnet (ns: nicht signifikant, * p < 0,05, **
p<0,01, **p<0,001).

7.3 SNX3-Vesikel akkumulieren bis zur vollstandigen Kompaktierung

an Borrelienphagosomen und sind positiv fiir Rab5a

In den vorherigen Experimenten wurde die Lokalisation von SNX3 an Borrelien-
haltigen Phagosomen in fixierten Praparaten gezeigt. Als nachster Schritt erfolgte die
Visualisierung von SNX3 in mit Borrelien infizierten primaren humanen Makrophagen
mittels Lebendzellmikroskopie. Hierfiir wurden Makrophagen mit RFP-SNX3
transfiziert, mit GFP-exprimierenden Borrelien infiziert und mittels spinning disk-

Mikroskop als Zeitraffervideo visualisiert. Abb. 12 zeigt eindrucksvoll die
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Akkumulation von SNX3 (grau) am Borrelienphagosom direkt nach Aufnahme und
bleibt bis zur vollstandigen Kompaktierung des Spirochaten (griin) angereichert (Abb.
12). Die Vergrofierungen zeigen ein weiteres Borrelium am rechten, unteren Rand,
welches ebenfalls mit SNX3 angereichert ist. Wahrend der gesamten Aufnahme dieses

Videos von der ganzen Zelle sind insgesamt elf Borrelien zu sehen, die mit SNX3

angereichert sind und grofdtenteils kompaktiert werden (Video V1).

GFP-Borrelia
RFP-SNX3 B

Abb. 12: Sorting Nexin-3 akkumuliert an Borrelien-haltigen Phagosomen in Makrophagen bis zur
vollstindigen Kompaktierung der Spirochiten. Einzelaufnahmen aus einem Video (V1) einer
Lebendzellmikroskopie zeigen das sukzessive Einrollen des zuvor gestreckten Spirochéten in eine
kompakte, globuldre Form. Primare Makrophagen wurden mit RFP-SNX3 transfiziert und mit GFP-
exprimierenden B. burgdorferi kurz vor Beginn der Lebendzellmikrokopie infiziert. Angabe der Zeit in
min:sek, Maf3stabsbalken: 10 um, Vergrofierungen 1 pm.

Weitere Lebendzellmikroskopie-Aufnahmen zeigen, dass die liberwiegende Mehrheit
der SNX3-Vesikel dariiber hinaus ebenfalls mit der RabGTPase Rab5a kolokalisiert
(Abb. 13, Video V2), welche bereits in Arbeiten zuvor durch Lokalisation am
Borrelienphagosom, insbesondere an Stellen von Membrantubulierungen sowie
Spitzen der Windungen der Borrelien, auffillig war (Naj and Linder, 2015; Naj and
Linder, 2017). In Fluoreszenzaufnahmen konnte dies auch fiir SNX3 gezeigt werden
(Abb. 14, siehe Markierungen). Hierbei waren in vielen Makrophagen
Borrelienphagosomen erkennbar, die eine stiarkere Intensitit von SNX3 an den

Windungsspitzen zeigten.
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Borrelia & nucleus

Abb. 13: Sorting Nexin-3 lokalisiert an Rab5a-positiven Vesikeln und wird am Phagosom
wiahrend der Kompaktierung von Borrelien angereichert. Primare Makrophagen wurden mit GFP-
SNX3 und RFP-Rab5a kotransfiziert und mit Hoechst 33342-gefarbten Borrelien kurz vor Beginn der
Lebendzell-mikrokopie infiziert. Einzelaufnahmen aus einem Video (V2) einer Lebendzellmikroskopie
zeigen wie SNX3 und Rab5a kolokalisieren (1, Pfeile) und sich an Borrelienphagosomen anreichern (2).
Angabe der Zeit in min:sek, Mafdstabsbalken: 10 pum, Vergrofderungen 1 pum.
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GFP-SNX3 Borrelia Uberlagerung

Abb. 14: SNX3 lokalisiert verstirkt an Windungsspitzen von Borrelien-haltigen Phagosomen.
Immunfluoreszenzaufnahmen von mit Borrelien infizierten Makrophagen, die GFP-SNX3
iiberexprimieren (A,D,G,]). Die Visualisierung der Borrelien (B,E,H,K) erfolgte mittels eines Borrelien-
spezifischen Antikorpers. Pfeile deuten auf die Stellen am Borrelienphagosom, an denen
iiberdurchschnittlich viel SNX3 angereichert ist. Mafdstabsbalken: 1 pm.

7.4  Sorting Nexin-3 wird fiir proteolytische Prozessierung von Borrelia
burgdorferi benotigt

Die frihzeitige Lokalisierung von SNX3 am Borrelienphagosom direkt nach
Internalisation bis zur vollstdndigen Kompaktierung konnte zuvor gezeigt werden.
Nun wurde die weiterfiihrende Reifung des Phagolysosoms betrachtet. Hierfiir wurden
mit Kontroll- und SNX3-spezifischer siRNA behandelte Makrophagen mit dem Substrat
DQ-BSA (dequenched BSA) inkubiert. Dieses Substrat stellt einen sterisch inhibierten
Komplex aus BSA und Fluorophoren dar, der eine Fluoreszenzléschung bewirkt. Der
Abbau von DQ-BSA in sauren, Hydrolase-aktiven Phagolysosomen fiihrt zu kleinen

Farbstoff-markierten Peptidfragmenten, die nun hell fluoreszieren (Abb. 15A,B). Nach
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Infektion mit GFP-exprimierenden Borrelien wurde die Fluoreszenzintensitiat des DQ-
BSA-Signals an Borrelien-haltigen Phagolysosomen gemessen und evaluiert, wobei
kompaktierte Borrelien markiert wurden, welche mit DQ-BSA assoziiert waren. Die
Auswertung fiir zwei unabhangige siRNAs zeigte, dass die Fluoreszenzintensitit in
beiden Fallen signifikant geringer war (siRNA #1: 19,3 %, siRNA #2: 13,4 %) als in
Kontrollzellen, was auf eine Reduzierung von proteolytischer Aktivitdit im
Phagolysosom hinweist (Abb. 15G). Dariiber hinaus war eine Assoziation von
Borrelien mit DQ-BSA in Knockdownzellen nur zu etwa 50 % sichtbar, wohingegen
diese in Kontrollzellen bei zirka 90 % erkennbar war. Parallel wurde tiberpriift, ob der
Knockdown mit beiden siRNAs Einfluss auf die allgemeine Fluoreszenzintensitit in
zuvor mit siRNA- und DQ-BSA-behandelten Makrophagen hatte (Abb. 15H). Ein
genereller Effekt durch siRNA-Behandlung konnte aufgrund des Ergebnisses
ausgeschlossen werden, da keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und
Knockdownzellen sichtbar waren (Abb. 15H). Die Ergebnisse dieser Experimente
deuten darauf hin, dass durch fehlende Degradation im Phagolysosom mehr Borrelien
einem Abbau durch Makrophagen entgehen konnten. Um dies zu tuiberpriifen, wurde
ein Uberlebensexperiment durchgefiihrt, welches iiberlebende, intrazellulire
Spirochaten in Makrophagen quantifiziert und mittels Wachstumskurve Unterschiede
zwischen verschieden behandelten Zellen darstellt (Abb. 15I) (Naj and Linder, 2015).
In beiden Fallen konnten Borrelien aus mechanisch aufgeschlossenen Makrophagen
rekultiviert werden, jedoch nahm die Zahl der Borrelien in SNX3-depletierten
Makrophagen iiber die Zeit starker zu, als bei Borrelien aus Kontrollzellen. Ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Wachstumskurven war am Tag 10 nach
Infektion zu erkennen, bei welchem die Anzahl der Borrelien aus SNX3-
Knockdownzellen 2,3-fach hoher war, als bei Borrelien aus Kontrollzellen. Dies
bestatigt erneut die Annahme, dass der (partielle) Verlust von SNX3 zu einer héheren
Uberlebensrate und Viabilitit von Borrelien fithrt und SNX3 ein wichtiger Bestandteil
des Phagozytoseprozesses in primaren humanen Makrophagen bei der Elimination der

Spirochéten ist.
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Abb. 15: Sorting Nexin 3 ist Voraussetzung fiir proteolytische Aktivitat im Phagolysosom und
verhindert intrazellulires Uberleben. A-F: Immunfluoreszenzaufnahmen von mit GFP-Borrelien
(C,D) infizierten Makrophagen, die zuvor mit DQ-BSA (A,B) behandelt worden sind. G: Statitische
Auswertung der DQ-BSA-basierten Fluoreszenzintensititen an Borrelienphagosomen in Kontroll-
(A,CE) und SNX3-Knockzellen (B,D,F). H: Statitische Auswertung der allgemeinen DQ-BSA-basierten
Fluoreszenzintensititen in nicht infizierten SNX3-Knockdown- und Kontrollzellen. G+H: Mittelwerte +
SEM, n=3x30, P-Werte wurden mittels one-way ANOVA test berechnet (ns: nicht signifikant, * p < 0,05;
** p < 0,01). I: SNX3 reguliert intrazelluldres Uberleben von Borrelien. Statistische Auswertung des
intrazelluliren Uberlebens von Borrelien in Makrophagen, die mit Kontroll- und SNX3-spezifischer
siRNA behandelt worden sind. Die Graphen zeigen Wachstumskurven der Spirochaten, welche von den
zugehorigen Makrophagenlysaten rekultiviert wurden. Anzahl der rekultivierten Borrelien (104/ml) ist
auf der y-Achse und die Tage nach Beginn des Experiments auf der x-Achse dargestellt. Mittelwerte *
SEM, n=3, P-Werte wurden mittels unpaired two-tailed Student’s t-test berechnet (* p < 0,05).
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7.5 Die SNX3-Bindung am Phagosom wird iiber die PX-Domine

vermittelt

Innerhalb der Gruppe der Sorting Nexine ist SNX3 mit 162 Aminosauren einer der
kleinsten Vertreter, welcher lediglich tber eine einzelne, annotierte PX-Domaine
verfligt, die an Phosphatidylinositole (PIPs) bindet. Um die molekulare Wirkweise
hinsichtlich der PIP-Spezifitit zu kldren wurden Makrophagen mit Plasmiden
transfiziert, die flir verschiedene, fluoreszenzmarkierte Phosphatidylinositolsensoren
kodieren und mit denen iberpriift werden sollte, welche Phosphatidylinositole am
Borrelienphagosom angereichert sind oder sogar mit SNX3 kolokalisieren. Hierfir
wurden Makrophagen mit Phosphatidylinositolsensoren (alle GFP-markiert) und RFP-
SNX3 kotransfiziert, anschlieflend mit Wildtyp-Borrelien infiziert und nach
anschlieffender Immunfarbung mit dem Mikroskop betrachtet (Abb. 16). Insgesamt
waren vier PIP-Vertreter am Phagosom angereichert und mit SNX3 (partiell)
kolokalisiert: PI(3)P (Abb. 16A-D), PI(3,4)P2 (Abb. 16E-H), PI(4)P (Abb. 16I-L) und
PI(3,4,5)P3 (Abb. 16Q-T). Auffillig dabei war eine deutlich hohe Anreicherung von
PI(3)P am Borrelienphagosom und dartiber hinaus insbesondere mit SNX3 zusammen
an den Spitzen der Membrankurvatur der Borrelien (Abb. 16A,B, Pfeile in
Vergrofderungen). Die iibrigen Phosphatidylinositolsensoren zeigten dagegen weder

eine Anreicherung am Phagosom noch eine Kolokalisation mit SNX3.
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PI(3,4,5)P; PI(3,5)P; PI(4)P

Pi(4,5)P,

PI(5)P

Abb. 16: SNX3 bindet an PI(3)P und ist an Borrelien-haltigen Phagosomen mit PI(3)P
kolokalisiert. Inmunfluoreszenzaufnahmen zeigen Expression von GFP-fusionierten Phosphatidyl-
inositolsensoren sowie RFP-fusioniertes SNX3 in primdren Makrophagen. A-D: PI(3)P-Sensor PX-
p40phox, E-H: PI(3,4)Pz2-Sensor TAPP1-PH, I-L: PI(4)P-Sensor P4M-SidM, M-P: PI(3,5)P:-Sensor
ML1Nx2, Q-T: PI(3,4,5)Ps-Sensor PH-AKT, U-X: PI(4,5)P2-Sensor PH-PLC81, Y-B1: PI(5)P-Sensor PHD-
Ing2x3. Makrophagen wurden mit B. burgdorferi infiziert und mit Borrelien-spezifischen Antikérpern
gefarbt. Alle Maf3stabsbalken: 10 um, Vergréfierungen 1 pum.

63



Ergebnisse

Ob und wie SNX3 und PI(3)P direkt interagieren, wurde nachfolgend in einem
biochemischen Versuch getestet, bei dem die Spezifitdt von Proteinen fiir bestimmte
Phospholipide tiberpriift werden kann. Die PX-Domane von SNX3 bindet vorrangig an
PI(3)P und wie im vorangegangenen Immunfluoreszenzversuch (Abb. 16) gezeigt,
potenziell auch PI(3,4)Pz, PI(4)P und PI(3,4,5)P3. Die Bindung an PI(3)P erfolgt dabei
tiber drei Aminosauren: Arg’?, Tyr7! und Lys?> (Teasdale and Collins, 2012), wobei die
starkste Bindung tiber das Tyrosin vermittelt wird, welche mit ihrem Benzol- und dem
Inositolring des PI(3)P einen Stapel bildet. Wird diese mutiert, so ist die Bindung
effektiv gestort (Xu et al,, 2001a).

Fir diesen sogenannten PIP-strip-Assay wurden rekombinante, GST-fusionierte
SNX3-Proteine (WT und Y71A) sowie GST-Protein als Negativkontrolle benétigt.
Hierflir wurden zundchst fir eine PCR die DNA-Oligonukleotide (primer) P15 und P16
designt, welche mit den Schnittstellen BamHI und EcoRI im nicht-hybridisierenden
Bereich fusioniert waren. Mit Hilfe dieser und mit GFP-SNX3 als DNA-Matrize wurde
das SNX3-Volllaingekonstrukt mit den entsprechenden Restriktionsschnittstellen
amplifiziert und anschlieffend zusammen mit dem GST-Leervektor pcDNA3.1+ mit
BamHI und EcoRI verdaut. Nach anschliefdender Ligation wurde das resultierende
Plasmid sequenziert und fiir die Herstellung der PX-Mutante verwendet. Hierbei diente
es als DNA-Matrize, bei welcher in einer so genannten QuikChange-PCR einzelne
Nukleotide ausgetauscht werden konnen. In diesem Fall wurde das Basentriplett,
welches fiir Tyrosin kodiert so verdndert, dass an dieser Stelle ein Alanin translatiert
wurde. Nach Fertigstellung der Plasmide konnten alle GST-Konstrukte rekombinant in
E. coli BL21 hergestellt und gereinigt werden. Die final gereinigten und dialysierten
Proteine sind im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel in Abb. 17A zu sehen. Die Gréfien
der markanten Proteinbanden entsprachen den gewiinschten bzw. berechneten
Molekulargewichten mit 25 kDa fiir GST und 44 kDa fir GST-SNX3WT und GST-
SNX3Y71A, Die Reinheit der GST-Proteinkontrolle war mit 95 % sehr hoch, die Qualitat
der Reinigung war bei beiden SNX3-Proteinen ausreichend hoch und mit Reinheiten
von 66 % und 71 % fiir den folgenden Versuch untereinander gut vergleichbar. Auch
wurden alle Konstrukte in immunochemischen Farbungen nach Western Blot von GST-
und SNX3-spezifischen Antikérpern erkannt (Abb. 17B). Diese zeigten auch, dass viele

scheinbare Verunreinigungen im Coomassie-Gel vermutlich Abbauprodukte der
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eigentlichen SNX3-Proteine waren, da sie auch durch die beiden Antikorper erkannt
wurden. Auffillig war auch, dass der SNX3-spezifische Antikorper ebenfalls das GST-
Protein erkannte (Abb. 17B oben). Ein Sequenzvergleich der zur Immunisierung

verwendeten Antigene der Antikorper zeigte teilweise Sequenzidentititen, auf die

dieser Effekt wohl zuriickzufiihren ist.
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Abb. 17: Sorting Nexin-3 bindet iiber seine PX-Doméne an PI(3)P. Rekombinantes GST sowie die
GST-fusionierten SNX3-Konstrukte SNX3WT und PX-Mutante SNX3Y71Awurden durch Expression in E. coli
BL21-Al hergestellt und anschliefRend iiber Glutathion-Sepharose-Saulen aufgereinigt. A: Commassie-
gefarbtes SDS-Gel (10 %) mit gereinigten und gegen DPBS dialysierten GST und GST-
Fusionskonstrukten. B: Korrespondierende Western Blots zu A) mit GST- und SNX3-spezifischen
primdren Antikérpern gefiarbt. Die Pfeile deuten auf die Banden, die rekombinantes GST-SNX3%t und
GST-SNX3Y71A darstellen. C-D: PIP-strip Nitrocellulose-Membran, inkubiert mit rekombinanten GST-
SNX3wt, GST-SNX3Y71A sowie GST als Kontrolle. Detektion von gebundenem SNX3 erfolgte mit GST-
spezifischen (C) und SNX3-spezifischen (D) primadren Antikérpern. E: Schema der auf den NC-
Membranen aufgetragenenen Phosphoinositole und anderen Lipide. LPA: Lysophosphatsdure, S1P:
Sphingosin-1-Phosphat, LPC: Lysophosphocholin, PA: Phosphatsaure, PE: Phosphatidylethanolamin, PS:

Phosphatidylserin, PC: Phosphatidylcholin.

65



Ergebnisse

Flir den PIP-strip Assay wurden die rekombinanten GST-SNX3-Proteine sowie die GST-
Negativkontrolle mit den Membranen inkubiert, auf welche verschiedene
Phospholipide aufgetragen waren. Die Entwicklung der Membranen mit GST- und
SNX3-spezifischen Antikorpern zeigte ein starkes Signal fiir PI(3)P beim
Wildtypprotein, jedoch nicht bei der PX-Mutante, sowie keine weiteren detektierbaren
Signale bei anderen Phosphatidylinositolen wie PI(3,4)P2, PI(4)P oder PI(3,4,5)Ps,
welche zuvor in der Immunfluoreszenz an Borrelien-haltigen Phagosomen sichtbar
akkumulierten (Abb. 17C,D).

Diese bisherigen Daten zeigten, dass SNX3 in vitro spezifisch an PI(3)P bindet
und iiberwiegend mit diesem Phospholipid an Borrelienphagosomen kolokalisiert. Um
festzustellen, ob die Anwesenheit von PI(3)P und seine Bindung durch SNX3 einen
Einfluss auf die Kompaktierung von Borrelien hat, wurden die PI3-Kinase in
Makrophagen durch Zugabe von Wortmannin inhibiert und das GFP-fusionierte
PI(3)P-Reporterkonstrukt p40phox tberexprimiert (Abb. 18A,B). Makrophagen, die
nur mit DMSO behandelt wurden, zeigten die typische Anreicherung des PI(3)P-
Sensors am Borrelienphagosom. Auch war zu erkennen, dass die Mehrheit der
Borrelien eingerollt waren (Abb. 18A). Die Behandlung der Makrophagen mit
Wortmannin (1 pM) dagegen zeigt deutlich, dass keine Lokalisation von PI(3)P an
Phagosomen moglich war und dass das {berexprimierte p40phox-Konstrukte
ubiquitdr in der Zelle verteilt war (Abb. 18B). Die Quantifizierung kompaktierter und
gestreckter Borrelien machte hierbei ebenfalls deutlich, dass das Fehlen von PI(3)P in
Makrophagen auch einen grofden funktionellen Einfluss auf das Einrollen der Borrelien
hat. Verglichen mit den Kontrollzellen zeigte sich in mit Wortmannin behandelten
Makrophagen eine Reduktion der Kompaktierung von 57 % (49,9 % + 9,3 % zu 21,56
% * 2,51 %) (Abb. 18C). Parallel zur Expression des PI(3)P-Sensors erfolgte die
Expression von GFP-fusioniertem SNX3 in den gleichen Zellen. In den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 18D und E ist deutlich zu sehen, dass
GFP-SNX3 in Kontrollzellen an Borrelien-haltigen Phagosomen und anderen Vesikeln
lokalisiert, wohingegen eine Anreicherung in Wortmannin-behandelten Zellen nicht
sichtbar gewesen ist. Auch ist GFP-SNX3 in diesen Zellen ahnlich zytosolisch verteilt,
wie der PI(3)P-Sensor p40phox. Die Auszdhlung der GFP-SNX3-positiven
Borrelienphagosomen stellt dies ebenfalls statistisch eindrucksvoll dar (Abb. 18F).
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Experimente, dass die Bildung von
PI(3)P durch die PI3-Kinase und die Bindung dieses Phospholipids durch SNX3 am

Borrelienphagosom wichtig fiir die Kompaktierung der Borrelien sind.
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Abb. 18: PI3-Kinaseaktivitit reguliert Kompaktierung von Borrelien. Konfokale Mikroskop-
aufnahmen von Makrophagen, die PI(3)P-Sensor p40phox-GFP (A,B) oder GFP-SNX3 (C,D) exprimieren
und mit B. burgdorferi infiziert worden sind, welche anschliefend mit Borrelien-spezifischen
Antikérpern gefarbt wurden. Zellen wurden zuvor entweder mit DMSO (A,D) oder mit PI3K-Inhibitor
Wortmannin (B,E) behandelt. C: Statistische Auswertung der Kompaktierung von Borrelien nach
Wortmanninbehandlung (Mittelwerte + SEM, n=3x30). P-Werte wurden mittels unpaired two-tailed
Student’s t-test berechnet (* p < 0,05). D: Statistische Auswertung der Akkumulierung von GFP-SNX3 an
Borrelien-haltigen Phagosomen nach Wortmanninbehandlung (Mittelwerte + SEM, n=3x30). P-Werte
wurden mittels unpaired two-tailed Student’s t-test berechnet (*** p < 0,001). Alle Maf3stabsbalken:
10 pm, Vergrofierungen 1 pm.
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7.6 PI3K-Aktivitat und Bindung von PI(3)P durch SNX3 ist wichtig fir

Kompaktierung von Borrelien

Um den potenziellen Einfluss der PI(3)P-Bindung durch die PX-Doméne von SNX3 zu
untersuchen, wurden siRNA-insensitive Konstrukte von GFP-SNX3WT und
GFP-SNX3Y71A mittels QuikChange-PCR hergestellt. Dabei wurden an der siRNA-
Bindestelle innerhalb der SNX3-Sequenz drei Nukleotide so verdndert, dass eine
Bindung der siRNA an die transkribierte mRNA nicht mehr erfolgen kann. Diese
Konstrukte und GFP als Kontrolle wurden in Makrophagen, die mit SNX3-spezifischer
und Kontroll-siRNA behandelt wurden, iiberexprimiert. Die fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass eine Anreichung an Borrelien-haltigen
Phagosomen nur durch das Wildtyp-Konstrukt von GFP-SNX3 erfolgt (Abb. 19B),
wohingegen die Uberexpression von GFP-SNX3Y71A der GFP-Kontrolle dhnelt (Abb.
19A,C). Auch die vesikulare Verteilung von GFP-SNX3 innerhalb der Makrophagen ist
nur beim Wildtyp-Konstrukt zu erkennen. Die Uberexpression beider siRNA-
insensitiver Konstrukte zeigte eine nicht-signifikante Reduktion der Kompaktierung
der Spirochiten in Kontrollzellen. Der Knockdown von SNX3 mit Uberexpression von
GFP allein zeigte wie erwartet die bereits bekannte Reduktion von zirka 50 % an
kompaktierten Borrelien (71,3 % + 4,8 % zu 34,7 % * 6,4 %, Abb. 19D). Dieser Verlust
an Kompaktierungsrate konnte zu 94 % durch die Uberexpression von GFP-SNX3WT
fast vollstindig wiederhergestellt werden (64,6 % * 2,8 %). Die PX-Mutante GFP-
SNX3Y71Awar jedoch nicht in der Lage, den Knockdowneffekt zu komplementieren und
lag mit 31,7 % + 3,4% Kompaktierung etwa auf Niveau der GFP-Kontrolle.
Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Bildung von PI(3)P durch die PI3-
Kinase sowie die Bindung von SNX3 iiber seine PX-Domédne an ebendieses
Phosphatidylinositol essenziell fiir die Kompaktierung der Borrelien in Phagosomen

ist.
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Abb. 19: Die Bindung von SNX3 an PI(3)P reguliert die Kompaktierung von Borrelien. A-C:
Konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen von Makrophagen, die GFP (A), Wildtyp GFP-SNX3 (B) und PX-
Mutante SNX3Y71A (C) exprimieren und mit B. burgdorferi infiziert wurden. Alle in A-C dargestellten
Zellen sind SNX3-Knockdown-Zellen. D: Statistische Auswertung der Kompaktierung von Borrelien nach
SNX3-Depletion und Uberexpression von GFP-SXN3 und GFP-SNX3-Y71A als Versuch der
Komplementierung (Mittelwerte + SEM, n=3x30). P-Werte wurden mittels one-way ANOVA test
berechnet (* p < 0,05, **p < 0,01).
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7.7 Der C-terminale Teil von SNX3 ist fiir die Kompaktierung von

Borrelien essenziell

Um systematisch den Einfluss der verschiedenen Regionen von SNX3 auf die
Lokalisierung an Borrelienphagosomen und deren Kompaktierung zu untersuchen,
wurden die folgenden GFP-Fusionskonstrukte von SNX3 kloniert und auf ihre
Anreicherung an Borrelien-haltigen Phagosomen getestet: Ein Konstrukt ohne
N-Terminus (AN), eines bestehend aus PX-Domidne und C-Terminus (PX+C), ein
Konstrukt ohne C-Terminus (AC), ein weiteres bestehend aus der N-terminalen Region
und der nachfolgenden a-Helix (N+a) und ein Konstrukt bestehend aus der C-
terminalen Region (C) (Abb. 20A). Verglichen mit dem Volllangekonstrukt wiesen
sowohl SNX3-AN als auch SNX3-PX+C eine um zirka 30 % verringerte Lokalisierung
auf, wahrend Konstrukte, denen die PX-Doméane fehlte (N+a und C) nicht an
Phagosomen lokalisierten (Abb. 20B). Diese Daten zeigten einen moderaten, nicht-
signifikanten Einfluss der N-terminalen Region von SNX3 auf die Anreicherungen an
Borrelien-haltigen = Phagosomen sowie die absolute Notwendigkeit des
Vorhandenseins der PX-Region fiir diese Funktion. Uberraschenderweise zeigte das
Konstrukt, bei welchem nur die aus elf Aminosaureresten bestehende C-terminale
Region deletiert war, eine Verringerung der phagosomalen Lokalisierung um mehr als
80 %, was auf einen entscheidenden Einfluss dieser Region hinweist. Dieser Versuch
zeigte mit seinen erstellten Teilkonstrukten, dass die Lokalisierung von SNX3 an
Borrelienphagosomen mehrere Regionen von SNX3 umfasst, wobei die PX-Domane

und die C-terminale Region den stiarksten Einfluss austiben.

70



Ergebnisse

A FL N - \ c] B £
15aa 10aa 125aa 11aa S 8o
o »
» 3 60
% AN [ a | c = -
Q. PX+C [ [c ] %
© s [N IFE | 3
N+a N n :F:
[
c [c] E o

Abb. 20: Sorting Nexin-3 bendétigt C-Terminus zur Lokalisation an Borrelien-haltigen
Phagosomen. A: Schematische Ubersicht der von SNX3-Volllinge abgeleiteten Teilkonstrukte. N: N-
terminale Region von SNX3 (15 aa); a: alphahelikaler Teil (10 aa), PX: phox-Domaéne (125 aa), C: C-
terminale Region (11 aa). Alle Teilkonstrukte sind wie das Volllangekonstrukt auch N-terminal mit GFP
fusioniert. B: Statistische Auswertung der Akkumulierung aller GFP-SNX3-Konstrukte an Borrelien-
haltigen Phagosomen in Makrophagen (Mittelwerte + SEM, n=3x30). P-Werte wurden mittels one-way
ANOVA test berechnet (*p <0,05; **p <0,01).

Inwiefern die entsprechenden Regionen die Kompaktierung von Borrelien in
Makrophagen beeinflussen, wurde im Folgenden getestet. Dafiir wurden die zuvor
verwendeten Teilkonstrukte durch Einfiigen von stillen Punktmutationen zu siRNA-
insensitiven Konstrukten verandert. Dies betraf die GFP-fusionierten Teilkonstrukte
SNX3-AN, SNX3-PX+C und SNX3-AC. Die Teilkonstrukte SNX3-N+a sowie SNX3-C
waren bereits per se siRNA-insensitiv, da sich die Zielsequenz der siRNA innerhalb der
PX-Domdne befand. Diese siRNA-insensitiven Konstrukte inklusive dem
Volllangekonstrukt und dem GFP-Leervektor wurden erneut mittels Elektroporation
in Makrophagen eingebracht, welche zuvor mit Kontroll- sowie SNX3-spezifischer
siRNA behandelt worden waren. Anschliefiend wurde die Kompaktierungsrate der
Borrelien bestimmt (Abb. 21A-P1). Wie schon in vorherigen Experimenten deutlich
wurde, zeigte der Knockdown von SNX3 in GFP-transfizierten Knockdownzellen eine
signifikante Reduktion der Kompaktierung von Borrelien um zirka 50 %, welche durch
das Volllangekonstrukt vollstindig wiederhergestellt werden konnte (Abb. 22).
Ebenso zeigten sowohl Teilkonstrukt SNX3-AN als auch SNX3-PX+C eine fast
vollstandige Wiederherstellung der Kompaktierungsrate, wenn auch teils reduziert
(19,1 % und 17,2 % verglichen mit SNX3-FL). Dagegen war eine deutlich Reduzierung

an kompaktierten Spirochdten bei den Teilkonstrukten zu sehen, denen die PX-
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Domadne fehlte (SNX3-N+a und SNX3-C), welche vergleichbar mit der GFP-
Leervektorkontrolle war (rot-gestrichelte Linie). Diese Teilergebnisse bestatigten
noch einmal die Bedeutung der PX-Domane in Zusammenhang mit der Bindung von
SNX3 an das Borrelienphagosom und der daraus resultierenden Kompaktierung (siehe
Abb. 19). Das Konstrukt ohne C-Terminus (SNX3-AC) wies ein annahernd gleiches
Level an Kompaktierung von Borrelien auf wie die Konstrukte ohne PX-Domdne und
GFP-Kontrollvektor auf. Interessanterweise zeigte die Expression von SNX3-AC, SNX3-
N+a und SNX3-C in Kontrollzellen mit endogenem SNX3-Hintergrund eine ahnliche
Reduzierung der phagosomalen Kompaktierung, was ebenfalls auf einen
inhibitorischen Effekt dieser Konstrukte hindeutete. Diese Erkenntnisse tber
Lokalisation und Funktionalitit der Teilkonstrukte zeigen, dass neben der PX-Doméne
der C-terminale Abschnitt von SNX3 entscheidend fiir den Prozess des Einrollens der
langlichen Spirochaten ist. Moglicherweise ist neben der Bindung der PX-Domaéane an
das phagosomale PI(3)P eine Bindung oder Interaktion des C-terminalen Teils mit
einem weiteren Interaktor notig, um die effektive Kompaktierung und Verkleinerung

des Borrelienphagosoms zu ermdglichen.
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Abb. 21: Der C-Terminus von Sorting Nexin-3 ist fiir die Kompaktierung von Borrelien essenziell.
Korrespondierende Immunfluoreszenzaufnahmen zu Abb. 22. Links: Makrophagen mit endogenem
SNX3-Hintergrund, rechts; Makrophagen ohne endogenem SNX3-Hintergrund. A-F: GFP-Kontrolle; G-L:
GFP-SNX3 (Volllange); M-R: GFP-SNX3-AN; S-X: GFP-SNX3-PX+C; Y-D1: GFP-SNX3-AC; E1-J1: GFP-SNX3-
N+o; K1-P1: GFP-SNX3-C. Die Infektion erfolgte mit Wildtyp-Borrelien, welche anschliefiend mit
Borrelien-spezifischen Antikdrpern gefarbt wurden. Alle Maf3stabsbalken: 1 pm.
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Abb. 22: Der C-Terminus von Sorting Nexin-3 ist fiir die Kompaktierung von Borrelien essenziell.
Oben: Statistische Auswertung der Kompaktierung von Borrelien in Makrophagen, welche mit Kontroll-
und SNX3-spezifischer siRNA behandelt und entsprechenden GFP-SNX3-Teilkonstrukten sowie GFP
transfiziert worden sind (Mittelwerte + SEM, n=4x30). Die rote gestrichelte Linie stellt das bekannte
endogene Depletionsniveau von SNX3 in Makrophagen in GFP-iiberexprimierenden Zellen dar. P-Werte
wurden mittels one-way ANOVA test berechnet (* p < 0,05; **p <0,01; ** p < 0,001).

Unten: Western Blots von Makrophagenlysaten, mit welchen die Depletion von SNX3 sowie
Uberexpression der einzelnen Fusionskonstrukte iiberpriift wurde. Die Membran wurde mit Anti-GFP-,
anti-SNX3- sowie Anti-pan-Aktin-Antikdérpern immunochemisch gefiarbt und entwickelt.
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7.8 Galectin-9 ist ein Bindungspartner von SNX3 und beeinflusst die

Kompaktierung von Borrelien

Die zuvor aufgestellte Hypothese, dass die Interaktion des C-terminalen Teils von SNX3
mit einem moglichen, unbekannten Bindungspartner verantwortlich fiir eine
erfolgreiche Kompaktierung ist, wurde mit Hilfe einer Bindungsstudie von GFP-SNX3
und einer anschliefSenden Massenspektroskopie Uberpriift. Hierfiir wurde der
C-terminale und GFP-fusionierte Teil von SNX3 (GFP-SNX3-C) in Makrophagen
tiberexprimiert, nach Anti-GFP-Immunoprazipitation die resultierenden Lysate
gelelektrophoretisch aufgetrennt und tiber LC-MS analysiert. Parallel erfolgte auch die
Expression von GFP in einer anderen Makrophagenpopulation, welches bei der
Immunoprazipitation als Negativkontrolle eingesetzt wurde, um potenzielle
Bindungspartner, die nur an GFP binden, auszuschlief3en (Abb. 24A).

Die resultierenden Treffer der massenspektroskopischen Analyse wurden
evaluiert und nach Abdeckung der eindeutigen Peptide sortiert. Die potenziell
interessanten Kandidaten beinhalteten zytoskelettale Proteine wie CKAP4 und
Myosin 1le, Vesikel-assoziierte Proteine wie SNX12, Galectin-9, Rab35 und die Kinesine
KIF5A, KIF5B und KIF5C (Abb. 23A). Diese moglichen Interaktionspartner fiir SNX3
wurden mittels weiterer Immunoprazipitation und Immunfluoreszenzen auf ihre

Lokalisation und Interaktion mit dem Borrelienphagosom und SNX3 untersucht.

75



Ergebnisse

A
. . . Abdeckung Peptide Eindeutige MW
Uniprot-Nr. Protein Beschreibung %] [n] Peptide [n] [kDa]
060493 SNX3 Sorting nexin-3 54.3 8 8 18.8
Q9UMY4 SNX12 Sorting nexin-12 9.3 2 2 19.7
Q07065 CKAP4 Cytoskeleton-associated protein 4 7.6 3 3 66.0
Q15286 RAB35 Ras-related protein Rab-35 7.5 1 il 23.0
000182 LGALS9 Galectin-9 6.2 2 2 39.5
Q12965 MYO1E Unconventional myosin-le 5.4 5 2 127.0
Q12840 KIF5A Kinesin heavy chain isoform 5A 0.7 1 1 117.3
P33176 KIF5B Kinesin-1 heavy chain 0.7 1 i 109.6
060282 KIF5C Kinesin heavy chain isoform 5C 0.7 1 1 109.4

Borrelia

GFP-Rab35 Borrelia merge

CKAP4 + nucleus merge

Borrelia merge

-

Myo1e-GFP KIF5A-GFP

Borrelia

Abb. 23: Identifikation eines Bindungspartners an den C-Terminus von SNX3 mittels
Massenspektroskopie. A: Tabelle mit potenziellen Kandidaten, die mittels Anti-GFP-SNX3-C
Immunoprazipitation und Massenspektroskopie (MS) ermittelt worden sind. B-M: Immunfluoreszenz-
aufnahmen ausgewahlter Kandidaten der MS. CKAP4 (B), GFP-Rab35 (E), Myole-GFP (H), KIF5A-GFP
(K). Makrophagen wurden mit Hoechst33342-gefarbten (C) oder mit Borrelien infiziert, die
anschliefRend mittels Borrelien-spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht wurden (F,LL). Die
Darstellung von CKAP4 erfolgte mit CKAP4-spezifischen Antikérpern. Mafdstabsbalken: 10 pm,
Vergroflerungen 1 pm.

Auffallend war hierbei, dass lediglich Galectin-9 koprazipitiert werden konnte (Abb.
24A) und in Immunfluoreszenzen an Borrelien-haltigen Phagosomen lokalisierte und
partiell auch mit SNX3 kolokalisierte (Abb. 24B-F3), wohingegen die anderen MS-
Kandidaten keine (Ko-)Lokalisation zeigten (Abb. 23B-M). Der Vergleich der Spuren
des Gels/des Blots in Abb. 24A zeigen, dass die Detektion von Galectin-9 in der
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Elutionsfraktion von GFP-SNX3-C nicht aufgrund einer Verunreinigung durch das
benachbarte Lysat erfolgte, da nach einer Neuentwicklung (reprobing) der Galectin-9-
Membran mit einem Anti-Borrelien-Antikorper in diesem Blot kein detektierbares
Signal erkennbar war. Die Anreicherung von Galectin-9 erscheint in den
Immunfluoreszenzen stiarker an kompaktierten Phagosomen sowie an Teilen des
Borrelienphagosoms, welches anscheinend unmittelbar kompaktiert wird. Um dies
detaillierter zu visualisieren, wurde ein GFP-fusioniertes Konstrukt von Galectin-9
kloniert, welches zusammen mit RFP-SNX3 in Makrophagen tiberexprimiert wurde.
Die entsprechend transfizierten Makrophagen wurden mit Hoechst33342-gefarbten
Borrelien infiziert und mittels Lebendzellmikroskopie analysiert (Abb. 24G-G4,
Video V3). Auffillig war, dass Galectin-9 in einer motilen Vesikelpopulation prasent
war, die sich von den SNX3-Vesikeln deutlich unterschied. Interessanterweise geschah
die Anreicherung von Galectin-9 ebenfalls an Stellen des Borrelienphagosoms, welches
eine starke Membrankurvatur aufwiesen (Abb. 24G3, gestrichelte Markierung), ebenso
wie zeitlich versetzt zu der Anreicherung von SNX3, welches direkt zu Beginn am
Phagosom prasent war, wie auch in Abb. 12 zuvor gezeigt. Diese Experimente zeigen,
dass Galectin-9 scheinbar von SNX3 aus einem vesikuldren Pool zur Oberflache des
Borrelienphagosoms rekrutiert wird.

Inwiefern Galectin-9 auch einen Einfluss auf den wichtigen Prozess der
Kompaktierung der Spirochdten hat, wurde weiterfiihrend in einem weiteren
Kompaktierungsassay getestet. Hierflir wurden Makrophagen mit Kontroll-,
Galectin-9- und SNX3-spezifischer siRNA transfiziert (Abb. 25A) und kompaktierte
Borrelien wurden quantifiziert (Abb. 25B). Der Knockdown von Galectin-9 beeinflusste
hierbei nicht das Expressionslevel von SNX3 und umgedreht (Abb. 25A). Wie schon
zuvor gezeigt (Abb. 10, Abb. 19, Abb. 22), fiihrte die Depletion von SNX3 zu einer
Reduzierung der Kompaktierung von Borrelien um etwa 50 %. Deutlich zu erkennen
war dartber hinaus, dass die Kompaktierungsrate der Borrelien in Galectin-9-
Knockdownzellen ebenfalls signifikant niedriger war als bei Kontrollzellen. Der
Doppelknockdown, also die gemeinsame Depletion von Galectin-9 und SNX3
zusammen, zeigte ebenfalls eine Kompaktierungsrate von zirka 50 % gegentiber der

Kontrolle. Das Fehlen eines additiven Knockdowneffektes in Bezug auf die
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Kompaktierung lasst ebenfalls darauf schliefien, dass beide Proteine in einem

gemeinsamen Verlauf der Prozessierung von Borrelien-haltigen Phagosomen wirken.

GFP-

A Kontrolle SNX3-C
L EL L EL

kDa
as w GFP
40 -- . |
Gal9
| e
- Borrelia
35

Borrelia & nuclei
RFP-SNX3

Abb. 24: Galectin-9 interagiert mit dem C-Terminus von SNX3 wund reguliert
Borrelienkompaktierung. A: Western Blots von Anti-GFP Immunoprazipitationen (IP) der Lysate von
mit Borrelien infizierten Makrophagen, die GFP als Kontrolle und GFP-SNX3-C exprimieren.
Blotmembran wurde fiir Gal9, SNX3 und Borrelien entwickelt. L: Lysate, EL: Elutionsfraktionen der IP.
B-F: Immunfluoreszenzaufnahmen von mit Borrelien infizierten Makrophagen, die mit SNX3- (C1-3),
Gal9 (D1-3) und Borrelien-spezifischer (E1-3) Antikorper gefarbt worden sind. Maf3stabsbalken: 10 pm,
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Vergroflerungen 1 pm. G: Einzelaufnahmen aus einem Video (V3) einer Lebendzellmikroskopie zeigen
die spite Anreicherung von GFP-Gal9 an das Borrelienphagosom. Primdre Makrophagen wurden mit
RFP-SNX3 und GFP-Gal9 kotransfiziert und mit Hoechst33342-gefarbten Borrelien kurz vor Beginn der
Lebendzellmikrokopie infiziert. Angabe der Zeit in min:sek, Maf3stabsbalken: 10 um, Vergrofierungen
1 pm.

siRNA
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100 89 14 24 % Gal9 Expression kompaktierte Borrelien [%]

100 41 100 42 % SNX3 Expression

Abb. 25: Kombinierter Knockdown von SNX3 und Galectin-9. A: Western Blots von Makrophagen-
lysaten, welche mit SNX3- und Gal9-spezifischen siRNAs, einer Kombination aus beiden sowie einer
Kontroll-siRNA (Luziferase) transfiziert wurden. Mittels pan-Aktin als Ladekontrolle konnte die (Rest-)
Expression von SNX3 und Gal9 ermittelt werden. B: Statistische Auswertung der Kompaktierung von
Borrelien nach Depletierung von SNX3, Gal9 oder beiden zusammen (Mittelwerte + SEM, n=3x30).
P-Werte wurden mittels one-way ANOVA test berechnet (* p < 0,05).

Um den potenziellen Einfluss von Galectin-9 auf die Phagosomenreifung zu
untersuchen, wurden Makrophagen erneut mit Galectin-9-spezifischer und Kontroll-
siRNA behandelt sowie mit GFP-exprimierenden Borrelien und DQ-BSA koinkubiert
und mit Hilfe des spinning disk-Mikroskops untersucht (Abb. 26A-F). Hierbei wurde
das Fluoreszenzsignal von DQ-BSA an kompaktierten Borrelienphagosomen
gemessen. Diese Messungen zeigten fiir beide Galectin-9-siRNAs eine signifikante
Reduzierung des Fluoreszenzsignals von 18,1 % und 20,1 % im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 26G), was auf eine deutliche Reduzierung der proteolytischen Aktivitdt in
Galectin-9-depletierten Zellen hindeutet. Wie schon im vorherigen DQ-BSA-Assay in
SNX3-Knockdownzellen (Abb. 15H) hatte der jeweilige Knockdown keinen Einfluss auf
die allgemeine Fluoreszenzintensitat des DQ-BSAs in Makrophagen (Abb. 26H).
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Abb. 26: Galectin-9 beeinflusst die proteolytische Aktivitiat im Borrelien-haltigen Phagolysosom.
A-F: Immunfluoreszenzaufnahmen von mit GFP-Borrelien (C,D) infizierten Makrophagen, die zuvor mit
DQ-BSA (AB) behandelt worden sind. G: Statitische Auswertung der DQ-BSA-basierten
Fluoreszenzintensitaten an Borrelienphagosomen in Kontroll- (A,C,E) und Gal9-Knockzellen (B,D,F). H:
Statitische Auswertung der allgemeinen DQ-BSA-basierten Fluoreszenzintensititen in nicht infizierten
Gal9-Knockdown- und Kontrollzellen. G+H: Mittelwerte + SEM, n=3x20, P-Werte wurden mittels one-
way ANOVA test berechnet (ns: nicht signifikant, ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Zur weiteren Charakterisierung der Galectin-9-Vesikelpopulation sowie zur
Identifizierung  von  potenziellen  Bindungspartnern  wurden  Anti-GFP-
Immunoprazipitationen von in Makrophagen iiberexprimierten Volllange-GFP-
Galectin-9 durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Elutionsfraktionen wurden mittels
Gelelektrophorese und Massenspektroskopie untersucht. Die Ergebnisse der
massenspektroskopischen Analyse wurden erneut nach Abdeckung der eindeutigen
Peptide sortiert (Abb. 27A). Vielversprechende Kandidaten waren u.a. die RabGTPasen
Rab8a, Rab10 und Rab18, Vesikelregulatoren der Flotillinfamilie (Flotillin-1 und -2)
und das Vesikeldockingprotein SNAP23.
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A

. . a Abdeckung Peptide Eindeutige MwW
Uniprot-Nr. Protein  Beschreibung (%] In] Peptide [n] [kDa]
Q9NP72 RAB18 Ras-related protein Rab-18 26.7 4 4 23.0
000161 SNAP23 Synaptosomal-associated protein 23 11.4 2 23.3
P61026 RAB10 Ras-related protein Rab-10 11.0 2 1 22.5
P61006 RAB8A  Ras-related protein Rab-8a 10.6 2 1 23.7
075955 FLOT1 Flotillin-1 6.6 2 2 47.3
Q14254 FLOT2 Flotillin-2 33 1 1 47.0

leus Uberlagerung

Abb. 27: Charakterisierung der Gal9-Vesikel mittels Massenspektroskopie. A: Tabelle mit
potenziellen Kandidaten, die mittels Anti-GFP-Gal9 Immunoprazipitation und Massenspektroskopie
(MS) ermittelt worden sind. B-Q: Immunfluoreszenzaufnahmen ausgewahlter Kandidaten der MS sowie
weiterer potenzieller Bindungspartner. GFP-Rab6a (B), GFP-Rab8a (F), GFP-Rab21a (J), GFP-SNAP23
(N). Alle Zellen wurden mit Anti-Gal9-Antikdérper gefarbt (C,G,K,0) und mit Hoechst33342-gefiarbten
Borrelien infiziert. Maf3stabsbalken: 10 um, VergrofRerungen 1 pm.

Die jeweiligen GFP- oder mCherry-fusionierten Kandidaten wurden in Makrophagen
liberexprimiert, mit Wildtypborrelien infiziert, und anschlieffend wurde das endogene
Galectin-9 mittels spezifischer Antikérper immungefarbt. Dartiber hinaus wurden mit

Rab4a, Rab6a, Rab7, Rab11, Rab14, Rab21a, Rab22a, Rab27a und Rab43a weitere
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RabGTPasen getestet, die potenziell Bindungspartner bzw. charakteristisch fiir
Galectin-9-Vesikel sein konnten (Daten fiir Rab4a, Rab7, Rab11l, Rab14, Rab22a,
Rab27a und Rab43a nicht gezeigt). Von allen getesteten Kandidaten war eine
Anreicherung von Rab6a, Rab8a und Rab21 an Borrelien-haltigen Phagosomen
erkennbar (Abb. 27B-Q), welche jedoch nicht mit Galectin-9 kolokalisierten. Im
Gegensatz dazu war erkennbar, dass mCherry-fusioniertes Flotillin-2 deutlich an
Galectin-9-Vesikeln (ko-)lokalisiert war, was auch in der Lebendzellmikroskopie

sichtbar gemacht werden konnte (Abb. 28).

Borrelia &
nucleus

Flotillin-2-mCherry

Abb. 28: Flotillin-2 kolokalisiert mit Galectin-9 an Borrelienphagosomen. Einzelaufnahmen aus
einem Video einer Lebendzellmikroskopie zeigen die dynamische Kolokalisation von GFP-Gal9 mit
Flotillin-2-mCherry am Borrelienphagosom. Primdre Makrophagen wurden mit GFP-Gal9 und
Flotillin-2-mCherry kotransfiziert und mit Hoechst33342-gefarbten Borrelien kurz vor Beginn der
Lebendzellmikrokopie infiziert. Angabe der Zeit in min:sek, Maf3stabsbalken: 10 pm, Vergréferungen
1 um.

Nachdem die Galectin-9-Vesikel ndher charakterisiert werden konnten, wurde
untersucht, welche Teile des Proteins Einfluss auf den Prozess der Kompaktierung von
Borrelien haben. Galectin-9 besteht aus zwei Kohlenhydrat-Bindedomanen (CRD1 und
CRD2), die durch eine verbindende Domane (linker) verkniipft sind. Dartiber hinaus
bilden 16 Aminosduren vor der CRD1 den N-terminalen Teil des Proteins (Abb. 29A:

FL). Mit Hilfe dieser Annotationen und Informationen tiber die einzelnen Abschnitte
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von Galectin-9 wurden GFP-fusionierte Teilkonstrukte kloniert, welche zusatzlich
siRNA-insensitiv waren (Abb. 29A). Analog zum Komplementierungsassay der SNX3-
Teilkonstrukte (Abb. 20 bis Abb. 22) wurden diese GFP-fusionierten Teilkonstrukte
zusammen mit GFP und dem Galectin-9-Volllingekonstrukt in Makrophagen
liberexprimiert, die zuvor mit Kontroll- und Galectin-9-spezifischer siRNA behandelt
worden waren, und die Makrophagen anschliefdend mit Borrelien infiziert. Sowohl das
Volllangekonstrukt von Galectin-9 als auch GFP-Gal9-AN konnten die
Kompaktierungsrate von knapp 60 % wiederherstellen und zeigten zur GFP-Kontrolle
einen signifikanten Unterschied auf. Ebenso konnte gezeigt werden, dass der Galectin-
9-Knockdown in Makrophagen in diesem Experiment reproduzierbar war. Im
Gegensatz zum Vollldnge- und AN-Konstrukt waren die Teilkonstrukte, denen
einerseits der N-Terminus und die CRD1 sowie der linker und CRD2 fehlten
(linker+CRD2 und N+CRD1), auf einem Level mit der GFP-Kontrolle und konnten somit
die Kompaktierung nicht wiederherstellen. Die beiden letzten Galectin-9-
Teilkonstrukte (ACRD2 und CRD1+linker) zeigten eine durchschnittliche, nicht-
signifikante Reduzierung der Kompaktierungsrate (Abb. 29B). Interessanterweise
zeigte lediglich das AN-Konstrukt eine vollstiandige, vesikuldre Verteilung innerhalb
der Zellen, vergleichbar mit dem Volllaingekonstrukt (Abb. 30B). Das N+CRD1-
Konstrukte zeigte eine gemischte, vesikuldr-zytosolische Verteilung (Abb. 30D)
wohingegen alle anderen liberwiegend eine zytosolische Verteilung aufwiesen (Abb.
30A,C,E). Diese vesikuldre Lokalisation innerhalb der Zellen korrespondierte ebenfalls
mit der Fahigkeit der einzelnen Konstrukte, auf die Kompaktierung der Borrelien zu
wirken. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass sowohl die CRD1- als auch die
CRD2-Domane fiir ein normales Mafd an Kompaktierung von Borrelienphagosomen
sehr wichtig sind, wogegen der N-Terminus und die linker-Region nicht in diesem

Prozess involviert sind.
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Abb. 29: Die CRD-Doménen sind fiir die Kompaktierung von Borrelien essenziell. A: Schematische
Ubersicht der von Gal9-Volllinge (FL) abgeleiteten Teilkonstrukte. N: N-terminale Region von Gal9
(16 aa); CRD1: Kohlenhydratbindedoméne 1 (131 aa), linker: Verbindende Domane zwischen CRD1 und
CRD2 (79 aa), CRD2: Kohlenhydratbindedomdne 2 (129 aa). Alle Teilkonstrukte sind wie das
Volllangekonstrukt N-terminal mit GFP fusioniert. B: Statistische Auswertung der Kompaktierung von
Borrelien in Makrophagen, welche mit Kontroll- und Gal9-spezifischer siRNA behandelt und
entsprechenden GFP-Gal9-Teilkonstrukten sowie GFP transfiziert worden sind (Mittelwerte + SEM,
n=4x20). Die rote gestrichelte Linie stellt das endogene Depletionsniveau von Gal9 in Makrophagen in
GFP-iiberexprimierenden Zellen dar. P-Werte wurden mittels one-way ANOVA test berechnet (* p < 0,05;
**p<0,01).
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GFP-Gal9
N link
ACRD2 linker+CRD2 N+CRD1 CRD1+linker

Abb. 30: Intrazellulires Verteilungsmuster der Expression einzelner Galectin-9-
Deletionsmutanten. Oben: Schematischer Uberblick iiber die Doméinen des Volllingekonstrukts von
Galectin-9. Unterhalb der IF-Bilder sind die einzelnen Deletionskonstrukte zum Vergleich schematisch
dargestellt. Maf3stabsbalken: 10 pm.

Die vorangegangenen Daten zeigten, dass hochstwahrscheinlich sowohl die CRD1-, als
auch CRD2-Domine wichtig fiir die Kompaktierung sind. Beide CRD-Domé&nen
unterscheiden sich in ihrer Spezifitat fiir bestimmte Kohlenhydrate. In vorherigen
Arbeiten wurden bestimmte Aminosduren identifiziert, die fir die Bindung
unterschiedlicher Kohlenhydrate verantwortlich sind. Dies ist zum einen Alanin-46,
welche so genannte Forssmann-Pentasaccharide bindet (Nagae et al, 2008),
Asparagin-137, welche Poly-N-Acetyllaktosamine bindet (Nagae et al, 2009) und
Arginin-221 fir sialysierte Oligosaccharide (Yoshida et al, 2010). In dem
Galectin-9-Konstrukt, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, befindet sich das
verantwortliche Arginin an Position 252, da in der Studie von Yoshida et al. mit einem
Galectin-9-Konstrukt gearbeitet wurde, welches eine kurze linker-Region besafd. Um
zu Uberpriifen, ob die Lektinbindeaktivitit der beiden Domdnen fiir die
Kompaktierung von Borrelien eine Rolle spielt wurden mittels Einfiigen von
Punktmutationen vier verschiedene Gal9-CRD-Mutanten konstruiert (Abb. 31A).
Durch weitere QuikChange-PCR-Reaktionen wurde diese mittels Einfiigen von stillen
Punktmutationen zu siRNA-insensitiven (Gal9) Konstrukte verdndert. Anschlief3end
erfolgte erneut die Expression in Makrophagen, die zuvor mit Kontroll- und Gal9-
spezifischer siRNA behandelt worden waren. Auf eine Expression in Makrophagen mit
endogenem Gal9-Hintergrund, ausgenommen die GFP-Kontrolle, wurde hierbei
diesmal allerdings verzichtet. Wieder wurde die Kompaktierung der
Borrelienphagosomen betrachtet (Abb. 31B). Wie schon zuvor erkennbar, war das

Volllangekonstrukt nach fast vollstandiger Depletierung von Gal9 in der Lage, die
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Kompaktierung  wiederherzustellen. Alle = CRD-Mutanten jedoch zeigten
unterschiedliche Kompaktierungslevel, die sich nicht signifikant von den GFP-
Kontrollen (mit oder ohne endogenem Gal9-Hintergrund) oder dem
Volllangekonstrukt unterschieden. Es ist daher unwahrscheinlich, dass die Bindung
verschiedener, spezifischer Kohlenhydrate mafdgebend fiir eine Galectin-9-spezifische
Kompaktierung von Borrelien in Makrophagen ist. Zusammengefasst zeigen die Daten
fiir Galectin-9, dass dieses ein neuer Bindungspartner fiir den C-terminalen Teil von
SNX3 ist, in spateren Stadien der Kompaktierung zu Borrelien-haltigen Phagosomen
rekrutiert wird und zusammen mit SNX3 gemeinsam im Verlauf der Prozessierung von

Borrelien wirkt.
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Abb. 31: Die Lektinbindeaktivitidt hat keinen Einfluss auf die Kompaktierung von Borrelien. A:
Schematische Ubersicht der CRD-Mutanten. Alle Kontrukte sind wie das Wildtypkonstrukt N-terminal
mit GFP fusioniert. B: Statistische Auswertung der Kompaktierung von Borrelien in Makrophagen,
welche mit Kontroll- und Gal9-spezifischer siRNA behandelt und entsprechenden GFP-Gal9-CRD-
Mutanten sowie GFP transfiziert worden sind (Mittelwerte + SEM, n=3x15). Die rote gestrichelte Linie
stellt das endogene Depletionsniveau von Gal9 in Makrophagen in GFP-liberexprimierenden Zellen dar.
P-Werte wurden mittels one-way ANOVA test berechnet (* p < 0,05).

86



Ergebnisse

7.9 SNX3 ermoglicht die Rekrutierung von Rab5a und Gal9 an

Borrelien-haltige Phagosomen

Alle Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass SNX3 den Kontakt zweier
unterschiedlicher Vesikelpopulationen an Borrelien-haltigen Phagosomen ermaoglicht,
die entweder Rab5a oder Galectin-9 transportieren. Es wurde daher getestet,
inwiefern SNX3 fiir die Rekrutierung von Rab5a und Gal9 wichtig ist. Fiir diesen Zweck
wurden Fluoreszenzintensitdten der Vesikelkandidaten an Borrelienphagosomen in
Kontroll- und SNX3-depletierten Makrophagen gemessen. Galectin-9 wurde mittels
Gal9-spezifischer Antikorper gefarbt, wohingegen Rab5a als RFP-fusioniertes
Konstrukte exprimiert wurde, da die Verwendung eines Rab5a-spezifischen
Antikorpers in einem zu hohen Hintergrundrauschen resultierte (Abb. 32A,B). Die
Signalintensitaten wurden mittels Phagosomenoberflachen-assoziierten
Fluoreszenzsignalen in einem konfokalen Stack von 0,3 pm gemessen und analysiert.
Die Intensitat war in beiden Fallen deutlich und signifikant reduziert, bei RFP-Rab5a
um 54 % (17497 a.u. = 2498 a.u. in SNX3-Knockdownzellen und 38078 a.u. + 5603 a.u.
in Kontrollzellen) (Abb. 32C) und bei Gal9 um 41 % (1685 a.u. + 144,5 a.u. in SNX3-
Knockdownzellen und 2837 a.u. £ 291,2 a.u. in Kontrollzellen) (Abb. 32D). Zudem
wurde zusdtzlich das phagosomale Volumen gemessen und analysiert, um
Signalunterschiede innerhalb der Experimente aufgrund unterschiedlicher
Phagosomvolumina ausschliefen zu konnen. Die Auswertung zeigte ein annahernd
gleiches Volumen fiir Phagosomen in Kontroll- und SNX3-depletierten Makrophagen,
welche sich nicht signifikant voneinander unterschieden. Diese abschlieffenden
Ergebnisse bestdtigen erneut die Wichtigkeit von SNX3 im Prozess der Rekrutierung
von Rab5a und Galectin-9 an Borrelien-haltige Phagosomen zur weiteren

Prozessierung ebendieser.
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Abb. 32: SNX3 rekrutiert Rab5a und Gal9 zu Borrelien-haltigen Phagolysosomen. A-B4:
Immunfluoreszenzaufnahmen von Makrophagen, die RFP-Rab5a iiberexprimieren (A1,B1) mit
Borrelien infiziert worden sind und anschliefRend mit Gal9-spezifischen (A2,B2) und Borrelien-
spezifischen (A3,B3) Antikdrpern gefarbt worden sind. Statitische Auswertung der Rab5a- (C) und Gal9-
Fluoreszenzintensititen (D) an Borrelien-haltigen Phagosomen. E: Phagosomales Volumen in um?. C-E:
Mittelwerte + SEM, n=3x30, P-Werte wurden mittels one-way ANOVA test berechnet (ns: nicht
signifikant, ** p < 0,01).
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8. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, Proteine und Mechanismen zu identifizieren, die an der
Prozessierung und Reifung von Borrelien-haltigen Phagosomen in primaren humanen
Makrophagen beteiligt sind. Es konnte in einem Screen von ausgewdahlten Sorting
Nexinen gezeigt werden, dass SNX3 als einziger der getesteten Vertreter ein weiterer
Regulator der Kompaktierung von Borrelia burgdorferi ist. SNX3 ist auf Rab5a-
positiven Vesikeln lokalisiert, welche das Borrelien-haltige Phagosom kontaktieren.
Die Anreicherung am Phagosom erfolgt direkt nach Aufnahme bis zur vollstandigen
Kompaktierung der Spirochdten. Dagegen zeigte eine fast vollstindige Depletierung
von SNX3 eine stark reduzierte Kompaktierungsrate, eine verringerte proteolytische
Aktivitat in entsprechenden Phagolysosomen sowie ein erhohtes intrazellulares
Uberleben der Spirochiten in Makrophagen. Dies stellt die Bedeutung von SNX3 als
wichtigem Regulator der intrazellularen Prozessierung von Borrelia burgdorferi in
Makrophagen heraus. Zusatzlich ermoglicht SNX3 den Kontakt von Endosomen mit
Phagosomen, in dem es Rab5a-positive Vesikel an Phagosomen rekrutiert. Die
bedeutende Rolle bei der Kompaktierung von Borrelien und die Reifung der
Phagolysosomen durch Rab5a wurde in vorherigen Arbeiten detailliert beschrieben

(Naj and Linder, 2015; Naj and Linder, 2017).

8.1  Sorting Nexine - neue Regulatoren der Borrelien-Phagozytose?

Der initiale Screen von neun Vertretern der SNX-Familie zu Beginn zeigte, dass SNX3
mit Abstand am starksten an Borrelien-haltigen Phagosomen akkumulierte. Sorting
Nexin 3 ist einer der kleinsten Vertreter der SNX-Familie mit lediglich einer
annotierten PX-Domane. Viele Mitglieder dieser Familie besitzen zusatzlich noch eine
BAR- oder andere Protein-Protein- oder Protein-Lipid-Interaktionsdomanen. Die hier
gewahlten neun Vertreter der SNX-Familie spiegeln einen kleinen Querschnitt durch
die grofde Gruppe der Sorting Nexine mit insgesamt 33 Mitgliedern wider. Alle in
diesem Screen verwendeten Konstrukte wurden aufgrund bestimmter
Domdanenkompositionen ausgewdahlt. So war das Vorhandensein einer BAR-Domane

ein Auswahlkriterium, da diese Domdne, wie etwa bei SNX9, Membrantubulierungen
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induzieren kann (Park et al., 2014). Weiterhin wurde fiir SNX9 gezeigt, dass es die
Aktinpolymerisierung durch direkte Bindung von N-WASP stimuliert und tiber Kontakt
mit Phosphoinositolen an Membranumformungen wahrend endozytotischer Prozesse
mitwirkt (Yarar et al., 2008; Yarar et al., 2007). SNX1 ist, wie bereits beschrieben, an
der Organisation des tubuldaren Netzwerks wahrend Bildung der Salmonella-haltigen
Vakuolen (SCVs) beteiligt (Bujny et al., 2008). SNX8 dagegen wurde im Zusammenhang
mit retrogradem Transport von bakteriellen Shigatoxinen beschrieben (Dyve et al,,
2009). Als weiterer SNX-Vertreter mit nur einer PX-Domadne wurde zum Vergleich
SNX12 gewahlt, welches zirka 80 % Sequenzidentitiat mit SNX3 besitzt und ebenfalls in
Membrantransport- und endosomalen Reifeprozessen beschrieben wurde (Pons et al.,
2012; Priya etal, 2017). Eine Anreicherung an Borrelien-haltigen Phagosomen konnte
fir SNX12 jedoch nicht gezeigt werden. Neben SNX3 zeigte SNX1 eine deutliche
Akkumulation an Borrelien-haltigen Phagosomen, funktionelle Experimente wie
Kompaktierungsraten nach SNX1- und SNX3-Depletion zeigte jedoch, dass SNX1 nicht
funktionell zur Prozessierung von Borrelien in Bezug auf die Kompaktierung beitragt.
Dies bedeutet jedoch nicht, dass nicht noch andere SNXe bei diesem Prozess beteiligt
sein konnten. Es kann spekuliert werden, dass von dieser Proteinklasse noch mehr
Vertreter unmittelbar oder mit anderen Proteinen zusammen am Borrelienphagosom
wirken. Untersuchungen mit noch mehr oder besser allen Vertretern zeigen einen
spannenden Ausblick auf die Rolle der SNXe bei der Borrelien-Phagozytose.

Die Lokalisation von SNX3 an Phagosomen wurde sowohl fiir humane
dendritische Zellen als auch fiir SCVs in HeLa-Zellen beschrieben (Braun et al., 2010;
Chua and Wong, 2013). Die Arbeit von Braun et al. zeigte auch, dass PI(3)P und Rab5
eine Rolle in der Ausbildung von Membrantubulierungen spielen. Im Wesentlichen
unterscheidet sich jedoch das Modell von Braun et al. von dieser Arbeit: Die SCVs
werden von Salmonellen aktiv in den Wirtszellen mit dem Ziel gebildet, eine teilungs-
und vermehrungsfahige Umgebung in Abgrenzung zur Wirtszelle zu schaffen. Die
Ausbildung der Membrantubuli, die von SNX3 um die Vakuolen gebildet werden,
unterstiitzen das Uberleben von Salmonellen. Im Gegensatz dazu fiihrt die Funktion
von SNX3 in Borrelien-haltigen Phagosomen in Makrophagen zu einer Kompaktierung,
einer Reifung zum Phagolysosom und damit final zum Abbau der Spirochaten. Die

Depletion von SNX3 in Salmonella-infizierten Zellen fiihrt somit zu einem verringerten
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Uberleben der Bakterien (Braun et al., 2010), wihrend die Depletion von SNX3 in
Borrelien-infizierten Makrophagen zu einer erhohten Uberlebensrate der Spirochiten
fiihrt.

Dartiber hinaus zeigen sich auch Unterschiede beziiglich der subzellularen
Lokalisation von Rab5 bei der Studie von Braun et al. und der vorliegenden Arbeit.
Dementsprechend ist Rab5 am Salmonella-Phagosom vorhanden und reguliert die
Bildung von PI(3)P, was zur Rekrutierung von SNX3 fiihrt. Im Gegensatz dazu ist Rab5a
nicht an Borrelien-haltigen Phagosomen prasent, und Vesikel, die sowohl Rab5a als
auch SNX3 enthalten, docken an Borrelien-haltigen Phagosomen an, indem SNX3
PI(3)P an erhohten Membrankrimmungen in der Phagosomenmembran bindet.
Dariiber hinaus zeigt die Arbeit von Braun et al, dass nicht zwischen den drei
Isoformen von Rab5 (Rab5a, Rab5b und Rab5c) unterschieden wurde. So erfolgte die
Depletion von Rab5 lediglich mit siRNAs gegen alle drei Isoformen gleichzeitig (Braun
et al,, 2010). Die vorliegende Arbeit und die Arbeit von Naj und Linder zeigen jedoch,
dass spezifisch Rab5a am SNX3-Vesikel prasent ist (Naj and Linder, 2015). Eine
Aussage uiber die anderen beiden Isoformen Rab5b und Rab5c in Bezug auf die
Prozessierung von Borrelien-haltigen Phagosomen in Makrophagen kann dennoch zu

diesem Zeitpunkt nicht getroffen werden.

8.2 Die PX-Domiine ist essenziell fiir die Kompaktierung von Borrelien

Rund 77 % der gesamten Aminosauresequenz von SNX3 werden durch die PX-Doméane
abgedeckt. Sie ist der bislang einzig bekannte funktionelle Bestandteil dieses Proteins,
indem es Phosphoinositole wie PI(3)P und PI(3,5)P2 bindet (Cozier et al., 2002). Die
bevorzugte Bindung von PI(3)P durch die SNX3-PX-Domédne konnte mit Hilfe eines
biochemischen Assays gezeigt werden. Fiir diesen wurden Membranen verwendet, auf
die verschiedenen Phosphoinositole und andere wichtige Phospholipide aufgebracht
wurden. Obwohl die Ergebnisse der Imnmunfluoreszenzaufnahmen eine Anreicherung
der PIP-Sensoren von PI(3)P, PI(3,4)P2, PI(3,4,5)P3 und PI(4)P darstellten, so zeigte
der biochemische PIP-strip-Assay, dass SNX3 spezifisch PI(3)P und kein anderes
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Phosphatidylinositol bindet. Weiterhin wurde dies durch Versuche bestitigt, bei denen
die PI3-Kinaseaktivitit mit dem Inhibitor Wortmannin gehemmt und somit die
Synthese von 3‘-phosphoryliertem Phosphatidylinositol inhibiert wurde. Sowohl der
PI(3)P-Sensor p40phox als auch SNX3 konnten in diesen Versuchen nicht mehr an
Phagosomen lokalisieren, und die Kompaktierungsrate war ebenfalls stark reduziert.
Ein siRNA-insensitives SNX3-Konstrukt, welches innerhalb der PX-Doméne an dem
wichtigen Tyrosin-71 mutiert war (Xu et al., 2001a), konnte sowohl nicht an Borrelien-
haltigen Phagosomen lokalisieren als auch die urspriingliche Kompaktierungsrate
wiederherstellen. Eine neuere Studie von Lenoir et al. zeigt, dass es neben den bereits
bekannten Aminosdauren der PX-Domadne zur PIP-Bindung auch noch eine weitere
hochkonservierte und potenziell funktionelle Aminosidure neben Tyrosin-71 gibt.
Serin-72 soll hierbei als molekularer Schalter dienen, der als PIP-stop bezeichnet wird.
Dieser 16st SNX3 vom endosomalen Kompartiment nach Phosphorylierung und
unterbindet somit die Membranbindung von Sorting Nexin oder Retromerkomplex
(Lenoir et al., 2018). Die Daten der Versuche dieser vorliegenden Dissertation zur PX-
Domane zeigen jedoch, dass die Mutation Y71A innerhalb der PX-Domane die
urspriingliche Kompaktierungsrate nicht wiederherstellen konnte und diese somit auf
dem Niveau von fast vollstandiger Depletion von endogenem SNX3 war. Eine weitere
Mutation bei Serin-72 und damit ein weiterer Effekt durch den von Lenoir et al.
gezeigten PIP-stop-Mechanismus in Bezug auf Kompaktierung und Prozessierung von
Borrelien-haltigen Phagosomen kann vermutlich ausgeschlossen werden.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass sowohl SNX3 als auch PI(3)P fiir
die regelhafte Kompaktierung von Borrelien erforderlich sind und dass SNX3 nicht an
Phagosomen rekrutiert werden kann, wenn kein PI(3)P in der Phagosomenmembran
vorhanden ist.

Versuche zur Entstehung von PI(3)P an Borrelien-haltigen Phagosomen durch
die PI3-Kinase (PI3K) legen die Vermutung nahe, dass eher Inositole phosphoryliert,
anstatt Phosphoinositole wie PI(3,4)P2 oder PI(3,5)P2 dephosphoryliert werden. Dies
konnte durch Lebendzellmikroskopie genauer betrachtet werden (Daten nicht
gezeigt). In diesen Aufnahmen ist zu erkennen, dass sich PI(3)P graduell am
Borrelienphagosom anreichert, Rab5a-Vesikel jedoch nur vereinzelt Kontakt mit der

Phagosomenoberflache haben. Es ist bekannt, dass die PI(3)P-Synthese lokal auch an
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Rab5a-Vesikeln erfolgt und spater durch Fusion mit der endosomalen Membran
eingebracht werden kann (Kalin et al., 2016). Die Synthese von PI(3)P an Rabb5a-
Vesikeln ist unter anderem Voraussetzung fiir die Bindung des frithen
Endosommarkers EEA1 (early endosome antigen 1), welcher wiederum fiir
endosomale Fusionsprozesse in Sdugerzellen notwendig ist (Lawe et al,, 2002; Lawe et
al,, 2000). Die lokale Rekrutierung einer PI3K durch Rab5a erfolgt jedoch nur bei den
p110B-Untereinheiten der Klasse-I-PI3K, die PI(4,5)P2 zu PI(3,4,5)P3 phosphoryliert
(Marat and Haucke, 2016). Die Anreicherung von PI(3)P durch Vesikeltransport
und -fusion am Borrelienphagosom konnte durch diese Versuche jedoch
ausgeschlossen werden. Dagegen konnte die Hypothese unterstiitzt werden, dass die
Synthese von PI(3)P lokal durch die PI3K erfolgt.

PI(3)P selbst ist an Stellen mit hoher Membrankriimmung angereichert, da an
diesen die PI3K vorrangig aktiv ist (Hubner et al.,, 1998; Marat and Haucke, 2016). Dies
konnte in verschiedenen Immunfluoreszenzen auch mit dem PI(3)P-Sensor p40phox
sowie dem GFP-SNX3-Konstrukt an den stark gekriimmten Stellen der Borrelien-
haltigen Phagosomen gezeigt werden. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass diese
Anreicherungen von PI(3)P eine Art Andockstelle fiir Vesikel mit SNX3 und Rab5a sein
kénnten. Dies wiirde zudem frithere Beobachtungen bestatigen, die eine Anreicherung
von Rab5a an stark gekriimmten Stellen der Phagosomenmembran zeigen (Naj and
Linder, 2015). Dies wirft die nachste naheliegende Hypothese auf, ob nicht die helikale
Form der Spirochdten selbst fiir eine effektive Prozessierung in Phagosomen
verantwortlich ist, indem sie an den Spitzen der Membrankurvatur lokale
Anreicherungen von PI(3)P induziert, die anschlief3end als Andockstellen fiir SNX3-
Rab5a-Vesikel dienen. Ein solcher Mechanismus wiirde zudem die Beobachtung
erklaren, dass SNX3 bis zur vollstindigen Kompaktierung der Borrelien in eine
globuldre Form dauerhaft am Phagosom akkumuliert ist.

Sorting Nexin 3 bildet, moglicherweise auch aufgrund der Abwesenheit von
BAR-Domanen, keine Homodimere und verbleibt als Monomer. Die
Heterodimerisierung mit anderen Vertretern der SNX-Familie wurde in einem Alpha-
Screen (Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay) fir SNX8 gezeigt
(Sierecki et al., 2014). Die Daten des SNX-Screens dieser vorliegenden Arbeit zeigen

jedoch, dass SNX8 kaum am Borrelienphagosom prasent war. Dartiber hinaus zeigt die
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Arbeit von Sierecki et al. keine anderen Versuche wie Koimmunoprazipitationen, um
die Ergebnisse des Alpha-Screens zu unterstiitzen. Bislang ist bekannt, dass die
Bindung von SNX3 an PI(3)P durch seine PX-Doméine eine Interaktion zu einem
anderen SNX verhindert (Worby and Dixon, 2002). Die PX-Domadne der SNXe ist
weniger in Bezug auf die Aminosauresequenz hoch konserviert, sondern viel mehr
beziiglich ihrer ausgebildeten Sekundar- und Tertidrstrukturen (Teasdale and Collins,
2012; Worby and Dixon, 2002). Es konnte daher auch sein, dass die PX-Doméne von
SNX3 auch mit anderen Teilen der Phagosomenoberfldche interagiert. Angesichts der
spezifischen Aktivitat von SNX3 an Rab5a-positiven Vesikeln und des vergleichbaren
Einflusses der SNX3- oder Rab5a-Depletion (jeweils 50-60 % Reduktion) auf die
Kompaktierungsrate von Borrelien, scheint dies darauf hinzudeuten, dass SNX3 als
einziges Sorting Nexin bei der Rab5a-vermittelten Prozessierung von Borrelien
beteiligt ist (Naj and Linder, 2015). Die Bedeutung von Rab5a fiir die Prozessierung
und sogar das intrazellulire Uberleben von Borrelien in Makrophagen wurde schon in
friheren Arbeiten gezeigt. So konnte hierbei dargestellt werden, dass die
Uberlebensrate in Rab5a-depletierten Zellen um das 5-fache erhoht ist (Naj and Linder,

2015).

8.3 Der C-Terminus von SNX3 rekrutiert eine zweite Vesikelpopulation

Die Versuche mit SNX3-Depletierung und anschlieRender Uberpriifung auf
Kompaktierung zeigen, dass SNX3 eine spezifische und wichtige Rolle bei der
Prozessierung von Borrelien einnimmt. Diese Funktion kann scheinbar auch durch
eine andere SNX Isoform nicht ersetzt werden. Wie bereits erwahnt, besteht SNX3 zum
grofdten Teil aus der PX-Domaéne und besitzt weiterhin einen 25 Aminosaure langen N-
Terminus sowie einen 11 Aminosauren langen, unstrukturierten C-Terminus (Abb. 33
unten). Der N-Terminus zeigt von Aminosdaure 16-25 eine kleine Alpha-Helix als
Sekundarstruktur (Abb. 33 oben) (Lucas et al.,, 2016). Auf Basis dieser Sekundar- und
Tertiarstrukturen des Rontgenkristalls von Lucas et al. sowie den Informationen aus
den Versuchen zur PX-Domane zuvor, wurden Teilkonstrukte von SNX3 kloniert und

in Bezug auf Lokalisation und Funktion getestet.
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Abb. 33: Strukturelle Einteilung von SNX3 anhand von Réntgenkristallstrukturen und bereits
annotierten Domidnen. Oben: Die Kristallstruktur von Lucas et al. stellte die Basis fiir Doméanen-
Einteilung von SNX3 und die nachfolgende Klonierung der SNX3-Teilkonstrukte dar. Der N- und a-Teil
ist fiir die Bindung des Retromerkomplexes verantwortlich (VPS26, creme und VPS35, rot). Der C-
Terminus ist nicht Teil der SNX3-Retromer-Interaktion. Modifiziert nach Lucas et al. (2016). Unten:
Schematische Darstellung der Einteilung von SNX3 analog zu Abb. 20 zur Ubersicht.

Wie erwartet, ist die PX-Domadne absolut notwendig, um SNX3 an das Phagosom zu
binden und damit die Kompaktierung der Borrelien innerhalb der Phagosomen
voranzutreiben. Der N-Terminus bindet mit Aminosduren des N- und a-Teils an den
Retromerkomplex, bestehend aus VPS26 und VPS35, welcher kiirzlich als wichtiger
Regulator fiir das Recycling von Wntless-Proteinen an Endosomen gezeigt wurde
(McGough et al,, 2018). Ein ahnlicher Mechanismus kénnte daher theoretisch auch fiir
das Membranrecycling an Borrelien-haltigen Phagosomen verantwortlich sein. Der
Verlust beider N-terminaler Teile (Konstrukte AN, PX+C) zeigte jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die Kompaktierung von Borrelien. Es konnte daher sein, dass
der SNX3-Retromerkomplex beim Membran- wund Proteinrecycling von
Borrelienphagosomen eine Rolle spielt. Zumindest scheint sein méglicher Einfluss auf

die Kompaktierung und Prozessierung von Borrelien begrenzt zu sein.

95



Diskussion

Bemerkenswerterweise funktioniert der SNX3-Retromerkomplex unabhingig von
solchen Retromerkomplexen, die SNX-PX-BAR-Proteine beinhalten (Lucas etal., 2016).
Diese anderen Komplexe konnten daher mdoglicherweise eine Rolle bei der
intrazelluldren Prozessierung von Borrelien spielen.

Im Gegensatz zum N-Terminus ist der kurze C-Terminus von SNX3 fir die
Lokalisation und Funktion von SNX3 an Borrelien-haltigen Phagosomen von
entscheidender Bedeutung. Mit Hilfe von vergleichenden Immunoprazipitationen von
GFP und GFP-markiertem SNX3-C sowie anschlief3ender Massenspektroskopie
konnten mehrere potenzielle Bindungspartner der C-terminalen Region von SNX3
identifiziert werden. Dies umfasste die Kinesine KIF5A, KIF5B und KIF5C,
zytoskelettale Proteine wie CKAP4 und Myosin 1e sowie Vesikel-assoziierte Proteine.
Von allen in getesteten Kandidaten zeigte Galectin-9 als einziger Kandidat in
Immunfluoreszenzfarbungen deutliche Akkumulationen an Borrelien-haltigen
Phagosomen und konnte in Immunoprazipitationen zusammen mit SNX3
koprazipitiert werden. Wahrend mogliche Rollen fiir diese anderen
Kandidatenproteine nicht ausgeschlossen werden konnen, so zeigen die ersten
Versuche, dass alle anderen getesteten Kandidaten wohl keinen signifikanten Einfluss
auf die SNX3-abhdngige Prozessierung von Borrelien haben. Auffillig ist, dass nur ein
kleiner Teil des gesamten zellularen Galectin-9-Pools mit dem SNX3-C-Terminus
gemeinsam prazipitiert wurde, was hochstwahrscheinlich den Anteil an Galectin-9
darstellt, der an Borrelienphagosomen akkumuliertes SNX3 bindet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Galectin-9 bei der
Prozessierung von Borrelienphagosomen eine entscheidende Rolle einnimmt. Dies
konnte beispielsweise mit siRNA-vermittelter Depletion von Galectin-9 in Bezug auf
die Kompaktierung von Borrelien gezeigt werden. Zudem zeigten kombinierte
Knockdowns von SNX3 und Galectin-9 keinen additiven Effekt, was auf eine Aktivitat
im gleichen Verlauf der Kompaktierung von Borrelien schlief3en lasst. Konfokale
Aufnahmen von lebenden Makrophagen zeigen, dass Galectin-9 in einer
Vesikelpopulation vorliegt, die sich deutlich von Rab5a-SNX3-Vesikeln unterscheidet.
Galectin-9-Vesikel wurden grofdtenteils in spateren Stadien der Phagozytose von

Borrelien zum Phagosom rekrutiert, wobei SNX3, wie zuvor schon gezeigt, bereits am
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Phagosom akkumuliert war. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass Galectin-9 wahrend
der Prozessierung von Borrelien im Anschluss an die Rekrutierung von SNX3 wirkt.

Die Verwendung verschiedener Deletionskonstrukte zeigte, dass beide
Kohlenhydratbindedoméanen (CRDs) fiir die Lokalisierung von Galectin-9 an Vesikeln
und auch fiir die Kompaktierung von Borrelien wichtig sind. Dagegen waren Galectin-
9-Kontrukte mit Mutationen in beiden CRDs, bei denen die Bindung an bestimmte
Kohlenhydrate gestort war, jedoch in der Lage, die urspriingliche Kompaktierungsrate
in Makrophagen wiederherzustellen. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung dieser
bestimmten Kohlenhydrate keine Bedeutung in Bezug auf die Kompaktierung von
Borrelien hat. Es kann jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass
Galectin-9 trotzdem durch seine Kohlenhydrat-bindenden Aktivititen die
Kompaktierung beeinflusst, beispielsweise durch die Bindung anderer Kohlenhydrate
oder glykosylierter Proteine.

Galectine wurden urspriinglich als Bindungspartner von Kohlenhydraten auf
der Zelloberflache beschrieben, spater wurden ihnen weitere Funktionen, z. B. als
Regulatoren von intrazellularen Protein- und Membran-Transportprozessen
zugeschrieben (Barondes et al., 1994a; Barondes et al., 1994b; Johannes et al., 2018).
Es wurde beispielsweise gezeigt, dass Galectin-9 an der Reaktion auf lysosomale
Membranschdden beteiligt ist, indem es AMPK aktiviert und Infektionen mit
Mykobakterien in humanen Makrophagen mittels Induktion der IL-1(3-Sekretion
begrenzt (Jia et al., 2019; Sada-Ovalle et al., 2012). Es konnte dariiber hinaus gezeigt
werden, dass die Oligomerisierung von Galectinen mit der Induzierung von
Membrankrimmungen einhergeht (Johannes et al., 2016; Lakshminarayan et al,,
2014). Daher ware es sehr interessant zu untersuchen, inwiefern Galectin-9 am
Kompaktierungs-Prozess von Borrelienphagosomen, der auch eng mit
Membrantubulierungen verbunden ist, beteiligt ist.

Galectin-9 wurde in dieser vorliegenden Arbeit als Interaktionspartner fiir den
C-Terminus von SNX3 identifiziert. Analog dazu wurde in einem dhnlichen Ansatz
GFP-Galectin-9 in Makrophagen {iberexprimiert und mittels Anti-GFP-
Immunoprazipitation und Massenspektroskopie nach Bindungspartnern fir
Galectin-9 gesucht. In anschlieffenden Immunfluoreszenzaufnahmen und

Lebendzellmikroskop-Videos konnte gezeigt werden, dass die liberwiegende Mehrheit
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der Galectin-9-haltigen Vesikel ebenfalls positiv fiir Flotillin-2 ist, welches auch als
Reggie-1 bekannt ist. Die Proteine Reggie-1 und Reggie-2 wurden urspriinglich in
Bezug auf Axonenneubildung in Neuronen entdeckt. Anschliefiend wurden sie
unabhdngig voneinander als Marker von lipid rafts in sogenannten Flotationsassays
identifiziert und daher als Flotilline bezeichnet (Stuermer, 2010). Flotillin-2 ist an
Membran- und Proteinrecyclingprozessen beteiligt, und es wurde bereits gezeigt, dass
Flotilline mit der Rab11a/SNX4-Recyclingmaschinerie assoziieren, um beispielsweise
Transportprozesse von E-Cadherinen zu kontrollieren (Meister and Tikkanen, 2014;
Solis et al., 2013). In MDA-MB-231-Zellen, einer Brustkrebszelllinie, sind Flotilline mit
Rab7-positiven endosomalen Recycling-Untereinheiten assoziiert und regulieren
dabei Transportprozesse der Matrixmetalloproteinase MT1-MMP (Planchon et al,,
2018). Meister und Tikkanen beschreiben die Funktion von Flotillinen eher als
,Flotillin-assoziierte” anstatt ,Flotillin-abhangige“ Endozytose, da Signalwege der
Endo- bzw. Phagozytose streng genommen nicht mechanistisch von Flotillinen als
struktureller Komponente abhangig sind (Meister and Tikkanen, 2014). Dies bedarf
ebenfalls weiterer Untersuchungen, um die Rolle der Flotilline in Bezug auf
phagozytotische Prozesse und hier speziell im Fall der intrazellularen Prozessierung

von Borrelien durch Immunzellen darzustellen.
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Kurz zusammengefasst zeigen die Daten dieser vorliegenden Arbeit, dass

. SNX3 den Kontakt von Rab5a-positiven Endosomen und Borrelien-haltigen
Phagosomen iiber Bindung von PI(3)P ermdéglicht

. SNX3 eine Plattform fiir die Rekrutierung eines weiteren Interaktors liber den
bislang nicht charakterisierten C-Terminus bietet

. SNX3 gemeinsam mit Galectin-9 bei der intrazelluliren Kompaktierung von
Borrelien eine wichtige Rolle spielt

. die Proteingruppen der Galectine und Flotilline genauer in Bezug auf die
intrazelluldre Prozessierung von Borrelien in Immunzellen weiter untersucht
werden sollten

. die Morphologie der helikal-gewundenen Spirochaten Borrelia burgdorferi
moglicherweise die phagosomale Prozessierung begiinstigt und die Borrelie damit

sogar ihren eigenen Abbau wahrend der Phagozytose in Makrophagen begiinstigt.

Eine schematische Darstellung des Modells der Prozessierung von Borrelia burgdorferi

in primdren humanen Makrophagen durch SNX3, Rab5a und Galectin-9 zeigt Abb. 34.
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{ Borrelia burgdorferi
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Abb. 34: Zusammenfassendes Modell zum Mechanismus der Prozessierung von Borrelia
burgdorferi in primiren human Makrophagen durch SNX3, Rab5a und Galectin-9. Borrelien
werden durch Makrophagen direkt in ein mit Rab22a-besetztes Phagosom internalisiert, welches von
Rab5a-Vesikeln, die ebenfalls SNX3 tragen, kontaktiert wird. SNX3 ermdglicht die Bindung von Rab5a-
Vesikeln an das Borrelienphagosom durch Bindung von PI(3)P, welches aufgrund der helikalen
Morphologie der Borrelien an Membrankriimmungen stark angereichert ist (1). SNX3 rekrutiert dann
iiber seinen C-Terminus eine zweite Vesikelpopulation mit Galectin-9 (2,3). Sowohl Rab5a als auch
Galectin-9 tragen zur Kompaktierung der Spirochéten, zur phagolysosomalen Reifung und dem finalen
Abbau in LAMP1-positiven Phagolysosomen der Borrelien in Makrophagen bei. PM: Plasmamembran
der Makrophagen.
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14.2 Inhaltder Video-CD

Video V1: SNX3 akkumuliert an Borrelien-haltigen Phagosomen wihrend der
Kompaktierung der Spirochaten. Primarer humaner Makrophage, der RFP-SNX3
(magenta) exprimiert, wurde mit GFP-exprimierenden Borrelien (griin) infiziert und
mittels spinning disk Lebendzellmikroskopie aufgenommen. Das Zeitraffervideo der
subzellularen Region zeigt die fortschreitende Kompaktierung der internalisierten
Borrelia burgdorferi Spirochdten. Belichtungszeit: 150 ms fiir den griinen und 200 ms

fir den roten Fluoreszenzkanal. Videowiedergabebildrate: 3 Bilder/Sekunde.

Video V2: SNX3 lokalisiert an Rab5a-positiven Vesikeln und reichert sich
wahrend der Kompaktierung an Phagosomen an. Primdrer humaner Makrophage,
der GFP-SNX3 (magenta) und RFP-Rab5a (gold) exprimiert, wurde mit Hoechst33342-
gefarbten Wildtyp-Borrelien (griin) infiziert und mittels spinning disk
Lebendzellmikroskopie aufgenommen. Das Zeitraffervideo der subzellularen Region
zeigt die Akkumulation von SNX3 am Borrelienphagosom, welches durch Rab5a-
positive Vesikel kontaktiert wird. Belichtungszeit: 150 ms fiir den blauen und 200 ms
fir den roten und grinen Fluoreszenzkanal. Videowiedergabebildrate:

6 Bilder/Sekunde.

Video V3: Galectin-9-positive Vesikel Kkontaktieren Borrelien-haltige
Phagosomen wahrend ihrer Kompaktierung. Primarer humaner Makrophage, der
GFP-Gal9 (gold) und RFP-SNX3 (magenta) exprimiert, wurde mit Hoechst33342-
gefarbten Wildtyp-Borrelien (griin) infiziert und mittels spinning disk
Lebendzellmikroskopie aufgenommen. Das Zeitraffervideo der subzelluldren Region
zeigt die Akkumulation von SNX3 am Borrelienphagosom, welches durch Galectin-9-
positive Vesikel kontaktiert wird. Belichtungszeit: 150 ms fiir den blauen und 200 ms
fir den roten wund grinen Fluoreszenzkanal. Videowiedergabebildrate:

4 Bilder/Sekunde.
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