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Einleitung

1. Einleitung

1.1.Das Immunsystem

Um sich vor eindringenden Mikroorganismen zu schiitzen, haben Saugetiere im Verlauf der
Evolution ein Immunsystem entwickelt. Man unterscheidet zwischen dem angeborenen und
dem adaptiven Teil des Immunsystems, wobei das angeborene Immunsystem die erste
Verteidigungslinie darstellt (Riera Romo et al., 2016). Zum angeborenen Immunsystem gehdrt
u.a. die Haut, bestehend aus Epithelschichten mit tight junctions und strukturellen Proteinen,
die eine physikalische Barriere fur Erreger darstellt (Proksch et al., 2008). Dariber hinaus ist
die Haut mit einer Sekretschicht Uberzogen, die antimikrobielle Peptide (AMPs) und
mikrobizide Molekule wie Lysozym enthalt (Riera Romo et al., 2016). Kommt es dennoch zum
Eindringen von Mikroorganismen in den Wirt wird eine schnelle und unspezifische
Immunantwort bengétigt. Diese beinhaltet humorale und zellulare Komponenten. Ein wichtiger
Teil der Immunantwort ist das Komplementsystem, das aus mehr als 30 zellassoziierten
Proteinen und Serumproteinen besteht (Tosi, 2005). Durch einige Proteolyse- und
Aktivierungsereignisse erfolgt die Markierung von Mikroorganismen fur die Phagozytose, die
Rekrutierung von Phagozyten und die Lyse der Erreger (Tosi, 2005). Professionelle
Phagozyten nehmen nicht nur die Mikroorganismen auf und bauen diese ab, sondern
aktivieren Zellen des adaptiven Immunsystems durch  Zytokinsekretion und
Antigenprasentation (Jutras & Desjardins, 2005). Somit bilden die Phagozyten eine
Schnittstelle zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem. Zu den Zellen
des adaptiven Immunsystems zéhlen Lymphozyten. Diese brauchen langer, um initial aktiviert
zu werden. Infiziert derselbe Erreger allerdings ein zweites Mal den Wirt ist die Immunantwort

spezifischer, starker und schneller (Nicholson, 2016).

1.2.Phagozytose

Phagozytose ist ein zellularer Prozess, der die Aufnahme und den Abbau von Partikeln, die
groBer als 0,5 um sind, vermittelt (Freeman & Grinstein, 2014). Sie beinhaltet wirtsfremde
Substanzen, Mikroorganismen und apoptotische Zellen. Phagozytose findet nahezu in allen
Zelltypen statt und ist fur die Homoostase des Gewebes entscheidend (Uribe-Querol &
Rosales, 2020). Allerdings phagozytieren nur bestimmte Zellarten hochgradig effizient
(professionelle Phagozyten), zu denen zum Beispiel die myeloischen Zellen wie neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendrische Zellen z&hlen (Uribe-Querol &
Rosales, 2020).

Der gesamte Prozess der Phagozytose lasst sich in vier Phasen unterteilen: (1) Erkennung

des Partikels Uber Rezeptoren, (2) die Phagosomenbildung an der Plasmamembran, (3) die
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Reifung des Phagosoms und letztendlich (4) der Abbau der phagozytierten Fracht (Levin et
al., 2016).

Far die erste Phase (Erkennung) besitzen beispielsweise  Makrophagen
Oberflachenrezeptoren, die direkt pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs), wie
Lipopolysaccharide, Peptidoglykane oder Flagelline erkennen und dadurch Phagozytose
induzieren (Mogensen, 2009). Diese Rezeptoren werden daher pattern-recognition receptors
(PRRs) genannt. Manche dieser PRRs initiieren direkt die Phagozytose. Zu ihnen gehéren
C-Typ-Lektine Rezeptoren wie Dectin-1, Mincle oder DC-SIGN (Uribe-Querol & Rosales,
2020). Andere PRRs wie die Toll-dhnlichen Rezeptoren (TLRs) erkennen auch PAMPs,
initiieren aber nicht direkt die Phagozytose, sondern primen die Zelle nur. Das bedeutet, dass
TLRs durch PAMP-Bindung eine intrazellulare Signalkaskade aktivieren, die zur Aktivierung
von phagozytischen Rezeptoren wie Integrinen fihrt und so die Phagozytose initiiert (Freeman
& Grinstein, 2014; Uribe-Querol & Rosales, 2020). AuRerdem werden durch die Aktivierung
der TLRs proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa, IL-6 oder IFNy exprimiert und freigesetzt
(Kumar et al., 2009). Pathogene kénnen zudem durch Opsonisierung fur die Phagozytose
markiert werden. Daflr binden wirtseigene Proteine, einschlie3lich Antikdrpermolekile (IgG)
und Proteine des Komplementensystems, an Mikroorganismen, die dadurch von Fcy
Rezeptoren (FcyR, binden Fc-Teil von IgG) bzw. Komplementrezeptoren (complement
receptors; CRs) erkannt und phagozytiert werden (Dustin, 2016; Uribe-Querol & Rosales,
2020).

Sobald ein Partikel durch Phagozytoserezeptoren erkannt wird, werden unterschiedlichste
Signaltransduktionswege aktiviert und die zweite Phase, die Aufnahme, initiiert. Das fuhrt zur
lokalen Ansammlung weiterer Rezeptoren, die an die Fracht binden, zur lokalen
Polymerisation von F-Aktin und zur Bildung einer phagozytischen Tasse (Groves et al., 2008;
Jaumouillé & Grinstein, 2016; Vorselen et al., 2020). Letztendlich wird das Partikel vollstandig
von einem Teil der Plasmamembran umschlossen und in das Zellinnere abgeschniirt
(Jaumouillé & Grinstein, 2016). Dadurch wird ein neues Organell gebildet, das die
Membranzusammensetzung der Plasmamembran und das Lumen des extrazellularen
Mediums besitzt: das Phagosom. Nach erfolgter Abschniirung wird die dritte Phase der
Phagozytose, die Phagosomenreifung, initiiert. Dabei bezeichnet Phagosomenreifung den
schrittweisen Ubergang von einem Phagosom in ein degeneratives Phagolysosom durch
sukzessive Fusions- und Fissionsereignisse und ahnelt dabei der Endosomenreifung (Gray &
Botelho, 2017; Haas, 2007; Uribe-Querol & Rosales, 2020). Dieser Prozess ist vektoriell, das
heil3t friihe Phagosomen fusionieren nicht direkt mit Lysosomen zu einem Phagolysosom
(Jeschke & Haas, 2016).
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Zu Beginn der Phagosomenreifung akquiriert das neu gebildete Phagosom die
frihendosomalen Markerproteine Rab20, Rab5 und das Early Endosome Antigen-1 (EEA1L).
EEA1 vermittelt dabei Giber die soluble NSF attachment receptor (SNARE)-Proteine Syntaxin 6
und Syntaxin 13 die Fusion zwischen Rab5-assoziierten Membranen (Gray & Botelho, 2017).
Es resultiert eine Ansduerung des frihen Phagosomenlumens (pH 6,0-6,5) und die
Lokalisierung der Markerproteine Rab5 und EEA1 auf der Phagosomenmembran (Lee et al.,
2020).

Um phagozytierte Rezeptoren oder andere Fracht, die nicht zum Abbau vorgesehen ist, zu
recyceln, bilden sich aus dem frilhen Phagosom sogenannte Recyclingendosomen, die mit
Hilfe von Rab4 und Rab 11 die Fracht zuriick an die Plasmamembran transportieren (Maxfield
& McGraw, 2004). Gleichzeitig findet homotypsiche Fusion zwischen frihen Endosomen/
Phagosomen durch den class C homologs in vacuole/endosome tethering (CORVET)
Komplex statt (van der Beek et al., 2019).

Im weiteren Verlauf der Phagosomenreifung findet der Ubergang von Rab5-positiven (frithen)
Phagosomen zu Rab7-positiven (spaten) Phagosomen statt. Dazu wird Rab5 durch seinen
guanine nucleotide exchange factor (GEF) Rabex-5 am friihen Phagosom aktiviert und bindet
den Effektor Rabaptin-5, der die Rabex-5 Aktivitat weiter stimuliert (Fairn & Grinstein, 2012).
Dadurch entsteht ein positiver Feedbackloop. Rab5 rekrutiert und aktiviert die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die PI3-Phosphat (PI3P) auf der zytosolischen Seite des
frihen Phagosoms generiert (Fairn & Grinstein, 2012). Durch PI3P binden zahlreiche Proteine
wie EEA1 oder Hgs (ESCRT-0) und werden aktiviert (Fairn & Grinstein, 2012). Zudem regt
Rab5 die Rekrutierung von GTP-geladenem (aktiviertem) Rab7 tiber den CORVET Komplex
an (Fairn & Grinstein, 2012). Spate Phagosomen rekrutieren die vakuolare ATPase
(v-ATPase) auf ihre Membran, was zum weiteren Ansauern des Phagosomenlumens (pH 5,0—
6,0) fuhrt (Saftig & Klumperman, 2009). In diesem Stadium der Reifung ist das Phagosom
negativ fur EEA1 und Rab5 (Levin et al., 2016). Durch Fusion mit Golgi-Vesikel gelangen
Vorlaufer der lysosomalen Hydrolasen, wie beispielsweise Cathepsine, in das Lumen spéater
Phagosomen, die durch das saure Milieu in enzymatisch-aktive Proteine prozessiert werden
(Levin et al., 2016). Des Weiteren konnen durch den Endosomal Sorting Complex Required
for Transport (ESCRT) Vesikel an Membranen spéater Endosomen-/Phagosomen gebildet
werden, die sich in das Lumen der Kompartimente abschniren (Piper & Katzmann, 2007).
Kompartimente, die viele dieser intraluminellen Vesikel (ILVs) enthalten, werden Multivesicular
Bodies (MVBs) genannt (siehe 1.3 Der Endosomal Sorting Complex Required for Transport
(ESCRT)) (Babst, 2011).

Im letzten Schritt der Reifung fusioniert ein spates Phagosom mit einem Lysosom und bildet

ein degeneratives Phagolysosom. Daflir bindet Rab2 (spates Phagosom) tiber den homotypic
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fusion and vacuolar protein sorting (HOPS) Komplex an Arl8 (Lysosom) und bringt so die
beiden Kompartimente in raumliche N&ahe (Schleinitz et al., 2023). Einmal gebunden, wird
HOPS vermutlich fir die Fusion der beiden Kompartimente tber SNARE Proteine (Syntaxin
7, Vtilb oder Syntaxin 8 mit Vamp8 oder Vamp7) bendtigt (Schleinitz et al., 2023). Nach
erfolgreicher Fusion dissoziiert Rab7 von der Phagolysosomenmembran, die anschlieRend
LAMP1-, LAMP2- und Arl8-positiv ist (Schleinitz et al., 2023). Charakteristisch fur
Phagolysosomen ist ein saurer pH-Wert von 4,0 bis55 und die in diesem Milieu
katalytischaktiven Enzyme wie Glykosidasen, Lipasen, Nukleasen und vor allem Proteasen
wie Cathepsine (Saftig & Klumperman, 2009). Des Weiteren befindet sich auf
Phagolysosomenmembranen der NADPH Oxidasekomplex, der fir die Produktion von
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verantwortlich ist (Haas, 2007). Auch der lysosomale
lonengradient ist unverzichtbar fur die intraluminale Ansauerung, Hydrolasenstabilitdt und den
Abbau von Makromolekiilen. Uber die lysosomalen lonen wird u.a. die Lysosomenbiogenese
und die Lysosomenhomgostase gesteuert (Ballabio & Bonifacino, 2020).

Makrophagen verwenden erfolgreich abgetdtete phagozytierte Partikel bzw. Mikroorganismen
fur ihre eigene Biosynthese (Rocher & Furuta, 2015). Des Weiteren werden antigene Peptide,
die durch saure Hydrolasen des Phagolysosoms generiert werden, Uber MHC-Klasse-II
Rezeptoren zur Plasmamembran transportiert und dort zur Antigenpréasentation an CD4" T-
Zellen transferiert (Rocher & Furuta, 2015).

1.3.Der Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT)

Die Membranen eukaryotischer Zellen sind hochdynamisch und vollziehen standiges
Remodeling durch Prozesse wie Ausstilpen, Einstilpen, Abschniren, Tubulation, Fusion und
Fission. Diese dynamischen Prozesse sind essentiell fur die allgemeine Vitalitat der Zellen und
aller zellularen Funktionen. Dabei kann das Remodeling der Membranen in zwei Richtungen
stattfinden, wodurch entweder Zytosol enthaltende oder Zytosol freie Vesikel bzw. Tuben
resultieren. Fur das Abschniren von Membranen nach innen (zytosolenthaltend) wird eine
heteromultimerische Proteinmaschinerie, der Endosomal Sorting Complex Required for
Transport (ESCRT), bendtigt. Die ESCRT-Maschinerie wird in vier funktionelle Komplexe
unterteil: ESCRT-0, ESCRT-l, ESCRT-Il und ESCRT-IIl (Vietri et al., 2020). Um zellulare
Proteine der Degradation zuzufihren, werden diese initial mit dem ~8,5 kDa Protein Ubiquitin
posttranslational markiert. Durch Monoubiquitinierung oder die Bildung unterschiedlicher
Polyubiqutinketten (K48- oder K63-Ketten) werden die Proteine markiert, sodass sie entweder
proteasomal oder endolysosomal degradiert werden (Clague & Urbé, 2010; Swatek &
Komander, 2016). ESCRT-0, bestehend aus Stam und Hgs, bindet an ubiquitinierte

Rezeptoren auf Endosomenmembranen, die auf diese Weise fir den lysosomalen Abbau
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markiert wurden (Bache, Brech et al., 2003). Uber Hgs bindet ESCRT-0 an das ESCRT-I
Protein Tsg101 (Bache et al., 2003; Katzmann et al., 2001; Lu et al., 2003). Der langliche
ESCRT-I Komplex wiederum bindet tiber Vps28 an das ESCRT-II Protein Eap45 (Langelier et
al., 2006). ESCRT-Ill besteht aus Oligomeren oder Polymeren kleiner a-helikaler Chmp
Proteine, von denen Chmp4-Paraloge die abundantesten Komponenten des Komplexes sind
(Teis et al., 2008). Uber Eap20 und Chmp6 interagieren ESCRT-Il und ESCRT-III miteinander
(Langelier et al., 2006). Die ESCRT-IIl Proteine bilden membranbindenden Spiralen, die
essentiell fur die Deformation von Membranen und die Bildung von Vesikel sind. In
Zusammenspiel mit Vps4, einer ATPase Associated with diverse cellular Activities
(AAA-ATPase), werden die gebildeten Vesikel letztendlich von der Membran abgeschnirt
(Abbildung 1) (Adell et al.,, 2016). Neben diesem kanonischen Weg, der integrale
Membrankomponenten in intraluminale Vesikel (ILVs) sortiert und diese dem lysosomalen
Abbau zufiihrt, ist ESCRT an vielfaltigen weiteren membrandeformierenden Prozessen der
Zelle beteiligt: der Zytokinese, der Exosomenbiogenese, der Autophagie und der Plasma-,
Endosomen- und Lysosomenmembranreparatur (Vietri et al.,, 2020). Obwohl in diesen
Prozessen nicht immer alle ESCRT-Subkomplexe benétigt werden bzw. die Funktion einzelner
ESCRT-Subkomplexe und Proteine durch andere Proteine substituiert werden kann, bendtigt
die ESCRT-abhangige Membranabschnirung immer ESCRT-III und Vps4 (Vietri et al., 2020).

Tsg101 Chmp2

Vps28 Eap20 Chmp3

Stam Vps37 Eap30 Chmp4

Hrs hMVB12 Eap45 Chmp6
ESCRT-0 ESCRT-I ESCRT-II ESCRT-II

b

Zytosol

Endosom/
Lysosom

Abbildung 1: Der Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT). Der
ESCRT-Komplex besteht aus vier heteromultimetrischen Subkomplexen: ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-Il und ESCRT-IIl. ESCRT-0 erkennt ubiquitinierte Frachtproteine, die tiber ESCRT-I und
ESCRT-Il an ESCRT-III vermittelt werden. ESCRT-III stllpt die Membran in das Lumen der
Endosomen ein und bildet so ein Vesikel, in welches das Frachtprotein verpackt wird. Uber die
AAA-ATPase Vps4 wird letztendlich das Vesikel abgeschnirt und in das Lumen der Endosomen
freigesetzt. Adaptiert nach Vietri et al., 2020.
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Das Sortieren an den Endosomen ist entscheidend fur die zellulare Proteostase, die
Endosomenreifung, die Lysosomenfunktion und das Zell-Signaling. Hierbei spielt die ESCRT-
Maschinerie nicht nur direkt beim Sortieren der Proteine eine wichtige Rolle, sondern vielmehr
auch in der Biogenese von ILVs in Multivesicular Endosomes (MVBSs). Fracht, die in die ILVsS
sortiert werden soll, wird tber Lysin 63 Polyubiquitinierung markiert und wie oben beschrieben
aufgenommen (Huang et al., 2006). Die Ubiquitinierung ist hierbei entscheidend, weswegen
Ubiquitinligasen und deubiquitinierende Enzyme wichtige Regulatoren sind (Vietri et al., 2020).
Allerdings findet auch Ubiquitin-, ESCRT-0 und ESCRT-I unabhangiges Sorting in ILVs Uber
das Protein Alix statt (Dores et al., 2012). Durch die genetische und biochemische Analyse
von vacuolar protein sorting (vps)-Mutanten in Saccharomyces cerevisiae, beschrieben
Katzmann et al. (2001) zum ersten Mal den ESCRT-Komplex und brachten ihn in
Zusammenhang mit dem Sortieren von endosomalen Rezeptoren in MVBs. Bis heute ist die
ILV-Biogenese der am besten charakterisierte ESCRT-abhangige Prozess, sowohl in der Hefe
(Katzmann et al., 2001; Schafer et al., 2020; Teis et al., 2010), als auch in der Saugerzelle
(z.B.: Bache et al., 2003; Christ et al., 2016).

Eine weitere wichtige Funktion von ESCRT ist die Lysosomenmembranreparatur (Skowyra et
al., 2018). Bereits kleine Locher in der Lysosomenmembran fuhren zum Austreten von
Hydrolasen ins Zytosol. Daher muss diese Reparatur schnell erfolgen, um negative
Auswirkungen auf die Zelle zu vermeiden. In diversen Studien wurde gezeigt, dass an
induzierte Locher der Lysosomenmembran ESCRT-III rekrutiert wird (Jia et al., 2020; Vietri et
al., 2020). Einen entscheidenden Einfluss auf die Rekrutierungsgeschwindigkeit von Chmp4b
an die Membranltcher hat dabei Tsg101 (ESCRT-I). Des Weiteren verhindert eine Depletion
der beiden ESCRT-I assoziierten Proteine Alix und Tsg101 die Rekrutierung von ESCRT-III
vollstandig an beschadigte Lysosomen (Radulovic et al., 2018; Skowyra et al., 2018). Werden
Lécher in der Lysosomenmembran nicht ESCRT-abhangig repariert, wie beispielsweise bei
einer Tsg101 und Alix Depletion, wird das gesamte Organell Uber Lysophagie, eine bestimmte

Form der Autophagie, abgebaut (Radulovic et al., 2018).

Neben den wichtigen Funktionen fur die Zelle nutzen aber auch einige Viren (Hepatitis B Virus
und HIV) oder Mikroorganismen (siehe 1.6 Intrazellulare Pathogene) die wirtseigne ESCRT-
Maschinerie, um sich intrazellular zu vermehren und auszubreiten (Lambert et al., 2007;
Langelier et al., 2006).

1.4.Autophagie
Autophagie (aus dem Griechischen, ,auto* selbst ,phagy“ essen®) ist ein konservierter

katabolischer  zellularer Abbauprozess, der essentiell fir die Energie- und
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Nahrstoffhomodostase der Zelle ist. Dabei unterscheidet man einen selektiven und einen nicht-
selektiver Abbauprozess (Khandia et al., 2019). Einer der Hauptregulatoren der Autophagie
ist die target of rapamycin (TOR) Kinase (mammalian TOR, mTOR, in Saugern), die in
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren oder ausreichend Nahrstoffen die nicht-selektive
Autophagie inhibiert. Umgekehrt wird durch Hungerstress oder Rapamycin (mTOR Inhibitor)
die Autophagiemaschinerie aktiviert (Levine & Kroemer 2008; He & Klionsky 2009). Selektive
Autophagie ist u.a. am Abbau besch&digter Organellen beteiligt (Khandia et al., 2019). Da
Autophagie ein essentieller zellularer Prozess ist, hat eine Dysfunktion diverse pathologische
Konsequenzen, wie Neurodegeneration, Pathogenhypervirulenz und Tumorprogression
(Khandia et al., 2019).

Man unterscheidet drei Arten von Autophagie: (1) Makroautophagie, (2) Chaperon-vermittelte

Autophagie (Chaperone-mediated autophagy; CMA) und (3) Mikroautophagie.

Makroautophagie wird durch die Assemblierung des Unc51-like autophagy activating kinase 1
(UIk1l) Komplexes initiiert, der sich auch unter nahrstoffreichen Bedingungen bilden kann
(Feng et al.,, 2014). Unter autophagieinduzierenden Bedingungen wird der Ulkl Komplex
aktiviert, der AMBRA1 phosphoryliert und dadurch den PI3K Komplex aktiviert (Griffey &
Yamamoto, 2022). Beclin 1, die Kernkomponente des PI3K Komplexes, ist dabei fur die
Membrannukleation entscheidend (McKnight & Zhenyu, 2013). ATG5, ein zentrales Protein
der Autophagiemaschinerie (zusammengefasst in Ye et al., 2018), komplexiert mit ATG12 und
ATG16 und wird an die preautophagosomale Struktur (PAS) rekrutiert. Der ATG5-ATG12-
ATG16 Komplex assoziiert mit der auf3eren Membran des Phagophores und verhindert so die

Fusion des ungereiften Vesikels mit Lysosomen (Khandia et al., 2019).

AnschlieRend bindet light chain 3 (LC3) an das Phagophor und wird durch ATG4, ATG7 und
ATG3 in LC3-Il prozessiert (Glick et al.,, 2010). LC3-1l lokalisiert auf beiden Seiten der
Autophagosomenmembran (Innen- und Aul3enseite). Durch die lokale de novo Biosynthese
von Phospholipiden vergroRert sich die Phagophorenmembran, die letztendlich als
Doppelmembran die Fracht umschliel3t (Schitter et al., 2020). Die verschiedenen ATG-
Komplexe dissoziieren wahrend der Reifung des Autophagosoms von der Membran,
wohingegen LC3-II Uber den kompletten Reifungsprozess auf dem Autophagosom lokalisiert
(Glick et al., 2010; He & Klionsky 2009). Daher wird LC3-Il als molekularer Marker fir
Autophagosomen verwendet. Die auf3ere Membran des gereiften Autophagosoms fusioniert
abschlielend mit Lysosomen zu einem Autolysosom, wodurch die Fracht (noch von der
inneren Membran umgeben) durch die im sauren Milieu aktiven Hydrolasen (Lipasen,

Proteasen, Glykosidasen) abgebaut wird (He & Klionsky, 2009).
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Die CMA ist eine selektive Form der Autophagie, die zytoplasmatische Proteine fur den
lysosomalen Abbau erkennt und internalisiert (Sahu et al., 2011; Tekirdag & Cuervo, 2018).
Die CMA beginnt mit der Erkennung eines Pentapeptidmotives der Substratproteine durch
Hsc70 (Khandia et al., 2019). Hsc70 transferiert diese Proteine an den zytosolischen Rest von
LAMP2a (Cuervo & Dice 1996). Nach erfolgter Bindung werden die Proteine entfaltet und

nacheinander in das Lumen des Lysosoms transportiert (Salvador et al., 2000).

Die Lysophagie ist eine Form der Makroautophagie, die fur den selektiven Abbau beschadigter
Lysosomen verantwortlich ist. Falls Ldcher in der Lysosomenmembran nicht Giber die ESCRT-
Maschinerie repariert werden kbnnen, gelangt das zytoplasmatische Protein Galektin 3 in das
Innere der Lysosomen und bindet dort an die B-Galaktoside der Membraninnenseite. Durch
die Rekrutierung von TRIM16 an Gal3 wird der lysosomale Abbau via Makroautophagie
induziert (Jia et al., 2020; Radulovic et al., 2018). Ahnlich wie Lysosomen werden auch
beschadigte Mitochondrien oder Peroxisomen selektiv iber Mitophagie (Le Guerroué et al.,
2017) bzw. Pexophagie (Germain & Kim, 2020) abgebaut .

Eine besondere Form der Autophagie ist die Mikroautophagie, die im Vergleich zur
Makroautophagie oder der CMA bislang meist in Hefe und wenig in Sugerzellen untersucht
wurde. Dabei wird zwischen einer selektiven und einer nicht-selektiven Mikroautophagie
unterschieden (Wang et al.,, 2022). Zytoplasmatische Fracht wie Lipid Droplets oder
glykolytische Enzyme werden auf drei unterschiedliche Arten aufgenommen: (1) Uber eine
Ausstllpung der Lysosomenmembran, (2) Uber eine Einstilpung der Lysosomenmembran,
(3) eine Einstllpung der spaten Endosomenmembran (Oku & Sakai, 2018). Bislang wurde
Mikroautophagie in Saugerzellen meist an Endosomen beschrieben, als Prozess fiir den
Rezeptorabbau oder den Abbau zytosolischer Proteine (Mejlvang et al., 2018; Sahu et al.,
2011; Wang et al., 2022). Durch Lee et al. (2000) wurde erstmals Mikroautophagie am
Lysosom gezeigt. Diese Mikroautophagie unterscheidet sich mechanistisch allerdings stark
von der ESCRT-abhangigen Mikroautophagie der Endosomen, da hierbei
autophagieassoziierte Proteine involviert sind (C. Lee et al., 2020). Kurz darauf wurde aber
auch eine ESCRT-abhéngige Form der Mikroautophagie zum Abbau von lysosomalen
Membranproteinen beschrieben (W. Zhang et al., 2021).

1.5.Lysosomale Speicherkrankheiten

Neben dem essentiellen Abbau phagozytierter oder autophagozytierter Fracht spielt das
Lysosom im Cholesterolmetabolismus der Zelle ebenfalls eine entscheidende Rolle. Der
Grol3teil des zellularen Bedarfs an Cholesterol wird Gber die rezeptorvermittelte Endozytose

von low-density lipoprotein (LDL) Cholesterol auf der Plasmamembran gedeckt. Am Ende des
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endozytischen Weges, im Lysosom, werden Cholesterylester des LDLs hydorlysiert und freies
Cholesterol Uber das Protein Niemann-Pick Typ C2 (NPC2) gebunden (Ikonen & Zhou, 2021).
NPC2 transferiert Cholesterol an die N-terminale Domane des transmembranfsen Proteins
NPC1 (lkonen & Zhou, 2021). Von dort wird Cholesterol weiter transportiert. Die meisten
Studien haben sich auf die LDL-Aufnahme und die Biosynthese fokussiert, wohingegen die
Mechanismen des intrazellularen Cholesterol-Traffickings zwischen unterschiedlichen
Organellen und der Plasmamembran bislang nicht vollstdndig verstanden werden (Pipalia et
al., 2017). Nach dem Transfer an die Plasmamembran kann ungebundenes Cholesterol
zwischen den beiden Seiten der Plasmamembran wechseln, wobei Cholesterol auf der
exoplasmatischen Seite von cholesterolbindenden Sonden erkannt wird (Ikonen & Zhou,
2021). Die Akkumulierung von Cholesterol auf der Plasmamembran flhrt zur Aktivierung der
Aster/GramD Proteine, die den Ubergang von Cholesterol der Plasmamembran auf die
ER-Membran regulieren (Ferrari et al., 2020; Naito et al., 2019). UbermaRiges Cholesterol in
der ER-Membran wird durch SOAT1/ACATL1 in Cholesterylester umgewandelt und in Lipid
Droplets gelagert (Ikonen & Zhou, 2021).

Dysfunktionen im intrazellularen Cholesterol-Trafficking sind verantwortlich fir mehr als
50 humane Krankheiten wie beispielsweise Alzheimer (Koh & Cheung, 2006). Eine seltene,
aber fatale lysosomale Speicherkrankheit ist die vererbbare NPC Krankheit, die sich durch
neuronale Degeneration, Hepatosplenomegalie und Effekte in anderen Organen &ufRert
(Vanier, 2015). Aufgrund der Mutationen in NPC1 und NPC2 akkumulieren Cholesterol und
Sphingolipide in den Lysosomen der NPC-Patienten, was zu einem veranderten Protein- und
Lipid-Traffickings fuhrt (Rosenbaum & Maxfield, 2012). Obwohl NPC-defiziente Zellen viel
Cholesterol im Lysosom besitzen, ist das Cholesterollevel der Plasmamembran reduziert
(Sokol et al., 1988). Dieser Phéanotyp, d.h. Cholesterolakkumulation im Lysosom, kann mit Hilfe
der pharmakologischen Substanz U18666A induziert werden, welche NPC1 inhibiert (Koh &
Cheung, 2006). Durch das veranderte Cholesterol-Trafficking der Zelle fiihrt eine U18666A
Behandlung ebenfalls zur Inhibierung der MVB-Bildung, weswegen U18666A auch als MVB-
Inhibitor bezeichnet wird (Elgner et al., 2016).

1.6.Intrazelluléare Pathogene

Im Laufe der Zeit haben Mikroorganismen unterschiedlichste Mechanismen evolviert, durch
die sie der lysosomalen Degradation entkommen und intrazellular replizieren. Das erreichen
sie, indem sie die Phagosomenreifung in einem prephagolysosomalen Stadium anhalten, die
Phagosomenreifung reprogrammieren, das Phagolysosom umbauen oder aus dem

Phagosom ausbrechen (Haas, 2007).
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Das Gram-positive Pathogen Listeria monocytogenes induziert die Aufnahme in eine
Wirtszelle hauptsachlich tber die Bakterienoberflachenproteine InlA und InIB. InlA/B binden
an Rezeptoren der Wirtzelle, induzieren die Aktinrekrutierung, den Umbau der
Plasmamembran und letztendlich die Aufnahme des Bakteriums in ein Phagosom (Pizarro-
Cerdéa & Cossart, 2019). Abhéngig vom Zelltyp werden phagozytierte L. monocytogenes direkt
zur Lamina propria transportiert (Epithelzellen, genauer Becherzellen) bzw. brechen aus dem
Phagosom aus und replizieren im Zytosol (Makrophagen) (Nikitas et al., 2011; Pizarro-Cerda
& Cossart, 2019). Fir das Ausbrechen aus dem Phagosom bendtigt das Pathogen das poren-
bildende Toxin Listeriolysin O (LLO), das cholesterolabhdngig Ldcher in der
Phagosomenmembran induziert, und die Phospholipide PIcA und PIcB (Birmingham et al.,
2008; Grundling et al.,2003). Die Gene, die fir diese Virulenzfaktoren codieren (hlyA fir LLO),
liegen in einer Pathogenitatsinsel. Die LLO-abhangige Porenbildung fuhrt zudem dazu, dass
das Phagosom nicht ansauert und die Ca?*-Konzentration des Kompartimentes sinkt, was die
Phagosomenreifung verlangsamt und die Fusion mit Lysosomen inhibiert (Shaughnessy et al.,
2006). Durch die Loécher in der Phagosomenmembran gelangt L. monocytogenes an
zytosolisches Glucose-1-Phosophat, welches das Bakterium als Kohlenstoffquelle fur die
intrazellulare Replikation verwendet. Aul3erdem fiihrt der Kontakt mit dem Zytosol dazu, dass
das Pathogen durch das Bakterienoberflachenprotein ActA zusammen mit den Wirtsproteinen
Arp2/3 Aktin-Filamente polymerisiert (Welch et al., 2019). Durch die wachsenden Aktin-
Filamente bewegt sich L. monocytogenes intrazellular fort, durchbricht die Plasmamembran
und infiziert umliegende Zellen (Pizarro-Cerda & Cossart 2019). Andere Pathogene, die
ebenfalls auf das Ausbrechen aus dem Phagosom angewiesen sind, sind u.a. Shigella flexneri

oder Francisella tularensis (Haas, 2007).

Das Pathogen Chlamydia trachomatis verhindert den intrazellularen Abbau auf eine andere
Weise. In der Zelle interagiert das Bakterium schnell mit den Transportrouten von
Sphingomyelin-Vesikel zwischen Golgi und der Plasmamembran, akquiriert Sphingomyelin
und Cholesterol zum Phagoendosom und generiert sich auf diese Weise eine

Replikationsnische, die Inklusion (Haas, 2007).

Das Gram-negative Bakterium Coxiella burnetii, Ausloser des Q-Fiebers, ist ein besonderes
Pathogen, insofern als C. burnetii auf die Phagosom-Lysosom-Fusion angewiesen ist, um im
sauren Milieu des Kompartiments zu replizieren. Daher verhindert eine gestorte
Phagosomenreifung, beispielsweise durch nicht-funktionales Rab5 oder Rab7, die
intrazellulare Vermehrung des Pathogens (McDonough et al., 2013). Einmal im Phagolysosom
angekommen, begunstigt der saure pH-Wert den Metabolismus des Bakteriums und aktiviert
dessen Typ-4-Sekretionssystem (T4SS), Uber das ca. 150 Effektoren in die Wirtszelle

freigesetzt werden (Thomas et al., 2020). Mit Hilfe dieser Effektoren wird die Coxiella-
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enthaltende Vakuole (Coxiella-containing vacuole, CCV) in ein ausgedehntes Organell
umgebaut (Padmanabhan et al., 2020). Obwohl sich dieses Kompartiment stark von typischen
Lysosomen unterscheidet, beispielsweise in ihrer Gro3e oder durch den hohen
Cholesterolgehalt der CCV-Membran, lokalisieren typische lysosomale Markerproteine wie
LAMP1, LAMP2 oder v-ATPase an der CCV (Howe et al., 2003; Howe & Heinzen, 2006). Des
Weiteren ist Coxiella auf die Integritat der CCV fir die intrazellulare Replikation angewiesen,
die durch die ESCRT-abhéngige Membranreparatur aufrechterhalten wird (Radulovic et al.,
2018).

Das Gram-positive Bakterium Mycobacterium tuberculosis entlasst Gber sein T7SS Effektoren,
die die Phagosomenreifung inhibieren, wodurch die Bakterien in einem Phagoendosom
residieren (Mittal et al., 2018). Das sezernierte Heterodimer EsXA/EsxB wird in einer leicht
sauren Umgebung gespalten, sodass EsxA zusammen mit PDIM Poren in der
Phagosomenmembran bildet (De Jonge et al., 2007; Quigley et al., 2017). Durch die Poren
gelangen die Effektoren EsxG und EsxH in das Wirtszytosol, von denen EsxH dort direkt mit
dem ESCRT-0 Faktor Hgs interagiert und dadurch die weitere Phagosomenreifung inhibiert
(Mehra et al., 2013). AuRerdem werden die entstehenden Poren zu einem frilhen Zeitpunkt in
der Infektion durch die ESCRT-Maschinerie (ESCRT-I, ESCRT-Ill und Vps4- abhangig)
repariert, um fur M. tuberculosis eine geschiitzte Replikationsnische zu generieren (Mittal et
al.,2018; Lopez-Jiménez et al., 2018). Wenigen Stunden nach der Makrophageninfektion
durch M. tuberculosis, fuhrt die steigende Konzentration an EsxG-EsxH im Zytosol dazu, dass
die ESCRT-Maschinerie behindert und nicht mehr an die Locher der Phagosomenmembran
rekrutiert wird (Mittal et al., 2018). Dadurch gelangt M. tuberculosis in Kontakt mit dem Zytosol

und somit auch an Nahrstoffe.

1.7.Die Spezies Rhodococcus

Rhodococcus spp. wurde das erste Mal 1891 durch Wilhelm Zopf beschrieben und umfasst
heutzutage mindestens 57 obligat aerobe, nicht-motile, Gram-positive Bakterien, die zu den
Actinomyceten zahlen (Bell et al., 1998; Gdirtler et al., 2004; Vazquez-Boland & Meijer, 2019;
Zopf, 1891). Ahnlich wie mycobacteria oder cornyebacteria zeichnen sich rhodococci durch
ihre mykolsaureenthaltende lipidreiche Zellmembran aus, wodurch die Bakterien eine hohe
Toleranz gegeniber sauren Umgebungen besitzen (Gurtler et al., 2004). Je nach Stamm
erscheinen Rhodokokken kokken- oder stabchenférmig und bilden zum Teil auch myzelartige
Filamente aus (Bell et al., 1998). Rhodokokken kommen an den unterschiedlichsten Orten in
der Umwelt vor, wie dem Boden, den Abwassern oder Fazes (Gurtler et al., 2004). In den
Fokus der gegenwartigen Forschung tritt vor allem Rhodococcus equi als pathogener Vertreter

dieser Gattung.
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1.7.1. Rhodococcus equi

Zum ersten Mal beschrieben wurde R.equi 1923 von H. Magnusson, damals als
Cornyobacterium equi (Magnusson, 1923). 1977 wurde R. equi dem Genus Rhodococcus
zugeordnet (Goodfellow & Alderson, 1977) und 2022 schlagen Sangal et al. die Umbenennung
des Genus in Prescotella equi vor. Von dieser Umbenennung waren neben R. equi auch
dessen nachster Verwandter R. defluvii (Prescotella defluvii), sowie R. agglutinans
(Prescotella agglutinans), R. soli (Prescotella soli) und R subtropicus (Prescotella subtopicus)
betroffen (Sangal et al., 2022).

R. equi ist ein fakultativ intrazellulares Bakterium, das weltweit in Béden zu finden ist (Prescott,
1991). Vor allem in der Tiermedizin ist R. equi bekannt, da es bei jungen Pferdefohlen im Alter
bis zu vier Monaten eine schwere Bronchopneumonie verursachen kann (von Bargen & Haas,
2009). Aber auch fur immunkomprimierte Menschen, wie AIDS-Patienten, stellt das Pathogen
eine ernstzunehmende Bedrohung mit Tuberkulose-ahnlichen Symptomen dar (Vazquez-
Boland & Meijer, 2019). Darlber hinaus wurde R. equi in Schweinen, Rindern, Ziegen und
Hunden nachgewiesen (Prescott, 1991).

Das Bakterium bevorzugt fiir das in vitro Wachstum eine Temperatur von 30 — 37 °C und einen
alkalischen pH-Wert (Hughes & Sulaiman, 1987; Prescott, 1991). Auf Agarplatten aus
Wachstumsmedium bildet R. equi schleimige, unregelmafRig runde Kolonien, die mit
fortschreitender Inkubation ihre Farbe von weild zu lachsrosa &ndern (Prescott, 1991).
Zusatzlich zum 5 Mb groBen Genom besitzen manche R.equi eines von mehreren
Virulenzplasmiden (Letek et al., 2010).

R. equi besitzt zahlreiche Gene zur Lipid-Metabolisierung, die es mit anderen Rhodokokken
teilt. Allerdings metabolisiert R.equi aufgrund der fehlenden Komponenten des
Phosphotransferasesystems und fehlender Zuckertransporter keine Kohlenhydrate (Vazquez-
Boland et al., 2013). Das Pathogen synthetisiert Aminosduren de novo und wéachst in
Anwesenheit von anorganischem Stickstoff, organische Sauren, Fettsauren oder Thiamin.
Dabei bevorzugt R. equi als Kohlenstoffquelle kurzkettige organische Sauren (Acetat, Laktat,
Butyrat, Succinat, Fumerat, Malat, aber nicht Pyrovat) oder Fettsduren (Palmitat, langkettige
fettsaureenthaltende Lipide) (Letek et al., 2010). Aufgrund der chromosomal-codierten Mono-
und Dicarboxylattransporter, Lipasen, Fettsaure p-Oxidationsenzyme, Acetyl-CoA
Synthetasen, Acetyl-CoA Dehydrogenasen und Enoyl-CoA Isomerasen, scheint R. equi
Kohlenstoff durch Lipide zu gewinnen (Letek et al., 2010). Eine Mutation der Isocitratlyase
(aceA), die fur das in vitro Wachstum auf Fettsduren essentiell ist, fiUhrt zum Wachstumsdefekt
von R.equi in Makrophagen (Wall et al., 2005). Fiur das Wachstum des Bakteriums in
cholesterolhaltigen Medium wurden supA und supB als Teil des mce4 Operons identifiziert

(van der Geize, 2008). Eine Deletion von supAB hat allerdings keine Auswirkung auf die
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intrazellulare Replikation des Pathogens in Humanmakrophagen-artigen Zellen (Letek et al.,
2010; van der Geize et al., 2007, 2008).

Zusammen sind diese metabolischen Vorlieben von R. equi hervorragend fir das (Uber-)
Leben in einer Umgebung mit vielen Membranlipiden und wenig Aminoséuren, Zucker und

Sauerstoff abgestimmt (Vazquez-Boland et al., 2013).

1.7.2. R. equis Virulenzplasmide
Die Virulenz von R.equi in Fohlen oder in Mausmodellen ist an das 80 kb groRe
Virulenzplasmid pVAPA gekoppelt (Hondalus & Mosser, 1994; Takai et al., 1993). Bakterien,
die das Plasmid nicht tragen, sind weder zytotoxisch, noch pathogen, noch vermehren sich
intrazellular (Giguére et al.,, 1999). Das Plasmid lasst sich in drei funktionelle Regionen
unterteilen: (1) Plasmidreplikation, (2) Konjugation und Partitionierung sowie (3) Pathogenitat
(Takai et al., 2000). Dabei wurde die Pathogenitatsinsel (PAI) vermutlich Gber horizontalen
Gentransfer erworben, da diese Region von zwei Insertionselementen begrenzt ist. In der PAI
sind neun Virulenz-assoziierte Proteine (Vaps) codiert, von denen allerdings nur vapA, -C, -D,
-E, -G und -H funktionell sind (Letek et al., 2008). Die anderen drei Gene (vapF, -l und —X)
liegen degeneriert vor (Letek et al., 2008). Von den unterschiedlichen Vaps ist vor allem VapA

fur die Virulenz von R. equi entscheidend (Takai et al., 1991).

Insgesamt wurden bislang drei R. equi Virulenzplasmide entdeckt, die fur die Pathogenese in
Pferden, Schweinen bzw. Rindern verantwortlich sind: pVAPA, pVAPB und pVAPN (Ocampo-
Sosa et al., 2007; Valero-Rello et al., 2015). pVAPA und pVAPB sind Varianten desselben
zirkularen Replikons, die sich in ihrer PAI Struktur unterscheiden, wohingegen pVAPN ein nicht
verwandtes lineares Plasmid mit einer spezifischen PAl ist (Letek et al., 2008; MacArthur et
al., 2017; Valero-Rello et al., 2015).

1.7.3. Das Virulenz-assoziierte Protein A (VapA)
Das 17 kDa groR3e Virulenz-assoziierte Protein A (VapA) ist das einzige Virulenzprotein, das
fur die intrazellulare Vermehrung von R. equi unabdingbar ist (Takai et al., 1991). Trotz der
Exportsequenz wird VapA im Vergleich zu VapC, —D und —E in vitro nicht sezerniert, sondern
bleibt auf der Bakterienoberfliche gebunden (B. A. Byrne et al., 2001; Takai et al., 1992).
Allerdings konnte in Infektionsexperimenten VapA sowohl im Lumen der Rhodococcus equi-
enthaltenden Vakuole (RCV), als auch auf der limitierenden Membran der RCV nachgewiesen
werden (von Bargen et al., 2019; Wright et al., 2018).

Verschiedene Umwelteinfliisse, wie eine Temperatur von 37 °C, ein saurer pH-Wert (< 6,5),

oxidativer Stress und eine geringe lonenkonzentration (Fe?*, Ca?*, Mg?*) induzieren die VapA
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Expression (Benoit et al., 2002; Ren & Prescott, 2003; Takai et al., 1996). Dabei scheint
allerdings die Temperatur der wichtigste Einflussfaktor zu sein. In vitro wurde gezeigt, dass
erst, wenn die VapA Expression aufgrund der Temperatur (37 °C) induziert wird, ein saurer
pH-Wert eine verstarkte Expression begtinstigt (Takai et al., 1996). Dennoch kann die VapA
Expression auch bei 30 °C induziert werden, einer Temperatur, bei der normalerweise kein
VapA exprimiert wird, z.B. wahrend der Inkubation einer Flissigkultur in Plastikrohrchen oder
in Makrophagen, die bei 30°C experimentell infiziert wurden (Hansen et al., 2022, Haubenthal
et al., 2023).

Transkriptionell wird die VapA Expression Uber ein Operon bestehend aus funf Genen (VirR,
icgA, vapH, orf7 und virS) reguliert. Orf4 codiert fur VirR, einen LysR-Typ
Transkriptionsregulator, der temperatur- und pH-abhangig die Expression der nachfolgenden
Gene und vapA reguliert (Russell et al., 2004). Das orf8 codierte VirS ist ein Antwort-Regulartor
eines Zwei-Komponenten-Systems, dessen virulenzassoziierte Sensorkinase (MprB)
chromosomal codiert ist (MacArthur et al., 2011). Die Uberexpression von VirS fiihrt bei
gleichzeitiger virR-Deletion zur Expression der vap Gene auf wildtypisches Niveau (Kakuda et
al., 2015). Somit ist VirS fiur die Transkription der vap Gene und VirR fir die
Transkriptionsantwort auf Temperatur und pH-Wert verantwortlich (Coulson et al., 2015;
Kakuda et al., 2015; MacArthur et al., 2011). Beide Gene, virR und virS, sind fir eine
wildtypische VapA Expression notwendig. Zudem hangt auch die intrazellulare Vermehrung
von R. equi entscheidend von den beiden Genen ab. Erst durch die Expression von VirR und
VirS replizieren konstitutiv vapA-exprimierende avirulente R. equi intrazellular (Coulson et al.,
2015). Zudem beeinflussen VirR und VirS die Expression von 18 % der chromosomalen Gene,
die fur Transportprozesse, Energieproduktion und zellularen Metabolismus von

entscheidender Bedeutung sind (Coulson et al., 2015).

1.8.Die R. equi-enthaltende Vakuole (RCV)

R. equi gelangt Uber Inhalation in die Lunge des Wirts und wird dort von den alveolaren
Makrophagen phagozytiert. Die Aufnahme in die Makrophagen wird dabei hauptséachlich Gber
den CR3 Rezeptor Mac-1 vermittelt (Mosser & Hondalus, 1996). Alternativ erkennt der
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor die a-d-Manopyronosereste des Lipoarabinomannan (LAM)
auf der Bakterienoberflache entweder direkt oder Giber Mannosebindeproteine und induziert
die Phagozytose des Bakteriums (Garton et al., 2002; Meijer & Prescott, 2004). Die beiden
Aufnahmewege beglinstigen die intrazellulare Vermehrung von R.equi. Erfolgt die
Phagozytose der Bakterien nach Antikdrper-Opsonisierung tber den Fc-Rezeptor, setzen die
Makrophagen vermehrt IFNy frei, woraus eine erhohte Todesrate der intrazellularen Bakterien
resultiert (Darrah et al., 2000).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der RCV-Reifung. Partikel oder avirulente R. equi
werden vom Makrophagen phagozytiert, akquirieren wahrend der Reifung die v-ATPase,
fusionieren mit Lysosomen und werden letztendlich im Phagolysosom degradiert. Hingegen
setzen virulente R. equi nach erfolgter Phagozytose VapA von der Bakterienoberflache frei, das
an die Phagosomenmembran bindet und die Akquirierung der v-ATPase verhindert. VapA wird
auch in Lysosomen transportiert, wo es die Membran permeabilisiert und den Protonengradienten
zum Kollabieren bringt. Obwohl Lysosomen mit der RCV fusionieren und ihren Inhalt freisetzen,
bleibt die RCV pH-Wert neutral. In der RCV, die voller interner Membranen und Vesikel ist,
replizieren die Bakterien bis es zur Nekrose des Makrophagen kommt. Adaptiert nach von Bargen
etal., 2019.

Nach erfolgter Phagozytose reift das Phagosom zunéchst normal heran. Zuerst akquiriert das
Phagosom die typischen frilhen Markerproteine TfR, Rab5, PI(3)P und EEA1l und mit
fortschreitender Reifung spate Markerproteine wie Rab7, LAMP1 und lysobiphosphatidic acid
(LBPA) (Fernandez-Mora et al., 2005; von Bargen & Haas, 2009). Im Gegensatz zur typischen
Phagosomenreifung sauern die R. equi enthaltenden Phagosomen nur kurz und schwach an,
da das bakterielle VapA protonendurchlassige Locher in der Phagosomenmembran bildet und
einen Anteil der v-ATPase ausschliel3t (von Bargen et al., 2019). Bereits wenige Stunden nach
Infektion etabliert sich daher eine pH-neutrale R. equi-enthaltende Vakuole (RCV), die kaum
v-ATPase auf der Membran tragt und zudem negativ fir die lysosomale Hydrolase D ist
(Fernandez-Mora et al., 2005; von Bargen et al., 2019). Mit fortschreitender Infektionsdauer

(24 h) schwillt die RCV stark zu einem vesikel- und membrangeftillten Kompartiment an, das

15



Einleitung

fast kein LAMP1 auf der limitierenden Membran tragt, aber reichlich LAMP1-positive Vesikel
in ihrem Innern (Fernandez-Mora et al., 2005; Hondalus & Mosser, 1994; von Bargen et al.,
2019; Wright et al., 2018). In dieser geschitzten Umgebung replizieren virulente R. equi nach
einer anfanglichen Lag-Phase bis es letztendlich zur Nekrose des Makrophagen kommt
(Abbildung 2) (Hondalus & Mosser, 1994; Luhrmann et al., 2004; Zink et al., 1987). Lange
wurde die RCV aufgrund ihres neutralen pH-Werts und der fehlenden lysosomalen Enzyme
fur ein atypisches spates Phagosom gehalten, wobei man mittlerweile von einem atypischen
Phagolysosom ausgeht (Haubenthal et al., 2023; Toyooka et al., 2005).

Im Gegensatz zu pVAPA-positiven R. equi sind avirulente R. equi nach erfolgter Phagozytose
nicht in der Lage, die Ansauerung des Phagosoms zu inhibieren und werden daher abgebaut
(Hondalus & Mosser, 1994). Allerdings vermehren sich avirulente R. equi intrazellular, wenn
das Phagolysosom pharmakologisch durch Bafilomycin Al, einem Inhibitor der v-ATPase,
oder durch rekombinantes VapA (rVapA) pH-neutralisiert wird (von Bargen et al., 2019;
Haubenthal et al.,, 2023). Somit scheint die Ansduerungshemmung der Schlissel zur

intrazellularen Vermehrung von R. equi zu sein (Toyooka et al., 2005).

1.9.Ziel der Arbeit

Obwohl die RCV bereits als atypisches Phagolysosom charakterisiert wurde (Haubenthal et
al., 2023), ist bislang noch nicht verstanden, wie sich diese markante Vakuole im Verlauf einer
Makrophageninfektion von R.equi etabliert und wie die RCV mit anderen Organellen
interagiert. Um das zu verstehen, ist es wichtig, die Proteinzusammensetzung der
Pathogenvakuole zu kennen. In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits intakte R. equi-
enthaltende Phagosomen zu einem friihen Zeitpunkt in der Infektion aufgereinigt (Fernandez-
Mora et al., 2005). Allerdings ist die Aufreinigung intakter RCVs zu einem fortgeschrittenen
Infektionszeitpunkt bislang nicht moglich. Daher sollten rVapA-induzierte Vakuolen, als
Annahrung an RCVs, auf deren Proteinzusammensetzung untersucht werden. Durch rVapA
bilden sich Vakuolen, die stark den charakteristischen Pathogenvakuolen &hneln und in denen
avirulente R. equi replizieren (Hansen, Haubenthal, Reiter, Kniewel, Bosse-plois, Niemann,
Bargen, & Haas, 2023; Wright et al., 2018). Auch durch BafAl, einem Inhibitor der v-ATPase,
wird die intrazellulare Vermehrung avirulenter R. equi beglnstigt (von Bargen et al., 2019).
Daher sollte das Proteom von gereinigten Phagolysosomen aus rVapA- und BafAl-

behandeten Makrophagen miteinander verglichen werden.

Auffallig in der Proteomanalyse war, dass sich die Proteine der ESCRT-Maschinerie in den
VapA-induzierten Vakuolen anreicherten. Da ESCRT bei verschiedenen intrazellularen
Bakterien, wie beispielsweise dem R. equi-verwandten Actinomycet M. tuberculosis fur die
Pathogenese kritisch ist (Mittal et al., 2018), sollte in dieser Arbeit die Rolle von ESCRT in der
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intrazellularen Vermehrungsverhalten von R. equi untersucht werden. Dabei sollte naher der
Einfluss von ESCRT auf die Aufrechterhaltung der RCV-Membranintegritat, aber auch auf die
Bildung interner Vesikel beleuchtet werden. Zudem war es von Interesse, die Nahrstoffe, die
dem Pathogen in der RCV zur Verfligung stehen und die es fiir eine erfolgreiche Vermehrung

metabolisiert, zu identifizieren.

17



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1.Gerate

Becherglaser, Erlenmeyerkolben und Glasflaschen
BioPhotometer Plus

Dounce Dura-grind (Homogenisator)

DynaMag2 Magnetstander

Elektrophoreseeinheit SE250 Mighty Small Il
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer.Z1 mit ApoTome.2
Gel Doc XR

Inkubator (COy)

Inkubator

Kuhlzentrifuge Avanti J-25

Kuhlzentrifuge Universal 320

Magnetstander

MicroPulser Electroporator
Mikrotiterplatten-Lesegerat FLx800
NanoPhotometer NP80

Nanofilm TEM stainer

pH-Meter FiveEasy Plus

Spektrophotometer Genesys 20

Spinning Disc Mikroskop

Tank-Blot

Thermocycler T3000

Thermoheizschuttler

Tischzentrifuge Mikro 20
Transmissionselektronenmikroskop (TEM), Model Verios
TrayCell Kiivette

Ultraschallprozessor UP100H

Ultrazentrifuge Optima L-XP 80

Ultrazentrifuge Optima MAX-XP

2.1.2.Verbrauchsmaterialien
Chromatographiesaulen (5 ml)
Dialyseschlauch (MWCO: 3500 Da)

Elektroporationskivette (0,2 cm)

Schott-Duran
Eppendorf

Zinsser Analytic
Invitrogen

Hoefer

Zeiss

Biorad

Binder

Binder

Beckman Coulter
Hettich

Applied Biosystems
Biorad

BioTek

Implen

Nanofilm technology GmbH
Mettler Toledo
Thermo Hybaid
Zeiss

Hoefer Inc
Biometra

Heap Labor Consult
Hettich

FEI

Hellma

Hielscher Ultraschalltechnik
Beckman Coulter

Beckman Coulter

Thermo Fisher
Roth

Biozym
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Elektroporationskivette (0,4 cm)
Deckglaschen (@ 12 mm)

Kanulen

Kryordhrchen (1,6, 2 ml)

Kupfer Grids (100 Maschen mit Piololfilm)
Mehrzweckbecher 125 ml mit Deckel
Objekttrager

Nitrozellulose

Petrischalen

Pipettenspitzen (2, 200, 1000 pl)
Reaktionsgefaflie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Rontgenfilme

Serologische Pipetten (10 ml, 25 ml)
Spritzen (1 ml, 10 ml, 50 ml)
Sterilfilter (0,2 um PorengroR3e)
VivaSpin 20
Ultrazentrifugenréhrchen (1,5 ml)
Zellkulturplatten (24-Well)
Zellkulturschalen (100 mm)
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Whatman Paper

p-Dishes 35 mm

2.1.3.Chemikalien und Reagenzien

Biozym
Epredia
Braun
Sarstedt
Plano GmbH
Sarstedt
Epredia
Roth
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Fujifilm
Sarsted
B. Braun
Whatman
Sartorius
Beckman Coulter
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Roth

Ibidi

In dieser Arbeit wurde auf die Auflistung standardméRig verwendeter Chemikalien

verzichtet. Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich,

Carl Roth oder Fisher Scientific in analytischer Reinheit (p.a.) bezogen.

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete pharmakologische Substanzen

Pharmakolo- Wirkung Stock Arbeits- Hersteller/ Art.-

gische Substanz konzentration  Nr.

Bafilomycin Al Inhibitor der 400 mM 40 nM Sigma Aldrich;
v-ATPase in DMSO B1793

Imipramin HCI Inhibitor der 50 mg/ml 50 mM ChemCruz /
Cholesteryl- in H,O sc-207753

Esterfizierung
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Glycyl-L-
phenylalanin-2-
naphthylamid
(GPN)

MG132

Rapamycin

U18666A

Transiente
Permeabilisierung
der Lysosomen-
membranen
Proteasom
Inhibitor

MTOR Inhibitor

NPC1-Inhibitor

300 mM 300 pM
in DMSO

25mMin 0,4 uM
DMSO

200 mM 200 nM
in DMSO

10 mg/ml 2 pg/mi
in DMSO

Bachem /
K-1325

PeptaNova /
3175-v
Calbiochem/
553211
ChemCruz /
sc-203306

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete fluoreszente Farbstoffe und Konjugate

Fluoreszenzfarbstoff-/konjugate Hersteller Arbeitskonzentration

Bodipy™ FL Ci6 (Bodipy Palmitat) Invitrogen 100 pM

BSA-5(6) -Carboxytetramethylrhodamin  Eigene Herstellung 100 pg/mi

Filipin 111 ChemCruz 50 pg/ml

FM 4-64 Invitrogen 4 ug/ml

LysoTracker Red DND-99 Invitrogen 200 uM

SYTO13 Invitrogen 1uM

SYTO40 Invitrogen 5uM

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete primare Antikdrper

Antikorper Typ Spezies Quelle Verdinnung

Alix monoklonal Maus Santa Cruz 1:1000 WB
Sc-271975

Arl8ab monoklonal Maus Santa Cruz 1:1000 WB
sc-398635

ATG5 monoklonal Maus Santa Cruz 1:1000 WB
sc-133158

Cathepsin B monoklonal Maus Santa Cruz 1:1000 WB
sc-365558

Cathepsin D monoklonal Ziege Santa Cruz 1:1000 WB
Sc-6487

Cathepsin F polyklonal Kaninchen Mybiosource 1:1000 WB
MBS821406
0
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Chmp3 monoklonal Maus Santa Cruz 1:100 IF
sc-166361 1:1000 WB

Galectin 3 monoklonal Kaninchen Santa Cruz 1:100 IF
Sc-23938 1:1000 WB

GAPDH monoklonal Maus Invitrogen 1:1000 WB
MA5 15738

Hgs polyklonal Kaninchen ProteinTech  1:1000 WB
10390-1-AP

LAMP1 (N-Terminal) monoklonal Ratte Eigene 1:21F

Hybridoma Uberstand Herstellung 1.2 WB

LBPA monoklonal Maus Labor 1:20 IF

Hybridoma Uberstand Grinberg

LC3 monoklonal Maus Medical & 1:100
Biological
Laboratories
M152-3

NPC1 monoklonal Kaninchen Novus 1:1000 WB
Biologicals
1318A

Tsgl01 monoklonal Maus Santa Cruz 1:1000 WB
Sc-7964

VapA monoklonal Maus Santa Cruz 1:100 IF
sc-390576 1:1000 WB

Vps4d monoklonal Kaninchen Sigma 1:100 IF
SAB4200025 1:1000 WB

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete sekundére Antikorper

Antikorper Antigen Spezies Quelle Verdinnung

AlexaFluor488 Kaninchen Ziege Invitrogen 1:200
A11034

AlexaFluor555 Maus Ziege Invitrogen 1:200
A21424

Texas Red Kaninchen Ziege Invitrogen 1:100
T2767

AlexaFluor555 Ratte Ziege Invitrogen 1:200
A21434
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AlexaFluor647

AlexaFluor647

AlexaFluor647

Kaninchen Ziege
Maus Ziege
Ratte Ziege

Invitrogen 1:200
A21245
Invitrogen 1:200
A21236
Invitrogen 1:200
A48265

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete siRNAs

Murines
_ Sequenz Quelle
Zielgen
Ambion/Life Technologies
Hgs AGUACAAGGUGGUCCAGGALt
s67517
Tsgl01 GCGUUAUCGAGGUAAUAUALt Ambion/Life Technologies
_ Ambion/Life Technologies
Alix GUACCUCAGUCUAUACUUALt
s71368
Chmp3 GCUGGUUAAUGAAUGGUCAtt Ambion/Life Technologies
Ambion/Life Technologies
Vpsda GAACAUACGGUGGAAUGAULt
100252
Ambion/Life Technologies
Vps4b CGAAGAUUUGAGAAACGUALt
s73810
Scrambled

siRNA universal

negative control

Sigma-Aldrich
SIC001

2.1.4. Medien

2.1.4.1. Medien fur die Zellkultur

Medium zur Kultivierung von RAW264.7 Makrophagen und J774E Makrophagen.

Folgenden als Komplettmedium bezeichnet.

DMEM high glucose (PAN) 500 ml
FCS (hitzeinaktiviert) (PAN) 50 ml
GlutaMAX (Gibco) 5ml

Im
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Medium zum Auftauen von RAW?264.7 Makrophagen und J774E Makrophagen

DMEM high glucose (PAN) 500 ml
FCS (hitzeinaktiviert) (PAN) 50 ml
Penicillin / Streptomycin (Gibco) 5ml
GlutaMAX (Gibco) 5ml

DMEM Komplettmedium

Medium zur Kultivierung von Knochenmarksmakrophagen aus C57BL/6 J Mausen

DMEM high glucose (PAN) 500 ml
FCS (hitzeinaktiviert) (PAN) 50 ml
HEPES 1M (pH 7,0) 5ml
GlutaMAX (Gibco) 5ml
BMM® Medium
DMEM high glucose (PAN) 315 ml
FCS (hitzeinaktiviert) (PAN) 50 ml
Pferdeserum (hitzeinaktiviert) 25 ml
(HyClone)
L929 Uberstand 100 ml
Hepes (pH 7,0) 1M 5ml
GlutaMAX (Gibco) 5ml
Infektionsmedium
DMEM Komplettmedium 45 ml
BMM® Medium 5ml

2.1.4.2. Medien fir die Kultivierung von Bakterien

Brain heart infusion (BHI) Medium

BHI (Becton Dickinson) 37 g/l

in destilliertem Wasser

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Agar Agar hinzugefigt.
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BHI fur kompetente Zellen (BHIFCC) (adaptiert nach Sekizaki et al., 1998)

BHI (Becton Dickinson) 37 g/l
Glukose 0,4 % (wiv)
Glycerin 1 %(v/v)
Tween 80 0,2 % (W/v)
Glycin 2 % (Wiv)

in destilliertem Wasser
LB Medium (Lennox)
LB (Becton Dickinson) 20 g/l

In destilliertem Wasser

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Agar_Agar (Roth) hinzugeflugt. Fur
die Herstellung von ¥ LB- Agarplatten wurde die halbe Menge LB (10 g/l) verwendet.

Minimal-Salz-Medium (adaptiert nach Ashour & Hondalus, 2003)

KH2PO4 16,5 mM
K2HPO4 30 mM
(NH4)SOq4 78 mM
MgSO, 1mMm
Natriumcitrat 0,85 mM
Natriumacetat (optional) 100 mM

Thiaminhydrochlorid (steril filtriert, 0,1 mM

nach dem autoklavieren)

Minimal-Salz-Medium supplementiert mit Cholesterol (nach van der Geize et al., 2008)

KH2PO4 4,65 g/l
Na,HPO4 x HO 1,549/
Natriumacetat 29/l
NH4CI 3g/
MgSO4x 7H20 14/

Das Medium wurde autoklaviert. AnschlieBend wurde das Medium mit 0,5 g/l Cholesterol

versetzt und fur 30 min sonifiziert, um das Cholesterol zu I6sen. Dann wurde dem Medium
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1 ml/l' Vishniac-Losung (steril filtriert) und 40 mg/l Thiaminhydrochlorid (steril filtriert)

hinzugegeben.

Psi Medium (fur chemisch kompetente E. coli)

Hefeextrakt 59
Trypton 204¢
MgCl, 59
destilliertes Wasser auf 11

Der pH wurde mit KOH auf 7,6 eingestellt

Alle Bakterienmedien wurden vor der Verwendung autoklaviert. Falls benétigt, wurde dem
Medium, nachdem es auf 60 °C abgekihlt war, Antibiotikum (steril filtriert) in den folgenden

Konzentrationen hinzugeflgt:

Vishniac Losung (modifiziert nach Vishniac & Santer, 1957)

EDTA (10 g/l) und ZnS0O4 x 7H20 (4,4 g/l) wurden in ddH20 geldst und mit 2 M KOH auf pH 8,0
eingestellt. Anschlielend wurden folgende Chemikalien in der angegebenen Reihenfolge

zugegeben:

CaCl; x 2H,0 1,47 g/l
MnCl, x 7H,0 1g/l
FeSO4 x 7H,0O 1g/l
(NH4)sM07024 x 4H-0 0,22 g/l
CuSO4 x 5H20 0,315 g/l
CoCl; x 6H,0 0,32 g/l
ddH0 auffillen

Der pH wurde erst auf 6,0 und fur die Lagerung auf pH 4,0 eingestellt. Die Losung wurde
sterilfiltriert (0,2 um Filter) und im Dunkeln bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 6. Verwendete Antibiotika Konzentrationen bei R. equi und E. coli

Antibiotikum Konzentration fur R. equi Konzentration fur E. coli
Ampicillin 100 pg/ml (A,F)
Apramycin 100 pg/ml (A), 50 pg/ml (F)

Hygromycin B 100 pg/ml (A), 50 pg/ml (F)

Kanamycin 100 pg/ml (A,F)

A = Agarplatte, F = Flussigkultur

2.1.5.L6sungen und Puffer
Ammoniumchlorid-L6sung (Quenchingpuffer)

NH4CI 50 mM
in PBS

Coomassie Blau Ldsung

Coomasie R250 lg
Methanol 300 ml
Essigsaure 50 ml
ddH>0O 650 ml

Die Losung wurde auf dem Magnetrihrer fur 2 h gerthrt.

Dialysepuffer

EDTA 10 mM
in PBS

Enhanced Chemiluminescence (ECL) Losung

LOosung A

Tris pH 8,5 (1M) 5ml
Destilliertes Wasser 45 ml
p-Cumarséaure (90 mM) 110 pl
Luminol (250 mM) 250 pl
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Ldsung B
H20: (30 %)
Destilliertes Wasser

100 pl
900 pl

Pro 1 ml Lésung A wurden 3 pl von Ldsung B gemischt. AnschlieRend wurde der zu

untersuchende Blot fiir 2 min mit Losung A+B inkubiert.

Elektroporationspuffer

KoHPO4
Saccharose

Glycerin (optional)

Formaldehyd (16 %)

Paraformaldehyd
PBS (pH 7,4)

Paraformaldehyd wurde im Wasserbad (70 °C) unter stetigem Rihren
und durch die tropfenweise Zugabe von 1 M KOH geldst.

Die Formaldehydl6sung wurde aliquotiert bei -20 °C gelagert.

Formaldehyd (4 %)

Formaldehyd 16 %
PBS

Glycerin (50 %)

Glycerin

In sterilem destilliertem Wasser

Homogenisierungspuffer (HB)

Saccharose
HEPES

In sterilem destilliertem Wasser

2 mM

10 % (w/v)
15 % (v/v)

169
100 ml

3ml
9 ml

50 %

250 mM
20 mM

27



Material und Methoden

Der pH wurde mit KOH auf pH 7,2 eingestellt.

Karnovsky Fixans

Formaldehyd (16 %) 4%
Glutaraldehyd (8 %) 2%
In PBS
MES Puffer
MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
Saccharose 250 mM
EGTA 0,5mM
MES 20 mM
Der pH wurde mit HCI auf pH 5,0 eingestellt und mit destilliertem Wasser
aufgefullt.
Mowiol
Glycerin 60
Mowiol 4-88 2449
Inkubation fur 1 h bei RT unter stetigem Rihren
Destilliertes Wasser 6 ml
Inkubation fur 1 h bei RT unter stetigem Rihren
Tris/HCI (0,2 M, pH 8,5) 12 ml
Die Lésung wurde fir 2 h bei 50 °C unter gelegentlichem Ruhren (alle 20
min fir 2 min) inkubieren. Dann wurde sie fir 15 min bei 5000 x g
zentrifugieren, aliquotiert und die Aliquots bei -20°C eingefroren.
PBS (pH 7,4)
NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
Na,HPO4 x 2H,0 4,3 mM
KH2PO4 1,47 mM

In destilliertem Wasser
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Der pH wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt.

PBST

PBS 1x
Tween 20 0,1 % (v/v)

PIPES Puffer

MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
Saccharose 250 mM
EGTA 0,5mM
PIPES 20 mM

Der pH wurde mit KOH auf pH 7,0 eingestellit.

Ponceau S
Ponceau S (Roth) 0,1 % (w/v)
Essigsaure 5 % (v/v)

In destilliertem Wasser

Lagerung unter Lichtausschluss

Puffer zur Reinigung von Histidin-markiertem VapA

2x BASE

HEPES 200 mM
NaCl Y
Glycerin 10 % (v/v)

In destilliertem Wasser

Lysepuffer

2x BASE 50 % (v/v)
Imidazol 10 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM

Complete Proteaseinhibitor (Roche) 1 x

In destilliertem Wasser
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Waschpuffer | (pH 8,0)
2x BASE

Imidazol

Triton X-100

In destilliertem Wasser

Waschpuffer Il (pH 8,0)

2x BASE
Imidazol

In destilliertem Wasser

Elutionspuffer (pH 8,0)
2x BASE

Imidazol

In destilliertem Wasser

Tris/HCI (pH 8)

NaCl

Triton X-100
Natriumdesoxycholat
SDS

50 % (v/v)
40 mM
2 % (VIv)

50 % (v/v)
40 mM

50 % (v/v)
300 mM

Radioimmunoprecipitation-Assay (RIPA)-Puffer

50 mM
150 mM

1 % (viv)
0,5 % (w/v)
0,1 % (w/v)

Complete Proteaseinhibitor (Roche) 1 x

In destilliertem Wasser

SDS-PAGE Ldsungen

Sammelgel (4 %)

Destilliertes Wasser
Acrylamid/Bisacrylamid
(40 %, 37,5:1)

Tris/HCI 1,5 M (pH 6,8)

3,6 ml
630 pl

630 pl
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SDS (10 %)
APS (10 %)
TEMED

Trenngel (12 %)

Destilliertes Wasser

Acrylamid/Bisacrylamid
(40 %, 37,5:1)

Tris/HCI 1,5 M (pH 8,8)
SDS (10 %)

APS (10 %)

TEMED

SDS Laufpuffer (1x)
Tris

Glycin
SDS

In destilliertem Wasser

SDS Probenpuffer (5x)
Tris/HCI (pH®6,8)
Glycerin

SDS
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

In destilliertem Wasser

Transferpuffer (10x)

Tris
Glycin
SDS

In destilliertem Wasser

50 ul
50 pl
5ul

5,5 ml
3,7 ul

3,14l
125 pl
125 pl
15 pl

25 mM
192 mM
0,1 % (wW/v)

60 mM

25 % (viv)
2 % (wiv)
5 % (v/v)
0,1 % (w/v)

250 mM
1,92 M
0,1 % (w/v)
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Transferpuffer (1x)

Transferpuffer (10x) 200 ml
Methanol 200 ml
Destilliertes Wasser Auf 2 |

Trichloressigsaure (TCA) (50 %)

Trichloressigsaure (TCA) 50 % (v/v)
In destilliertem Wasser
Lagerung bei -20 °C

Tris Acetat EDTA (TAE) (50x)

Tris 242 g

Eisessig 57,1 ml

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml

Destilliertes Wasser Auf 11
TAE (1x)

TAE (50 x) 20 ml

Destilliertes Wasser Auf 11

Transformationspuffer chemisch kompetenter E. coli

Transformationspuffer |

Kaliumacetat 30 mM
RbCl 100 mM
CaClz x 2H20 10 mM
MnCl; 50 mM
Glycerin 15 % (v/v)

Mit Essigsaure wurde der pH auf 5,8 eingestellt und mit destilliertem

Wasser aufgefillt. AnschlieRend wurde der Puffer steril filtriert (0,2 pm)

Transformationspuffer II
MOPS 10 mM
RbCl, 10 mM
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CaCl; x 2H20
Glycerin
Mit NaOH wurde der pH auf 6,5 eingestellt und mit destilliertem Wasser

75 mM

15 % (v/v)

aufgefullt. Anschlie3end wurde der Puffer steril filtriert (0,2 pm)

2.2.Methoden
2.2.1.Zellkultur

2.2.1.1. Zelllinien

Name Beschreibung Quelle Referenz

RAW264.7 Murine Makrophagen-&hnliche H. Hilbi (Universitat Raschke et al.,
Zelllinie aus einem Abelson-Maus- | Zirich, Schweiz) 1978
Leuka&mie-Virus- induzierten Tumor

RAW264.7 RAW264.7 stabile Expression von | Michael Hensel Krieger et al.,

GFP-LAMP1 EGF-LAMP-1 (Universtat Osnabrick, | 2014

Deutschland)

RAW264.7 stabiler ATG5 Knockdown in Cynthia Leifer (Cornell | Hasan et al.,

ATG5 KD RAW264.7 University, USA) 2016

J774E Murine Makrophagen-ahnliche Stahl P., Universitat Fiani et al.,
Zelllinie mit hoher Mannose-6- Washington, USA 1998
phosphat Rezeptor Expression

C57BL/6J Isolierte U. Schaible, Herbst et al.,

Makrophagen | Knochenmarksmakrophagen aus Forschungszentrum 2011

C57BL/6J Mausen

Brostel. Deutschland

2.2.1.2. Kultivierung von RAW264.7 und J774E
Die murinen Makrophagen Zelllinien J774E und RAW264.7 wurden in 10 cm Zellkulturschalen
mit jeweils 10 ml DMEM Komplettmedium bei 37 °C und 5 % CO;inkubiert. Die Zellen wurden
alle drei Tage in einem Verhaltnis von 1:5 (J774E) bzw. 1:2 (RAW264.7) subkultiviert. Dazu

wurde das alte Zellmedium verworfen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in frischem

DMEM-Komplettmedium mit einem sterilen Zellschaber abgeldst. Die Zellsuspension wurde

auf neue sterile Zellkulturschalen verteilt und mit DMEM-Komplettmedium auf 10 ml aufgefullt.

2.2.1.3. Kultivierung von C57BL/6J Knochenmarksmakrophagen

Die Kryostocks der Knochenmarksmakrophagen wurden bei 37 °C im Wasserbad schnell

aufgetaut und in 9 ml DMEM Komplettmedium ohne Antibiotikum tberfuhrt. Die Zellen wurden
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bei 470 x g fur 5 min bei 4 °C pelletiert und anschlieRend zweimal mit DMEM Komplettmedium
ohne Antibiotikum gewaschen. Nach dem ersten Waschen wurde die Zellzahl bestimmt (siehe
2.2.1.4.) und nach dem zweiten Waschen das Pellet in 1 ml Infektionsmedium resuspendiert.
AnschlieBend wurden fir Infektionsversuche 1,5 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 24-Well
Platte auf Glasplattchen in Infektionsmedium ausgesét und bis zur Verwendung, aber maximal
fur funf Tage, bei 37 °C inkubiert. Dadurch, dass die Zellen nicht in reinem

Knochenmarksmedium kultiviert wurden, proliferierten sie nicht weiter.

2.2.1.4. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Medium der adh&arenten Makrophagen verworfen,
einmal mit PBS gewaschen und anschliel3end in 2 ml PBS mit einem sterilen Zellschaber
abgel6st. Von der Zellsuspension wurden 10 pl in eine Neubauer Zéahlkammer Uberfihrt und

die Zellen in vier Groldquadraten gezahlt. Die Zellzahl pro ml wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl
ml

Gezihlte Zellen
Anzahl der ausgezahlten Grofiquadrate

x Kammerkonstante X Verdiinnungsfaktor =

Kammervolumen = 1mm X 1 mm X 0,1 mm = 0,1 mm3 = 0,1 ul

1 ml
K k = =1 = 10*
ammerkonstante Kammervolumen (0,1 i) 0000 0

2.2.1.5. Einfrieren und Auftauen von Makrophagen

Fur die Langzeitlagerung der Makrophagen wurden diese in 10 % DMSO weggefroren. Die
Makrophagen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschliel3end in 2 ml PBS mit einem
Zellschaber von der Platte gelost. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Reaktionsgefald
uberfiihrt, bei 160 x g fir 5 Min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
1 ml FCS mit 10 % DMSO geldst und in Kryordhrchen Uberfuhrt. Diese wurden in einer
Mr. Frosty™ Gefrierbox (Thermo Fisher Scientific) Gber Nacht bei -80 °C gelagert und am
nachsten Tag in flussigen Stickstoff (-196 °C) Uberflhrt.

Fur die Kultivierung der eingefrorenen Makrophagen wurden die Kryoréhrchen bei 37 °C fir
2 min im Wasserbad aufgetaut und in 9 ml PBS uberfihrt. Die Zellen wurden bei 160 x g
pelletiert, der Uberstand verworfen, das Zellpellet in frischem, vorgewarmtem Komplettmedium
geldst und in eine neue 10 cm Platte Uberfuhrt. Die Zellen wurden anschlieen wie in Abschnitt
2.2.1.2. beschrieben kultiviert.

34



Material und Methoden

2.2.2. Bakterienstamme

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme

Stamm Beschreibung Quelle Referenz
_ Isolat aus der Fohlenlunge, J. F. Prescott (Universitat de la Peifia-Moctezuma &
R. equi 103+ N
pVAPA-positiver Stamm Guelph, Kanada) Prescott, 1995
_ _ _ J. F. Prescott (Universitét de la Pefia-Moctezuma &
R. equi 103- Isogenes, pVAPA-negatives Derivat von 103+
Guelph, Kanada) Prescott, 1995
R. equi 103+ AvapA 103+ mit einer Deletion fir vapA auf pVAPA M. Polidori (dieses Labor) Polidori, 2007
_ 103+ mit einer chromosomalen Deletion fiir J. F. Prescott (Universitat _
R. equi 103+ AchoE Pei et al., 2006

choE

Guelph, Kanada)

R. equi 103+ pCharge3-
Turbo635

103+, der den fluoreszenten Reporter 635

(DsRed-Derivat) exprimiert

Philipp Hansen (dieses Labor)

Hansen, 2020

R. equi 103+ AvapA
pYUB415

103+ AvapA transformiert mit pYUB415-
Leervektor

Philipp Hansen (dieses Labor)

Hansen, 2020

R. equi 103- pYUB415

103- transformiert mit pYUB415- Leervektor

Philipp Hansen (dieses Labor)

Hansen, 2020

R. equi 103- pYUB415-

103- transformiert mit pYUBA415, das die open
reading frames orf4 und orf8 des R. equi 103+

orf4-orf8 Virulenzplasmides direkt hintereinander unter Dlese Arbett
der Kontrolle des orf4 Promotors enthélt

R. equi 103+ pSMT3-M 103+ transformiert mit pPSMT3-M Leervektor Diese Arbeit

R. equi 103- pSMT3-M 103- transformiert mit pPSMT3-M Leervektor Diese Arbeit
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R. equi 103+ pSMT3-M-
LLO

103+ transformiert mit pSMT3-M, das hinter
dem hsp60 Promotor fir hlyA aus
L. monocytogenes codiert

Diese Arbeit

R. equi RE1

Isolat aus der Fohlenlunge
pVAPA-positiver Stamm

Van der Geize, 2008

R. equi RE1 AsupAB

RE1 Stamm mit einer chromosomalen Deletion
der Cholesteroltransporter supA und supB

pVAPA-positiver Stamm

Van der Geize, 2008

R. defluvii Call

Isolat aus einem Bioreaktor fir
) DSMZ
Abwasseraufbereitung

Kampfer et al., 2014
DSM45893

‘R. defluvii Ca11”

M. Guffanti (San Raffaele

Isolat aus der Lunge eines AIDS Patienten in _ o _
Wissenschaftsinstitut, Mailand,

Canetti et al., 2019

humanes Isolat Mailand _
Italien)
L. monocytogenes Pathogenes Isolat Universitat Wirzburg
L. monocytogenes AhlyA L. monocytogenes mit einer Deletion fir hlyA Universitat Wirzburg Cossart et al., 1989

E. coli BL21(DE3)
pET28a-VapA

Zur rekombinanten Expression von VapA-Hiss, .
) K. von Bargen (dieses Labor)
ohne Sekretionssequenz

Rofe et al., 2017

E. coli NEB5a

DH5a Derivat, Klonierungsstamm New England Biolabs

C2987
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2.2.2.1. Kultivierung von Escherichia coli

E. coli wurde auf LB-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C (ber Nacht inkubiert. Die
bewachsenen Platten wurden anschlieRend fur maximal vier Wochen bei 4 °C gelagert. Fur
Experimente wurde eine LB-Flissigkultur mit einer Einzelkolonie angeimpft, die anschliel3end
bei 37 °C und 200 Upm inkubiert wurde. Zum Ernten der Bakterien wurde die Suspension fur

5 min bei 7000 x g pelletiert und einmal mit PBS gewaschen.

2.2.2.2. Kultivierung von Rhodococcus spp.

Die Kultivierung von Rhodococcus spp. erfolgte routineméaflig auf BHI-Agarplatten bei 30°C,
um keine Expression der Virulenzgene zu induzieren. Die bewachsenen Platten wurden
anschlie3end fur maximal vier Wochen bei 4 °C gelagert. Fir Infektionsexperimente und
Wachstumskurven wurden Rhodokokken in BHI-Medium in Glasrohrchen angeimpft. Die
Flussigkulturen wurden experimentabhéngig bei 30 °C (keine Expression der Virulenzgene)
oder 37 °C (Expression der Virulenzgene) bei 200 Upm utber Nacht inkubiert. Unmittelbar vor
dem Experiment wurden die Bakterien bei 7000 x g fur 4 min pelletiert und einmal mit PBS

gewaschen, bevor Uber die ODsgo die Bakterienzahl bestimmt wurde (Abschnitt 2.2.2.4.).

Fur Experimente mit R. defluvii wurden die BHI-Flissigkulten bei 30 °C und 200 Upm Uber
Nacht inkubiert, da das Bakterium bei 37 °C kaum wéchst. In Experimenten, in denen R. equi
und R. defluvii verglichen wurden, wurden auch R. equi in BHI-Flussigkulten bei 30 °C und
200 Upm Uber Nacht kultiviert.

2.2.2.3. Kultivierung von L. monocytogenes

Die Kultivierung von L. monocytogenes erfolgte routinemafig auf LB-Agarplatten bei 37 °C.
Die bewachsenen Platten wurden anschliel3end fir maximal vier Wochen bei 4 °C gelagert.
Fur Infektionsexperimente wurde eine Vorkultur in LB-Medium mit einer Einzelkolonie in
Glasrohrchen angeimpft und bei 37 °C und 200 Upm Uber Nacht inkubiert. Unmittelbar vor
dem Experiment wurden die Bakterien bei 7000 x g fur 4 min pelletiert und einmal mit PBS

gewaschen, bevor Uber die ODsgo die Bakterienzahl bestimmt wurde (Abschnitt 2.2.2.4.).

2.2.2.4. Bestimmung der Bakterienzahl

Fur die Bestimmung der Bakterienzahl in einer Bakteriensuspension wurde die optische Dichte
(OD) bei 600 nm gemessen. Die ODeoo der Bakteriensuspension bzw. einer geeigneten
Verdinnung der Bakteriensuspension wurde mittels Spektrophotometer bestimmt. Eine ODego

von 1 entspricht dabei folgenden Bakterienzahlen:
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Rhodococcus equi 1 ODsoo = 1,5 x 108 Bakterien
Rhodococcus defluvii 1 ODgoo = 1,5 x 108 Bakterien
Listeria monocytogenes 1 ODsoo = 2,0 x 108 Bakterien
Escherichia coli 1 ODsoo = 2,0 x 108 Bakterien

2.2.2.5. Einfrieren; Lagern und Auftauen von Bakterien

Fur die Langzeitlagerung von Bakterien wurden die Bakterien Uber Nacht bei 37 °C (30 °C fur
R. equi und R. defluvii) und 200 Upm inkubiert. 600 pl der Bakteriensuspension wurde am
darauffolgenden Tag mit 400 pl sterilem 50 %-igem Glycerol gemischt, in ein Kryordéhrchen
Uberfihrt und bei -80 °C gelagert.

Zur Rekultivierung gefrorener Bakterien wurde mit einer sterilen Impfose gefrorenes Material
aus dem Kryoréhrchen enthommen und auf einer vorgewarmten BHI-Agarplatte

ausgestrichen. Diese wurde fir ein bis zwei Tage bei 30 °C oder 37 °C inkubiert.

2.2.2.6. Wachstumskinetik in Flissigmedium

Fur die Bestimmung einer Wachstumskinetik wurden Bakterienvorkulturen aus Einzelkolonien
in BHI- oder in Minimal-Salz-Medium mit 100 mM Acetat (MS/Ac) angeimpft und tber Nacht
bei 30 °C oder 37 °C und 200 Upm inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Vorkulturen auf
eine ODggo von 0,1 (MS/Ac) oder 0,05 (BHI) verdiinnt. Die Hauptkulturen wurden bei 30 °C
oder bei 37 °C fur 24 h und 200 Upm inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die

ODsoo mittels Spektrophotometer bestimmt.

2.2.2.7. Herstellung von Bakterientiberstanden

In 30 ml BHI-Medium wurden R. equi bzw. L. monocytogenes uber Nacht bei 37 °C und
200 rpm kultiviert. Jeweils 2 ml der Kulturen wurden am nachsten Tag fiir die Herstellung von
SDS-Proben fir die Bestimmung des VapA-Proteinlevels verwendet. Dazu wurden die
Bakterien pelletiert, der Uberstand verworfen und in 1x SDS-Probenpuffer resuspendiert und
bei 95 °C fur 5 min denaturiert.

Um Listeriolysin O aus Bakteriensuspensionen zu fallen, wurden 30 ml von R. equi bzw.
L. monocytogenes uber Nacht Kulturen mittels VivoSpin20 bei 4000 Upm und 4 °C auf 1 ml
aufkonzentriert und davon die ODgoo bestimmt. Dieser Uberstand wurde entweder fiir einen
Hamolyse-Assay (2.2.2.8.) verwendet oder mittels TCA gefallt (2.2.5.9.)
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2.2.2.8. Hamolyse-Assay

Fiar den Hamolyse-Assay wurde defibriniertes Schafsblut (Thermo Scientific Oxoid SR0051C)
frisch vorbereitet. Dazu wurde 1 ml des Blutes bei 3.000 rpm fiir 2 min bei RT zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Blut wurde in 1 ml PBS (pH-Wert 6,5) vorsichtig resuspendiert,
anschlieBend erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Um eine 2 %-ige
Erythrozytenlésung zu erhalten, wurden 100 pl des Blutes mit 4,9 ml PBS (pH-Wert 6,5)

gemischt.

Die aufkonzentrierten Bakterienkulturiiberstande (2.2.2.7.) wurden mit 200 mM DTT versehen
(Endkonzentration 1 mM) und fur 15 min bei 37 °C inkubiert, um Sulfhydridgruppen
freizuschalten.

In einer 96-Well Rundbodenplatte wurden in jede Vertiefung 50 pul PBS (pH-Wert 6,5)
vorgelegt. AnschlieBend wurde eine Verdunnungsreihe (immer 1:2 verdinnt) von den
Kulturiiberstanden in den Wells angefertigt, bis eine Verdiinnung von 1:1024 erreicht wurde.
Als Positivkontrolle wurde anstatt des Kulturiberstandes 20 % Triton X-100 in H.O und als
Negativkontrolle PBS (pH-Wert 6,5) verwendet. In jede Vertiefung wurden 50 pul der 2 %-igen

Erythrozytenldésung zugegeben. Dann wurde die Platte fiir 60 min bei 37 °C inkubiert.

2.2.3.Infektion von Makrophagen

2.2.3.1. Intrazellulare Vermehrung von Bakterien

Makrophagen wurden in einer Zelldichte von 1,0 x10° (RAW264.7) oder 1,5 x10° (C57BL/6J)
Zellen pro Well in einer 24-Well Platte ausgesat und Uber Nacht inkubiert. Dabei wurden die
Makrophagen fur Fluoreszenzmikroskopie auf Deckgléaschen (& 12 mm) und Makrophagen fur
Lebendbakterienzahl Bestimmung (CFU) ohne Deckglaschen ausgesat. Vor der Infektion
wurden die Makrophagen einmal mit vorgewarmten Komplettmedium gewaschen und mit einer
multiplicity of infection (MOI) von 3 (oder MOI 1 bei C57BL/6 Makrophagen) infiziert. Um die
Infektion zu synchronisieren, wurden die Zellen fir 2 min bei 160 x g zentrifugiert (Startpunkt
der Infektion) und fur weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Makrophagen dreimal mit PBS gewaschen, um extrazellulare Bakterien zu entfernen und in
frischen DMEM Komplettmedium mit 3 pg/ml Vancomycin inkubiert. Zwei und 24 h nach
Infektionsbeginn wurden die Makrophagen dreimal mit PBS gewaschen und entweder mit
Formaldehyd fixiert (Immunfluoreszenz und mikroskopische  Auswertung) oder

weiterverwendet um die Lebendbakterienzahl zu bestimmen (CFUSs).
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2.2.3.2. Fixierung von Makrophagen

Die Infizierten Makrophagen wurden 2 h und 24 h nach Infektionsbeginn dreimal mit PBS
gewaschen und anschlielend mit 300 pl 4 % Formaldehyd fir 15 min und 37 °C fixiert. Zu
Entfernung von Formaldehydresten wurden die Proben mit 50 mM NH4ClI in PBS fir 30 min

bei RT inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen.

2.2.3.3. Mikroskopische Bestimmung der intrazellularen bakteriellen Vermehrung

Zur Visualisierung der Bakterien wurden die fixierten und gequenchten Praparate mit 1 yM des
DNA Farbstoffs SYTO13 in PBS fir 10 min bei RT gefarbt. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurden die Proben auf Objekttragern in Mowiol eingebettet und Uber Nacht unter
Lichtausschluss bei RT getrocknet. Die Objekttrager wurden bis zur mikroskopischen Analyse
im Dunkeln aufbewahrt. Mittels Axio Observer.Z1 (Zeiss, 10x Okulare, Plan-Achromat
63x/1,40; 100x/1,40, Olimmersionsobjektive) wurde die Zahl der intrazellularen Bakterien in
50 infizierten Makrophagen zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Da eine exakte
Bestimmung der Bakterienzahl bei groRer Bakterienzahl nicht moglich war, wurden
Makrophagen, die mehr als 20 Bakterien beinhalteten, der Wert 21 zugeordnet. Auf3erdem
wurden die Proben auf robuste Vermehrung, d.h. auf den Anteil der Zellen, die mehr als 9

Bakterien beinhalteten, untersucht (nach Hondalus & Mosser, 1994).

2.2.3.4. Bestimmung der intrazellularen bakteriellen Vermehrung durch CFUs

Um die Lebendbakterienzahl zu bestimmen wurden die Proben zu den angegebenen
Zeitpunkten (2 h und 24 h nach Infektionsbeginn) dreimal mit PBS gewaschen. Anschlie3end
wurden die Makrophagen mit 0,1 % Triton in H2O flr 2 min bei RT lysiert. Es wurde eine
Verdinnungsreihe (jeweils Faktor 10 Verdinnung) in H.O angefertigt. Von jeder Verdiinnung
wurden 100 pl auf eine ¥ LB-Agarplatte ausplattiert. Die Platten wurden flr 24 h bei 37 °C
inkubiert und anschlieRend die CFUs bestimmt.

2.2.3.5. Infektion der Makrophagen in Anwesenheit von rVapA

Fur Infektionen in Anwesenheit von rVapA wurden die Makrophagen, wie unter Abschnitt
2.2.3.1., beschrieben ausgesat. Am Tag der Infektion wurde aliquotiertes rVapA aufgetaut und
fir 2 min bei 4 °C und 22000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald Uberfihrt und die Proteinkonzentration bestimmt (Abschnitt 2.2.5.6.)
AnschlieRend wurde 10 pg/ml rVapA enthaltendes Medium hergestellt und sterilfiltriert

(0,2 um). Die Infektion der Makrophagen wurde analog zu Abschnitt 2.2.3.1. durchgefuhrt.
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Sowohl bei der Infektion selbst, als auch nach dem Mediumwechsel, wurde rVapA

enthaltendes Medium verwendet.

2.2.3.6. Infektion der Makrophagen in Anwesenheit pharmakologischer Substanzen
BafAl (40 nM) war fur die gesamte Dauer der Infektionen von Makrophagen wie in Abschnitt
2.2.3.1 im DMEM Komplettmedium enthalten.

Bei Infektionsversuchen, in denen andere pharmakologische Substanzen verwendet wurden,
erfolgten erst das Aussden der Makrophagen und die Infektion dieser wie in Abschnitt 2.2.3.1.
beschrieben bzw. in Kombination mit rVapA wie in Abschnitt 2.2.3.5. beschrieben. Um sicher
zu stellen, dass die intrazellularen Bakterien im phagozytischen Weg im Phagolysosom
ankommen, wurde erst zum Zeitpunkt 2 h nach Infektionsbeginn ein erneuter Mediumwechsel
durchgefuihrt. Das DMEM Komplettmedium mit 3 pug/ml Vancomycin wurde mit einzelnen
pharmakologischen Substanzen bzw. deren Lésemittel (DMSO oder EtOH) komplimentiert.
Dabei wurden die in Tabelle 1 angegebenen Endkonzentrationen der jeweiligen Substanzen

verwendet.

2.2.3.7. Markierung von Lysosomen mit BSA-Rhodamin

Um die Lysosomen der Makrophagen mit BSA-Rhodamin zu markieren, wurden RAW?264.7
Makrophagen, wie in Abschnitt 2.2.3.1. beschrieben, in 24-Well Platten ausgeséat und mittels
Puls-Chase Protokoll gefarbt. 8 h nach dem Aussaen wurde das Zellmedium durch
DMEM/+FCS/+G Medium mit 100 pg/ml BSA-Rhodamin ersetzt und lber Nacht bei 37 °C
inkubiert (Pulse). Am néchsten Tag wurden das Medium verworfen, die Makrophagen zwei
Mal mit je 1 ml PBS gewaschen und mit DMEM Komplettmedium fir weitere 2 h inkubiert

(Chase). AnschlieRend konnten die Zellen fir Infektionsversuche verwendet werden.

2.2.3.8. LysoTracker Farbung saurer Kompartimente

Um saure Kompartimente intrazellular identifizieren zu kdnnen, wurde LysoTracker Red
DND-99 verwendet. Dadurch, dass LysoTracker (LT) aus einem an eine schwache Base
gekoppelten Fluorophor besteht, liegt die Sonde bei neutralem pH nur schwach protoniert vor
und ist dadurch membranpermeabel. Gelangt LT in ein saures Kompartiment, kommt es zur
Protonierung und somit zum Verlust der Membranpermeabilitdt, was zur selektiven
Akkumulation von LT in sauren Organellen fuhrt. Um die Ansauerung von RCVs oder VAVs
zu untersuchen wurden RAW?264.7 Makrophagen, wie in Abschnitt 2.2.3.1., beschrieben
ausgesat und infiziert. Zum Zeitpunkt 1,5 h und nach. 23,5 h der Infektion wurde das Medium
durch Komplettmedium mit 200 nM LT Red DND-99 und 1 pM SYTO13 ersetzt und die Zellen
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fur weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Makrophagen dreimal mit PBS
gewaschen und die Praparate auf 5 mg/ml low melting point (LMP) Agarose in PBS
eingebettet. Die Proben wurden fiir 5 min unter Lichtausschluss bei RT gehéartet und direkt am
Axio Observer.Z1 Mikroskop (Zeiss, 10x Okulare, Plan-Achromat 63x/1,40,
Olimmersionsobjektive) analysiert. Von 50 infizierten Makrophagen wurden jeweils die RCVs

auf die An- bzw. Abwesenheit eines LT-Signals untersucht.

2.2.3.9. Fluoreszente Tracer bei fortgeschrittener Infektion

Ob Makrophagen zu einem fortgeschrittenen Infektionszeitpunkt noch in der Lage sind zu
phagozytieren, wurde mittels fluoreszenter Tracer (FM4-64, BSA-Rhodamin, Bodipy™ FL Cae)
untersucht. Dazu wurden Makrophagen wie in Abschnitt 2.2.3.1. beschrieben ausgesat und
infiziert. 21 h nach Infektionsbeginn fand ein Mediumwechsel zu DMEM Komplettmedium
+3 pug/ml Vancomycin + Tracer (Konzentrationen siehe Tabelle 1) statt. Nach 1 h Pulse wurden
die Makrophagen dreimal mit PBS gewaschen und fur weitere 2 h mit DMEM Komplettmedium
+ 3 ug/ml Vancomycin inkubiert (Chase). Die infizierten Makrophagen wurden unter

Lichtausschluss wie in Abschnitt 2.2.3.2. fixiert bzw. 2.2.3.11. immungefarbt.

2.2.3.10. Induktion von lysosomalen Membranlasionen durch GPN

Um Lé&sionen in den Lysosomenmembranen zu induzieren, wurden ausgesate und bereits
infizierte Makrophagen verwendet (siehe Abschnitt 2.2.3.1.), bei denen 13 min vor
Infektionsende ein Mediumwechsel zu DMEM Komplettmedium + 300 uM GPN vollzogen
wurde. Die Makrophagen wurden bis zum Infektionsende bei 37 °C inkubiert und anschliel3end
fixiert und immungefarbt (Abschnitt 2.2.3.2. bzw. 2.2.3.11.).

2.2.3.11. Antikdrperfarbung fixierter Praparate fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Die auf Deckglaschen fixierten und gequenchten Zellpraparate wurden zuerst fir 10 min in
0,1 % Triton/PBS permeabilisiert und anschlieRend fir 1 h in 5 % Ziegenserum/ PBS blockiert.
Im Anschluss wurden die Proben mit dem priméren Antikorper bzw. einer Kombination aus
primaren Antikdrpern (Verdiinnung siehe Tabelle 3) in 5 % Ziegenserum/PBS fir mindestens
1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Préparate mit dem
sekundaren fluoreszenten Antikérper bzw. Antikdrpern in 5 % Ziegenserum/PBS fir 1 h
inkubiert (Verdiinnung siehe Tabelle 4). Abschliel3end wurden die Proben dreimal mit PBS
gewaschen, die DNA mit 1 pM SYTO13 bzw. 5 uM SYTOA40 in PBS gefarbt, erneut dreimal in

PBS gewaschen und auf Mowiol eingebettet.
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2.2.3.12. Filipin-lll Farbung fixierter Zellpraparate fur die Fluoreszenzmikroskopie

Um die Anreicherung von freiem Cholesterol in Makrophagen zu untersuchen, wurde der
Farbstoff Filipin-1ll verwendet. Dazu wurden fixierte Zellpraparate, wie in Abschnitt 2.2.3.2.
beschrieben verwendet. Diese wurden mittels Antikorper fluoreszent geféarbt (Abschnitt
2.2.3.11.) und abschlieBend wurde, anstatt einer DNA, eine Filipin-l1ll Farbung mit 50 pM
Filipin II/PBS fur 40 min unter Lichtausschluss durchgefihrt. Die Praparate wurden
anschliel3end auf Mowiol eingebettet.

2.2.4. Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1. Verwendete Primer

Name Sequenz
16S_rRNA_rev 5-GGAAGGAAACCCACACCTAGC-3'
16S_rRNA-fw 5-GATAAGCCTGGGAAACTGGGTC-3'
16S_rRNA_equifw 5-GATATGAGCTCCTGTCGCATG-3'
16S_rRNA_defluviifw 5-CCTTGGACTGCATGGTTCTTGG-3'
LLO forward BamHI 5-TAAGGGATCCATGAAGACCCTCCACAAG-3'
LLO reverse 5-ACGTTCTCGGCTCGATGATCCCC-3
5-AACAAAAAGCAGACGTATCTAGAGAGTTGGTC
ORF4_FW_Xbal
AGGACCTGAGGG-3
5-CTCCTCACTCCTGTCGCTGAACCTAGGCGCC
ORF4_RV

CTCTTGTCCG-3
ORF8_FW 5-GTTCAGCGACAGGAGTGAGG -3
5-AGCTAGCTTCAGACGTGTCTAGAGATTAATGC

ORF8_RV_Xbal
CGTGGCCCTGC -3

2.2.4.2. Kolonie Polymerase-Kettenreaktion (Kolonie PCR)

Um R. equi von R. defluvii zu unterscheiden, wurde ein PCR-basierter Assay verwendet, der
die 16S rDNA Sequenzen unterscheidet. Die Bakterien wurden bei 30 °C auf BHI Agarplatten
wachsen gelassen. Fiur die Kolonie PCR wurden Einzelbakterienkolonien in 50 pl sterilem
ddH»0O resuspendiert, fir 5 min bei 95 °C erhitzt und anschlieRend bei 17000 x g fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fur die PCR als Template verwendet. Primer von Eurofins
wurden in allen PCR Anséatzen verwendet. Dabei wurde stets derselbe reverse Primer
(16S_rRNA _rev) verwendet. In Kombination mit dem Primer 16S_rRNA-fw wird fir R.equi ein
679 bp und fir R. defluvii ein 675 bp Produkt amplifiziert. In Kombination mit dem
16S_rRNA_equifw primer wird bei R. equi ein 646 bp Fragment amplifiziert, wobei kein
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Amplikon far R. defluvii resultiert. Umgekehrt wird mit dem Primer 16S_rRNA _defluviifw bei

R. defluvii ein 642 bp Fragment amplifiziert, wohingegen R. equi kein Amplikon aufweist.

Template (in H20) 5ul
Primer forward (10 pM) 0,75 pl
Primer reverse (10 uM) 0,75 ul
5x FIREPoI® Master Mix 5ul
Ready to Load
H.0 13,54l
Gesamt 25 ul
Phase Schritt Temperatur Dauer Zyklus
1 Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1x
2 Denaturierung 95 °C 1 min
Anlagerung 52 °C 1 min 30 x
Elongation 72 °C 45 sek
Finale Elongation 72 °C 10 min 1x
Ende 4°C o0

2.2.4.3. Klonierung von pSMT3-LLO

2.243.1. PCR

Als Template wurde pMA:VapA upstream-LLO (Gekauft von Lifetechnologies; Anhang 1)

verwendet, das neben hlyA (codonoptimiert fiir R. equi; Anhang 2) einen mycobakteriellen

hsp60 und einen vapA Promotor enthélt (Plasmidkarte und Sequenz von codonoptimierter

hlyA-Sequenz befinden sich im Appendix). Da der GC-Anteil der zu amplifizierenden Sequenz

hoch ist, wurde die Q5 Polymerase (NEB) mit GC Enhancer verwendet.

Template (in H20) 2 pl (50 ng)
Primer forward (10 uM) 2,5 ul
Primer reverse (10 uM) 2,5ul
5x Q5 Reaktionspuffer 10 pl

dNTPs (20 nM) 0,5 pl
Q5 Polymerase 0,5 ul
GC Enhancer 10 pl
H20 22 pl
Gesamt 50 ul
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Phase Schritt Temperatur Dauer Zyklus
1 Initiale Denaturierung 98 °C 30 sek 1x
2 Denaturierung 98 °C 10 sek
Anlagerung 68 °C 30 sek 30 x
Elongation 72 °C 1:30 min
Finale Elongation 72 °C 2 min 1x
4 Ende 4°C o0

2.2.4.3.2. Restriktionsverdau
Die amplifizierte DNA und der Leervektor pSMT3-M (addgene) wurden mit den
Restriktionsenzyme BamHI und EcoRV nach Herstellerangaben des Fermentas Fast Digest

Kits verdaut. Die Reaktion wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Die restriktionsverdaute DNA wurde durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (Abschnitt
2.2.4.5)), die Banden auf einem UV-Tisch ausgeschnitten und die DNA mittels NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Kit (Machery & Nagel) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Der verdaute Vektor (1 pg) wurde mit FastAP thermosensitiver alkaliner Phosphatase fiir
15 min bei 37 °C behandelt.

Die gereinigte DNA wurde fiir den folgenden Ligationsansatz (Absatz 2.2.4.3.3.) verwendet.

2.2.4.3.3. Ligation

Linearer Vektor 100 ng
PCR Produkt 33 ng
T4 DNA Ligase Puffer 2ul
50 % PEC 4000 2 ul
T4 DNA Ligase 1l
H-0 auffillen auf
Gesamt 20 ul

Der Ligationsansatz wurde fur 10 min bei RT inkubiert und anschliel3en in hitzekompetente
Bakterien transformiert.
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2.2.4.4. Klonierung von pYUB415-orf4-orf8 durch SLIC (Sequence and ligation
independent cloning)

Eine R. equi 103+ Einzelbakterienkolonien wurde in 50 pl sterilem ddH»O resuspendiert, fiir 5

min bei 95 °C erhitzt und anschlieRend bei 17000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand

wurde fir die PCR als Template verwendet.

Template (in H20) 5ul
Primer forward (10 uM) 0,75 ul
Primer reverse (10 uM) 0,75 ul
5x FIREPoI® Master Mix 5ul
Ready to Load
H-0 13,54l
Gesamt 25 ul
Phase Schritt Temperatur Dauer Zyklus
1 Initiale Denaturierung 98 °C 30 sek 1x
2 Denaturierung 98 °C 10 sek
Anlagerung 56 °C 30 sek 30 x
Elongation 72 °C 1:10 min
Finale Elongation 72 °C 5 min 1x
4 Ende 4°C o

Die Sequenz des Amplikons ist in Anhang 3 aufgelistet.

Die amplifizierten DNA und der Leervektor pYUB415 (Addgene) wurden mit dem
Restriktionsenzyme Xbal nach Herstellerangaben des Fermentas Fast Digest Kits verdaut. Die

Reaktion wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Die restriktionsverdaute DNA wurde durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (Abschnitt
2.2.4.5)), die Banden auf einem UV-Tisch ausgeschnitten und die DNA mittels NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Kit (Machery & Nagel) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Der verdaute Vektor (1 pg) wurde mit FastAP thermosensitiver alkaliner Phosphatase fur
15 min bei 37 °C behandelt.
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Vektor 100 ng
Amplikon (orf4) 300 ng
Amplikon (orf8) 300 ng

BSA (10x) 1l
Buffer #2 (10x) 1l
T4 Polymerase 0,5 ul

H-0 auf
Gesamt 10 pl

Dabei stammten BSA (10x) und Buffer #2 (10x) von New England Biolabs.

Der Reaktionsansatz wurde fur 2,5 min bei RT und anschlieRend fur 10 min auf Eis inkubiert.

AnschlieRend wurden 5 pl fir die Transformation in E. coli DH5a (2.2.4.9.1.) verwendet.

2.2.4.5. Agarosegel-Elektrophorese

Nach vollendeter PCR wurden die Proben mit 5 pl 6x DNA Ladepuffer versetzt und auf ein
Midori Green (Nippon Genetics Europe, Verwendung gemal3 Herstellerangaben) enthaltendes
1 % (w/v) Agarosegel geladen. Bei 100 V wurden die Proben fur 30 min aufgetrennt und mittels

Gel Doc Imaging System analysiert.

2.2.4.6. Herstellung hitzekompetenter E. coli.

Mit einer Einzelkolonie von E. coli DH5a oder E. coli BL21 wurden 3 ml Psi-Medium inokuliert
und Uber Nacht bei 37 °C und 200 Upm geschuttelt. Am nachsten Tag wurden 100 ml
Psi-Medium mit 0,5 ml der Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODeggo von 0,4-0,5 bei 37 °C
und 200 Upm inkubiert. Anschlieend wurde die Bakterienkultur fir 10 min in Eiswasser
gekdhlt. Die Bakterien wurden fiir 5 min bei 5000 x g und 4 °C pelletiert und in eiskaltem Tfbl
(40 % des Pelletvolumens) resuspendiert. Die Zellen wurden fur 15 min auf Eis inkubiert und
fur 10 min bei 2000 x g und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in eiskalten TfBIl (2 % des
Pelletvolumens) resuspendiert und in vorgekihlten 2 ml SchraubdeckelgefalR3en aliquotiert
(50 pl/ Aliquot). Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.2.4.7. Herstellung elektrokompetenter R. equi
Mit einer Einzelkolonie von R. equi wurden 10 ml BHI Medium angeimpft und Gber Nacht bei
30 °C und 200 Upm inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 100 ml BHIFCC (BHI For Competent
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Cells) mit einer ODggo von 0,1 angeimpft und bei 30 °C und 200 Upm bis zu einer ODeggo vON
0,6-0,8 inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde fiir 9 min in einem 50 °C-warmen Wasserbad
erhitzt und anschliel3end direkt in einem Eiswasserbad abgekuhlt. Die Bakterien wurden fur
15 min bei 8965 x g und 4 °C pelletiert. Das Bakterienpellet wurde viermal mit 30 ml eiskalten
Elektroporationspuffer gewaschen und schlief3lich in 2 ml eiskalten Elektroporationspuffer mit
15 %(v/v) Glycerin resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden aliquotiert (100 pl/Aliquot),
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert

48



Material und Methoden

2.2.4.8. Verwendete Plasmide

Tabelle 8. In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Gen Vektor-RUckgrat Resistenz Beschreibung Referenz
pPEYFP-C1 Kanamycin Expression eines YFP Lambert et al., 2007
_ Expression eines dominant-negativen Chmp3
Chmp3 PEYFP-C1 Kanamycin _ _ Lambert et al., 2007
aufgrund der Fusion mit EYFP
pDsRed-N1 Kanamycin Expression eines DsRed Lambert et al., 2007
_ Expression eines dominant-negativen Chmp4
Chmp4b pDsRed-N1 Kanamycin _ _ Lambert et al., 2007
aufgrund der Fusion mit DsRed
_ Expression eines dominant-negativen Hgs _
Hgs pEGFP-C2 Kanamycin ] ] Janvier et al., 2011
aufgrund der Fusion mit EGFP
pSMT3-M Hygromycin Leervektor, enthalt einen hsp60 Promotor Carroll et al., 2010
) Enthalt fur R. equi codonoptimiertes hlyA, unter _ _
vapA:LLO pMA Hygromycin . Diese Arbeit
der Kontrolle eines vapA Promotors
) Enthalt fir R. equi codonoptimiertes hlyA, unter . .
LLO pSMT3-M Hygromycin ) Diese Arbeit
der Kontrolle eines hsp60 Promotors
pYUB415 Hygromycin Mycobacterium-Escherichia coli Shuttle Plasmid | Giguére et al., 1999
] pYUB415 mit orf4 und orf8 aus pVAPA von . .
orf4-orf8 pYUB415 Hygromycin _ Diese Arbeit
R. equil03
Vps4 pPEGFP-N1 Kanamycin Expression eines Vps4-GFP Fusionsproteins Tu et al., 2010
Expression eines dominant-negativen Vps4-
Vps4 K173Q pPEGFP-N1 Kanamycin GFP Fusionsproteins; Punktmutation in der Tu et al., 2010
Aminoséaure 173; Defizient in der ATP Bindung
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2.2.4.9. Transformation von Bakterien

2.2.4.9.1. Hitzeschocktransformation in E. coli

Kompetent E. coli DH5a oder E. coli BL21 wurden fiir 10 min auf Eis aufgetaut und mit <100 ng
Plasmid-DNA durch leichtes schnippen gemischt. Die Zellen wurden fur 30 min auf Eis
inkubiert und anschlieRend fir 40 sek im Wasserbad bei 42 °C hitzegeschockt. Die Bakterien
wurden fur 2 min auf Eis abgekihlt und anschlieRend mit 1 ml LB-Medium gemischt. Die
Bakterien wurden fir 1 h bei 37 °C und 1000 Upm auf einem Schiittelblock inkubiert. Danach
wurden die transformierten Bakterien auf Selektionsagarplatten (LB + Antibiotikum)

ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.4.9.2. Elektroschocktransformation in R. equi

Elektrokompetente R. equi wurden fir 10 min auf Eis aufgetaut und in eine vorgekuhlte 2 mm
Elektroporationskivette (Biozym) pipettiert. Die Bakterien wurden mit 2 ug Plasmid-DNA
gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien in der Kivette
mittels Micropulser (BioRad) und dem Programm EC2 mit einem 2,5 kV Puls elektroporiert.
Die Bakterien wurden direkt nach dem Puls mit 1 ml eiskaltem BHI-Medium verdiinnt und fur
5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension in ein 13 ml
Schnappdeckel-Réhrchen tberfuhrt und fur 1 h bei 30 °C und 200 Upm inkubiert. Die Bakterien
wurden auf BHI-Agarplatten (+ Antibiotikum) zur Selektion ausplattiert und fir zwei Tage bei
30 °C inkubiert.

2.2.4.10. Mini Plasmidisolation

E. coli Einzelkolonien wurden in 3 ml LB-Medium (+Antibiotikum) angeimpft und Uber Nacht
bei 37 °C und 200 Upm inkubiert. Die Bakterienkultur wurde in 1,5 ml Reaktionsgefalle
uberfuhrt, fir 1 min bei 16,250 x g pelletiert und der Uberstand verworfen. Fir die Mini-
Praparation von Plasmiden aus den Bakterienpellets wurde anschlieend das NucleoSpin
Plasmid EasyPure Kit (Marchery & Nagel) entsprechend der Herstelleranleitung verwendet.
Die Plasmide wurden in 50 pl destilliertem und nukleasefreiem Wasser eluiert. Von den
gereinigten Plasmiden wurde die DNA-Konzentration mittels NanoPhotometer bestimmt,

bevor diese bei -20 °C gelagert wurden.

2.2.4.11. Endotoxinfreie (EF) Plasmidisolation
Fur eine Plasmidextraktion wurde mit einer E. coli Einzelkolonie zunadchst eine 3 ml Vorkultur
(LB-Medium + entsprechendes Antibiotikum) angeimpft und bei 37 °C und 200 Upm Uber

Nacht inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurde eine 300 ml Hauptkultur (LB-Medium +
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entsprechendes Antibiotikum) angeimpft und bei 37 °C und 200 Upm Uber Nacht inkubiert. Die
Kultur wurde bei 5790 x g und 4 °C fur 10 min pelletiert (in Avanti J-25 mit JA-10 Rotor). Zur
Plasmidisolation wurde das NucleoBond® Xtra Maxi EF Kit (Marchery & Nagel) entsprechend
der Herstellerangaben verwendet. Das erhaltene Plasmidpellet wurde anschliel3end in 200 pl
endotoxinfreiem Wasser geldost. Die DNA Konzentration wurde mittels NanoPhotometer

bestimmt, bevor das Plasmid bei -20 °C gelagert wurde.

2.2.4.12. Sequenzierung
Gereinigte Plasmide wurden bei der Eurofins Genomics sequenziert und die Sequenzen mit
FinchTV (Biologie Software, v2020-2023) analysiert.

2.2.4.13. Transfektion von RAW264.7 Makrophagen mit Plasmiden

Um RAW264.7 Makrophagen mit zuvor isolierten endotoxinfreien Plasmiden (Abschnitt
2.2.4.11) mittels Lipofectamine® LTX & PLUS Reagenz (Invitrogen) zu transfizieren, wurden
8x10* RAW264.7 Makrophagen pro Vertiefung in eine 24-Well Platte ausgesat und tiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das alte Medium durch frisches DMEM
Komplettmedium getauscht. Fir die Transfektion wurde in einem Reaktionsgefal pro
Reaktionsansatz 50 pl OptiMEM Medium mit 4 ul Lipofectamine® LTX Reagenz gemischt. In
einem separaten Reaktionsgefald wurden 250 ul OptiMEM Medium mit 5 ug DNA (0,5-5 pg/ul)
und 5 ul PLUS Reagenz gemischt. AnschlieRend wurden jeweils 50 ul der verdiinnten DNA
mit 50 pl der verdiinnten Lipofectamine® LTX Reagenz vereint und fur 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden 50 ul des DNA-Lipid-Komplexes pro Vertiefung zu den Makrophagen
gegeben und fir 18 - 24 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Makrophagen

fur Infektionsversuche verwendet.

2.2.4.14. Transfektion von RAW264.7 Makrophagen mit siRNA

RAW264.7 und J774E Zellen wurden mittels Elektroporation mit siRNA (small interfering RNA)
transfiziert. Vor dem Tag der Transfektion wurden die Makrophagen 1:2 (RAW264.7) bzw. 1:3
(J774E) gesplittet, sodass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 50-70 % aufwiesen.
Die Makrophagen wurden zweimal mit PBS gewaschen, in 2 ml PBS mittels sterilem
Gummischaber abgeldst und die Zellzahl wie in Abschnitt 2.2.1.4. beschrieben bestimmt. Pro
Transfektionsansatz wurden 4x10° Zellen verwendet. Das entsprechende Volumen der
Zellsuspension wurde bei 160 x g fur 5 min pelletiert und in 100 pl OptiMEM Medium pro
Reaktionsansatz aufgenommen. In einer 4 mm Kivette (Biozym, Art.-Nr.: 748052) wurde

zuerst 1 pl einer 40 uM siRNA vorgelegt, anschlieRend 100 ul der Zellsuspension blasenfrei
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Uberfuhrt und fir 3 min bei RT inkubiert. Um die Membran zu elektroporieren wurden
anschliel3end zwei 1000 V Pulse (je 0,5 ms) mit 5 sek Pause zwischen den Pulsen mit dem
BioRad Gene Pulser Xcell abgegeben. Nach den Pulsen wurde die Zellsuspension in 8 ml
vorgewarmtes DMEM Komplettmedium dberfihrt (entspricht einer Zellzahl von
5x10° Zellen/ml). Fur Infektionsversuche wurden 1,5 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 24-Well
Platte auf Deckgldschen (12 mm) ausgesat. Um den Knockdown am néachsten Tag

biochemisch zu tberpriufen, wurden 2 x 10 Zellen in einer 10 cm Schale ausgesét.

2.2.5. Biochemische Methoden

2.2.5.1. Affinitatsreinigung rekombinanter Hise-markierter Proteine

Fir die Expression von rekombinantem Hiss-markierten VapA wurden E. coli BL21(DE3)pLysS
Bakterien verwendet, die das Plasmid pET28a-VapA beinhalten. Mit einer Einzelkolonie
wurden 20 ml LB-Medium (+ 100 pg/ml Kanamycin) angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und
200 Upm inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Vorkultur in 2 x 500 ml LB Medium
(+ 100 pg/ml Kanamycin) in jeweils 2 L Erlenmeyerkolben verdinnt (1:50) und bis zu einer
ODsoo von 1-1,5 (ca. 4 h) bei 37 °C und 200 Upm inkubiert. AnschlieRend wurde die
Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Bakterienkulturen fir
weitere 4 h inkubiert. Danach wurden die Erlenmeyerkolben auf Eis abgekiihlt (auf 4 °C), in
Beckmann Becher Uberfuhrt und fir 10 min bei 5790 x g und 4 °C zentrifugiert (in Avanti J-25
mit JA-10 Rotor). Die Bakterienpellets wurden in eiskaltem PBS resuspendiert, in 50 ml
Zentrifugenréhrchen vereint und fiir 10 min bei 9072 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Nassgewicht der Pellets bestimmt. Die Pellets wurden

anschliel3end bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die gefrorenen Pellets wurden auf Eis aufgetaut (ca. 30 min) und in 4 ml/g Pellet Lysepuffer
mit einer serologischen Pipette resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mg/ml Lysozym wurde die
Bakteriensuspension fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde fiir 6 x 60 sek (mit
jeweils 60 sek Pause) Ultraschall behandelt, um die DNA zu fragmentieren. Das Lysat wurde
auf 2 ml ReaktionsgefaRe aufgeteilt und fur 30 min bei 17000 x g und 4 °C zentrifugiert, um
die Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde durch einen 0,45 um Partikelfilter filtriert.
Von dem geklarten Lysat und allen weiteren Reinigungsschritten wurden jeweils 100 pl zur

Analyse entnommen und eingefroren.

Die Affinitatsreinigung erfolgte mit Nickel-NTA-Agarose (Protino Ni-NTA, Macherey & Nagel).
Dazu wurden 2 ml Ni-NTA-Agarose Suspension (entspricht 1 ml Ni-NTA-Agarose) in einem
Zentrifugationsrohrchen bei 500 x g und 4 °C sedimentiert und einmal mit 10 ml Lysepuffer
(ohne Lysozym) gewaschen. Das geklarte Lysat wurde mit der gewaschenen Ni-NTA-Agarose

fur 1 h bei 4 °C in einem Rotator inkubiert. Bei allen folgenden Wasch- und Elutionsschritten
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wurde darauf geachtet, dass die Ni-NTA nicht trockenféllt. Die Suspension wurde in eine
Chromatographiesaule gefullt und durch Gravitation leerlaufen gelassen. Die Saule wurde erst
dreimal mit je einem S&ulenvolumen Waschpuffer | und anschlie3end dreimal mit je einem
Saulenvolumen Waschpuffer Il gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mit 6 x 1 ml
Elutionspuffer von der Saule eluiert und anschlieRend deren Proteinkonzentration mittels
Bradfordassay (Abschnitt 2.2.5.6) bestimmt. Die Fraktionen mit den hdchsten Konzentrationen
wurden vereint. Um ein Ausfallen der Proteine zu verhindern, wurde das vereinte Eluat bei
einer Konzentration von = 10 mg/ml mit Elutionspuffer verdinnt. AnschlieRend wurde das
vereinte Eluat fir 2 h gegen 2 L 10 mM EDTA/PBS bei 4 °C dialysiert (Dialyseschlauch
MWKO 3500), um das Imidazol zu entfernen bzw. geldste Nickelionen, die ein Ausfallen der
Proteine begtinstigen, zu komplexieren. AnschlieBend wurde der Dialysepuffer gegen 2 L PBS
ausgetauscht. Das Eluat wurde anschlieRend Uber Nacht bei 4 °C weiter dialysiert. Am
nachsten Tag wurde der Dialysepuffer erneut gegen 2 L PBS ausgetauscht und fir weitere 2 h
bei 4 °C inkubiert. Die dialysierte Proteinldsung wurde fur 10 min bei 17000 x g und 4 °C
zentrifugiert, um ausgefallene Proteine zu entfernen. Der Uberstand wurde abgenommen,
dessen Proteinkonzentration mittels Bradfordassay (Abschnitt 2.2.5.6) bestimmt, aliquotiert
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aliquots wurden bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

2.2.5.2. Magnetische Lysosomenisolierung

Fur die Isolierung von Lysosomen wurden RAW264.7 bzw. J774E Makrophagen in 10 cm
Platten kultiviert. Um ausreichend gereinigte Lysosomen fur drei SDS Gele zu erhalten,
wurden pro Ansatz zehn Platten verwendet. Sobald die Schalen 80 % konfluent waren, wurden
die Lysosomen mittels Pulse/Chase Protokoll mit Ferrofluid markiert. Pro 10 cm Platte wurden
10 ul Ferrofluid mit 90 pl PBS gemischt und fir 30 sek ultrabeschallt, um Aggregate des
Ferrofluids zu I6sen. AnschlieBend wurde das Ferrofluid mit einem 0,2 um Filter sterilfiltriert
und in DMEM Medium mit Glutamin Uberfihrt. Das Medium der Platten wurde durch 3 ml des
Ferrofluid-enthaltenden Mediums getauscht und fir 30 min bei 37 °C inkubiert (Pulse).
Daraufhin wurde die Ferrofluidliésung von der Platte abgesaugt und die Platte zweimal mit 4 ml
PBS gewaschen. AnschlieBend wurde frisches DMEM Komplettmedium zugegeben und fur
2 h bei 37 °C inkubiert (Chase). Das Ferrofluid befand sich nun in den Lysosomen der
Makrophagen. Nun wurde zu den Makrophagen rekombinantes VapA (10 pg/ml) bzw. 40 nM
BafAl in DMEM Komplettmedium zugegeben. Nach 18-stiindiger Behandlung wurde das
Medium verworfen, die Zellen in 2 ml kaltem PBS mit einem Zellschaber von den Platten gelost
und in einem 50 ml R6hrchen gesammelt. Die Makrophagen wurden 7 min bei 160 x g und
4 °C pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden erst in 20 ml 5 mM EDTA/PBS

und danach in 20 ml HB Puffer gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml HB Puffer mit
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1x Proteaseinhibitorcocktail gelost. Die Makrophagen wurden im Dounce Homogenisator mit
18 StoRen homogenisert. Das Homogenat wurde gesammelt und bei 2000 Upm und 4 °C fir
5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der PNS (post nuclear supernatant, befindet sich in
der oberen Phase) abgenommen. Fir SDS-Proben wurden 100 ul in ein neues
Reaktionsgefal? tberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Das Pellet wurde
erneut in 1 ml HB Puffer gelost und zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem PNS vereint.
Um die Lysosomen aus dem PNS zu isolieren, wurden je 1 ml des PNS auf 1,5 ml
Reaktionsgefalle aufgeteilt, diese in einen Magnetstiander (DynaMag2 Magnetstander,
Invitrogen) gestellt und auf einer Wippe liegend fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Lysosomen, die sich an der Wand des Reaktionsgefal3es befanden,
vereint. AnschlieBend wurde die Proteinmenge des PNS und der Lysosomen mittels
Bradfordassay (Abschnitt 2.2.5.6) bestimmt. Lysosomen wurden entweder bei -80 °C
(Inkubation mit Bakterien, Inkubation bei unterschiedlichem pH) oder zusammen mit dem PNS

bei -20 °C (Western Blot Analyse) bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.5.3. Zytosolisolierung aus RAW264.7

Die Isolierung von Zytosol aus RAW?264.7 Makrophagen wurde steril durchgefiihrt. Die
RAW264.7 Makrophagen von 20 10 cm Platten (je 80 — 90 % Zelldichte) wurden einmal mit
PBS gewaschen und anschliel3end in 2 ml PBS mit einem sterilen Zellschaber abgeldst. Die
Zellsuspension wurde in ein 50 ml Reaktionsréhrchen tberfihrt und bei 160 x g und 4 °C flr
5 min pelletiert. Das Pellet wurde anschlieRend in 20 ml HB Puffer gewaschen und der
Uberstand verworfen. Um eine moglichst hohe Proteinkonzentration zu erhalten, wurde das
Pellet in 500 pl HB Puffer geltst, anschlieend in einen sterilen Dounce Homogenisator
Uberfihrt und mit 18 StoéRen homogenisiert. Die Suspension wurde in ein
Ultrazetrifugenréhrchen tberfihrt und bei 40000 x g und 4 °C fur 1 h zentrifugiert. Wahrend
der Ultrazentrifugation wurden die Zelltrimmer und Organellen (Pellet) vom Zytosol
(Uberstand) getrennt. Das Zytosol wurde abgenommen, die Proteinkonzentration bestimmt
und in Aliquots (40 ug / max. 4 pl) in flissig Stickstoff schockgefroren. Die Aliquots wurden bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.5.4. Markierung von BSA mit Rhodamin

Durch  Reaktion von 5(6)-Carboxytetramethylrhodamin  N-Hydroxysuccinimidylester
(Rhodamin-NHS) mit den primaren Aminen von Bovinem Serumalbumin (BSA), wurde BSA
mit Rhodamin markiert. Dazu wurde zuerst Rhodamin-NHS hergestellt, indem 11,6 mM 5(6)-
Carboxytetramethylrhodamin, 65 mM  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethylcarbodiimid-
Hydrochlorid (EDAC) und 90 mM N-Hydroxysuccinimid in 2,4 ml Dimethylformamid (DMF)
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geldst und fur 2 h bei RT unter Lichtausschluss auf einem Wippschuttler inkubiert wurden.
AnschlieRend wurde Rhodamin-NHS mit 5 mg/ml BSA in 0,1 M NaHCO3 gemischt und fur
weitere 2 h bei RT unter Lichtausschluss auf dem Wippschiittler inkubiert. Durch Zugabe von
100 pl 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) wurde die Reaktion gestoppt, da Tris wie BSA Uber primare
Amine nicht reagiertes Rhodamin-NHS bindet. Um nicht gebundenes Rhodamin zu entfernen,
wurde die Losung bei 4 °C Uber Nacht gegen PBS dialysiert. Die dialysierte BSA-Rhodamin-

Losung wurde sterilfiltriert (0,2 um) und bei 4 °C unter Lichtausschluss gelagert.

2.2.5.5. Herstellung von RIPA-Zelllysaten

Um die gesamte Proteinmenge von RAW264.7 Makrophagen zu untersuchen, ggf. nach
SiRNA Transfektion (Abschnitt 2.2.4.14.), wurden RAW264.7 Makrophagen in 10 cm Schalen
kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Makrophagen dreimal mit PBS
gewaschen und anschlie3end in 1 ml PBS mit einem Gummischaber abgeltst. Die Zellen
wurden bei 22000 x g und RT fir 1 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 30 - 80 ul RIPA-Lysepuffer resuspendiert. Die Proben wurden fir 30 min auf Eis
inkubiert und alle 10 min mit einem Vortex gemischt. Im Anschluss wurden die Lysate bei
22000 x g und 4 °C fir 30 min zentrifugiert. Der proteinenthaltende Uberstand wurde
abgenommen und die Proteinkonzentration mit durch einen Bradford Assay (Abschnitt
2.2.5.6.) bestimmt.

2.2.5.6. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford Assay

Die Proteinkonzentrationen wurde nach der Bradford Methode mit dem Bio Rad Protein Assay
Dye Reagent Concentrate ermittelt. Dazu wurden in Halbmikrokuvetten je 799 pl destilliertes
Wasser vorgelegt, in welches 1 pl der zu untersuchenden Losung pipettiert wurde. Zu den
Verdinnungen wurden 200 pl des Bradford-Reagenzes hinzugegeben, die Ldsungen
gemischt und fur 10 min bei RT abgedunkelt inkubiert. AnschlieRend wurde die Starke des
Farbumschlags durch Messung der Absorption bei 595 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration
wurde dann durch die Division des Absorptionswertes durch den Faktor 0,05 (entspricht der

Steigung der BSA-Kalibriergeraden) errechnet.

2.2.5.7. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) separiert. Die
Proben wurden mit 5 x Probenpuffer (Laemmli) zu einer 1x Konzentration gemischt,
anschlief3end fir 10 min bei 95 °C im Heizblock denaturiert und das kondensierte Wasser (im

Deckel des Reaktionsgefal3) runtergefugt. Die Proben wurden in ein Polyacrylamidgel (4 %
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Sammelgel und 10-15 % Trenngel, je nach Proteingré3e) geladen und bei 90 V (Sammelgel)
bzw. 120 V (Trenngel) fir 30 min bzw. 120 min elekrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde
anschlieRend entweder mit Comassie-Blau geféarbt, um die Gesamtheit an Proteinen zu

analysieren, oder weiterverwendet fur Western-Blot.

2.2.5.8. Western Blot

Nach erfolgter SDS-PAGE, wurden mittels Tank-Blot-Verfahren die Proteine bei 300 mA fiir
1,5h auf eine Nitrocellulosemembran uUbertragen. Um das verbleibende Methanol zu
entfernen, wurde anschlieRend die Membran mit destilliertem Wasser gewaschen. Durch eine
Ponceau S Farbung wurde der erfolgreiche Transfer der Proteine Uberprift und anschlie3end
mit destilliertem Wasser wieder herausgewaschen. Alle folgenden Schritte wurden auf einer
2D- Wippe durchgefihrt. Die Membran wurde anschlieend fir 1 h mit 5 % Milchpulver/PBST
blockiert und Gber Nacht mit einem primaren Antikdrper (Tabelle 3) in 5 % Milchpulver/PBST
bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran dreimal fir 10 min mit PBST gewaschen,
fur 1 h mit dem entsprechenden sekundaren Antikorper in 5 % Milchpulver/PBST inkubiert und
erneut dreimal fir 10 min mit PBST gewaschen. Zur Detektion der markierten Proteine wurde
der Blot mit eigens hergestellter ECL flr 2 min inkubiert. Das Signal wurde in der
Dunkelkammer auf RoOntgenfiime dbertragen und entwickelt. Zur Auswertung der
Signalintensitaten wurde der Blot gescannt und mit dem Gel-Analyse Werkzeug der Software
Fiji/lmaged (Schindelin et al., 2012) ausgewertet.

2.2.5.9. TCA-Fallung

Um Listeriolysin O aus Bakteriensuspensionen zu fallen, wurden aufkonzentrierten
Bakterienkulturiiberstande (2.2.2.7.) verwendet, die einer ODgy von 9 entsprachen. Dem
Uberstand wurden 25 % (v/v) eiskalte 50 %-ige TCA hinzugegeben, 30 sek gevortext und fiir
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fir 15 min bei 4 °C und 22000 x g
pelletiert. Die Pellets wurden in 500 pl eiskaltem Aceton p.a. resuspendiert und erneut fir
15 min bei 4 °C und 22000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurde verworfen und die Pellets
ftir 10 min bei 50 °C getrocknet. AnschlieRend wurden die Pellets in 85 ul 1x SDS-Probenpuffer
und 5 pl 1M Tris/Base resuspendiert (10 pl entspricht 1 ODeggo) und bei 95 °C fur 10 min

denaturiert. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.5.10. In vitro Inkubation von gereinigten Lysosomen
Um den Einfluss von pH auf die Stabilitdt lysosomaler Proteine in-vitro zu untersuchen, wurden

analog zu Abschnitt 2.2.5.2. Lysosomen magnetisch isoliert. 40 ug gereinigte Lysosomen
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wurden erst in 100 yl MES (pH 5) bzw. PIPES (pH-Wert 7) Puffer fur 5 h bei 37 °C inkubiert
und anschlieRend bei 22000 x g und 4 °C fiir 1 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 40 pl 1x SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Proben wurden bei 95 °C fir

10 min denaturiert und anschlieBend mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.2.5.11. Zytotoxizitatsassay (LDH-Assay)

Fur den Zytotoxizitatsassay wurden 1,5x10° RAW264.7 Makrophagen in einer 24-Well Platte
ausgeséat und uber Nacht inkubiert und mit R. equi mit einer MOl 3 bzw. MOI 30 (Abschnitt
2.2.3) infiziert. Dabei wurde die Zytotoxizitdt Uber die Laktat-Dehydrogenase (LDH)
Freisetzung der Makrophagen zu den Zeitpunkten 2 h und 24 h nach Infektionsbeginn
bestimmt. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden je 800 pl der Uberstande in neue
ReaktionsgefalRe uberfihrt, fir 5 min bei 7000 x g zentrifugiert und anschliel3end je 600 pl in
neue Reaktionsgefale Uberfihrt. Um die maximale LDH-Freisetzung zu den jeweiligen
Zeitpunkten zu ermitteln, wurden unbehandelte Makrophagen lysiert, indem die
Kulturiiberstande verworfen und sie mit 110 pl einer 2 %-igen Triton X-100 Lésung (in H20)
fir 2 min bei RT inkubiert wurden.

Von jeder Probe wurden 100 pl des Uberstands in eine Vertiefung einer 96-Well Platte
transferiert. Dabei wurden flir die Negativkontrolle 100 ul reines Kulturmedium verwendet. In
jede Vertiefung wurden 100 pl der Reaktionslésung (112,5 yl LDH-Dye-L6sung und 2,5 ul
Catalyst-Lésung) zugegeben, die Platte fir 10 min unter Lichtausschluss inkubiert und die
Reaktion durch Zugabe von je 50 pl 1M HCI pro Vertiefung abgestoppt. Die Absorptionen der
Proben wurden bei 450 nm im Microplate Fluorescence Reader FLx800 gemessen. Die

Zytotoxizitat wurde wie folgt bestimmt:

(Messwert Probe — Messwert Negativkontrolle) x 100

Zytotoxyizitat [%] =
ytotoxyizitat [%] (Messwert Positivkontrolle — Messwert Negativkontrolle)

2.2.6. Erweiterte mikroskopische Methoden

2.2.6.1. Lebendzell-Mikroskopie

Um infizierte RAW264.7 Makrophagen lebend fluoreszensmikroskopisch zu untersuchen,
wurden 2x10° RAW264.7 oder RAW264.7 GFP-LAMP1 Makrophagen auf p-Platten (Ibidi)
ausgeséat und tber Nacht bei 37 °C kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Makrophagen mit
R. equi 103+ pCharge3-Turbo635 (MOI 3) fur 30 Minuten (ohne Zentrifugation) bei 37 °C
infiziert. AnschlieBend wurden die Makrophagen dreimal mit 1 ml PBS gewaschen und fir die
verbleibende Infektionsdauer mit DMEM Komplettmedium + 3 pg/ml Vancomycin inkubiert. Die

Makrophagen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit dem Carl Zeiss Spinning Disc
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mikroskopisch untersucht. Dabei befanden sich die infizierten Makrophagen bei 5 % CO0, und
37 °C.

2.2.6.2. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

RAW264.7 Makrophagen wurden fir die Herstellung von elektronenmikroskopischen
Praparaten in 10 cm Platten kultiviert (eine Schale entspricht einer Probe) und entweder mit
10 pg/ml rVapA oder 40 nM BafAl behandelt oder mit virulenten oder avirulenten R. equi
infiziert. Die Makrophagen wurden mit einer MOI 3 in 2 ml DMEM Komplettmedium fir 30 min
bei 37 °C infiziert (ohne Zentrifugation) und anschlieBend zweimal mit 4 ml PBS gewaschen.
Die Makrophagen wurden bis zum Zeitpunkt 24 h p.i. in 8 ml DMEM Komplettmedium inkubiert.
Fur die Behandlung der Zellen mit U18666A oder DMSO, wurde das Medium 2 h nach
Infektionsbeginn gegen 8 ml 2 pg/ml U18666A-enthaltendes Komplettmedium bzw. dem
aquivalenten Volumen DMSO-enthaltenden Komplettmedium ausgetauscht und bis zum
Zeitpunkt 24 h nach Infektionsbeginn inkubiert. Anschlie3end wurde das Medium verworfen,
die Makrophagen zweimal mit 4 ml PBS gewaschen, in 2 ml PBS mit einem Zellschaber
abgeldst und in ein 15 ml Reaktionsgefal® Gberfihrt. Die Makrophagen wurden bei 800 x g
pelletiert, das Zellpellet in 300 pl Karnovsky Reagenz resuspendiert, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ tberfuhrt und fir 1 h bei Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Makrophagen
wurden bei 800 x g pelletiert, in 1 ml PBS gewaschen, erneut pelletiert und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad fiir 5 min erwarmt, bevor das Pellet in
einem Pelletvolumen (50 pl) 2 % (w/v) LMP-Agarose in PBS (+Mg?*/Ca?*) resuspendiert und
fur weitere 2 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert wurde. Anschliefend wurden die
Makrophagen bei 14000 x g flr 2 min pelletiert und die Agarose Uber Nacht bei 4 °C

ausgehartet.

Das feste Agarose-Zellpellet wurde in 3 x 3 x 3 mm Wairfel geschnitten, in ein
Glasschnappdeckelrdhrchen dberfihrt und fir 30 min in 1 % Osmium Ldsung (in ddH»0)
kontrastiert. Fur die folgenden Schritte wurde stets darauf geachtet, dass die Zellpellets nicht
trockenfallen, um die Struktur der Praparate zu erhalten. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
und zweimal ddH>0 gewaschen. AnschlieBend wurde eine Entwasserungsreihe bei
Raumtemperatur durchgefiihrt (30 % EtOH, 5 min; 50 % EtOH, 5 min, 70 % EtOH, 10 min, 70
% EtOH, 10 min, 90 % EtOH, 5 min, 100 % EtOH, 10 min, 100 % EtOH, 10 min, 100 %
Molekularsieb-EtOH, 10 min, 100 % Molekularsieb-EtOH, 10 min, 100 % Propylenoxid, 10 min,
100 % Propylenoxid, 10 min). Parallel dazu wurde Epon nach Herstellerangaben (Epoxy
Embedding Medium Kit, Sigma Aldrich) angesetzt. Die entwésserten Zellen wurden erst fur 30
min mit 1:2 Epon-Propylenoxid und anschlieRend tber Nacht in 2:3 Epon-Propylenoxid

inkubiert. AuRerdem wurden Bdden mit Epon+DPM30 in Silikonformen gegossen und iber
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Nacht bei 60 °C ausgehartet. Am nachsten Tag wurde das Epon der Praparate verworfen und
die Zellen mit frisch angesetztem Epon+DPM30 fur 2 h inkubiert. Anschliel3end wurden die
Zellwirfel im vorderen Drittel der ausgehérteten Bdden platziert und mit Epon-DPM30

Uberschichtet. Die Praparate wurden fir 72 h bei 60 °C ausgehartet.

Die fertigen Praparate wurden getrimmt und mittels Leica UC6 Diatome mit einem
Diamantmesser (Diatomie, 3 mm, 45 °) auf 68-70 nm dicke Scheiben geschnitten. Die Schnitte
wurden in 100-Maschen Kupfer-Grids mit Piololform-Film Gberfihrt und mit einen Nanofilm
TEM stainer (Nanofilm technology GmbH) mit Uranylacetat nachkontrastiert. Die Proben

wurden mit einem FEI Verios 460L Elektronenmikroskop mit STEM III Detektor analysiert.

2.2.6.3. Quantifizierung der VesikelgréRen tiber TEM Aufnahmen

Um die VesikelgréRe der intraluminalen Vesikel der RCV zu quantifizieren, wurden
TEM-Aufnahmen mit der Software paint.net (Version 2023) analysiert. Damit wurden
pixelgenau die Durchmesser der einzelnen Vesikel bestimmt und entsprechend ihrer GroRRe
sortiert (< 80 nm oder 2 80 nm und < 200nm oder = 200 nm)

2.2.7. Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism 6. Die Daten wurden als
Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Der Unterschied zweier Proben wurde auf
ihre Signifikanz mit einem ungepaarten heteroskedatischen t-Test untersucht. Die p-Werte

wurden entweder exakt oder wie folgt angegeben:

p < 0,05 *
p < 0,01 *x
p < 0,001
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3. Ergebnisse

3.1.Proteomanalyse gereinigter VCVs und BCVs

Avirulente R. equi vermehren sich intrazellular nach pH-Neutralisierung der Phagolysosomen
(von Bargen et al., 2019). Eine Hemmung der Ansauerung kann dabei durch Zugabe von
rekombinantem VapA (rVapA), aber auch durch Behandlung mit dem v-ATPase-Inhibitor
Bafilomycin Al (BafAl) erreicht werden (von Bargen et al., 2019). Um zu untersuchen, ob eine
pH-Neutralisation zu morphologischen Veranderungen der Phagolysosomen fihrt, wurden
RAW264.7 Makrophagen mit rVapA oder BafAl behandelt und mittels TEM untersucht
(Abbildung 3, Anhang 4).

mock

Abbildung 3: Behandlung mit rVapA oder BafAl fiihren in RAW264.7 zu VergréRerung der
Phagolysosomen mit heterogenen IVVs. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Ultradinnschnitten von (A) unbehandelten RAW264.7 Makrophagen oder nach 18-stiindiger
Behandlung mit (B) 10 pg/ml rVapA oder (C) 40 nM BafA. Die blaue Pfeilspitze zeigt auf
Phagolysosomen, die weil3e Pfeilspitze auf MVBs, der rote Pfeil auf ER-Stress und der gelbe
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Pfeil auf ein geschwollenes Mitochondrium. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen aus zwei
unabhéangigen Experimenten. MaRbalken: 1 um.

Unbehandelte Makrophagen (Abbildung 3A) enthielten neben den ca. 500 nm grol3en
Lysosomen (blaue Pfeilspitze) auch MVBs (weil3e Pfeilspitze) mit einem Durchmesser von 600
— 1000 nm. Die ILVs der MVBs hatten einen Durchmesser von ca. 80 nm. Die Behandlung mit
rVapA (Abbildung 3B) flihrte zu einer starken Vergrof3erung der Phagolysosomen [VapA-
enthaltende Vakuolen (VCVs)] auf ca. 4 um Durchmesser. Sie enthielten intravakuolére
Vesikel (IVVs), die sich nicht nur in ihrer Grofe (60 — 800 nm), sondern auch in ihrer
Morphologie und Elektronendichte unterschieden. Neben den VCVs waren im Zellquerschnitt
wenige bis keine weiteren Lysosomen vorhanden, jedoch fuihrte die Behandlung mit rVapA zu
ER-Stress (roter Pfeil) und Mitochondrienschwellung (gelber Pfeil). Die Behandlung der
Makrophagen mit BafAl (Abbildung 3C) flhrte ebenfalls zu einer VergréRerung der
Phagolysosomen (1 - 1,5 pm Durchmesser) und zu einer Anhaufung von IVVs
unterschiedlicher Gréf3e und Form in BafAl-induzierten Vakuolen (BafVs). Im Gegensatz zur
Behandlung mit rVapA fiihrte die Zugabe von BafAl zu einem stark gestressten ER (roter
Pfeil), aber nicht zu geschwollenen Mitochondrien. VCVs und BafVs waren also in ihrer
Morphologie und Zusammensetzung ahnlich (unterschiedliche IVVs), unterschieden sich aber

deutlich von den Lysosomen.

Um diese Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten weiter zu untersuchen, wurden Lysosomen,
VCVs und BafVs 6 h bzw. 18 h nach Behandlungsbeginn isoliert. Der Zeitpunkt 6 h sollte den
frihen Zeitpunkt einer R. equi-Infektion simulieren, zu dem pathogene R.equi den
phagolysosomalen pH-Wert bereits fir ca. 4 h mittels VapA neutralisiert haben (von Bargen et
al., 2019). Zu diesem Zeitpunkt ware das Phagolysosom jedoch noch nicht vergréf3ert und die
Bakterien hatten noch nicht repliziert (Fernandez-Mora et al., 2005). 18 h nach der Behandlung
sollte den Zeitpunkt einer fortgeschrittenen Infektion mit R. equi simulieren, zu dem sich die
Bakterien bereits vermehrt und die RCV vergroR3ert hatten (Vail et al., 2021). Die isolierten
Kompartimente (Lysosomen, VCV, BafV) wurden anschlieRend in Zusammenarbeit mit Mirella

Scraba und Frank Schmidt einer Proteomanalyse unterzogen.
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-Proteinmengen aus VCVs bzw.

Proteomanalyse von unbehandelten Phagolysosomen, VCVs (10 pg/ml rVapA) und BafVs (40 nM

BafAl) aus RAW?264.7 Makrophagen. Die Phagosomenisolierung erfolgte zu den angegebenen
Zeitpunkten. Dargestellt ist die x-fache Veranderung der ESCRT
unaufféllige An- bzw. Abreicherung hat einen Wert zwischen -2 und 2 (gestrichelter Bereich).

Abbildung 4: Proteine des ESCRT-Komplexes sind an VCVs bzw. BafVs angereichert.
BafVs gegenuber unbehandelten Phagolysosomen zu den angegebenen Zeitpunkten. Eine
potentiell an der Bildung der zuvor beschriebenen IVVs von VCVs bzw. BafVs beteiligt sein

konnten, aber auch vielféaltige andere Funktionen im gesamten endozytischen Weg und an
Lysosomen (Vietri et al., 2021) besitzen: die ESCRT-Proteine (Abbildung 4). Dabei wurden an

Interessanterweise wurde in der Proteomanalyse eine Gruppe von Proteinen angereichert, die
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VCVs und an BafVs nahezu alle Proteine des ESCRT-Komplexes von 6 h bis 18 h nach
Behandlungsbeginn angereichert. Besonders stark angereichert waren die ESCRT-III-
assoziierten Proteine Chmp2a, Chmp3 und Chmp5 sowie das fir den Abbau des ESCRT-
Komplexes notwendige Protein Vps4a. Bereits nach 6 h waren die Proteine des ESCRT-0-
Komplexes Stam2 und Hgs, aber auch die Proteine des ESCRT-I-Komplexes Tsg101, Vps28,
Vps37b und Vps37c sowie der ESCRT-I-assoziierte Faktor Alix durch die rVapA- bzw. BafAl-
Behandlung gegenlber der Kontrolle angereichert. Eine weitere Anreicherung der ESCRT-0
und -l Proteine erfolgte zum Zeitpunkt 18 h. Lediglich die ESCRT-Il assoziierten Proteine
Vps25 und Vps36 wurden durch beide Behandlungen nicht angereichert (Zeitpunkt 6 h) bzw.
konnten zum Zeitpunkt 18 h kaum (unterer Detektionsbereich der Massenspektrometrie)
detektiert werden. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass trotz unterschiedlicher
Behandlung (rVapA oder BafAl) die gleichen ESCRT-Proteine zu den verschiedenen
Zeitpunkten in den gereinigten Kompartimenten angereichert werden und dass die
Anreicherung nach 18 h immer gréR3er ist als nach 6 h.

Im Gegensatz zur Anreicherung der ESCRT-Proteine konnte massenspektrometrisch eine
starke Abreicherung der Cathepsine auf den gereinigten VCVs und BafVs beobachtet werden
(Abbildung 5). Bereits nach 6 h waren alle neun detektierten Cathepsine sowohl auf den VCVs
als auch auf den BafVs deutlich reduziert. Besonders deutlich war die Abnahme bei
Cathepsin F, das zu diesem Zeitpunkt bereits um den Faktor 54 (VCV) bzw. 194 (BafV)
gegeniber der Kontrolle abgereichert war. Nach 18 h Behandlung mit rVapA bzw. BafAl
waren alle Cathepsine mit Ausnahme von Cathepsin L1 in den gereinigten Phagolysosomen
in geringerer Menge vorhanden als zum Zeitpunkt 6 h. Im Vergleich zur Kontrolle war
Cathepsin F nach 18 h Behandlung am starksten reduziert. Wie bei den ESCRT-Proteinen
beeinflussten die verschiedenen Behandlungen (rVapA bzw. BafAl) die Abreicherung der

Cathepsine gleichermalZen.
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Abbildung 5: Cathepsine sind an VCVs bzw. BafVs stark abgereichert. Proteomanalyse von
unbehandelten Phagolysosomen, VCVs (10 upg/ml rVapA) und BafVs (40 nM BafAl) aus
RAW264.7 Makrophagen. Die Phagosomenisolierung erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten.
Dargestellt ist die x-fache Veranderung der Cathepsin-Proteinmengen aus VCVs bzw. BafVs
gegenuber unbehandelten Phagolysosomen zu den angegebenen Zeitpunkten. Eine unauffallige
An- bzw. Abreicherung hat einen Wert zwischen -2 und 2 (gestrichelter Bereich).

3.1.1.Validierung ausgewahlter Proteine mittels Western Blot

Zur Validierung der massenspektrometrischen Daten wurden aus J774E Makrophagen mittels
Pulse/Chase Protokoll unbehandelte Lysosomen oder VCVs bzw. BafVs isoliert. Mittels
Western Blot wurden die Proteinmengen von Hgs (ESCRT-0), Tsgl01 (ESCRT-I), Alix
(ESCRT | assoziierter Faktor), Chmp3 (ESCRT-Ill) und Vps4 (Demontage) untersucht.
Darlber hinaus wurden die Lysosomenmembranproteine LAMP1 und NPC1, die lysosomale
Proteasen Cathepsin B und die GTPase Arl8, die in der Fusion zwischen spaten Endosomen
und Lysosomen essentiell ist und dabei auf Lysosomenmembranen lokalisiert, untersucht.

Weiterhin wurde der lysosomale Schadensmarker Galektin 3 (Gal3) analysiert (Abbildung 6).
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A B
mock rVapA BafA1 Western Blot Proteomics
kDa P40 P10 L10 P40 P10 L10 P40 P10 L10 VapA | BafA1 | VapA | BafAf
100 14,40 | 34,40 4,22 16,09 | Hgs
1881-— S v w49 ~— @ | Hgs (ESCRT-0) n.m. n.m. 4,72 4,61 Tsg101
n.m. n.m. 5,56 7,08 Alix
S5 s= = == @ Tsg101 (ESCRT-)
40— ‘ ‘ n.m. n.m. 5,00 10,52 | Chmp3
Vps4
188:]— p— — — -—I Alix (ESCRT l-assoziiert) 3,35 3,75 3,99 17,07 P
-2,50 | -10,00 -4,06 -6,04 CatB
35
o[- — . = | Chmp3 (ESCRT-IIl) 5,29 10,32 1,15 2,31 Gal3
-2,98 -5,32 | Arl8a
70 Vps4 (Demontage -2,04 |-22,72
55 ESCRT-Komplex) -2,77 -4.13 | Arl8b
40-] 1,73 19,97 -2,17 -4,23 NPC1
354 . e . - Cat B (kurze Exposition) n.b. n.b. -23,01 -62,77 NPC2
40 Procat B
35 Cat B (1ange Exposition)
B e ———— . —— - Ga|3
25—
25
15
N . el NPC1
130 : —

Abbildung 6: Validierung der Proteomanalyse mittels Western Blot. (A) Immunblots von
gereinigten Phagolysosomen, VCVs und BafVs aus J774E Makrophagen. Die Makrophagen
wurden fir 18 h mit 10 pg/ml rVapA oder 40 nM BafAl behandelt. Die SDS-Proben von NPC1
wurden mit PIC (5x) versetzt und fiir 20 min bei 37 °C denaturiert. Pro Spur wurden 40 ug (40)
oder 10 pg (10) Proteinprobe aufgetragen. Dargestellt sind reprasentative Blots aus drei
unabhéngigen Experimenten. (B) Vergleich der L10-Bandenintensitdten der Immunblots mit der
massenspektrometrischen Analyse von gereinigten VCVs, BafVs bzw. Lysosomen. Dargestellt
sind jeweils die Quotienten aus gereinigten VCVs (rVapA) bzw. BafVs (BafAl) und der
unbehandelten Kontrolle (mock). n.m., nicht messbar, da keine Bande in der Kontrolle vorhanden
war; n.b., nicht bestimmt, da nicht im Immunblot untersucht; griine Zahlen zeigen eine
Anreicherung und rote Zahlen eine Abreicherung der jeweiligen Proteine an. Cat, Cathepsin; Gal,
Galektin; L, Phagolysosom; P, post nuclear supernatant; Procat, Procathepsin.

LAMP1, das haufig als lysosomales Markerprotein verwendet wird, wurde in den untersuchten
Proben gleichermaRen exprimiert (Vergleich P40) und in Ubereinstimmung mit der
Proteomanalyse nicht auffallig auf Phagolysosomen angereichert. Arl8 wurde
erwartungsgemalr selektiv auf Phagolysosomen angereichert. Bemerkenswert war, dass
sowohl in der Proteomanalyse als auch in den Immunblots deutlich weniger Arl8 auf VCVs und
BafVs zu finden war, was auf eine verminderte Fusion zwischen spaten Endosomen und VCVs
bzw. BafVs hindeuten kénnte. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurden die
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untersuchten ESCRT-Proteine in VapA- bzw. BafAl-behandelten Makrophagen gleich stark
exprimiert und in Ubereinstimmung mit der Proteomanalyse in VCVs bzw. BafVs angereichert.
Immunblots gegen Gal3 zeigten, dass das Protein in allen drei Proben gleich stark exprimiert
und in Phagolysosomen angereichert wurde. In der massenspektrometrischen Analyse
hingegen war Gal3 nicht (VCVs) oder nur geringfluigig (BafVs) angereichert. In der
Proteomanalyse waren die lysosomalen Proteine NPC1 und NPC2 in VCVs und BafVs stark
angereichert. Im Gegensatz dazu zeigte die Quantifizierung der NPC1-Immunblots keine
Abreicherung und fiir BafVs sogar eine Anreicherung. Die lysosomale Hydrolase Cathepsin B
war in den Lysosomen stark angereichert. Da Cathepsin B im PNS kaum vorhanden war,
deutete dies auf eine fast ausschlief3liche Lokalisation in den Lysosomen hin. Die Behandlung
der Makrophagen mit rVapA bzw. BafAl fihrte zum Nachweis von Procathepsin B
(MW =43 kDa) im PNS, was auf eine gestérte Reifung des Enzyms hindeutete. Die
Abreicherung von Cathepsin B in gereinigten VCVs bzw. BafVs im Western Blot und in der
Proteomanalyse war aufgrund der geringen Proteinstabilitat bei neutralem pH-Wert nicht

weiter verwunderlich, wie im Folgenden néher untersucht wird.

3.1.2.Neutraler pH-Wert fuhrt zur Degradation von Cathepsin B, D und Fin Lysosomen
Sowohl in der Massenspektrometrie (Abbildung 5) als auch im Western Blot (Abbildung 6) war
eine deutliche Abreicherung der Cathepsine B, D und F zu erkennen. Um zu untersuchen, ob
der Verlust der Cathepsine durch eine VapA- bzw. BafAl-induzierte pH-Neutralisation
hervorgerufen wird, wurden magnetisch gereinigte Phagolysosomen (unbehandelt) aus J774E
Makrophagen in vitro bei einem sauren pH-Wert von 5,0 bzw. einem neutralen pH-Wert von

7,0 inkubiert und anschlieRend im Western Blot analysiert (Abbildung 7).

Alle drei untersuchten Cathepsine waren in gereinigten Lysosomen gegeniber dem PNS
angereichert. Neben der katalytisch aktiven Form von Cathepsin D (MW = 28 kDa) waren
sowohl Procathepsin D (MW =46 kDa) als auch die intermedidare Form von Cathepsin D
(MW =43 kDa) in gereinigten Kompartimenten angereichert. Die Inkubation bei
physiologischem luminalem pH-Wert der Lysosomen (pH 5) fuhrte zu den hdchsten

Proteinmengen von Cathepsin B, D und F.

Die Inkubation bei saurem pH-Wert reduzierte die Proteinmenge von Procathepsin D stark,
wahrend die Proteinmenge der intermedidren Form nur wenig reduziert wurde. Im Gegensatz
dazu fihrte die Inkubation bei neutralem pH-Wert zu einem fast vollstdndigen Verlust von
Cathepsin B und F. Bei einem pH-Wert von 7 blieb die Proteinmenge von Procathepsin D und
der intermediaren Form von Cathepsin D unverédndert, und auch die Menge an vollstandig
prozessiertem Cathepsin D nahm leicht ab. Die Tatsache, dass ein neutraler pH-Wert zu einer

Abnahme der Proteinmengen von Cathepsin B und F fuhrte, war vermutlich auch der Grund

66



Ergebnisse

fur die Abnahme dieser beiden Proteine in den unbehandelten Proben. Diese wurden auf Eis
gelagert, jedoch in HB-Puffer mit einem pH-Wert von 7,2. Erwartungsgemal zeigte sich eine
pH-abhéngige Stabilitat der Cathepsine B, D und F, wobei Cathepsin B und F bei neutralem

pH-Wert weniger stabil waren als Cathepsin D.

pHS5 pH7
kDa P40 P10 L10 L10 L10
180
130 LAMP1
100
40 |
25— — et |

|
|

Procat D.
{:Intermedlér Form

«CatD

35 :

25 CatF
Abbildung 7: Die Proteinstabilitaten von Cathepsin B und F sind pH-sensitiv. Immunblots
von isolierten Lysosomen aus J774E Makrophagen, die bei den angegebenen pH-Werten
inkubiert wurden. Aufgetragen sind 40 pg (40) oder 10 pg (10) Protein. Dargestellt sind

reprasentative Immunblots aus zwei unabhéangigen Experimenten. Cat, Cathepsin; Procat,
Procathepsin; P, PNS; L, Lysosomen.

3.2.Die intrazellulare Vermehrung von R. equi ist ESCRT-0, ESCRT-III- und
Vps4-abhangig und ESCRT-l-unabhéangig

3.2.1.Chmp3 und Vps4 lokalisieren an und in RCVs

Nachdem sowohl massenspektrometrisch als auch biochemisch eine starke Anreicherung von

Chmp3 und Vps4 in VCVs nachgewiesen werden konnte, blieb zu untersuchen, ob diese

beiden Proteine auch in RCVs vermehrt vorkommen.

Dazu wurden RAW?264.7 Makrophagen mit virulenten R. equi infiziert und 24 h nach Infektion
(p.i.) die Lokalisation von Chmp3 bzw. Vps4 mittels Immunfluoreszenz untersucht. Zuséatzlich
zu den ESCRT-assoziierten Proteinen wurde LAMP1 immunfluoreszenzgefarbt (Abbildung 8).
LAMP1 befindet sich normalerweise auf der limitierenden Membran von Phagolysosomen. Im
Gegensatz dazu ist das Membranprotein fast ausschlieZlich im Lumen von RCVs lokalisiert
(von Bargen et al., 2019, Wright et al., 2018), was charakteristisch fur diese speziellen
Phagolysosomen ist. Daher wurde hier die charakteristische Lokailsation von LAMP1 zur
Identifizierung von RCVs verwendet. Fast das gesamte LAMP1 der Makrophagen wurde in
den pathogenhaltigen Vakuolen angereichert. Uberraschenderweise lokalisierten die ESCRT-
Proteine Chmp3 (Abbildung 8A) und Vps4 (Abbildung 8B) nicht nur auf der limitierenden
Membran (weiBe Pfeilkbpfe), sondern auch im Lumen der RCVs. Darlber hinaus

kolokalisierten LAMP1 und Chmp3 teilweise und LAMP1 und Vps4 an einigen Stellen in der
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RCV (weiRe Pfeile). In der Vakuole lokalisierte Vps4 hauptsachlich an LAMP1-negativen

Stellen.

A

SYTO13 Chmp3 LAMP1 Chmp3 / LAMP1

SYTO13 Vps4 LAMP1 Vps4 / LAMP1

Abbildung 8: Chmp3 wund Vps4 sind in und auf der RCV lokalisiert.
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von R.equi 103+ infizierten RAWZ264.7
Makrophagen. Es wurden LAMP1 und (A) Chmp3 oder (B) Vps4 wurden durch Immunfluoreszenz
markiert. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen aus zwei unabhéngigen Experimenten.
MaRbalken: 5 pm. Die Pfeilkdpfe zeigen Kolokalisation von Chmp3 bzw. Vps4 mit der
limitierenden RCV-Membran und die Pfeile Kolokalisation der ESCRT-Proteine mit LAMP1 im
Lumen der RCVs.

3.2.2.ESCRT-0, ESCRT-IIl und Vps4 beglnstigen die intrazellulare Vermehrung von
R. equi

Um ihre zellularen Funktionen zu erfillen, werden ESCRT-Proteine selektiv an verschiedenen
Organellen (Endosomen, Lysosomen) oder an die Plasmamembran rekrutiert
(zusammengefasst in Vietri et al., 2020). Die Lokalisierung von Chmp3 und Vps4 an und in
RCVs in Makrophagen war daher wahrscheinlich nicht zuféllig, sondern deutete auf eine Rolle
von ESCRT wahrend einer Infektion mit R. equi hin. Da nicht immer alle ESCRT-Subkomplexe
in den verschiedenen ESCRT-abhangigen zellularen Prozessen bendtigt werden, wurde im
Folgenden der Einfluss einzelner Schllisselproteine der Subkomplexe auf die intrazellulare
Proliferation von R. equi untersucht.
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Abbildung 9: ESCRT-0, ESCRT-IIl oder Vps4 Knockdowns reduzieren die intrazellulare
Vermehrung von R. equi. Intrazellulare Vermehrung von R. equi 103+ in siRNA-transfizierten
RAW?264.7 Makrophagen. Transfektion mit sSiRNAs gegen (A, B) ESCRT-0 (Hgs), (C, D) ESCRT-I
(Tsg101) und ESCRT-I assoziierten Faktor (Alix), (E, F) ESCRT-IIl (Chmp3) und (G, H) Vps4.
Der Knockdown wurde mittels Immunblot (B, D, F, H) kontrolliert und quantifiziert und die robuste
Vermehrung zu den angegebenen Zeitpunkten (A, C, E, G) bestimmt. Dargestellt sind
reprasentative Blots, Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Unterabbildungen (A und B) wurden in Zusammenarbeit mit Tobias Dummin
(AG Haas, Universitat Bonn) und die Unterabbildungen (C und D) in Zusammenarbeit mit
Alexandra Nesterova (AG Haas, Universitat Bonn) erstellt.
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Dazu wurde die Genexpression einzelner ESCRT-Faktoren mittels RNAi in RAW264.7
Makrophagen herunterreguliert (,Knockdown®), die anschlieBend mit R. equi 103+ infiziert
wurden (Abbildung 9). Der Knockdown wurde 24 h nach siRNA Transfektion (entspricht dem
Startpunkt der Infektion) mittels Western Blot quantifiziert. Dabei wurde mit allen verwendeten
SiRNAs mindestens eine 59 % verringerte Proteinmenge erreicht (Abbildung 9). In
Makrophagen mit einem Hgs Knockdown war die intrazellulare Vermehrung von R. equi um
ein Drittel verringert (Abbildung 9A). Durch die Reduzierung des Chmp3- (Abbildung 9E) bzw.
Vps4- (Abbildung 9G) Proteinlevels war die intrazellulare Vermehrung von 103+ um die Halfte
verringert. Obwohl die Expression der ESCRT-| Proteine Tsg101 und Alix (fast) vollstandig
herunterreguliert wurde (Abbildung 9D), beeinflussten die einzelnen Knockdowns nicht die
intrazellulare Vermehrung von R. equi (Abbildung 9C). Auch bei einem kombinierten
Knockdown von Tsg101 und Alix blieb die robuste Vermehrung von R. equi gegentber der

Kontrolle unverandert.

A ESCRT-0 B ESCRT-II c Vps4

100~ 1007 o5 1007 ——

£ . = m 24h ol = 2 2n | [®
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Hgs- GFP Chmp3- YFP Chmp4b-DsRed K173Q Wt
GFP YFP DsRed

Abbildung 10: Intrazellulare R. equi Replikation wird durch dominant-negative ESCRT-III
Proteine oder dominant-negatives Vps4a verringert. Intrazelluldare Vermehrung von R. equi
103+ in RAW264.7 Makrophagen, die mit Plasmiden codierend fiir dominant-negative (DN)
ESCRT-Proteine transfiziert wurden. Expression von wildtypischen (Wt) Proteinen bzw.
Fluoreszenzproteinen und DN (A) Hgs, (B) Chmp3 oder Chmp4b und (C) Vps4 (K173Q). Die
robuste Vermehrung wurde in jeweils 20 - 50 transfizierten Makrophagen bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten.
Unterabbildung (A) wurde in Zusammenarbeit mit Tobias Dummin (AG Haas, Universitat Bonn)
erstellt.

Es zeigte sich, dass vor allem ESCRT-IIl und Vps4 das intrazellulare Vermehrungsverhalten
von R. equi beeinflussten. ESCRT-0 hatte wenig und ESCRT-I keinen Einfluss auf das
Reproduktionsverhalten. Um diese Beobachtung weiter zu untersuchen und den temporaren
und meist unvollstandigen Effekt von siRNA-Transfektionen zu umgehen, wurden dominant-
negative (DN) fluoreszenzgekoppelte ESCRT-Proteine in RAW264.7 Makrophagen
Uberexprimiert. Die Makrophagen wurden mit R. equi 103+ infiziert und die robuste

Vermehrung bestimmt (Abbildung 10). Da der Knockdown von Tsgl01 bzw. Alix Uber die

70



Ergebnisse

gesamte Dauer des vorangegangenen Infektionsexperiments fast vollstandig vorhanden war
(Abbildung 9D), wurde an dieser Stelle auf die Expression eines DN-Tsg101 bzw. DN-Alix
verzichtet. Die Uberexpression eines EGFP-gekoppelten Hgs fuhrt zu einem dominant-
negativen Effekt des ESCRT-0 Proteins (Janvier et al., 2011). Daher diente hier der Leervektor
als Negativkontrolle. Verglich man die Werte der einzelnen Replikate miteinander, replizierten

intrazellulare R. equi durch DN-Hgs stets weniger als in der Kontrolle (Abbildung 10A).

Wie auch bei Hgs, fuhrt die Fusion der ESCRT-IlI-Faktoren Chmp3 und Chmp4b mit einem
fluoreszierenden Protein (eYFP bzw. DsRed) zu einem dominant-negativen Effekt der ESCRT-
Proteine (Lambert et al., 2007). Es zeigte sich, dass dominant-negatives Chmp3 bzw. Chmp4b
die intrazellulare Vermehrung von R. equi stark verringerte (Abbildung 10B). Um den Einfluss
des dominant-negativen Effekts der AAA-ATPase Vps4 untersuchen zu kdnnen, wurde eine
Variante des Proteins mit einer Punktmutation (K173Q) in der ATP-Bindestelle verwendet (Tu
et al., 2010). Die Uberexpression von Vps4 K173Q filhrte zu einer stark verringerten

intrazellularen Vermehrung von R. equi (Abbildung 10C).

Diese Daten deuten darauf hin, dass intrazellulare R. equi fur eine erfolgreiche Replikation auf
die Funktionalitdt von ESCRT-IIl und Vps4 angewiesen sind. Im Gegensatz dazu reduziert
Hgs (ESCRT 0) die intrazellulare Vermehrung des Pathogens nur geringfligig und ESCRT-
Uberhaupt nicht.

3.3.Die limitierende RCV-Membran bleibt wahrend der R. equi Infektion
weitestgehend intakt

Eine der vielfaltigen Funktionen von ESCRT ist die Reparatur kleiner Ldcher in
Lysosomenmembranen (Skowyra et al., 2018). Bei grol3en Membranl&sionen, die nicht durch
ESCRT repariert werden konnen, wird ESCRT-abhéngig Lysophagie, eine bestimmte Form
der Autophagie, induziert (Radulovic et al.,, 2018). Darlber hinaus fiihren grof3e
Membranlasionen zum Kontakt der Bakterien mit antimikrobiellen Peptiden des Zytosols. Dass
der ESCRT-abhangige Reparaturmechanismus essentiell fir das intrazellulare Uberleben von
Pathogenen ist, konnte u.a. bereits fur C. burnetii (Radulovic et al., 2018) oder S. enterica
(Goser et al., 2019) gezeigt werden. Daraus ergaben sich zwei Fragen: (1) Welche
Auswirkungen haben RCV-Membranlasionen und der Kontakt mit dem Zytosol auf R. equi und
(2) tritt der intrazellulare Vermehrungsdefekt von virulenten R. equi bei einem ESCRT-III oder

Vps4 Knockdown aufgrund von nicht reparierten Membranschaden auf?
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3.3.1.Intrazellulare Vermehrung von R.equi ist abhangig von einer intakten RCV-

Membran

3.3.1.1. Vermehrung von R. equi ist in Glutathion-enthaltendem Zytosol verringert
Zuerst wurde der Frage nach dem antimikrobiellen Effekt des Zytosols und dessen Einfluss
auf die Vermehrung von R. equi nachgegangen. Dazu wurde Zytosol aus RAW264.7
Makrophagen mittels Ultrazentrifugation isoliert. Das isolierte Zytosol wurde weiter in einem
in vitro Vermehrungsexperiment verwendet, indem Uber CFUs die Vermehrung von R. equi
103+ und 103- bestimmt wurde. Da Zytosol intrazelluldr stark reduzierend vorliegt (Ray et al.,
2009), wurde der reduzierende Charakter in diesem Experiment durch die Zugabe von
Glutathion und L-Cystein simuliert.
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Abbildung 11: Das Wachstum von R.equi ist in Glutathion-enthaltendem gereinigtem
Zytosol verringert. In vitro Vermehrung von R. equi in gereinigtem Zytosol aus RAW264.7
Makrophagen. Dargestellt ist der Quotient aus den Bakterienkolonien zum Zeitpunkt 24 hund 0 h
(x-fache Vermehrung). Mittelwerte und Standardabweichungen stammen aus drei unabhéngigen
Experimenten. red, enthalt 2 mM L-Cystein, 20 mM Glutathion.

Die 24-stiindige Inkubation von R. equi 103+ und 103- in HB-Medium fiihrte zu einer Reduktion
der Bakterienzahl. Im Gegensatz dazu vermehrten sich die Bakterien stark, wenn sie in
zytosolhaltigem Medium ohne L-Cystein und Glutathion (,reduzierende Bedingungen®)
inkubiert wurden. Enthielt das HB-Medium zusatzlich L-Cystein und Glutathion, vermehrten
sich die Bakterien nur geringfuigig. Das Vorhandensein von Zytosol im Reaktionsansatz spielte
keine Rolle.

3.3.1.2. Charakterisierung des Listeriolysin O-exprimierenden Stammes R. equi (LLO)

Da sich R.equi bis zur Nekrose der Makrophagen in den Phagolysosomen repliziert
(Ldhrmann et al., 2004), kommt das Bakterium nicht mit den antimikrobiellen Peptiden (AMPS)
im Zytosol in Kontakt. Um den zuvor beobachteten Einfluss des Zytosols auf die Vermehrung

von R. equi in vivo zu untersuchen, musste R. equi dazu gebracht werden, seine
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Replikationsnische zu verlassen. Andere Pathogene kdnnen aus dem Phagolysosom durch
die Expression eines porenbildenden Toxins, wie beispielsweise Listeriolysin O (LLO) von L.
monocytogenes entkommen (Birmingham et al., 2008). LLO wird durch das hlyA Gen kodiert
(Griindling et al., 2003). Um auch R. equi 103+ mit hlyA auszustatten, wurden die Bakterien
mit einem hlyA- tragenden pSMT3-M transformiert (siehe 2.2.4.3.). Die Expression von hlyA

wird dabei durch einen hsp60 Promotor reguliert.
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Abbildung 12: R.equi 103+(LLO) exprimiert LLO und VapA und ist hamolytisch.
(A) Expressionskontrolle von LLO und VapA mittels Immunblot aus Kulturiberstédnden der
angegebenen Bakterien. Abgebildet sind reprdsentative Blots aus zwei unabhéngigen
Experimenten. (B) Hamolyse Assay mit den unter (A) verwendeten Uberstanden.
(C) Wachstumskinetik der angegebenen Bakterienstamme in BHI Medium. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéangigen Experimenten.

Zur Expressionskontrolle von LLO bzw. VapA wurden Bakterienliberstdnde aus den
Schittelkulturen von R. equi 103+, 103+ (LLO), 103- und L. monocytogenes aufkonzentriert
und mit Trichloressigsaure (TCA) gefallt bzw. die Bakterienpellets direkt fir die biochemische
Analyse verwendet (Abbildung 12A) R. equi 103+(LLO) exprimierte nur halb so viel LLO wie
L. monocytogenes. Die VapA-Expression in R.equi 103+(LLO) war im Vergleich zum

Wildtypstamm um ein Drittel reduziert wahrend L. monocytogenes und R. equi 103-
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erwartungsgemal VapA-negativ waren. Die Verwendung der Uberstande in einem
Hamolysetest zeigte auflerdem, dass R. equi 103+(LLO) und L. monocytogenes, im
Gegensatz zu wildtypischen R. equi, hAmolytisch waren (Abbildung 12B).

Um fur die folgenden Vermehrungsversuche auszuschlieRen, dass R. equi 103+ aufgrund der
LLO-Expression schlechter wachst als wildtypische R. equi 103+, wurden Wachstumskurven
von R. equi 103+, 103+(LLO) und 103- erstellt (Abbildung 12C). Dabei zeigte sich, dass
innerhalb der ersten 8 h alle drei Bakterienstamme gleich gut wuchsen. Am Endpunkt der
Messung (24 h) wiesen die VapA exprimierenden R. equi die gleiche ODsoo auf, die signifikant

unter der ODego Von R. equi 103- lag.

3.3.1.3. LLO-induzierte Locher in der RCV-Membran fiihren zum Sterben von R. equi

Um im Folgenden das intrazellulare Wachstumsverhalten von 103+(LLO) zu untersuchen,
wurden RAW264.7 Makrophagen in mit und ohne rVapA infiziert. Die intrazellulare
Vermehrung wurde entweder lichtmikroskopisch (Abbildung 13A und B) oder mittels CFUs
(Abbildung 13C) bestimmt. Das MaR fur eine robuste Vermehrung wurde ausschlieRlich in
diesem Experiment auf >14 Bakterien pro infiziertem Makrophagen angehoben, da
R. equi 103+(LLO) eine stark erhdhte MOI (6,4) zu Beginn der Infektion aufwies. Die beiden
pVAPA-tragenden Stamme vermehrten sich gleich stark und die Zugabe von rVapA
beeinflusste die Vermehrung nicht. Sowohl 103+ als auch 103+(LLO) bildeten im Verlauf der

Infektion charakteristische RCVs, d.h. stark vergréRerte Vakuolen, aus (Abbildung 13B).

Die Vermehrungsbestimmung mittels CFUs (Abbildung 13C) zeigte, dass sich nur R. equi
103+ vermehrte. Die Zugabe von rVapA verbesserte die Vermehrung von 103+. Im Gegensatz
zur mikroskopischen Vermehrungsbestimmung (Abbildung 13A) wurde R. equi 103+(LLO)
auch in Gegenwart von rVapA abgetotet (Abbildung 13C).

Berticksichtigt man, dass Glutathion und L-Cystein das Wachstum von R. equi im isolierten
Zytosol (reduzierende Umgebung des Zytosols) verringerten, kénnte es sein, dass R. equi
103+(LLO) mit dem Makrophagenzytosol in Kontakt kommt und dadurch stirbt. Wenn
Bakterien oder Viren in das Wirtszytosol gelangen, wird rasch die Expression von Interferon 3
(IFNB), einem Typ-l-Interferone des angeborenen Immunsystems, induziert (Uma M.
Nagarajan, 2011). In der Folge kommt es zur Sekretion von IFNB (Lambert et al., 2007;
McCaffrey et al., 2004). Extrazellulares IFNB eignet sich daher als Indikator flr den Bakterien-
Zytosol-Kontakt. Um nun zu untersuchen, ob der zuvor beobachtete Wachstumsdefekt
(Abbildung 13C) von R. equi 103+(LLO) wahrend der 24-stiindigen Infektion auf den Kontakt
mit dem Makrophagenzytosol zurtickzufihren sein kénnte, wurde in Kooperation mit Dr. Olaf
Utermoéhlen (Universitat Koln, Deutschland) ein IFNB ELISA durchgefiihrt (Abbildung 13D).
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Dazu wurde der Kulturiiberstand von L. monocytogenes bzw. R. equi infizierten J774E
Makrophagen 6 h bzw. 24 h nach Infektionsbeginn verwendet. Die Behandlung der
Makrophagen mit Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella oder die Makrophageninfektion
durch L. monocytogenes fuhrte zu einer gleich hohen IFNB-Konzentration. Im Gegensatz dazu
wurde kein IFNB von Makrophagen freigesetzt, wenn diese mit L. monocytogenes AhlyA, die
nicht aus dem Phagosom ausbrechen kdénnen (Beauregard et al., 1997), infiziert waren. Da
sich L. monocytogenes bereits nach ca. 40 min (de Chastellier & Berche, 1994) und R. equi
erst nach ca. 8 h (von Bargen et al., 2009) nach Infektionsbeginn intrazellular vermehrt, wurde
fur die IFNB-Freisetzung von mit R. equi infizierten Makrophagen zum Zeitpunkt 24 h p.i.
untersucht. Die IFNB -Konzentration im Kulturmedium der Makrophagen war dabei sowohl
Virulenzplasmid- als auch VapA-unabhéangig. Die R. equi-Stdmme 103+, 103+AvapA und 103-
induzierten jeweils nur geringfigig die Sekretion von IFNB. Im Kulturmedium der mit R. equi
103+(LLO) infizierten Makrophagen wurde jedoch eine etwa 10-fach hohere [FNpB-
Konzentration gemessen als beim wildtypischen Stamm. Infektionen mit L. monocytogenes
und R. equi 103+(LLO) fuhrten somit zu einer gleich hohen extrazellularen [FNB-
Konzentration. Eine 24-stiindige Behandlung der Makrophagen mit LPS flihrte ebenfalls zu
einem Anstieg des extrazellularen IFNBs. Allerdings war die IFNB-Konzentration nach 24-
stiindiger Behandlung nur halb so hoch wie nach 6-stiindiger Behandlung. Mit diesen Daten
wurde nun gezeigt, dass R. equi 103+(LLO) in Kontakt mit dem Makrophagenzytosol kommit.

Als nachstes wurde untersucht, ob R. equi 103+(LLO) durch den Kontakt mit dem Zytosol
abgetotet wird oder ob LLO nicht nur die Phagosomenmembran, sondern auch die
Plasmamembran der Wirtszelle perforierte, so dass das Antibiotikum (Vancomycin) eindringen
und die Bakterien abtoten konnte. Um dies zu untersuchen, wurde ein Zytotoxizitats-Assay
durchgefuihrt (Abbildung 13E), bei dem die Zytotoxizitdt Uber die Freisetzung der
Laktatdehydrogenase (LDH) in den Kulturtiberstand der Makrophagen bestimmt wurde. Die
Makrophagen wurden durch R. equi 103+, 103+ pSMT3, 103+(LLO), 103+ AvapA oder 103-
bei zwei verschiedenen MOI (3 und 30) infiziert. Wurden die Makrophagen mit einer MOI von
3 infiziert, so ergab sich kein Unterschied in der LDH-Freisetzung zwischen den untersuchten
Bakterienstammen. Erst bei einer Erhéhung der MOI auf 30 setzten die mit R. equi 103+, 103+
pSMT3 oder 103+(LLO) infizierten Makrophagen vermehrt LDH frei. Vergleicht man die Werte
der einzelnen Replikate miteinander, so war im Kulturiiberstand der mit R. equi 103+(LLO)
infizierten Makrophagen stets am meisten LDH vorhanen. Dagegen waren Infektionen mit
R. equi, die kein VapA exprimieren (103- und 103+ AvapA), selbst bei einer MOI von 30 nur

schwach zytotoxisch fur die Makrophagen.
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Abbildung 13: R. equi 103+(LLO) kommt im Verlauf der Infektion in Kontakt mit dem
Makrophagenzytosol und stirbt darin. (A) Robuste Vermehrung von R. equi 103+ und 103+
(LLO) in RAW?264.7 Makrophagen. Wo angegeben, wurden die Makrophagen mit 10 pg/ml rVapA
behandelt. (B) Représentative Aufnahmen von (A), zum Zeitpunkt 24 h p.i. MaRRbalken: 5 pm.
(C) Wie in (A), aber Vermehrungsbestimmung durch CFUs. (D) IFNB ELISA von mit den
angegebenen Bakterien infizierten J774E Makrophagen zu den angegebenen Zeitpunkten. Die
Makrophagen wurden, wo angegeben, mit 100 ng/ml LPS behandelt. (E) Zytotoxizitats-Assay von
mit mit den angegebenen Bakterien infizierten RAW264.7 Makrophagen (MOI = 3 oder 30).
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus (A, E) drei, (C) vier bzw. (D) funf
unabhéngigen Experimenten. L.m., L. monocytogenes.
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Um die Membranintegritat von RCVs oder VCVs in RAW264.7 Makrophagen zu untersuchen,
wurde die Lokalisation von Galektin 3 (Gal3) mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt.
Gal3 ist ein zytosolisches Protein, das aufgrund von Membranldsionen in das Lumen von
Lysosomen gelangt und dort an die B-Galaktoside auf der Innenseite der Membrane bindet
(Miller et al. 2016). Um kiinstliche Membranschaden zu induzieren, wurde das Dipeptid Glycyl-
L-phenylalanin-2-naphthylamid (GPN) zugesetzt (Abbildung 14). Die Zugabe von GPN zum
Kulturmedium der Makrophagen fuhrte zur Bildung von Gal3-Puncta in den Zellen. Sollte es
im Verlauf einer R. equi-Infektion zu RCV-Membranlasionen kommen, die vermutlich durch
VapA ausgeltst werden, so wirde dies zu einer verstarkten Gal3-Lokalisierung an der
limitierenden RCV-Membran fuhren. Auch einige interne Vesikel, die vermutlich teilweise an
der RCV-Membran gebildet werden, wéaren wahrscheinlich Gal3-positiv. Im Gegensatz dazu
wurde Gal3 nur geringfligig an die limitierenden Membranen von RCVs oder VCVs rekrutiert
und lokalisierte nicht im Lumen der Vakuolen. Die eindeutige Identifizierung der Vakuolen war
durch die Farbung des Zytosols aufgrund der dortigen Lokalisation von Gal3 gegeben.
Auffallend war dabei, dass die Plasmamembran der mit rVapA behandelten oder mit R. equi

infizierten Makrophagen starker selektiv mit Gal3 angefarbt wurde.

mock mock + GPN rVapA R. equi 103+

Abbildung 14: Gal3 wird nicht an RCVs oder VCVs rekrutiert. Gal3 in der Immunfluoreszenz
von RAW?264.7 Makrophagen. Die Makrophagen wurden mit R. equi 103+ infiziert oder 10 pg/mi
rvVapA behandelt oder fir 13 min mit 300 uM GPN behandelt. Dargestellt sind repréasentative
Aufnahmen aus zwei unabhangigen Experimenten. MaRbalken: 5 pm. Die weil3en Pfeilkdpfe
markieren die limitierende Membran der VCVs bzw. RCVs

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass R. equi 103+(LLO) eine R. equi-typische
RCV etablierte, in der sich die Bakterien intrazellular vermehrten (mikroskopische

Vermehrung, Abbildung 13A und B). Allerdings waren nur noch wenige dieser Bakterien vital
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(Abbildung 13C). Der vermutete Grund fir das intrazellulare Sterben von R. equi 103+(LLO)
ist der Kontakt mit dem Makrophagenzytosol (Abbildung 11) aufgrund von LLO-induzierten
Lochern in der Phagosomenmembran (Abbildung 13D) und nicht das Eindringen des
Antibiotikums durch Ldcher in der Plasmamembran (Abbildung 13E). Wildtypische virulente
R. equi vermehrten sich intrazellular, ohne dabei die RCV-Membran oder die Plasmamembran
der Wirtsmakrophagen zu beschadigen (Abbildung 13D und E, Abbildung 14). Dadurch konnte
erstmals gezeigt werden, dass R. equi fur die intrazellulare Vermehrung eine intakte RCV-
Membran bendétigt.

3.3.2.Intrazellulare Vermehrung von R. equi ist von Makroautophagie-unabhé&ngig

Die ESCRT-Proteine spielen eine entscheidende Rolle in der Membranreparatur von
Lysosomen. Sie reparieren kleine Lasionen und markieren Lysosomen mit groReren Léchern
fur den Abbau durch Autophagie (Jia et al., 2020). Um den Einfluss der ESCRT-Proteine auf
die Membranintegritdt der RCV zu untersuchen, wurde ein weiterer ELISA durchgefihrt,
diesmal mit siRNA-transfizierten und mit R. equi 103+ infizierten RAW264.7 Makrophagen.
Verwendet wurden siRNAs gegen ESCRT-I (Tsg101+Alix) und Vps4 (Abbildung 15). Wie im
vorherigen ELISA (Abbildung 13D) wurden die Makrophagen parallel zu den 24-stiindigen
R. equi Infektionen fur 6 h mit L. monocytogenes bzw. L. monocytogenes AhlyA infiziert. Die
hochste  IFNB-Konzentration wurde im  Kulturiberstand der mit wildtypischen
L. monocytogenes infizierten Makrophagen gemessen. In nicht infizierten und mit
L. monocytogenes AhlyA infizierten Makrophagen wurde erwartungsgemafl kein
extrazellulares IFNB gemessen. Im Uberstand von mit R. equi 103+(LLO)-infizierten
Makrophagen konnte nur halb so viel IFNB nachgewiesen werden wie mit L. monocytogenes.
Daruber hinaus war die extrazellulare IFNB-Konzentration in mit R. equi 103+ infizierten
Makrophagen um mehr als die Halfte reduziert im Vergleich zu der des LLO-exprimierenden
R. equi-Stammes. Interessanterweise fuhrte keiner der ESCRT-Knockdowns bei gleichzeitiger
Infektion mit R. equi 103+ zu einer Veranderung der IFNB-Konzentration im Kulturiberstand
der Makrophagen. Bei den nicht infizierten Makrophagen (Negativkontrolle) war jedoch kein

IFNB im Uberstand nachweisbar und bei R. equi 103+(LLO) zuverlassig am hdchsten

Insgesamt waren die Trends der einzelnen IFNB-Immunantworten zwischen RAW264.7 und
J774E Makrophagen &hnlich. Allerdings waren die absoluten Werte in den RAW264.7-

Makrophagen niedriger.
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Abbildung 15: ESCRT-Knockdowns haben keinen Einfluss auf die INFB Sekretion. IFNS
ELISA von mit L. monocytogenes (L.m.) oder R. equi 103+ infizierten RAW264.7 Makrophagen
zu den angegebenen Zeitpunkten. Die Makrophagen wurden, wo angegeben, mit siRNA gegen
Alix und Tsgl0l1 oder Vps4 transfiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei bis finf
unabhangigen Experimenten.

Obwohl im ELISA keine erh6hten IFNB-Konzentrationen im Uberstand der R. equi-infizierten
ESCRT-Knockdown-Makrophagen  detektiert  wurden, konnte eine  potentielle
Membranschadigung und ein damit verbundenes Wachstumsdefizit von R. equi nicht
auszuschlossen werden, da bei starker Schadigung anstelle einer Membranreparatur die RCV
auch durch Lysophagie aufgenommen werden koénnte. Lysophagie ist eine spezielle Form der
Autophagie, die induziert wird, wenn grol3e Locher in der Lysosomenmembran nicht durch die
ESCRT-Maschinerie repariert werden kdnnen (Jia et al., 2020). Ein wichtiger Faktor in der
Lysophagie ist neben ATG7, ATG12 das Protein ATG5 (Koerver et al., 2019). Um den Einfluss
einer maglichen Membranschadigung auf das intrazellulare Wachstum weiter zu untersuchen,
wurde eine stabile ATG5-Knockdown RAW?264.7 Zelllinie verwendet, die im Folgenden naher

charakterisiert wird.

Die Analyse der ATG5-Expression in der ATG5-Knockdown Zelllinie zeigte eine Verringerung
um etwa 90 % im Vergleich zu unmanipulierten Makrophagen (Abbildung 16A). Weiteren
wurde der Einfluss des Makroautophagie-induzierenden Reagens (mTOR-Inhibitor)
Rapamycin auf die Makroautophagie in wildtypischen und ATG5-Knockdown RAW?264.7
Makrophagen untersucht. Dazu wurden die Makrophagen fuir 24 h mit dem Inhibitor behandelt
und anschlieRend der Autophagosom-Marker LC3 durch Immunféarbung analysiert (Abbildung
16B). Rapamycin induzierte die Bildung von LC3-Puncta ausschlief3lich in den wildtypischen
und nicht in den ATG5-defizienten RAW?264.7 Makrophagen. Dartber hinaus war die LC3-
Farbung in Rapamycin-behandelten ATG5-Knockdown-Makrophagen &hnlich der von
unbehandelten RAW264.7 und unbehandelten ATG5-Knockdown RAW264.7 Makrophagen.
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Abbildung 16: ATG5-Knockdown beeinflusst das intrazellulare Vermehrungsverhalten von
R. equi nicht. (A) Bestimmung des ATG5-Proteinlevels in Zelllysaten aus wildtypischen (Wt) und
ATG5-Knockdown (ATG5-KD) RAW264.7 Makrophagen mittels Immunblot. (B) Reprasentative
Aufnahmen der LC3-Immunfluoreszenz von Rapamycin-behandelten (200 nM) Wt oder ATG5-
KD RAW264.7 Makrophagen aus zwei unabhangigen Experimenten. MalRbalken: 5 um.
(C) Robuste Vermehrung von den angegebene R. equi Stdmmen in Wt oder ATG5-KD
RAW?264.7 Makrophagen. (D) Robuste Vermehrung von R. equi 103+ in siRNA transfizierten
ATG5-KD RAW264.7 Makrophagen. In (C und D) sind die Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt. *, p-Wert < 0,05.

Um zusétzlich zu untersuchen, ob die verringerte Makroautophagie in den ATG5-Knockdown
RAW264.7 Makrophagen das intrazellulare Vermehrungsverhalten von R. equi beeinflusst,
wurden wildtypische RAW264.7 Makrophagen und ATG5-defiziente Makrophagen mit R. equi
103+, 103 AvapA oder 103- infiziert (Abbildung 16C). Es zeigte sich, dass R. equi 103+ von
ATG5-Knockdown besser aufgenommen wurde als von wildtypischen RAWZ264.7

Makrophagen. Fur die intrazelluldare Vermehrung von R. equi war das Expressionslevel von
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ATG5 unerheblich. R. equi 103+ vermehrte sich innerhalb von 24 h stark, wohingegen sich

weder 103- noch 103+ AvapA intrazellular vermehrten.

Um die Ausgangsfrage zu beantworten, ob ESCRT die intrazellulare Proliferation von R. equi
103+ uber die Aufrechterhaltung der RCV-Membranintegritat beeinflusst, wurden die
ESCRT-I-Faktoren Alix und Tsgl0l oder die AAA-ATPase Vps4 in ATG5-Knockdown
RAW264.7 Makrophagen mittels siRNA herunterreguliert und die Makrophagen anschliel3end
mit virulenten R. equi infiziert (Abbildung 16D). Nur ein Vps4-Knockdown fiihrte zu einer
signifikanten Verringerung der intrazellularen Vermehrung von 103+. In den Alix und Tsg101-
Knockdown-Makrophagen vermehrte sich R. equi 103+ nicht signifikant schlechter als in den
Kontroll-Makrophagen, die mit Scrambled siRNA transfiziert worden waren. Wie im vorherigen
Experiment (Abbildung 16C), waren auch in diesem Experiment zu Beginn mehr Bakterien pro
infiziertem ATG5-Knockdown-Makrophagen vorhanden, als es im vergleichbaren Experiment
mit wildtypischen RAW264.7 Makrophagen der Fall war (Abbildung 9). Die intrazellulare
Vermehrung von R. equi in ATG5-defizienten Makrophagen war jedoch genauso abhéngig von
Vps4 bzw. unabhéngig von ESCRT-I wie in Wildtypmakrophagen (Abbildung 9).

3.4.Die Bildung von intravakuolaren Vesikeln (IVVs) erfolgt ESCRT-abhéangig

Da die ESCRT-abhangige Membranreparatur héchst wahrscheinlich keinen Einfluss auf die
intrazellulare Vermehrung von R. equi in Makrophagen hat, stellte sich nun die Frage, wie
ESCRT stattdessen das Wachstum von R. equi beeinflusst. Ein haufig beschriebener
Mechanismus in Hefe ist die ESCRT-abhé&ngige Einstulpung der Vakuolenmembran weg vom
Zytosol (beispielsweise in Teis et al., 2009; Alonso et al., 2014). Aber auch in Sdugerzellen
wurde dieses Phanomen bereits beschrieben, meist bei der Bildung von MVBs (Sahu et al.,
2011, Mejvang et al., 2018). Die ILVs, die ESCRT-abhangig an den MVBs gebildet werden,
weisen einen Durchmesser von ~ 50 nm auf und kdnnen somit charakteristischerweise diesem

Kompartiment zugeordnet werden (Stuffers et al., 2009).

3.4.1.MG132-Behandlung verringert die intrazellulare Vermehrung von R. equi

Der am haufigsten beschrieben Prozess ist die Bildung von ILVs an den spaten Endosomen
in Zusammenhang mit der Aufnahme des EGF-Rezeptors. Dabei werden Rezeptoren, die sich
auf der Endosomenmembran befinden, selektiv mit Ubiquitin markiert. Diese ubiquitinierten
Rezeptoren werden von Hgs (ESCRT-0) erkannt (Raiborg & Stenmark, 2009). ESCRT-0
rekrutiert ESCRT-I, der wiederum ESCRT-Il und —Ill rekrutiert und so die Aufnahme der
Rezeptoren in ILVs vermittelt (Raiborg & Stenmark, 2009). Da bereits ein geringer Einfluss

von Hgs auf die intrazellulare Vermehrung von virulenten R. equi gezeigt wurde (Abbildung 9),
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deutete dies auf einen selektiven, Ubiquitin- und ESCRT-0 vermittelten Mechanismus hin, der

der intrazellularen Vermehrung von R. equi zugrunde liegt.
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Abbildung 17: MG132-Behandlung infizierter Makrophagen verringert die Vermehrung von
R. equi. (A) Wachstumskinetik von R. equi 103+ und 103- in 0,5puM MG132-enthaltendem
BHI-Medium. Dargestelt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten.
(B) Zytotoxizitats-Assay von RAW?264.7 Makrophagen, die fur 22 h mit 0,4 uM MG132
(Endkonzentration) behandelt wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte zweier unabhangiger
Experimente. (C) Robuste Vermehrung von R. equi 103+ infizierten RAW?264.7 Makrophagen,
die fir 22 h mit 0,4 uM MG132 (Endkonzentration) behandelt wurden. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Experimenten. (D) LAMP1
Immunfluoreszenz von (C) zum Zeitpunkt 24 h p.i.. Repréasentative Aufnahmen aus drei
unabhéangigen Experimenten. MaRbalken: 5 um.

Um diese Hypothese zu testen, wurde der Proteasom-Inhibitor MG132 verwendet. Wird das
Proteasom gehemmt, bleibt Ubiquitin an Substrate gebunden, die fir den proteasomalen

Abbau markiert wurden. Dadurch verringert sich die Menge an freiem Ubiquitin in der
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Wirtszelle. Wenn weniger freies Ubiquitin zur Verfigung steht, werden auch weniger andere

Substrate, z.B. Rezeptoren, die ESCRT-vermittelt in ILVs verpackt werden sollen, ubiquitiniert.

Bevor der potentielle Einfluss von MG132 auf das Vermehrungsverhalten von R. equi in
Makrophagen untersucht werden konnte, war es wichtig einen direkten Einfluss von MG132
auf das Proteasom von R. equi auszuschlieBen. Dazu wurden Wachstumskinetiken von
virulenten und avirulenten R. equi in mit MG132 bzw. DMSO supplementiert BHI-Medium
durchgefuhrt  (Abbildung 17A). Die Bakterien wuchsen unabhdngig von der
pharmakologischen Substanz gleich stark, 103- doppelt so stark wie 103+.

Darlber hinaus kdnnte MG132 aufgrund des gestdrten proteasomalen Abbaus (und anderer
gestorter Prozesse) die Letalitdt der Makrophagen Uber die Dauer des Infektionsexperiments
(24 h) erhhen. Um dies zu untersuchen, wurde die Zytotoxizitat Giber die LDH-Freisetzung
von MG132-behandelt RAW?264.7 Makrophagen bestimmt (Abbildung 17B). Weder MG132
noch DMSO flihrten zu einer verstarkten LDH-Freisetzung der Makrophagen. Vielmehr wurde
von den MG132-behandelten Makrophagen circa gleich viel LDH freigesetzt wie von der

Negativkontrolle (unbehandelte Makrophagen).

Fur das anschlieBende Vermehrungsexperiment wurden RAW264.7 Makrophagen mit R. equi
103+ infiziert (Abbildung 17C). Um sicherzustellen, dass R. equi in die Phagolysosomen
gelangt, wurden die Makrophagen ab dem Zeitpunkt 2 h p.i. mit MG132 behandelt. Nach der
Behandlung mit MG132 vermehrten sich virulente R. equi nur noch halb so stark wie in DMSO
behandelten Makrophagen. AuRerdem lokalisiert LAMP1 in den MG132-behandelten
Makrophagen hauptséachlich auf der limitierenden RCV-Membran und nur geringfiigig im RCV-
Lumen (Abbildung 17D). Im Gegensatz dazu hatte das Losungsmittel (DMSO) keinen Einfluss
auf die intrazellulare Vermehrung der Bakterien und auf die RCV. Somit wurde hier gezeigt,
dass in MG132-behandelten (Abnahme der Menge an freiem Ubiquitins in der Zelle)
Makrophagen (1) wenig LAMP1 in RCVs akkumuliert wurde und (2) die Vermehrung von
R. equi 103+ verringert war. Da DN-Hgs (Abbildung 10) die Vermehrung von virulenten R. equi
ahnlich stark reduzierte wie die Behandlung mit MG132, deutete dies auf einen selektiven,
Ubiquitin- und ESCRT-0-vermittelten Mechanismus hin, der die intrazellulare Vermehrung von

R. equi beeinflusst.

3.4.2.Die Zusammensetzung und Anzahl an IVVs ist Vps4-abhéangig

Die Bildung von Vesikel, insbesondere von ILVs, wird haufig mit den ESCRT-I-Faktoren
Tsgl1l01 und Alix, ESCRT-Ill und Vps4 in Zusammenhang gebracht (Larios et al., 2020;
zusammengefasst in Vietri et al., 2020). Da RCVs zahlreiche und unterschiedliche Vesikel

enthalten (Zink et al., 1987), kdnnte ESCRT potentiell Gber Vesikelbildung auf die intrazelluléare
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Vermehrung von R. equi wirken. Um diese Hyppthese zu testen, wurde die Genexpression
einzelner ESCRT-Faktoren mittels RNAIi herunterreguliert, die bereits zuvor die intrazellulare
Vermehrung von R. equi nicht (Alix) oder. stark (Vps4) verringert hatten (Abbildung 9 und 10).
Mittels TEM wurden RCVs von Knockdown-Makrophagen (Abbildung 18A; Anhang 5, 6, 7)
24 h p.i. untersucht und die GroR3e, Elektronendichte und Anzahl der IVVs pro RCV bestimmt
(Abbildung 18B).

Die RCVs der Kontrollmakrophagen (transfiziert mit Scrambled siRNA) waren fast vollstandig
mit Vesikel unterschiedlicher GrolRe gefillt. Die Vesikel unterschieden sich in ihrer
Morphologie und Elektronendichte. Die meisten Vesikel waren annahernd rund, ahnlich
elektronendicht wie das Zytosol der Makrophagen und von unterschiedlicher Gréze. RCVs in
Alix Knockdown Makrophagen enthielten weniger Vesikel als RCVs in Kontroll-Makrophagen
(transfiziert mit Scrambled siRNA), aber mehr als RCVs in Vps4 Knockdown Makrophagen,
die nahezu Vesikel-leer waren. Sowohl ein Alix als auch ein Vps4 Knockdown hatten den

Verlust von Uberwiegend kleinen Vesikel in den RCVs zu Folge.

Diese Beobachtungen wurden durch eine quantitative Analyse der RCVs bestatigt (Abbildung
18B). Die durchschnittliche Vakuolengréf3e unterschied sich zwischen Vps4-, Alix- und
Kontroll-siRNA-transfizierten RAW264.7 Makrophagen nicht. Daher konnten im Folgenden die
IVVs der verschiedenen Proben durch Normalisierung auf die jeweilige RCV-Grol3e
miteinander verglichen werden. Die Knockdowns unterschieden sich in ihrer absoluten 1VV-
Anzahl. Im Durchschnitt enthielten RCVs der Alix- bzw. Vps4-Knockdown Makrophagen
signifikant weniger 1VVs als die RCVs der Kontrolle.

Um diesen signifikanten Unterschied in der IVV-Zahl zwischen den ESCRT-Knockdowns und
der Kontrolle genauer zu untersuchen, wurden die 1IVVs nach GréRe gruppiert und erneut
analysiert. Es wurde zwischen kleinen (< 80 nm), mittleren (= 80 nm und < 200 nm) grof3en

(= 200 nm) und nicht kleinen Vesikel (= 80 nm) unterschieden.
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Abbildung 18: Knockdown von Vps4 oder Alix fuhrt zur Veranderung der IVV
Zusammensetzung in RCVs. (A) Reprasentative TEM-Aufnahmen aus Vps4 bzw. Alix sSiRNA-
transfizierten und R. equi 103+ infizierten RAW264.7 Makrophagen 24 h p.i.. Reprasentative
Aufnahmen aus zwei unabhéngigen Experimenten. Mal3balken: 1 um. (B) Auswertung von (A)
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fur die Quantifizierung der RCVs und deren IVVs nach Gro3e, Anzahl und Inhalt. Dargestellt sind
die Einzelereignisse aus zwei unabhangigen Experimenten, in denen je sieben RCVs zuféllig
ausgewahlt wurden. Wo angegeben, sind die p-Werte dargestellt.

Ein ESCRT Knockdown fiihrte zu einer signifikanten Verringerung der Anzahl kleiner IVVs in
den RCVs. AuRRerdem flUhrte ein Vps4 Knockdown zur Bildung von zwei Populationen unter
den Replikaten, die sich deutlich in ihren durchschnittlichen IVVs/um? unterschieden. Ein Vps4
Knockdown reduzierte signifikant die Anzahl an mittelgroR3en Vesikeln in RCVs. Beide ESCRT-
Knockdowns hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der grof3en IVVs. Ein Vps4
Knockdown verringerte die Anzahl an IVVs, die 2 80 nm grofl3 waren. Somit fuhrte ein Vps4
Knockdown zu einer generellen Abnahme von 1VVs und nicht nur zu einer Verringerung von
Vesikel einer bestimmten GrofRe. Darlber hinaus war die Anzahl der Vesikel mit
zytosolahnlichem Inhalt (Elektronendichte gleich des Makrophagenzytosols) nur in RCVs von
Vps4 Knockdown Makrophagen verringert. Im Gegensatz dazu reduzierte ein Alix Knockdown

nur die Anzahl der kleinen Vesikel signifikant.

3.4.3.Zytosolisches GFP gelangt Vps4-abhangig und ATG5-unabhangig in die RCV

Besonders interessante Beobachtungen aus der Analyse der TEM-Aufnahmen waren, dass
sich grol3e Vesikel (= 200 nm) mit potentiell zytosolischem Inhalt in den RCVs anreicherten
und dass ein Vps4 Knockdown die Anzahl dieser Vesikel reduzierte. Daher wurde die Frage

nach dem Ursprung der Vesikel mit potentiell zytosolischem Inhalt untersucht.

Da die Anzahl der kleinen IVVs in Abhangigkeit von ESCRT reduziert wurde, deutete dies auf
eine Fusion zwischen MVBs, die viele homogene ILVs enthalten, und RCVs hin. Aufgrund der
Richtung der Vesikelbildung (weg vom Zytosol) enthalten ILVs auch Wirtszytosol. Darlber
hinaus enthalten ILVs LBPA, ein Phospholipid, das Uberwiegend an spaten Endosomen
lokalisiert ist (Gruenberg, 2020). Somit fungiert LBPA als Markerprotein fir MVBs. Um zu
Uberprifen, ob LBPA-positive ILVs in RCVs transportiert werden, wurden R. equi 103+
infizierte Makrophagen 24 h p.i. gegen LBPA und LAMP1 immungefarbt (Abbildung 19B).
Interessanterweise wurde ein Organell beobachtet (vermutlich ein MVB; weil3e Pfeilspitze),
das LBPA in einer LAMP1-positiven Membran umschlossen enthielt. LBPA und LAMP1
akkumulierten in RCVs. Die Tatsache, dass die beiden Proteine nicht in RCVs kolokalisierten,
deutete auf unterschiedliche Urspringe der LAMP1- und LBPA-positiven IVVs hin, bestatigte

aber die Hypothese, dass einige IVVs aus der Fusion von MVBs mit RCVs entstanden.
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Abbildung 19: Zytosolisches EGFP wird Vps4-abhangig und ATG5-unabhangig in die RCV
aufgenommen. (A) Arbeitshypothese zur Entstehung der IVVs. An spaten Endosomen werden
ESCRT-abhéngig MVBs gebildet. Durch Fusion von MVBs kénnen RCVs ILVs erhalten. ILVs
enthalten u.a. Zytosol und tragen das spatendosomale Phospholipid LBPA auf ihrer Membran.
Durch Lysophagie werden beschadigte Lysosomen ATG5-abhdngig von einem Phagophor
umschlossen, an das LC3 (Markerprotein fur Autophagosomen) akquiriert wird. Durch Fusion mit
Autophagosomen konnten beschédigte, LAMP1-positive Lysosomen in die RCV gelangen. Ein
dritter, bisher unbekannten Prozess (gekennzeichnet mit ,?*) konnte LAMP1-positive Vesikel an
der RCV Membran abgeschniren. (B) Reprasentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz von
LBPA und LAMP1 in von R. equi 103+ infizierten RAW?264.7 Makrophagen 24 h p.i.
(C) Repréasentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz von LAMP1 und VapA in von R equi 103+
infizierten RAW264.7 Makrophagen 24 h p.i. transfiziert mit Vps4 siRNA und pEGFP.
(D) Reprasentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz von LAMPL1 in von R. equi 103+ infizierten
wildtypischen (Wt) oder ATG5-Knockdown RAW?264.7 Makrophagen transfiziert mit pEGFP 24 h
p.i.. Dargestellt sind jeweils reprasentative Aufnahmen aus zwei unabhéngigen Experimenten.
MaRbalken: 5 um.

Um nun zu untersuchen, ob IVVs tatsachlich Zytosol enthalten und ob Vps4 als zentrales
Protein der ESCRT-Maschinerie die Bildung von Zytosol-enthaltenden Vesikeln beeinflusst,
wurde EGFP in R. equi 103+ infizierten Vps4 Knockdown Makrophagen Uberexprimiert.
Zusatzlich wurde LAMP1 als lysosomaler Marker und VapA zur ldentifizierung von RCVs
immunfluoreszenzgefarbt (Abbildung 19C). Ein Vps4 Knockdown flihrte erwartungsgeman zu
weniger Bakterien in den RCVs (zirkulare VapA-Strukturen in der RCV). Aul3erdem fuhrte der
Knockdown zu weniger LAMP1 und EGPF im Lumen der RCVs. Die wenigen EGFP-Puncta
kolokalisierten hauptséchlich mit LAMP1. Zudem lokalisierte VapA in anderen LAMP1-
positiven Kompartimenten aufRerhalb der RCVs. Die Pathogen-enthaltenden Vakuolen der
Kontrolle waren fast vollstandig VapA-positiv. Dariiber hinaus war fast das gesamte LAMP1
der Makrophagen in und auf den RCVs lokalisiert. Die EGFP-Puncta im RCV-Lumen
kolokalisierten tUberwiegend mit LAMP1. Somit wurde gezeigt, dass Vps4 die Bildung von
Zytosol-enthaltenden 1VVs beglinstigt.

Woher stammt nun das LAMP1 in der RCV? Eine Mdglichkeit ware, dass beschadigte
Lysosomen durch ATG5-abhangig Lysophagie (Maejima et al., 2013), in die RCV transportiert
werden. Die sich bildenden Phagophore wiirden auch Zytosol einschlieen (Abbildung 19A).
Daher kbnnten groRe IVVs (= 200 nm), die Zytosol enthaltend, beschadigten Lysosomen
entsprechen, die Uber Lysophagie zur RCV gelangten. Um diese Hypothese zu testen, wurden
ATG5-Knockdown RAW264.7 Makrophagen mit pEGFP (hier wieder Marker fur Zytosol)
transfiziert und mit R. equi 103+ infiziert. Zudem wurde die Lokalisierung von LAMP1 mittels
Immunfluoreszenz untersucht (Abbildung 19D). In beiden untersuchten Makrophagenzelllinien
(ATG5 Knockdown und wildtypische RAW264.7 Makrophagen) lokalisierten LAMP1 und
EGFP Uberwiegend im Lumen der RCVs und beide enthielten gleich viel LAMP1. Zudem
kolokalisierte EGFP fast vollstdndig mit LAMP1. Dadurch wurde gezeigt, dass LAMP1
unabhangig von ATG5 in das Lumen der RCVs gelangt.
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Zusammenfassend zeigte die Versuchsreihe, dass 1VVs durch die Fusion mit MVBs in RCVs
gelangen. Die IVVs enthalten teilweise Zytosol, das ESCRT-abhangig aber ATG5-unabhéngig
in die Vesikel eingeschlossen wird. AufRerdem werden LAMP1-positive Vesikel ATG5-
unabhangig gebildet.

3.5.1VVs werden teilweise an der RCV-Membran gebildet

Dass trotz ATG5 Knockdown LAMP1-positive IVVs mit zytosolischem Inhalte in RCVs
akkumulierten, liel3 vermuten, dass diese Vesikel direkt an der RCV-Membran gebildet werden
konnten (Abbildung 19A). Um dies genauer zu untersuchen, wurden stabile LAMP1-GFP
RAW264.7 Makrophagen in einem Lebend-Zell-Mikroskopie-Experiment mit fluoreszenten
R. equi 103+ (R. equi 103+ pCharge-Turbo637) infiziert. Die Infektion wurde 8 h p.i.
untersucht, da zu diesem Zeitpunkt die RCV bereits etabliert (von Bargen et al., 2009), aber
vermutlich noch nicht vollstandig mit IVVs gefillt ist. Die Lebend-Zell-Mikroskopie zeigte, dass
sich bereits LAMP1-positive Vesikel im Lumen der RCV befanden, die sich zudem
hochdynamisch bewegten. Die Bewegung der LAMP1-positiven IVVs war sehr schnell und
gerichtet. Auch die Anreicherung und Abreicherung von LAMP1 an verschiedenen Stellen der
limitierenden RCV-Membran war hochdynamisch. Trotz dieser schnellen und
hochdynamischen Prozesse liel3 sich die Bildung eines LAMP1-positiven Vesikels an der
RCV-Membran deutlich erkennen, das sich in das Lumen der RCV abldste (Abbildung 20A,
weilier Pfeilkopf). Um die Ursache dieser gerichteten Bewegung genauer zu untersuchen,
wurde das Mikrotubulussystem zum Zeitpunkt 8 h p.i. mittels Immunfluoreszenzfarbung
visualisiert (Abbildung 20B). Es zeigte sich, dass die Mikrotubuli punktuell mit der RCV-
Membran kolokalisierten (blaue Pfeilspitze), ohne in das Innere der RCV vorzudringen. In
Ubereinstimmung mit der Lebend-Zell-Mikroskopie, war zu diesem Zeitpunkt die RCV bereits
vergrofRert und LAMP1 lokalisierte hauptséchlich auf der limitierenden RCV-Membran, aber
auch im Lumen der RCV.

Weitere Bespiele fiir die Abschnirung von Vesikel direkt an der RCV-Membran fanden sich in
den zuvor verwendeten TEM-Aufnahmen aus Abbildung 18 (Abbildung 20C, D und E). Bei
einem Alix Knockdown 24 h nach Infektionsbeginn war ein fast vollstandig abgeschnirtes
Vesikel zu erkennen mit einem Durchmesser von = 200 nm zu erkennen (Abbildung 20C). In
Scrambled siRNA-transfizierten Makrophagen waren nebeneinander zweli
Membranausstilpungen zu erkennen, die mdoglicherweise Zytosol enthielten (Abbildung 20D).
Interessanterweise konnte auch eine fingerférmige Ausstllpung beobachtet werden
(Abbildung 20E).
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Lamp1 VapA Tubulin Lamp1 VapA Tubulin

Abbildung 20: IVVs werden zum Teil direkt an der RCV-Membran gebildet. (A) Lebend-Zell-
Mikroskopie von R.equi 103+ (pCharge-Trubo635)-infizierten RAW?264.7 GFP-LAMP1
Makrophagen 8 h p.i.. Dargestellt ist das LAMP1-Signal. Zwischen den einzelnen Aufnahmen
lagen 453 bis 488 ms. Mal3balken: 1 um. (B) Reprasentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz
von y-Tubulin und VapA in mit R equi 103+ infizierten RAW264.7 GFP-LAMP1 Makrophagen 8 h
p.i.. MaRbalken: 5 pm. (C) Aufnahme wie in Abbildung 18 aus von mit Alix siRNA transfizierten
und mit R. equi 103+ infizierten RAW?264.7 Makrophagen. (D) Aufnahme wie in Abbildung 18 von
mit Scrambled-siRNA transfizierten und mit R. equi 103+ infizierten RAW264.7 Makrophagen.
(E) Aufnahme wie in Abbildung 18 aus mit Scrambled-siRNA transfizierten und mit R. equi
infizierten RAW264.7 Makrophagen. In (C, D und E) zeigen die gelben Pfeilspitzen
wahrscheinlich auf sich bildende Vesikel. Mal3balken: 0,5 um.

3.6.Die intrazellulare Vermehrung von R. equi ist IVV- und cholesterolabhangig
Durch die vorherigen Ergebnisse von mit R. equi infizierten Vps4 Knockdown Makrophagen
wurde ein Vermehrungsdefekt mit der reduzierten Anzahl an 1VVs verknipft. Diese Korrelation
liel3 darauf schlieRen, dass die IVVs die intrazellulare Vermehrung von R. equi beeinflussen.
Um diese Hypothese zu untersuchen, musste die Bildung interner Vesikel vollstandig
verhindert werden. Durch die Inhibierung von NPC1 verandert U18666A das Cholesterol-
Trafficking der Saugerzelle (Koh & Cheung, 2006), wodurch keien ILVs mehr an den spéten
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Endosomen gebildet werden und somit auch keine MVBs entstehen kénnen (Elgner et al.,
2016).

Um zu untersuchen, ob U18666A auch die Bildung von IVVs inhibiert, wurden entweder
unbehandelte oder mit rVapA und U18666A behandelte Makrophagen, die zusatzlich mit
virulenten oder avirulenten R. equi infiziert wurden, mittels TEM untersucht (Abbildung 21,
Anhang 8). Die Behandlung mit U18666A fiihrte zu einer VergroRerung einiger Organellen
(vermutlich Endosomen oder Lysosomen, eine Unterscheidung ist hier nicht méglich), die
zudem frei von Vesikel waren (Abbildung 21A; gelbe Pfeilspitze und B blaue Pfeilspitze). In
den Vakuolen waren ebenfalls membrantse Strukturen vorhanden (Abbildung 21B
magentafarbene Pfeilspitze). Die gleichzeitige Behandlung der Makrophagen mit rVapA und
U18666A fihrte zu einem ausgepragten Phénotyp. Die VCVs schwollen stark an (blaue
Pfeilspitze) und enthielten kaum Vesikel, aber membrantse Strukturen in der Vakuole
(magentafarbene Pfeilspitze) (Abbildung 21C). In R. equi 103+ und 103- infizierten und mit
rvVapA behandelten Makrophagen fiihrte die U18666A-Behandlung ebenfalls zur Bildung von
stark geschwollenen RCVs, die membrandse Strukturen (magentafarbene Pfeilspitze), aber
kaum IVVs in ihrem Lumen aufwiesen (Abbildung 21D und E). Auffallend war, dass 103+
wahrscheinlich in RCVs replizierte (viele Bakterien pro Querschnitt), wahrend 103- sich
wahrscheinlich nicht in RCVs vermehrt (nur ein oder zwei Bakterien pro Querschnitt)
(Abbildung 21D und E). Daruber hinaus enthielten virulente R. equi einige Lipidkorperchen,

wahrend avirulente Bakterien keine oder nur wenige dieser Strukturen aufwiesen.
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A mock B U18666A

c U18666A + rVapA D 103+ + U18666A + rVapA

E 103- + U18666A + rVapA
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Abbildung 21: Behandlung mit U18666A fihrt in VCVs und RCVs zu verringerter IVV-Zahl.
Reprasentative TEM-Aufnahmen aus RAW?264.7 Makrophagen, die fir 22 h mit (A) DMSO oder
(B) 2 pg/ml U18666A oder (C) 2 pg/ml U18666A und 10 pg/ml rVapA behandelt wurden. In (D)
und (E) wurden die Makrophagen mit R. equi 103+ bzw. 103- in Anwesenheit von 10 pg/ml rvVapA
infiziert. Gelbe Pfeilspitzen zeigen auf Lysosomen, blaue Pfeilspitzen auf U18666A-induzierte
Vakuolen und magentafarbene Pfeilspitzen auf membrandse Strukturen. Mal3balken: 1 pm.

Um diesen mdglichen Vermehrungsdefekt von R. equi 103- im Vergleich zu 103+ zu
untersuchen, wurde ein Vermehrungsexperiment in RAW264.7 Makrophagen durchgefihrt
(Abbildung 22B). Dabei wurde die robuste Vermehrung der intrazellularen Bakterien
mikroskopisch bestimmt. Virulente R. equi vermehrten sich stark und mit rVapA etwas besser
als ohne rVapA. Hingegen fihrte eine U18666A-Behandlung der Makrophagen dazu, dass
sich R. equi 103+ nur halb so stark vermehrte. R. equi 103- vermehrte sich intrazellular nur mit
rvVapA. Im Vergleich zu R. equi 103+ vermehrte sich R. equi 103- mit rVapA nur halb so stark.
In Makrophagen, die gleichzeitig mit rVapA und U18666A behandelt wurden, vermehrten sich
avirulente R. equi nicht. Wie schon in den TEM-Aufnahmen beobachtet, fihrte die gleichzeitige
Behandlung mit rVapA und U18666A zur Bildung von stark vergrofRerten RCVs, die noch
grolBer waren als VCVs (Abbildung 22C). Im Gegensatz zu den mit rVapA behandelten
Makrophagen lokalisierte LAMP1 durch die kombinierte Behandlung (rVapA und U18666A)
fast vollstandig auf der limitierenden RCV-Membran (Abbildung 22C).

Dass sich R. equi 103- in rVapA- und U18666A-behandelten Makrophagen nicht vermehrte,
war zunachst Uberraschend, da (1) U18666A das Wachstum von R. equi 103- in BHI- und
MS/Ac Medium nicht beeinflusste (Abbildung 22F) und (2) RCVs in rVapA- und U18666A-
behandelten Makrophagen nicht h&aufiger LT-positiv waren, als in Makrophagen, die nur mit
rvVapA behandelt wurden (Abbildung 22G). Somit befand sich R. equi 103- in einer potentiellen

Replikationsnische.
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Abbildung 22: U18666A induziert einen Vermehrungsdefekt von R. equi in Makrophagen,
der durch zusétzliche Kohlenstoffquellen verringert wird. (A) Schematische Darstellung des
Infektionsexperiments. (B) Robuste Vermehrung von R. equi 103+ und 103- in RAW264.7
Makrophagen. Die Makrophagen wurden, wo angegeben, mit rVapA oder U18666A analog zu
(A) behandelt. (C) Représentative Aufnahmen der LAMP1 Immunfluoreszenz von R. equi 103-
infizierten und rVapA-behandelten RAW264.7 Makrophagen 24 h p.i., aus (B). MaRRbalken: 5 um
(D) Robuste Vermehrung von R. equi 103- in RAW264.7 Makrophagen, die wie angegeben
behandelt wurden. (E) Versuchsdurchfuhrung wie in (B), jedoch mit 50 uM Imipramin anstelle von
U18666A. (F) Wachstumsendpunktmessungen von R. equi 103+ und 103- in BHI-Medium, das,
wo angegeben, U18666A enthielt. (G) LysoTracker (LT) Farbung der RCVs von R. equi 103-
infizierten RAW264.7 Makrophagen zu den angegebenen Zeitpunkten. Behandlungen der
Makrophagen wie angegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von (G) zwei bzw. (B, D, E,
F) Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéngigen Experimenten. C-Quelle,
zuséatzliche Kohlenstoffquelle.

Um die intrazellulare Vermehrung der avirulenten Bakterien zu unterstitzen, sollten den
Bakterien zusatzliche Kohlenstoffquellen zur Verfigung gestellt werden, die von R. equi
bevorzugt verstoffwechselt werden. Dazu sollte das Kulturmedium der Makrophagen mit
Laktat, Palmitat oder Acetat versetzt werden, die dadurch endozytiert und in die RCVs
transportiert wirden. Zuvor musste jedoch untersucht werden, ob die phagozytierte Fracht
auch in einem fortgeschrittenen Stadium der R. equi Infektion in die RCVs gelangt. Dazu
wurden 21 h nach Infektionsbeginn R. equi 103+ infizierte RAW264.7 Makrophagen mittels
Pulse/Chase (1 h/ 2 h) mit verschiedenen Fluoreszenzmarkern markiert und deren Lokalisation
24 h p.i. bestimmt. Verwendet wurden Rhodamin-markiertes BSA, der Membranfarbstoff
FM4-64 oder fluoreszenzmarkiertes Palmitat (Bodipy® Palmitat) (Abbildung 23). BSA-
Rhodamin lokalisierte in unbehandelten Makrophagen in RCVs (Abbildung 23A), lokalisierte
aber auch in U18666A- und rVapA-behandelten Makrophagen in RCVs (Daten nicht gezeigt).
Fur FM4-64 wurde erwartet, dass der Farbstoff hauptsachlich in der limitierenden RCV-
Membran lokalisieren wird, was jedoch nicht der Fall war, da der Farbstoff fast ausschlief3lich
in der RCV lokalisierte (Abbildung 23B). Auch das fluoreszenzmarkierte Palmitat lokalisierte in
der RCV (Abbildung 23C). Erstaunlicherweise kolokalisierte Palmitat auch punktuell mit den
Bakterien, was darauf hindeutete, dass R. equi fluoreszenzmarkiertes Palmitat intrazellular
metabolisiert. Somit wurde gezeigt, dass die Endozytose/Phagozytose auch noch in einem

fortgeschrittenen Stadium der R. equi Infektion stattfindet.

Um nun die Vermehrung von R. equi 103- in mit U18666A- und rVapA-behandelten
Makrophagen zu unterstitzen, wurde dem Kulturmedium Laktat zugesetzt. Dadurch
vermehrten sich intrazellulare R. equi 103- geringfiigig, etwa halb so stark wie 103-, die nur
mit rVapA behandelt wurden (Abbildung 22B). Acetat oder Palimitat im Kulturmedium der
Makrophagen forderte ebenfalls die intrazellulare Vermehrung von avirulenten R. equi in
rvVapA- und U18666A-behandelten Makrophagen (Abbildung 22D). Interessanterweise hatten

die zusatzlichen Kohlenstoffquellen keinen Einfluss auf die Vermehrung in Makrophagen, die
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nur mit rvapA behandelt wurden. Unabhéangig von Acetat oder Palmitat vermehrte sich R. equi

103- in Abwesenheit von rVapA nicht.

A SYTO13 FM4-64 SYTO13  FM4-64

B SYTO13 SYTO13  Rhodamin

c 103+ Bodipy FL C,, LAMP1 Merge

Abbildung 23. BSA-Rhodamin, FM4-64 und Bodipy® Palmitat werden von R. equi
infizierten Makrophagen aufgenommen und lokalisieren in RCVs. RAW?264.7 Makrophagen
wurden mit R. equi 103+ infiziert und 21 h p.i. mittels Pulse/Chase (1 h / 2 h) mit (A) 300 pg/ml
BSA-Rhodamin, (B) 4 uM FM4-64 und (C) 100 uM Bodipy® Palmitat (Bodipy FL Cis) beladen.
(C) wurde mit LAMP1 immunfluoreszenzgefarbt. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen 24 h
p.i.. aus jeweils zwei unabhangigen Experimenten. Mafl3balken: 5 um.

U18666A fuhrte somit zu einer Verringerung der Vesikel in den RCVs/VCVs und reduzierte
zudem die intrazellulare Vermehrung von R. equi. Da U18666A durch die Inhibierung von
NPC1 das Cholesterol-Trafficking der Zelle stort, wurde das intrazellulare
Vermehrungsverhalten von R. equi anschlieend mit Imipramin Gberprift (Abbildung 22E),

einer pharmakologischen Substanz, die ebenfalls zur Akkumulation von unverestertem
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Cholesterol und Glykosphingolipiden in Lysosomen fuhrt (Rodriguez-Lafrasse et al., 1990).
Imipramin ist ein hydrophobes Amin, das sich daher strukturell grundlegend vom Sterol
U18666A unterscheidet, aber ebenfalls einen NPC-Phanotyp hervorruft (Rodriguez-Lafrasse
etal., 1990). In Imipramin-behandelten RAW264.7 Makrophagen vermehrte sich R. equi gleich
stark wie in U18666A-behandelten Makrophagen: Durch Imipramin halbierte sich die
intrazellulare Vermehrung von virulenten R. equi (rVapA-unabhangig) und avirulente R. equi

vermehrten sich selbst in rVapA-behandelten Makrophagen nicht.

Zusammenfassend zeigt sich, dass U18666A zur Bildung von stark vergréf3erten VCVs und
RCVs in Makrophagen fihrt, deren Lumen zudem nahezu Vesikel-frei bzw. LAMP1-negativ
sind. AuRerdem fiihrt eine U18666A-Behandlung der Makrophagen zur stark verringerten
Vermehrung von R.equi 103+ bzw. zu einem Vermehrungsdefekt von 103-. Der
Vermehrungsdefekt kann durch eine zusatzliche Kohlenstoffquelle (Acetat, Laktat oder

Palmitat) im Kulturmedium der Makrophagen abgeschwacht oder nahezu aufgehoben werden.

3.6.1.In U18666A-behandelten Makrophagen verringern virulente R. equi stark die
Cholesterolkonzentration in RCVs

U18666A und Imipramin fuhren zu einer Akkumulierung von unverestertem Cholesterol in
Lysosomen (Elgner et al., 2016; Howe & Heinzen, 2006) und damit vermutlich auch in RCVs.
Fur das Pathogen C. burnetii ist ein verringertes intrazellulares Wachstum bzw. ein toxischer
Effekt durch eine hohe Cholesterolkonzentration in der Coxiella-enthaltenden Vakuole (CCVs)
beschrieben (Howe & Heinzen, 2006). Im Folgenden wurde daher untersucht, ob in den RCVs
von U18666A-behandelten Makrophagen tatsachlich die fehlenden IVVs oder aber das sich
darin ansammelnde Cholesterol fur die verminderte Vermehrung von R. equi verantwortlich

ist.

Dazu wurde in R. equi 103+ infizierten RAW264.7 Makrophagen freies Cholesterol mittels
Filipin-1ll -Farbung visualisiert. Zur Identifizierung von VCVs bzw. RCVs wurde zusatzlich VapA
Uber Antikorper fluoreszenzmarkiert (Abbildung 24). Unbehandelte Makrophagen einthielten
wenige kleine Filipin-positive Kompartimente. Im Gegensatz dazu fihrte die Behandlung der
Makrophagen mit U18666A zur Bildung vergré3erter und cholesterolgefllter Vakuolen. In
R. equi 103+ infizierten Makrophagen akkumulierte freies Cholesterol in RCVs, wahrend RCVs

in U18666A-behandelten Makrophagen Filipin-negativ waren.
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Filipin Filipin

U18666A 103+

U18666A / 103+

Abbildung 24: In RCVs von unbehandelten Makrophagen steigt die Konzentration an
freiem Cholesterol an und wird bei U18666A-Behandlung reduziert. Immunfluoreszenz-
markierung von VapA und Filipin lll-Farbung von RAW264.7 Makrophagen, die, wo angegeben,
mit U18666A behandelt oder mit R. equi 103+ infiziert wurden. Dargestellt sind reprasentative
Aufnahmen 24 h p.i. aus zwei unabhangigen Experimenten. Weil3e Pfeilkdpfe zeigen auf RCVs.
MaRbalken: 5 um.

3.6.2.Cross-Talk zwischen Virulenzplasmid und Chromosom ist entscheidend fur
intrazellularen Cholesterolmetabolismus

Basierend auf den unterschiedlichen Konzentrationen an freiem Cholesterol in RCVs (hohe
Konzentration ohne U18666A, niedrige Konzentration bei U18666A-Behandlung), war es
interessant zu erfahren, ob und wie die Cholesterolkonzentration in RCVs und das
intrazellulare  Vermehrungsverhalten von R.equi zusammenhéngen. Ein mdglicher
Einflussfaktor kdnnte das Virulenzplasmid sein, genauer die open reading frames orf4 (virR)
und orf8 (virS), die zusammen mit vapA fur die intrazellulare Vermehrung von R. equi essentiell
sind (Coulson et al., 2015). Um die Abhangigkeit der Vermehrung von R. equi in U18666A-
behandelten Makrophagen von VirR und VirS zu untersuchen, wurden RAWZ264.7
Makrophagen mit R. equi 103+ AvapA pSMT3, 103- pSMT3 und 103- pSMT3-orf4-orf8 (tragt
die Gene virR und virS auf pSMT3; siehe 2.2.4.4.) fur die Infektion von RAW?264.7

Makrophagen verwendet. Die Makrophagen wurden zusatzlich mit rVapA oder mit einer
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Kombination aus rVapA und U18666A behandelt und die robuste Vermehrung der Bakterien
bestimmt (Abbildung 25). Wie bereits zuvor beobachtet, vermehrte sich keiner der drei
Bakterienstamme intrazellular ohne rVapA. Nach Zugabe von rVapA vermehrten sich alle drei
Bakterienstamme, die beiden 103- Stamme jedoch schlechter als 103+ AvapA. Die zusatzliche
Behandlung mit U18666A reduzierte sich die intrazellulare Vermehrung von
R. equi 103+ AvapA auf die Halfte, wahrend sich die 103- Stdmme nicht vermehrten.
Interessanterweise halbierte sich die Vermehrung in rVapA- und U18666A-behandelten
Makrophagen sowohl bei R. equi 103- orf4-8 als auch bei VapA-deletiertem 103+.

Diese Daten zeigen, dass sich R. equi in rVapA- und U18666A-behandelten Makrophagen,
d.h. in IVV-armen RCVs mit hoher Cholesterolkonzentration, nur vermehren kdnnen, wenn sie

zusatzlich VirR und VirS exprimieren.
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Abbildung 25: Die intrazellulare Vermehrung von R. equi ist bei Zugabe von U18666
abhangig von VirR und VirS. Robuste Vermehrung von den angegebenen Bakterienstammen
in RAW264.7 Makrophagen zu den angegebenen Zeitpunkten. Die Makrophagen wurden, wie

angegeben, behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Experimenten.

Neben virR und virS wurden bereits weitere chromosomale Gene beschrieben, die das
Wachstum von R. equi in cholesterolreichem Medium beeinflussen: choE, kodiert fur die
Cholesteroloxidase E (Navas et al., 2001) und supAB, die zum katabolischen Cholesterol-Gen-

Cluster gehoren (van der Geize et al., 2008).

Bevor untersucht werden konnte, wie sich choE bzw. supAB deletierte R. equi in U18666A-
behandelten Makophagen verhalten, musste zunachst das Wachstumsverhalten der Bakterien
in Medium mit Cholesterol als einziger Kohlenstoffquelle untersucht werden. Dazu wurden
Wachstumskurven von R. equi 103+, 103+ AchoE, 103-, RE1 und RE1 AsupAB nach van der
Geize (2008) erstellt. Die Bakterien wurden in cholesterolreichem MS Medium bei 37 °C
(entspricht der Temperatur der Infektionsexperimente) fir 72 h inkubiert (Abbildung 26A). Ein

Unterschied im Wachstum zwischen den untersuchten Bakterienstammen war erst nach 72 h
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Inkubation erkennbar. R. equi 103+, 103+ AchoE und RE1 vermehrten sich, wéahrend 103- und

RE1 AsupAB im cholesterolreichem Medium nicht wuchsen.
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Abbildung 26: R. equi vermehrt sich durch Cholesterol in der RCV, wenn keine IVVs
vorhanden sind. (A) Wachstumskinetik der angegebenen R. equi Stdmme in Medium mit
Cholesterol als einziger Kohlenstoffquelle nach van der Geize (2008), bei 37 °C. (B) Robuste
Vermehrung der angegebenen Bakterienstamme in RAW264.7 Makrophagen zu den
angegebenen Zeitpunkten. Die Makrophagen wurden, wie angegeben, behandelt. Dargestellt
sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten.
* p-Wert < 0,05, n.s., nicht signifikant. Die Unterabbildung (B) wurde in Zusammenarbeit mit
Tobias Dummin (AG Haas, Universitat Bonn) angefertigt.
Die Tatsache, dass sowohl R. equi 103- als auch RE1 AsupAB nicht in cholesterolreichem
Medium wuchsen, 103+ und RE1 dagegen jedoch sehr wohl, liel3 vermuten, dass die
intrazellulare Vermehrung potentiell mit der Fahigkeit Cholesterol in der RCV verwerten zu
kénnen, zusammenhangt. Sowohl ein Knockdown von Vps4 als auch die Behandlung der
Makrophagen mit U18666A fuhrte zur Reduzierung der IVVs in RCVs. Unter beiden
Bedingungen vermehrten sich jedoch virulente R. equi, vermutlich aufgrund ihrer Fahigkeit

Cholesterol zu metabolisieren. Um diese Hypothese zu testen, wurde in Zusammenarbeit mit
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Tobias Dummin (AG Haas, Universitat Bonn) die Vermehrung von R. equi 103+ AchoE bzw.
RE1 AsupAB in U18666A-behandelten RAW?264.7 Makrophagen untersucht (Abbildung 26B).
Es zeigte sich, dass der wildtypische und der choE-defiziente103+ Stamm intrazellulér gleich
stark wuchsen. Durch die Behandlung der Makrophagen mit U18666A vermehrten sich beide
Stammen deutlich schlechter und durch zusatzliches Laktat vermehrte sich 103+ AchoE
besser. Die beiden RE1 Stamme vermehrten sich ohne U18666A gleich gut, allerdings wuchs
AsupAB bei einer U18666A Behandlung signifikant schlechter als der Wildtyp. Durch Laktat
als zusatzliche, mit dem Kultivierungsmedium zugegebene, Kohlenstoffquelle vermehrte sich
AsupAB signifikant besser, was darauf hinweist, dass der Wachstumsdefekt tatsachlich auf
einem Nahrstoffmangel beruhte. Insgesamt &hnelten sich die beiden Wildtypstamme von

R. equi in ihrem Vermehrungsverhalten.

Um den Einfluss von U18666A auf die intrazellulare Vermehrung von R. equi auch in primaren
Makrophagen zu untersuchen, wurden BMDMs aus C57B-6 Mausen mit R. equi 103+, 103-
oder 103+ AchoE infiziert. Als auch in den vorangegangenen Experimenten wurden die
infizierten Makrophagen mit rVapA oder U18666A oder einer Kombination aus beiden (rvVapA
und U18666A) behandelt und die robuste Vermehrung der Bakterien bestimmt (Abbildung 27).
R. equi 103+ vermehrte sich stark, wobei die Anwesenheit von rVapA oder Laktat im
Kulturmedium der Makrophagen keinen Einfluss hatte. Erst die Behandlung mit U18666A
fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der intrazellularen Vermehrung von 103+. Der
U18666A-induzierte Vermehrungsdefekt konnte durch Laktat im Kulturmedium fast vollstandig
aufgehoben werden. Hingegen vermehrten sich avirulente R. equi ausschlie3lich mit rVapA,
jedoch schlechter als in der immortalisierten RAW264.7 Zelllinie (Abbildung 22). Die
Behandlung mit U18666A reduzierte die Vermehrung von 103- auf Null. Im Gegensatz zu 103+
konnte sich 103- durch zusatzliches Laktat nur geringfligig besser vermehren. R. equi 103+
AchoE glich in seiner intrazellularen Vermehrung dem wildtypischen 103+: eine U18666A-
Behandlung reduzierte die Vermehrung auf die Halfte, durch zusatzliches Laktat replizierte
103+ AchoE wieder besser. Das Vermehrungsdefizit konnte jedoch nicht vollstandig

kompensiert werden.
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Abbildung 27: In BMDMs induziert U18666A einen Vermehrungsdefizit von R. equi, der
durch zusatzliches Laktat verringert wird. Robuste Vermehrung von den angegebenen
Bakterienstammen in BMDMs aus C57B-6J Méausen. Die Makrophagen wurden, wie angegeben,
behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen
Experimenten. Experimenten. *, p-Wert < 0,05; **, p-Wert < 0,01; n.s., nicht signifikant.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es in RCVs zur Akkumulation von Cholesterol
und IVVs kommt. Wird die Bildung von IVV durch Vps4 Knockdown oder pharmakologisch
durch U18666A oder Imipramin verringert bzw. inhibiert, vermehren sich virulente R. equi
schlechter und avirulente R. equi gar nicht. Korrelierend mit der reduzierten Vermehrung von
103+ nimmt auch die Konzentration an freiem Cholesterol in den RCVs ab. Dass der
Wachstumsdefekt von R. equi 103+ in U18666A-behandelten Makrophagen tatsachlich auf
einem Nahrstoffmangel beruht, wird durch die zusatzliche Zugabe von Laktat zu infizierten
Makrophagen gezeigt. Zur intrazellulare Vermehrung in cholesterolreichen und IVV-armen
RCVs, bendtigt R. equi neben den chromosomalen Genen supAB die Virulenzgene virR und
VirS.

3.7. Spezielle Preadaptationen von R. equi wirken mit VapA wahrend der
Makrophageninfektion

In den vorangegangenen Experimenten, aber auch anderen Studien, wurde die
Unabdingbarkeit von VapA fur die intrazellulare Vermehrung von R. equi gezeigt (Takai et al.,
1991). Dabei neutralisiert VapA den pH-Wert der Phagolysosomen von Makrophagen und
schafft so eine Replikationsnische fur die Bakterien (von Bargen et al., 2019). Zudem konnte
durch Takai et al. (1992) gezeigt werden, dass in R. equi Flissigkulturen die VapA Expression
durch einen sauren pH-Wert, aber vor allem temperaturabhéangig (> 34 °C) induziert wird.

Daraus resultierend stellte sich folgende Frage: Wie verhalt sich R. equi in Bezug auf pH-
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Neutralisierung und VapA Expression in Makrophagen, wenn das Bakterium zeitgleich mit

einem sauren Milieu und einer Temperaturerh6hung auf 37 °C konfrontiert wird?

A B
103 AvapA

SYTO13 SYTO13 SYTO13

I5T] LT LT

® 103+
® 103+/AvapA
®103-

Relative LT-Kolokalisation [%]

Zeit [h]

Abbildung 28: Virulente R.equi befinden sich zu Beginn der Infektion in sauren
Phagolysosomen und neutralisieren den pH des Kompartiments innerhalb der ersten 4 h.
(A) LT-Kolokalisation der RCVs von mit R. equi 103+, 103- oder 103+ AvapA infizierten
RAW264.7 Makrophagen zu den angegebenen Zeitpunkten. (B) Reprasentative Aufnahmen von
(A) zum Zeitpunkt 5 h p.i.. Auf Kolokalisation von Bakterien und LT weisen Pfeile hin, wohingegen
Pfeilspitzen auf fehlende Kolokalisation hinweisen. (C) Intrazellulare Expression von VapA Uber
die Zeit einer R. equi 103+ Infektion in RAW264.7 Makrophagen, wie in (A). Alle quantitativen
Daten stammen aus drei unabhangigen Experimenten und zeigen den Mittelwert. Mal3balken:
5 pum. Abbildung aus Haubenthal et al., 2023.

Dass die VapA Expression bei R.equi 103+ BHI-Flussigkulturen durch einen
Temperaturwechsel von 30 °C auf 37 °C induziert wird und VapA erst nach 4 h im Immunblot
detektierbar ist, wurde bereits friiher gezeigt (von Bargen, 2010). Um eine Infektion von R. equi
103+ zu imitieren, bei der das Bakterium aus einer Umgebung kommt, die die VapA
Expression nicht induziert, wurden RAW?264.7 Makrophagen mit Bakterien infiziert, die bei
30 °C vorkultiviert wurden. Zudem wurden die Stamme 103- und 103+ AvapA untersucht
(Abbildung 28A und B). Nach 2 h Infektion waren nahezu alle Phagolysosomen LT-positiv. Ab
dem Zeitpunkt 4 h, aber vor allem 5 h bis 6 h nach Infektionsbeginn begannen die 103+
enthaltenden Phagolysosomen zunehmend LT-negativ zu werden, wohingegen 103- und 103+
AvapA enthaltende Phagolysosomen unveréndert LT-positiv waren. Nach 8 h in der 103+
Infektion waren nahezu alle Phagolysosomen LT-negativ. Um eine mogliche Korrelation
zwischen LT-Farbung und der VapA Expression zu untersuchen, wurde mit dem gleichen
Experimentaufbau VapA immungefarbt (Abbildung 28C). Es zeigte sich, dass 103+ 4 h nach

Infektionsbeginn sichtbar VapA exprimierte und dass die VapA-Proteinmenge im Verlauf der
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Infektion zunahm. Zu den Zeitpunkten 2 h und 3 h p.i. waren die virulenten Bakterien VapA-

negativ.

Da auch apathogene R. equi durch rVapA zur intrazellularen Vermehrung gebracht werden
konnten, stellte sich die Frage ob auch andere R. equi verwandte Rhodokokken das gleiche
pathogene Potential besitzen. R. defluvii ist der nachste Verwandte zu R. equi mit 83 %
chromosomaler Identitat (Anastasi et al., 2016) und wurde bislang erst zwei Mal isoliert. Das
erste Mal wurde R. defluvii in einem Bioreaktor identifiziert (Kampfer et al., 2014) und von der
DMSZ in ihre Stammsammlung aufgenommen. R. defluvii ist im Vergleich zu R. equi 103+
plasmidlos. Das zweite Mal wurde R. defluvii in der Lunge eines AIDS-Patienten identifiziert
(Canetti et al., 2019). Um die beiden eng verwandten Rhodokokken-Stamme eingangs zu
charakterisieren wurde das Wachstumsverhalten der Bakterien in BHI oder MS/Ac Medium bei
30 °C bzw. 37 °C untersucht (Abbildung 29A). In BHI Medium wuchsen plasmidlose R. equi
schneller als pVAPA-tragende Bakterien, wohingegen bei 30 °C beide Stdmme gleich
wuchsen. In MS/Ac verhielten sich beide R. equi Stamme gleich, wahrend sie sich besser bei
30 °C vermehrten. R. defluvii vermehrte sich Medium-unabhé&ngig nur bei 30 °C, in MS/Ac

besser als in BHI Medium.

Um das pathogene Potential von R. defluvii zu untersuchen, mussten die
Infektionsbedingungen angepasst werden, um zum einen die Wachstumslimitation durch
Temperatur und zum anderen die durch das fehlende Virulenzplasmid zu umgehen. Daher
erfolgten die Infektionen der RAW?264.7 Makrophagen bei 30 °C und zusatzlich wurden das
Kulturmedium der Makrophagen mit rVapA supplementiert (Abbildung 29B und C). Die
Infektionsexperimente zeigten, dass R. defluvii, gleich wie R. equi 103-, ohne die Zugabe von
rvVapA intrazellular nicht replizierte. Durch die Zugabe von rVapA bildeten sich geschwollene
RCVs, in denen R. defluvii, anders als R. equi, verklumpt vorlag (Abbildung 29B). Auf das
Vermehrungsverhalten von R. equi hatten die unterschiedlichen Temperaturen keinen
Einfluss. Allerdings vermehrte sich R. defluvii ausschliel3lich bei 30 °C und insgesamt
schlechter als plasmidlose R. equi (Abbildung 29C).
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Abbildung 29: R. equi und R. defluvii wachsen in Makrophagen und in Flussigkultur
unterschiedlich. (A) Wachstumskurven von R. equi 103+, 103- und R. defluvii CA11 in BHI oder
MS/Ac, die bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert wurden. (B) Reprasentative Aufnahmen von R. equi
103- oder R. defluvii infizierten RAW?264.7 Makrophagen 24 h p.i.. Wo angegeben, wurden
10 pg/ml rVapA wahrend der gesamten Infektion hinzugegeben. Pfeilkopfe zeigen auf nicht
vermehrte Bakterien, Pfeile auf Vakuolen mit replizierten Bakterien. MaRbalken: 5 pm.
(C) Robuste Vermehrung von R.equi 103+, 103- und R.defluvii CA11 in RAW264.7
Makrophagen, die fiir die gesamte Dauer des Experiments bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert wurden.
Wo angegeben, wurde rVapA wahrend der gesamten Infektion hinzugegeben. (D) Quantifizierung
der VapA-Freisetzung in R. equi 103+ infizierten Makrophagen, die bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert
wurden, mittels Immunblot. Dargestellt sind die reprasentative Ponceau S Farbung und der VapA
Immunblot aus drei unabhéngigen Experimenten. (E) LT-Kolokalisation mit RCVs zum Zeitpunkt
24 h p.i. von R. equi 103+, 103- und 103+ AvapA infizierten RAW264.7 Makrophagen, die bei
30 °C oder 37 °C inkubiert wurden. (F) RAW264.7 Makrophagen wurden mit den angegebenen
Bakterien infiziert, die Lebendzellzahl bestimmt und dargestellt wie in (C). In (A, C, E und F) sind

die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten dargestellt.
* p-Wert < 0,05; **, p-Wert < 0,01; n.s., nicht signifikant. Abbildung aus Haubenthal et al., 2023.
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Da R. equi 103+ VapA nicht bei einer Temperatur von 30 °C in Flussigkulturen exprimiert
(Takai et al., 1996), war es Uberraschend, dass sich 103+ auch ohne rVapA bei 30 °C

intrazellular vermehrte. Um nun zu untersuchen, ob 103+ die VapA Expression im
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Makrophagen bei 30 °C dennoch induzieren kann, wurden von infizierten RAW?264.7
Makrophagen, die bei 30 °C oder 37 °C inkubiert wurden, Zelllysate hergestellt und das VapA
Proteinlevel mittels Immunblot verglichen (Abbildung 29D). Trotz der Infektion bei 30 °C,

exprimierte 103+ im Makrophagen VapA, allerdings weniger als bei 37 °C.

Um weiter zu untersuchen, ob das geringe VapA-Level fur die Neutralisierung der RCV bei
30 °C ausreichend war oder ob auch andere Gene von pVAPA die intrazellulare Vermehrung
bei verringerter Temperatur induzieren kdnnen, wurden RAW?264.7 Makrophagen mit R. equi
103+, 103- und 103+ AvapA infiziert und die Ansduerung mittels LT Uberprift (Abbildung 29E).
Erneut lokalisierten die VapA-defizienten R. equi in LT-positiven und 103+ in LT-negativen
Phagolysosomen, wobei auch hier die Temperatur keinen Einfluss hatte. Des Weiteren
vermehrte sich der vapA deletierte 103+ auch bei 30 °C nicht (Abbildung 29F).

Die Vermehrungsexperimente aus Abbildung 29C wurden ebenfalls mit dem humanen Isolat
von R. defluvii durchgefiihrt. Allerdings verhielten sich die Bakterien intrazelluléar wie avirulente
R. equi: nur durch rVapA vermehrten sie sich bei 37 °C (Daten nicht gezeigt). Daraus
resultierte die Frage, ob das humane R. defluvii Isolat nicht doch ein R. equi war, da bereits
mehrere Falle von R. equi Infektionen in immunsuprimierten Patienten beschrieben wurden
(zusammengefasst in Weinstock et al., 2002). Zur eindeutigen Identifizierung des Isolats
wurde ein PCR-basierter Assay entwickelt, der Giber 16S rDNA zwischen R. equi und R. defluvii
unterscheiden kann. Daflir wurde jeweils derselbe reverse Primer verwendet. In Kombination
mit den unterschiedlichen vorwérts Primern resultierten unterschiedliche Amplikons
(Abbildung 30A). Uber Kolonie-PCR wurden R. equi 103+, R. defluvii (Bioreaktor, DMSZ) und
der vermutliche ,R. defluvii (humanes Isolat)* miteinander verglichen (Abbildung 30B). Dabei
zeigte sich, dass bei dem humanen ,R. defluvii“ Isolat mit dem Equi_fw Primer ein Amplikon
resultierte, aber nicht mit dem Defluvii_fw Primer. Entgegengesetzt dazu resultierte fir das

Isolat aus dem Bioreaktor (DMSZ) nur mit dem Defluvii_fw Primer ein Amplikon.
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Abbildung 30: Unterscheidung von R. equi und R. defluvii mittels PCR (A) Ausschnitt der
Uberlagerten 16S rDNA von R. equi und R. defluvii mit den eingezichneten Sequenzen fir die
Primer 16S_fw, 16S_equi_fw, 16S_defluvii_fw und 16S_rev. (B) Kolony-PCR von Einzelkolonien
der angegebenen Bakterienstdmme. R. defluvii DMSZ war aus der Bakteriensammlung der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ) und ,humanes
Isloat* war das humane Isolat eines vermutlichen R. defluvii aus der Publikation Canetti et al.

(2019).
Somit wurde gezeigt, dass bei 30°C vorkultivierte R. equi 103+ die ersten vier Stunden einer
Infektion bendtigen, um VapA zu exprimieren und den pH-Wert der Phagosomen zu
neutralisieren. Dieser Effekt verstarkte sich innerhalb der nachsten 4 h der Infektion weiter.
Zum anderen wurde gezeigt, dass sich auch der ndchste Verwandte zu R. equi, R. defluvii, mit

Hilfe von rVapA intrazellulare vermehren kann, wenn die Infektionstemperatur auf 30 °C
reduziert wird.
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4. Diskussion

Vor Beginn dieser Arbeit war gezeigt worden, dass die pH-Neutralisierung durch VapA einen
entscheidenden Schritt in der intrazellularen Vermehrung darstellt (Toyooka et al., 2005).
R. equi generiert auf diese Weise ein atypisches grol3es Phagolysosom als Replikationsnische
(Haubenthal et al., 2023; von Bargen et al., 2019). In einem ersten Projektteil wurde

untersucht, welche Folgen die Neutralisierung auf das Proteom relevanter Kompartimente hat.

4.1.pH-Neutralisierung veréndert das Proteom von Phagolysosomen

Durch die Expression von VapA kénnen virulente R. equi den pH-Wert der Phagolysosomen
neutralisieren und daher in Makrophagen replizieren (von Bargen et al., 2019). Aber selbst
avirulente R. equi kdnnen durch Zugabe von BafAl, einem v-ATPase Inhibitor, oder von
rvVapA ins Kulturmedium der Makrophagen intrazellular replizieren (Haubenthal et al., 2023;
von Bargen et al.,, 2019). Die Aufreinigung von R. equi-enthaltenden Phagosomen wurde
erfolgreich zu einem friihen Zeitpunkt der Infektion (2 h p.i.) durchgefiihrt (Fernandez-Mora et
al., 2005). Allerdings stellt die Reinigung einer intakten RCV zu einem fortgeschrittenen
Infektionszeitpunkt eine grof3e Herausforderung dar. Somit wurde in dieser Arbeit das Proteom
von rVapA-behandelten Phagolysosomen analysiert. Erst durch rVapA bildet sich bei
avirulenten R. equi eine Vakuole aus, die fluoreszenz- und elektronenmikroskopisch der RCV
virulenter R. equi dhnelt (Abbildung 3, 18) (Hansen, Haubenthal, Reiter, Kniewel, Bosse-plois,
Niemann, Bargen, Haas, et al., 2023). Der Vergleich elektronenmikroskopischer Aufnahmen
von VCVs und BafVs zeigte, dass durch die pH-Neutralisation morphologisch ahnliche
Vakuolen entstanden waren (Abbildung 3). Daher war es nicht verwunderlich, dass sich auch
die Proteome von VCVs und BafVs ahnelten (Abbildung 4, 5, 6). Zu den Proteinen, die
besonders stark durch die pH-Neutralisierung reduziert worden waren, gehdrten Cathepsine
(Abbildung 5). Cathepsine sind Proteasen, die in Serin- (Cathepsin A, und G), Aspartyl-
(Cathepsin D und E) und Cysteinproteasen (Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, Z) unterteilt
werden (Patel et al., 2018). Von allen lysosomalen Proteasen sind Cathepsin B, D und L die
abundantesten (Yadati et al., 2020). Die priméare Struktur aller Cathepsine besteht aus einem
Signalpeptid, einem Propeptid und einem katalytisch-aktiven, gereiften funktionalen Enzym
(Yadati et al., 2020). Beispielsweise prozessieren Cathepsin B und L Procathepsin D zu reifem
Cathepsin D (Laurent-Matha et al., 2006). Die meisten Cathepsine besitzen die hdchste
enzymatische Aktivitat und die hochste Proteinstabilitdt in einem sauren Milieu, wie es
typischerweise in Lysosomen vorliegt (Yadati et al., 2020). Allerdings gibt es auch Enzyme,
wie Cathepsin B oder D, die bei einem neutralen pH enzymatisch aktiv sind (Sapolsky et al.,
1974; Yoon et al., 2021). Dass sich die Proteinstabilitat von Cathepsin B, D und F bei einem

neutralen pH-Wert unterscheidet, ist bekannt: Cathepsin F ist etwas langer als eine Minute
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stabil (B. Wang et al., 1998), Cathepsin B bis zu zwei Stunden (Yoon et al., 2021) und
Cathepsin D sogar bis zu 30 h (Compaine et al., 1995). Die beobachtete Reduzierung der
Proteinmengen an Cathepsin B und F (Abbildung 7) kdnnte daher auf ein Kollabieren des
Lysosomenprotonengradienten zurickzufihren sein. Auch wenn Lysosomen in vitro langer
einen sauren pH-Wert aufrechterhalten kdnnen als Endosomen, sinkt dennoch ihre
Protonenkonzentration zeitabhangig (van Dyke, 1993). Eine weitere mogliche Erklarung der
Proteinmengenabnahme ware, dass die lysosomalen Inhalte mit dem umliegenden Puffer (pH-
Wert 7) aufgrund von Lochern in den Phagolysosomenmembranen, die wahrend der
Inkubation entstehen kdnnten, in Kontakt kommen. Beides, ein kollabierter Protonengradient
oder Membranlocher, wirde auch die verringerte Proteinmenge an Cathepsin B und F in HB-
Puffer (pH-Wert 7,2) und auf Eis inkubierten Lysosomen gegentber Lysosomen, die bei einem
pH-Wert von 5 inkubierten worden waren, erklaren (Abbildung 7). Das einzige Protein, das in
Lysosomen, die bei einem pH-Wert von 5 inkubiert worden waren, fast vollstadndig abgebaut
wurde, war Procathepsin D (Abbildung 7). Eine mdgliche Erklarung koénnte sein, dass
Procathepsin D durch Cathepsin B, das bei einem pH-Wert von 4,5 bis 5,0 seine starkste
enzymatisch Aktivitat besitzt (Mindell, 2012) und in den gereinigten Lysosomen vorliegt
(Abbildung 7), prozessiert wird (Laurent-Matha et al., 2006). Somit wirde eine geringe
Enzymaktivitdt und Proteinmenge von Cathepsin B, wie sie bei neutralem pH-Wert vorliegen,
zu keiner Prozessierung von Procathepsin D fuihren (Abbildung 7).

Dass die Abnahme der Cathepsin-Proteinmengen und enzymatischen Aktivitat bei neutralem
pH-Wert nicht nur ein Artefakt der Aufreinigungen und in vitro Inkubationen sind, sondern auch
in vivo stattfinden, wird durch Hansen et al. (2023) gezeigt. In einem Zytometrie-basierten
Proteolyse-Assay weisen die Autoren eine fast vollstandig gehemmte Proteolysefahigkeit von
Phagolysosomen in rVapA- bzw. BafAl-behandelten Makrophagen nach (Hansen et al.,
2023). Aber auch in mit R. equi infizierten Makrophagen ist eine Verringerung an Cathepsin D
in RCVs nachgewiesen. Wahrend 6 h nach Infektionsbeginn noch Cathepsin D in RCVs
lokalisiert (Toyooka et al., 2005), ist kaum mehr etwas von dem lysosomalen Protein 24 h nach
Infektionsbeginn in RCVs vorhanden (von Bargen et al., 2019). Dass die Proteinmenge an
Cathepsinen in RCVs verringert ist, konnte mehr als nur ein Nebeneffekt der pH-
Neutralisierung durch VapA sein, sondern gezielt die intrazellulare Vermehrung von R. equi
fordern. Beispielsweise ist fir das artverwandte Pathogen M. tuberculosis gezeigt, dass
dessen Vermehrung in Phagosomen primarer Makrophagen durch eine verringerte
Proteinmenge an Cathepsin B, S und L begtinstigt wird (Pires et al., 2016).

Neben Cathepsinen wird haufig auch das lysosomale Membranprotein LAMP1 zur
Identifizierung von Lysosomen verwendet. LAMP1 lokalisiert Uberwiegend im Lumen von
RCVs und VCVs (Rofe et al., 2017; von Bargen et al., 2019; Wright et al., 2018), was ein
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Alleinstellungsmerkmal dieser Vakuolen ist. Da eine pH-Neutralisation durch rVapA mit einer
verringerten hydrolytischen Kapazitat von VCVs (atypische Phagolysosomen) einhergeht, wird
in mit VapA-behandelten Zellen Lysosomenbiogenese induziert (Rofe et al., 2016). Rofe et al.
(2016) zeigten, dass in mit rVapA behandelten NRK Zellen die LAMP1-Proteinkonzentration
im Verlauf von 72 h kontinuierlich anstieg und bereits 8 h nach Behandlungsbeginn deutlich
mehr LAMP1 in mit rVapA behandelten, als in unbehandelten Zellen vorlag. Im Gegensatz
dazu wiesen unbehandelte und mit rVapA behandelte Makrophagen jeweils die gleiche
LAMP1-Proteinmenge im PNS als auch in isolierten Phagolysosomen bzw. VCVs auf
(Abbildung 6). Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass Rofe et al (2016) die 10-fache
rvVapA-Konzentration (100 pg/ml) und eine andere Zelllinie (NRK Zellen) verwendeten, als in
der hier vorliegenden Arbeit verwendet wurde (10 pg/ml rVapA und J774E Makrophagen).
Obwohl in unbehandelten Makrophagen viele LAMP1-positive Phagolysosomen und in rVapA-
behandelten Makrophagen weniger LAMP1-positive VCVs vorliegen (Hansen et al., 2023),
besitzen isolierte Phagolysosomen bzw. VCVs die gleiche LAMP1-Proteinmenge
(Abbildung 6). Da fir die Analyse mittels Immunblot die Proben auf eine gleiche
Proteinkonzentration eingestellt wurden (Abbildung 6), wiirde das bedeuten, dass die gleiche
LAMP1-Proteinmenge in wenigen VCVs und in vielen Phagolysosomen vorliegt.
Konsequenterweise wirde das bedeuten, dass fast alle LAMP1-postiven Kompartimente
(spate Endosomen bzw. Lysosomen) mit VCVs fusionieren und sich keine LAMP1-postiven
Lysosomen aus den Vakuolen reformieren. Fir eine heterotypische Fusion zwischen spaten
Endosomen und Lysosomen werden Rab2, Arl8 und der HOPS Komplex bendtigt (Schleinitz
et al.,, 2023). Da auch Rab2, Arl8 und HOPS in der Proteomanalyse von unbehandelten
Phagolysosomen detektiert wurden (Abbildung 6, Rab2 und HOPS nicht gezeigt), kbnnte
maoglicherweise auch homotypisch Fusion (Lysosomen-Lysosomen-Fusion) durch Rab2, Arl8
und HOPS stattfinden. Aufgrund der Abreicherung von HOPS und Arl8 wiirde man annehmen,
dass es vermutlich zu weniger Fusionsereignissen zwischen spaten Endosomen und
Phagolysosomen bzw. Phagolysosomen und Phagolysosomen kommt. Da der alleinige
Knockout (KO) von Arl8b nicht, sondern erst der Doppel-KO von Arl8a und Arl8b eine spate
Phagosomen-Lysosomen-Fusion verhindert (Schleinitz et al., 2023), unterstiitzt dies die
These, dass die Fusion an und mit VCVs, an denen halb so viel Arl8ab vorhanden ist
(Abbildung 6), gehemmt sein kdnnte. Aber warum kann dann das Gegenteil eine Fusion von
nahezu allen LAMP1-postiven Kompartimenten mit VCVs oder RCVs beobachtet werden?
Eine mdgliche Erklarung koénnte sein, dass, obwohl die Arl8-Konzentration auf VCV-
Membranen geringer ist als an unbehandelten Phagolysosomen, auf den VCV-Membranen
die gleiche absolute Menge an Arl8 vorhanden ist, weswegen spate Endosomen-Lysosomen-
oder Lysosomen-Lysosomen-Fusion gleich héaufig stattfinden kann. Da durch VapA keine

Lysosomenreformation stattfindet (Rofe et al., 2017), sammelt sich vermutlich LAMP1 in VCVs
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oder RCVs an.

Auch das Protein Gal3 wurde an/in gereinigten VCVs bzw. BafVs im selben Mal3 wie in
unbehandelten Phagolysosomen in der Proteomanalyse und im Western Blot detektiert
(Abbildung 6). Gal3 ist ein zytosolisches Lektin, das an stark glykosylierte Proteine bindet, die
sich auf der luminalen Seite der Lysosomenmembran befinden (Miller et al., 2016). Zusammen
mit anderen Galektinen vermittelt Gal3 eine Zellantwort, wenn aufgrund von L&sionen der
Lysosomenmembran Glykane zytosolisch exponiert vorliegen (Hong et al.,, 2021). Dass
allerdings Gal3 auch in gesunden und unbehandelten Makrophagen an Phagolysosomen
lokalisiert, wurde bereits 2001 in der Proteomanalyse von Garin et al. beschrieben. Wéaren
Lécher in den Phagolysosomenmembranen durch die Lysosomenisolierung entstanden, die
am wahrscheinlichsten bei den stark geschwollenen VCVs aufgetreten waren, hatte sich das
in der Proteomanalyse und im Western Blot durch eine Anreicherung von Gal3 geaufert. Auch
in vivo war durch Fluoreszenzmikroskopie keine Anreicherung von Gal3 an limitierenden VCV-
Membranen zu beobachten (Abbildung 14). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die

VCVs im Makrophagen und nach magnetischer Isolation weitestgehend intakt sind.

Die ESCRT-Proteine wurden durch eine pH-Neutralisierung in VCVs bzw. BafVs angereichert
(Abbildung 6). Warum diese Proteine womdglich in VCVs bzw. BafVs anreichern und was
deren potentielle Funktion in der Etablierung der Vakuolen ist, wird in den nachfolgenden
Kapiteln 4.2. und 4.3. néher diskutiert.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Proteomanalyse und der Immunblots, dass die
beobachteten Veranderungen der analysierten Proteine vermutich auf die pH-Neutralisierung
durch rVapA bzw. BafAl zuriickzuflihren sind. Durch die beobachteten Gemeinsamkeiten
zwischen RCVs und VCVs kénnen zudem VCVs als Modell fir RCVs bestéatigt werden.

In den TEM-Aufnahmen (Abbildung 3) war ER-Stress, eine morphologische Verénderung des
ERs, meist zurlickzufihren auf ungefaltete Proteine (Mateus et al., 2018; Sriburi et al., 2004),
vor allem durch eine 18-stiindige BafAl Behandlung deutlich zu erkennen. Es ist bekannt,
dass eine lysosomale Stressantwort aufgrund eines Anstiegs des lysosomalen pH-Werts zu
ER-Stress filhren kann (Lakpa et al., 2021). Umgekehrt steigt durch ER-Stress auch der
lysosomale pH-Wert an (Lakpa et al., 2021). Eine Stressantwort der Lysosomen (lysosomal
stress response, LSR) wird durch interne und externe Stimuli ausgel6st und wird aktuell durch
neun Kriterien charakterisiert (Lakpa et al., 2021). Dazu z&hlen u.a. Anstieg des lysosomalen
pHs, VergroRRerung der Lysosomen, Kationenefflux, LDL Cholesterolakkumulierung oder
Aggregation von fehlgefalteten Proteinen (Lakpa et al., 2021). Viele dieser Kriterien treffen auf
VCVs bzw. auch RCVs (von Bargen et al., 2019) zu, wie zum Teil noch spéater aufgezeigt wird
(Abschnitt 4.4.), aber auch auf die BafVs (Fedele & Proud, 2020; Naganuma et al., 1992; Oda
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et al., 1991). Eine Zelle reagiert auf LSR mit der Dephosphorylierung von TFEB, wodurch eine
Kaskade aktiviert wird, die die Lysosombiogenese hochreguliert (Lakpa et al., 2021). Auch
Pathogene sind dafur bekannt, eine LSR auszul6sen (Lakpa et al., 2021). Virulente R. equi
storen durch VapA Endolysosomenfunktionen und stimulieren Lysosomenbiogenese durch die
Aktivierung von TFEB (Rofe et al., 2017). Somit ist es nicht verwunderlich, dass in rVapA-
behandelten Makrophagen ER-Stress vorliegt (Abbildung 3). BafAl verhindert den
Proteinabbau in Lysosomen, indem es die v-ATPase inhibiert (Yoshimori et al., 1991).
Allerdings inhibiert BafAl auch die v-ATPase des Golgi Apparats, wodurch kein retrograder
Transport (von Golgi zu ER) mehr stattfinden kann (Palokangas et al., 1998). Somit stort BafAl
auf mehr als nur eine Weise die ER-Funktionen (Fumagalli et al., 2016), wodurch dieser
dominante Phanotyp (sehr stark gestresste ER) nach 18-stiindiger BafAl-Behandlung

vermutlich hervorgerufen wird.

4.2.Die intrazellulare Lokalisation der ESCRT-Maschinerie gibt Aufschluss tber
die potentielle Funktion
Die ESCRT-Maschinerie besitzt vielfaltige Funktionen entlang des endozytischen Wegs
(zusammengefasst in Vietri et al., 2020) und ist zudem in die Pathogenese von verschiedenen
Bakterien wie C. burnetii und S. enterica involviert (Gdser et al., 2020; Radulovic et al., 2018).
Dass nahezu alle ESCRT-Proteine an VCVs und BafVs angereichert sind (Abbildung 4), lasst
auf eine Funktion dieser Proteine in der Etablierung der Vakuolen schlieen. Da sich VCVs
als RCV-Modell eignen, konnen fir die folgenden Ausfuhrungen VCV und RCV als

gleichwertig betrachtet werden.

Im Allgemeinen wird angenommen, dass der ESCRT-Komplex nach Vesikelabschniirung bzw.
Membranreparatur vollstandig von Membranen dissoziiert und recycelt wird (Christ et al.,
2017; Raiborg & Stenmark, 2009; Wollert & Hurley, 2010). Die einzigen bekannten
Ausnahmen, in denen die Dissoziation nicht vollsténdig stattfindet, sind die ESCRT-abhangige
Virionenbildung von HIV (van Engelenburg et al., 2014) und die ESCRT-abhangige Bildung
von Vesikel an der limitierenden Membran von T. gondii-enthaltende Vakuolen (Rivera-Cuevas
et al., 2021). In beiden Prozessen werden ESCRT-Proteine in sich bildende Virionen bzw.
Vesikel eingeschlossen (van Engelenburg et al., 2014; Rivera-Cuevas et al., 2021). Dass nun
Chmp3 und Vps4 in RCVs vorliegen (Abbildung 8), ist die erste beschriebene Lokalisierung
von ESCRT-Proteinen in einem Bakterien-enthaltendem Phagosom. Da Chmp3 und Vps4
teilweise mit dem lysosomalen Markerprotein LAMP1 kolokalisieren (Abbildung 8), d.h.
vermutlich in einem LAMP1-positivem Vesikel verpackt vorliegen, kdnnte das auf eine ESCRT-
abhangige Bildung von Vesikel an limitierenden, LAMP1-positiven RCV-Membranen

hindeuten. Auf diese Hypothese wird unter Abschnitt 4.4. n&her eingegangen. Dass IVVs in
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RCVs beobachtet werden kdnnen, ist vermutlich auf einen annédhernd neutralen pH-Wert der
Vakuolen (pH-Wert 7,2) (von Bargen et al., 2019) und damit einhergehend auf eine stark
verringerte Hydrolaseaktivitat von lysosomalen Enzymen zuriickzufiihren. Damit im Einklang
sind T. gondii-enthaltenden Vakuolen, in denen Tsg101 und Alix in Vesikel verpackt vorliegen
(Rivera-Cuevas et al., 2021), pH-Wert neutral (Sibley et al., 1985). Im Gegensatz zur RCV
oder T. gondii-enthaltenden Vakuolen besitzen CCVs und SCVs einen sauren pH-Wert
(Akporiaye et al., 1983; Rathman et al., 1996). Sowohl bei C. burnetii als auch bei S. enterica
wird die ESCRT-Maschine fir die Aufrechterhaltung der Membranintegritét bendtigt (Goser et
al., 2020; Radulovic et al., 2018). Wiirden ESCRT-abhé&ngig Vesikel an den limitierenden
Membranen von CCVs oder SCVs gebildet und in diese ESCRT-Proteine verpackt werden,
was bisher noch nicht untersucht wurde, kénnte man diese Vesikel aufgrund des sauren pH-
Werts der Vakuolen (Akporiaye et al.,, 1983; Rathman et al., 1996) vermutlich nicht
beobachten.

In zukinftigen Studien intrazellularer Pathogene in Zusammenhang mit der ESCRT-
Maschinerie sollte stets die Lokalisierung einzelner ESCRT-Faktoren untersucht werden, da
daruber ein erster Hinweis fur eine potentielle Rolle von ESCRT in der Pathogeninfektion
erhalten werden kénnte. Beispielsweise konnte eine Lokalisation von ESCRT-Proteinen in
einer Pathogen-enthaltenden Vakuole auf einen Einfluss von ESCRT in der Vesikelbildung
hindeuten. Hingegen wirde eine Lokalisierung von ESCRT-Proteinen auf der limitierenden
Membran der Pathogen-enthaltenden Vakuolen eine Funktion in der Membranreparatur

nahelegen.

4.3.R. equi bendtigt eine intakte RCV-Membran fur intrazellulare Vermehrung

Aktuelle Studien Uber das vakuolare Uberleben von M. tuberculosis und anderen langsam
wachsenden virulenten Mykobakterien zeigten, dass der ESCRT-Komplex die Bakterien vor
frihzeitigen Schaden in der Vakuolenmembran schitzt, obwohl diese Bakterien zu einem
spateren Zeitpunkt der Infektion auch aus der Vakuole ausbrechen, ins Zytosol gelangen und
den Wirtsmakrophagen verlassen (Lépez-Jiménez et al., 2018). Aufgrund der Verwandtschaft
und ahnlicher Pathologie zwischen M. tuberculosis und R. equi kdnnten auch Ldcher in der
RCV-Membran ESCRT-abhangig repariert werden. Anzunehmen ware, dass kleine Lasionen
der RCV-Membran, die fur die pH-Neutralisierung der RCV durch VapA verursacht werden
(von Bargen et al., 2019), sich vergré3ern und anschlieRend durch ESCRT repariert werden
(Skowyra et al., 2018). Kommen intrazellulare Bakterien aufgrund von Léchern in der
Phagosomenmembran in Kontakt mit Makrophagenzytosol, wird eine Sighalkaskade aktiviert,
die zur Sekretion von IFNB in den Extrazellularraum fiihrt (Leber et al., 2008; McCaffrey et al.,

2004). Dass eine Infektion durch R. equi nur eine geringe IFNB-Freisetzung der Makrophagen
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induziert und diese Antwort gleich schwach fur virulente und avirulente R. equi ist (Abbildung
13D), legt nahe, dass Rhodokokken die RCV-Membran nicht hinreichend weit
permeabilisieren, um eine Erkennung durch die zellautonome Immunitat zu gewahrleisten.
Wirde es im Makrophagen VapA-abhéngig zu Lasionen in den Phagolysosomenmembranen
kommen, wirde Gal3, ein zytosolisches Lektin, das an stark glykosylierte Proteine des
Lysosomenlumens bzw. des RCV-Lumens binden kann (Miller et al., 2016), an die
Schadensstelle rekrutiert werden. Da sich vermutlich auch Vesikel direkt an der VCV/RCV
Membran in das Phagosomenlumen abschniiren (Abschnitt 4.4.), misste zudem Gal3 an IVVs
binden kdnnen. Allerdings waren die limitierenden Membrane nur schwach Gal3-positiv und
IVVs kolokalisierten gar nicht mit Gal3 (Abbildung 14), was weiter die Hypothese der intakten
RCV-Membran wéahrend einer Makrophageninfektion untermauert.

Gal3 wird durch einen unkonventionellen Sekretionsweg, dessen exakter Mechanismus bisher
noch nicht bekannt ist, vom Zytosol in den extrazellularen Raum sezerniert (Popa et al., 2018;
Stewart et al., 2017). AulRerhalb der Zelle kann Gal3 an 3-Galaktoside auf der Zelloberflache
binden (Nabi et al., 2015) und so wesentlich zur Phagozytose durch Makrophagen beitragen
(Sano et al., 2003). Dass mehr Gal3 auf der Plasmamembran von mit R. equi infizierten oder
mit rVapA-behandelten Makrophagen lokalisiert, konnte bedeuten, dass womdglich in diesen
Makrophagen verstarkt Phagozytose stattfindet. Dass zu einem fortgeschrittenen
Infektionszeitpunkt generell noch Phagozytose stattfindet, was aufgrund der Akkumulation von
unverestertem Cholesterol in RCVs (Abbildung 24) und des dadurch vermutlich gestorten
Cholesterol-Traffickings nicht zwangslaufig zu erwarten ware, wurde in dieser Studie durch die
Aufnahme verschiedener fluoreszenzmarkierter Tracer gezeigt (Abbildung 23). Ob nun
allerdings in mit R. equi infizierte Makrophagen verstarkt phagozytieren, misste zukiinftig noch

untersucht werden.

Um Locher in der Phagosomenmembran zu induzieren und anschlieBend aus dem Phagosom
auszubrechen, exprimiert L. monocytogenes das hlyA codierte Listeriolysin O (LLO)
(Beauregard et al., 1997; Bieleckit et al., 1990). Dabei sind die membranpérforierenden
Eigenschaften von LLO abhangig von zwei Faktoren: (1) Cholesterol in der
Phagosomenmembran und (2) einem sauren pH-Wert (Ray et al., 2009). Dass
L. monocytogenes innerhalb der ersten 6 h nach Infektionsbeginn aus dem Phagosom
ausbricht, spiegelt sich in der Menge des freigesetzten IFNBs wider (Abbildung 13D).
Hingegen brechen hlyA-defiziente L. monocytogenes nicht aus dem Phagosom aus
(Beauregard et al., 1997; Birmingham et al., 2008), kommen daher auch nicht in Kontakt mit
dem Makrophagenzytosol und stimulieren entsprechend auch keine IFNB-Freisetzung.
Interessanterweise war die Konzentration an extrazellularem IFNB bei wildypischen

L. monocytogenes und virulenten R. equi, die LLO unter der Kontrolle eines hsp60 Promotors
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exprimieren, gleich hoch (Abbildung 13D). Um dem Phagosom zu entkommen und ins Zytosol
zu gelangen, bendtigt L. monocytogenes einen phagosomalen pH-Wert von 4,9 — 6,7
(Beauregard et al., 1997). Dadurch, dass der phagosomale pH-Wert zu Infektionsbeginn durch
R. equi 103+ auf 6,2 absinkt, aber bereits 2 h p.i. auf pH 7,2 ansteigt und fur die restliche
Dauer der Infektion bei diesem pH bleibt (von Bargen et al., 2011), waren LLO-verursachte
Membranlasionen nicht zwangslaufig zu erwarten. Allerdings war vermutlich die Kombination
aus der Dauer des Experiments (24 h) und die geringe Restaktivitdt von LLO bei einem
anndhernd neutralem pH-Wert (Beauregard et al., 1997) ausreichend, um L&sionen in RCV-
Membranen zu induzieren. Dass es einige Zeit dauert bis LLO-induzierte Locher in RCV-
Membranen entstehen, zeigt sich unter anderem daran, dass 103+(LLO) trotz einer
verringerten VapA Expression wildtypische RCVs etabliert, in denen das Bakterium repliziert
(Abbildung 13A und B). Somit stellt dieser Stamm ein wertvolles Werkzeug fur die

Untersuchung der zytosolischen Uberlebensfahigkeit von virulenten R. equi dar.

Ahnlich wie in der hier vorliegenden Arbeit, wurden in der Studie von Vail et al. (2021) die
Typ I-IFN Immunantwort von mit R. equi infizierten Makrophagen und die Galektin-
Rekrutierung an RCVs untersucht. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass R. equi (1) eine
Typ I-IFN Immunantwort ahnlich wie M. tuberculosis stimuliert und dass (2) wahrend der R.
equi Infektion verstarkt Gal3, Gal8 und Gal9 an und in RCVs rekrutiert werden (Vail et al.,
2021). Somit steht die Studie von Vail et al. (2021) im Widerspruch mit der hier vorliegenden
Arbeit. Ein maoglicher Einflussfaktor fur die unterschiedlichen Ergebnisse konnten die
verwendeten Bakterienstamme (33701 bei Vail et al. (2021), 103 in dieser Arbeit) sein.
AulRerdem untersucht die Studie von Vail et al. (2021) ausschlieBlich die Typ I-IFN
Immunantwort von virulenten R. equi zu frilheren Zeitpunkten der Infektion (4 und 8 h p.i.),
allerdings ohne eine Positivkontrolle fiir eine aktivierte Immunantwort wie durch
L. monocytogenes oder eine Negativkontrolle wie hitzegetttete oder avirulente R. equi in ihren
Versuchsaufbau zu integrieren. Bei der Analyse der Gal3-Rekrutierung an RCVs in der Arbeit
von Vail et al. (2021) Ubersteigt die verwendete MOI in den reprasentativen Bildern vielfach
die von den Autoren angegebene MOI von 5, wodurch zu friihen Zeiten der Infektion bereits
viel VapA im Makrophagen vorhanden ist. Dadurch kénnten aufgrund der hohen VapA
Proteinmenge Membranlasionen entstehen und Gal3 an RCVs rekrutiert werden. Au3erdem
beschreiben Vail et al. (2021) nicht genau, wie die Quantifizierung der Kolokalisation zwischen
Gal3, Gal8 oder Gal9 mit R. equi durchgefuhrt wurde und verwenden erneut keine
angebrachten Kontrollen, wodurch die Aussagekraft ihrer Ergebnisse nicht nachvollziehbar ist.
Warum zu einem friheren Zeitpunkt einer R. equi Infektion also mehr Gal3 an RCV-Membran
lokalisiert (Vail et al., 2021) als zu einem spateren Infektionszeitpunkt (Abbildung 14), an dem
durch die héhere Proteinmenge an VapA und die héhere Bakterienzahl auch potentiell mehr

Membranléasionen entstehen konnten, sollte zukinftig naher untersucht werden. Die hier
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vorliegende Arbeit erganzt die Studie von Vail et al. (2021) und hilft bei der Einordnung der
Ergebnisse im Vergleich zu avirulenten R. equi bzw. Membranlasionen-induzierenden L.

monocytogenes (Abbildung 13D).

Vermutlich entstehen L&sionen in RCV-Membranen, die zu einer Gal3-Rekrutierung an die
Vakuolen und zum Kontakt der Bakterien mit dem Makrophagenzytosol fihren (Abbildung 14),
selten und VapA-unabhangig. Vermutlich ist es sogar so, dass R. equi auf eine intakte RCV-
Membran fur eine intrazellulare Vermehrung angewiesen ist. In der Studie von Beuzon et al.
(2002) zeigten die Autoren einen toxischen Effekt von isoliertem Makrophagenzytosol auf
S. enterica. Die Inkubation mit Zytosol aus infizierten Makrophagen fuhrt zu einem Sterben
von S. enterica, wohingegen sich die Bakterien in Zytosol aus uninfizierten Makrophagen stark
vermehren (Beuzén et al.,, 2002). Zuriickzufilhren ist das Sterben auf den zytosolischen
mikrobiziden Faktor Ubiquicidin (Hiemstra et al., 1999), der aus mit IFNy aktivierten
Makrophagen isoliert werden kann und in vitro antimikrobielle Aktivitat gegen S. enterica, E.
coli, S. aureus und L. monocytogenes zeigt (Hiemstra et al., 1999). In einer Zelle ist das Zytosol
durch millimolare Mengen an Glutathion ein stark reduzierendes Milieu (Kosower & Kosower,
1978). Daher ist es nicht verwunderlich, dass R. equi stark in isoliertem Makrophagenzytosol
ohne Glutathion und L-Cystein wachst, wohingegen eine Simulation des reduzierenden Milieus
durch Glutathion und L-Cystein zu einem verringerten Wachstum fuhrt (Abbildung 11). Eine
Zugabe von Glutathion alleine hatte keine Auswirkungen auf das Wachstum von R. equi im
Standard-Wachstumsmedium (Daten nicht gezeigt). Dass sich R. equi dennoch etwas in
reduzierendem Zytosol vermehrt, kbénnte an der Verdiinnung des Zytosols und dadurch auch
der Verdiunnung des zytosolischen mikrobiziden Faktors Ubiquicidin (Hiemstra et al., 1999)
liegen, wodurch dessen Wirkung vermutlich abgeschwacht wird. Zum anderen kdnnte es sein,
dass weniger Ubiquicidin im Zytosol unbehandelter Makrophagen, aus denen fir diesen
Versuch Zytosol isoliert wurde, als im Zytosol IFNy-aktivierter Makrophagen, wie in der Studie

von Beuzén et al., (2002) verwendet wurde, vorliegt.

Um in vivo Bakterien in Kontakt mit Wirtszytosol zu bringen und die Auswirkungen auf das
intrazellulare Wachstum der Bakterien zu untersuchen, werden Bakterien genetisch modifiziert
und mit hlyA ausgestattet, mit Hilfe dessen sie aus ihrem Phagosom ausbrechen kdnnen
(zusammengefasst in Goebel & Kuhn, 2000). Allerdings reagieren Bakterien unterschiedlich
auf den Kontakt mit Wirtszytosol: B. subtilis und nicht-pathogene E. coli, die aufgrund der LLO
Expression dem Phagosom entkommen, kénnen sich im Makrophagenzytosol vermehren,
wohingegen LLO-exprimierende Salmonella dublin dies nicht kénnen (zusammengefasst in
Goebel & Kuhn, 2000). Bei virulenten R. equi fihrt der Kontakt mit dem Makrophagenzytosol
aufgrund LLO-induzierter Locher zum Sterben der Bakterien (Abbildung 13C). Im Verlauf einer

Infektion mit R. equi 103+ (LLO) exprimieren die Bakterien wahrscheinlich kontinuierlich LLO,
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das allerdings lange unter den unvorteilhaften Bedingungen (pH-Wert 7,2) (von Bargen et al.,
2009) bengtigen drfte, um Membranlasionen zu induzieren (Beauregard et al., 1997; Glomski
etal., 2002). Erst zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Infektion, an dem sich RCVs bereits
vollstandig etabliert haben und R. equi sich mehrfach geteilt hat, dirfte ausreichend LLO zur
Membranperforierung vorhanden gewesen sein, wodurch die Bakterien in Kontakt mit
mikrobiziden Faktoren des Zytosols kommen. Abgestorbene R. equi werden nur langsam
abgebaut und sind daher noch fir Stunden mikroskopisch nachweisbar (von Bargen et al.,
2009), was die Unterschiede der beiden Vermehrungsexperimente (robuste Vermehrung
mikroskopisch bestimmt und CFU-Assay) erklaren kann (Abbildung 13A und C).

Angenommen, dass eine intrazellulare Vermehrung von R. equi durch VapA-induzierte
Membranlécher beeintrachtig werden koénnte, fihrt das zu einer potentiellen Bindung zwischen
der ESCRT-Maschinerie und der RCV. Kleine Membranlécher werden tber Tsg101 und Alix,
ESCRT-Ill und Vps4 repariert (Radulovic et al., 2018; Skowyra et al., 2018). Bei einer Deletion
bzw. einem Knockdown von ESCRT-I wiirden beschéadigte Lysosomen uber Lysophagie,
einem speziellen Autophagiemechanismus, von makroautophagischen Membranen
umschlossen und zu intakten Lysosomen transportiert werden (Jia et al., 2020; Papadopoulos
et al., 2020). Untersucht man den Einfluss von ESCRT und Makroautophagie auf die RCV-
Membranintegritat bzw. die intrazellulare Vermehrung, hat ein ESCRT Knockdown (Alix,
Chmp3 oder Vps4) keinen Einfluss auf die IFNB-Freisetzung und somit auf die Integritat der
RCV-Membran (Abbildung 15). Dass sich die IFNB-Konzentrationen durch LLO-induzierte
Membranlécher in den beiden in dieser Arbeit durchgefiihrten ELISAs unterscheiden
(Abbildung 13D und 15), liegt vermutlich im Unterschied der Zelllinien (RAW264.7 vs J774E
Makrophagen) begrindet. RAW264.7 Makrophagen exprimieren im Gegensatz zu J774
Makrophagen kein apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) (Hirano
et al., 2017; Pelegrin et al., 2008). ASC aktiviert das nucleotide-binding domain and leucine-
rich repeat containing receptor protein 3 (NLRP3) und bildet zusammen mit AIM2, NLRP3 und
Pro-Caspase-1 das AIM2 Inflammasom (zusammengefasst in Zito et al., 2020). Kommen
beispielsweise intrazellulare L. monocytogenes in Kontakt mit Wirtszytosol, werden die
Bakterien durch NLRP3 erkannt und es wird anschlielend eine IFNB Immunantwort tber das
AIM2 Inflammasom stimuliert (Kim S, 2010). Somit fallt in RAW264.7 Makrophagen eine IFN-

Immunantwort bei zytosolisch vorliegenden Bakterien schwéacher aus.

Auch ein genereller Einfluss der Makroautophagie auf die intrazellulare Vermehrung von
R. equi kann weitgehend ausgeschlossen werden, da zum einen R. equi sich in ATG5
Knockdown Makrophagen genauso stark vermehrt wie in wildtypischen Makrophagen
(Abbildung 16C). Diesen Makrophagen fehlt somit ein zentrales Protein der Makroautophagie

(zusammengefasst in Ye et al.,, 2018). Zum anderen vermehren sich R. equi auch in
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Makrophagen, in denen Autophagie pharmakologisch durch eine Behandlung mit 3-
Methyladenin (3-MA), einem PI3K Inhibitor, inhibiert ist, stark (von Bargen et al., 2019).

Trotz eines kombinierten ESCRT und ATG5 Knockdowns, also einer Bedingung, bei der
Locher in der RCV-Membran nicht repariert (Skowyra et al., 2018) und anschlie3end das
Kompartiment nicht autophagisch abgebaut werden kann (Koerver et al., 2019), replizierten
R. equi 103+ genauso gut wie bei einem alleinigen ESCRT Knockdown (Abbildung 9 und 16D).
Dass zudem die intrazellulare Vermehrung ESCRT-I unabhéangig ist, belegt, dass ESCRT nicht

Uber Membranreparatur, sondern einen anderen zellularen Prozess auf RCVs wirkt.

Es bleibt dennoch zu bertcksichtigen, dass, obwohl ATG5 ein wichtiges Protein der
Makroautophagie- und somit auch der Lysophagiemaschinerie ist (Jia et al., 2020), auch
ATG5-unabhéangige Formen der Makroautophagie beschrieben wurden (Honda et al., 2020;
Nishida et al., 2009). AufRerdem konnten VapA-induzierte RCV-Membranléasionen auch tber
einen alternativen Reparaturmechanismus behoben werden. Radulovic et al. (2022)
beschreiben einen ER-vermittelten Reparaturprozess beschéadigter Lysosomen, der
vollstandig ESCRT-unabhangig verlauft. Allerdings wird in derselben Studie auch gezeigt,
dass Lysosomen durch freies Cholesterol im Lysosomenlumen ESCRT-unabhéangig vor
Membranschaden geschiutzt werden (Radulovic et al.,, 2022). Daher ist es am
wahrscheinlichsten, dass die hohe Konzentration an freiem Cholesterol in RCVs (Abbildung
24) die Vakuolen vor Membranlasionen schitzt, wodurch die Bedeutung der

Membranaufrechterhaltung losgelést von ESCRT in Zusammenhang gebracht werden kann.

4.4.Urspriinge der IVVs

Eine weitere Mdglichkeit, wie ESCRT die Zusammensetzung der RCV und damit potentiell das
intrazellulare Uberleben von R. equi beeinflussen kénnte, ist tiber die Bildung von IVVs. Wie
in friheren Studien beschrieben (von Bargen et al., 2019), akkumulieren aufgrund fehlender
Degradation Vesikel in den RCVs. Im folgenden Abschnitt werden daher potentielle Urspriinge

dieser IVVs naher diskutiert.

Der erste Typ von IVVs ahnelt den ILVs der endosomalen MVBs. Diese meist perfekt runden
ILVs mit einem Durchmesser von ~50 nm enthalten Membranproteine, die flr den lysosomalen
Abbau bestimmt sind (Stuffers et al., 2009). Die Aufnahme der Membranproteine an den
spaten Endosomen erfolgt Uber den kanonischen ESCRT-Weg, d.h. in Abh&angigkeit von
ESCRT-0, -I, -ll, -lll und Vps4 oder uber aktives Alix, das direkt ESCRT-IIl an die
Endosomenmembran rekrutiert und die Aufnahme von LBPA induziert (Larios et al., 2020;
Vietri et al., 2020). Es kdnnen aber auch ESCRT-I- und ESCRT-II-unabhéngig ILVs gebildet
werden, indem HD-PTP die Bindung zwischen Stam2 (ESCRT-0) und Chmp4b (ESCRT-III)
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vermittelt (Ali et al., 2013). Wie Alix besitzt HD-PTP eine Brol und eine Prolin-reiche Domaéne,
die fir die Interaktion mit ESCRT-0 und ESCRT-III notwendig sind (Ichioka et al., 2007).
HD-PTP wurde wie Alix im Zusammenhang mit der Sortierung von ubiquitiniertem EGFR in
ILVs an spaten Endosomen beschrieben (Ali et al., 2013). Eine andere Art der ILVs,
sogenannte Exosomen, wird ebenfalls an der Endosomenmembran Tsgl01- und
Alix-abhangig gebildet. Exosomen lassen sich kaum von rezeptorenthaltenden oder LBPA-
enthaltenden ILVs unterscheiden, da auch sie runde Vesikel mit einem Durchmesser von
30 nm bis 100 nm darstellen. Normalerweise sind Exosomen fir den Transport aus der Zelle
bestimmt, knnen aber auch zur Degradation in Lysosomen transportiert werden (Y. Zhang et
al., 2019). Es zeigte sich, dass sich im Lumen von RCVs viele unterschiedlich grof3e IVVs
befinden, die dartber hinaus teilweise mit einem monoklonalen LBPA-Antikérper anfarben
(Abbildung 19B) (von Bargen et al., 2019). Dabei gelangt LBPA, das stark in der RCV
akkumuliert, durch kleine LAMP1-positive Vesikel, vermutlich MVBs, zur RCV (Abbildung
19B). Auch wenn ein Alix Knockdown die Zahl an kleinen Vesikeln, d.h. vermutlich ILVs, in der
RCV reduziert (Abbildung 18), hat der Knockdown keinen Einfluss auf das Wachstum von
R. equi in Makrophagen (Abbildung 9). Somit scheint dieser Vesikeltyp keinen Hauptnutzen
fur das intrazellulare R. equi zu besitzen, sondern sammelt sich aufgrund der nicht
funktionellen Degradation (siehe 4.1.) in den Vakuolen an.

IVVs mit einem Durchmesser von ca. 150 nm kénnten beschéadigte Lysosomen sein, die durch
Lysophagie in die RCV gelangt sind (Papadopoulos et al., 2020; Steinman et al., 1976). Dies
wirde auch die Farbung von Vesikel im RCV-Lumen mit dem lysosomalen Markerprotein
LAMP1 erklaren (Maejima et al., 2013; von Bargen et al., 2019). Es erscheint jedoch
unwahrscheinlich, dass diese IVVs durch Lysophagie erworben werden, da LAMP1-positive
Vesikel in der RCV unabhéngig von ATG5 vorhanden sind (Abbildung 19D).

In RCVs akkumuliert Cholesterol (Abbildung 24). Dadurch kénnten Einschlisse in Form von
membrandsen Strukturen gebildet werden (Philips et al., 2008). Es ist jedoch eher
unwahrscheinlich, dass Cholesterol geschlossene Membranen bildet und somit fir die
Vesikelbildung in der RCV verantwortlich ist. Allerdings kann ein gestdrtes Cholesterol-
Trafficking, z.B. durch die Behandlung von Zellen mit U18666A, zur Bildung von Cholesterol-
gefillten multilamellaren Strukturen fuhren (Elgner et al., 2016; Lajoie et al., 2005). Da die
Bildung multilamellarer Strukturen durch Cholesterolakkumulation in Lysosomen induziert
werden kann (Lajoie et al., 2005), sind &hnliche Strukturen in RCVs und VCVs (Abbildung 3,
18, Anhang 4, 7) vermutlich ein Anzeichen fir ein gestértes Cholesterol-Trafficking. Aufgrund
dieser Strukturen konnten die RCVs eher als atypisches LSD-Kompartiment einer NPC-

Erkrankung angesehen werden.

Ein vierter Typ an Vesikel, die vermutlich den geringsten Teil der IVVs ausmachen, ist
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bakteriellen Ursprungs. Es handelt sich dabei um extrazellulare Vesikel, die bei Gram-
positiven Bakterien in der Nahrstoffrekrutierung, Stressantwort, Transport von
Virulenzfaktoren und Invasion der Wirtsimmunantwort involviert sind (Brown et al., 2015).
Ahnlich wie M. tuberculosis produziert auch R. equi proteinenthaltende extrazellulare Vesikel,
durch die eine Immunantwort von Makrophagen Uber den TLR2 induziert wird (Prados-
Rosales et al., 2011; Xu et al., 2022). In vorangegangen Studien tber bakterielle extrazellulare
Vesikel wurden die Vesikel, als auch in der hier vorliegenden Arbeit, anhand ihrer Grof3e
gruppiert (Nagakubo et al., 2021; Xu et al., 2022). R. equi produziert zu gleichen Teilen kleine
(<100 nm) und mittlere (100 - 200 nm) extrazellulare Vesikel und nur circa 5 - 10 % der Vesikel
sind 2 200 nm (Nagakubo et al., 2021; Xu et al., 2022). Dabei hat das Virulenzplasmid keinen
Einfluss auf die Anzahl oder Gré3e der extrazellularen Vesikel (Xu et al., 2022). Somit ist es
nicht verwunderlich, dass selbst bei ein Vps4 Knockdown, der zumal nicht vollstandig ist,
weiterhin IVVs in RCVs vorliegen (Abbildung 14).

Allerdings gibt es noch einen flinften potentiellen Ursprung der IVVs, der bislang in der Literatur
kaum beschrieben worden ist: Mikroautophagie an der Phagolysosomenmembran. Dadurch,
dass eine RCV ein hochdynamisches Kompartiment ist und die Vesikel sehr schnell
abgeschnirt werden, ist es hochst unwahrscheinlich, dass die Vesikelabschnirung
lichtmikroskopisch beobachtet werden kann. Nichtsdestotrotz konnte in dieser Arbeit eine
Vesikelbildung an der RCV durch Lebend-Zell-Mikroskopie zu einem frithen Zeitpunkt in der
Infektion beobachtet werden (Abbildung 20A). Hierfir war der optimale Zeitpunkt 8 h p.i., da
die RCV zu diesem Zeitpunkt (1) bereits mehrere Stunden pH neutral ist (von Bargen et al.,
2011), (2) so Vesikel darin akkumulieren kénnen und (3) die Bakterien anfangen zu replizieren
(von Bargen et al., 2009; Zink et al., 1987). Gleichzeitig sind RCVs zu diesem Zeitpunkt noch
nicht komplett Vesikel-gefillt (Abbildung 20A und B), was die Dynamik und Bewegungsfreiheit
der IVVs sicherlich beglnstigt. Die Bewegung der Vesikel erscheint zudem nicht ungerichtet,
sondern gerichtet stattzufinden. Daher kdnnte es sein, dass ahnlich wie beim Protozonen
Parasit T. gondii, Mikrotubuli in die pathogenenthaltende Vakuole ragen und dort mit internen
Vesikeln interagieren (Walker et al., 2008). Durch die Immunfarbung von Tubulin und
Gegenfarbung mit LAMP1 wurde allerdings keine Mikrotubuli in der RCV gefunden (Abbildung
20B), die eine gerichtete Bewegung der Vesikel entlang dieser erklaren wirde. Méglicherweise
ist die Vesikeldynamik in der RCV durch Fusion- und Fissionsereignisse (Saffi & Botelho,
2019) oder Membrandeformationen durch Zug/Druck von Mikrotubuli bei der
Organellenbewegung (Bonifacino & Neefjes, 2017) zu erklaren. Allerdings mdusste in
zuklnftigen Studien die Ursache der Vesikelbewegung geklart werden. Dass Mikroautophagie
an der RCV Membran stattfindet, wurde weiter durch TEM Aufnahmen belegt, die zum einen
Vesikelausstilpung an der limitierenden Membran, aber auch fingerartige Ausstilpungen ins

Lumen der RCV zeigen. In beiden Fallen scheint das Lumen der Vesikel mit zytosolischen
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Inhalten gefillt zu sein (Abbildung 20C, D, E). Dass Uber fingerartige Ausstilpungen Vesikel
gebildet werden, ist bislang in der Literatur kaum beschrieben. Ein seltenes Beispiel daftr
findet sich in Dictyostelium, in dem 15 min nach U18666A Behandlung, einem Inhibitor von
NPC1, drei unterschiedliche Arten von Vesikelbildung beobachtet wurden, darunter diese
fingerartigen Ausstilpungen (Marchetti et al., 2004).

Auch wenn Vesikelbildungen an der RCV eher selten zu beobachten waren, lasst sich mit Hilfe
der TEM Aufnahmen auch eine quantitative Aussage Uber die IVVs treffen. Durch das
Silencing von vps4a und vps4b wird der wichtigste Proteinkomplex fur eine funktionsféhige
ESCRT-Maschinerie entfernt (Vietri et al., 2020), was bedeutet, dass alle ESCRT-abhéngigen
zellularen Prozesse von einem Vps4 Knockdown beeintrachtigt sind. Wie bereits zuvor
dargelegt wurde (Abschnitt 4.3.), ist durch diesen Knockdown nicht die Membranintegritat der
RCV und somit die geschitzte Replikationsnische von R. equi gefahrdet. Vielmehr wirkt sich
der Knockdown auf alle ESCRT-abhangigen Vesikelbildungen aus. Anders als der Knockdown
von Alix, der die Bildung von endosomalen ILVs (< 80 nm) beeinflusst, reduziert ein Vps4-
Knockdown die Gesamtzahl an IVVs (Abbildung 18). Somit werden durch ESCRT-IIl und Vps4
noch andere Vesikel als ILVs gebildet, die fur die intrazellulare Vermehrung von R. equi
notwendig sind. Auch bei einer fehlenden ESCRT-Maschinerie werden ILVs gebildet, die sich
allerdings aufgrund ihrer unregelmafiigen GrofRe und der verringerten Anzahl von den
typischen ILVs unterscheiden (Stuffers et al., 2009). Nimmt man die Lebend-Zell-Mikroskopie,
die im TEM beobachteten seltenen Vesikelausstilpungen an der limitierenden RCV-Membran
und den Einfluss von Vps4 auf die RCV-enthaltenden Vesikeltypen zusammen, legt das einen
ESCRT-abhangigen Mechanismus der Vesikelbildung an der RCV Membran nahe. Da
Mikroautophagie als lysosomaler Abbauprozess, der zytoplasmatische Fracht direkt an einer
Membran einschlie8t und in das Lumen abschnirt, definiert ist (Li et al., 2012), stellt die
Bildung von Vesikel an der RCV-Membran somit ein seltenes Beispiel fiir Mikroautophagie an

(Phago-)Lysosomen dar.

In einer aktuellen Studie wurde zum ersten Mal ein konservierter ESCRT-vermittelter
Aufnahmeweg lysosomaler Membranproteine beschrieben (W. Zhang et al., 2021). RNF152
und LAPTM4A werden durch Ubiquitinierung fur den lysosomalen Abbau markiert und
ESCRT-I (Tsg101, Alix), ESCRT-IIl und Vps4 abhangig in Vesikel verpackt (W. Zhang et al.,
2021). Weil Vesikel stark mit der Fracht angereichert sind, wirde die Inhibition der
Ubiquitinierung auch die Vesikelbildung verhindern (Frankel & Audhya, 2018). Durch eine
Behandlung von Makrophagen mit dem pharmakologischen Proteasominhibitor MG132, der
aufgrund des inhibierten proteasomalen Abbaus freies Ubiquitin in der Zelle reduziert, wird
neben der verringerten Anzahl an LAMP1-positiven Vesikeln in RCVs auch die Vermehrung

von R. equi verringert (Abbildung 17C, D). Auch R. equi besitzt ein bakterielles Proteasom
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(Tamura et al., 1995), das durch MG132 potentiell inhibiert werden koénnte. Dass die
pharmakologische Substanz allerdings direkt das Wachstum von R. equi beeinflusst, kann
ausgeschlossen werden (Abbildung 17A). Beides, die verringerte Vermehrung von R. equi bei
einem Hgs-Knockdown (Abbildung 9) und bei MG132 Behandlung (Abbildung 17C), legt nahe,
dass bestimmte Membranproteine der RCV fir die Aufnahme ins Phagolysosom ubiquitiniert
werden und die mikroautophagisch gebildeten Vesikel die Vermehrung virulenter R. equi
beeinflussen. Auch wenn MG132 die Zahl der IVVs gemessen an der LAMP1-Féarbung in der
RCV verringerte (Abbildung 17D), kann bislang nicht sicher gesagt werden, dass LAMP1 das
direkte Substrat der Ubiquitinierung ist und tber Mikroautophagie aufgenommen wird. LAMP1
wurde in der Studie Uber Lysosomen-assoziierte Mikroautophagie von Zhang et al. (2021)
nicht untersucht, weil nur Membranproteine, die im Lysosom schnell degradiert werden, naher
analysiert wurden, zu denen LAMP1 allerdings nicht zahlt (W. Zhang et al.,, 2021).
Nichtsdestotrotz bleibt die LAMP1-Farbung der IVVs der bislang beste Marker fur die hier
beschriebene Mikroautophagie an RCV-Membranen.

Um zukinftig LAMP1-Vesikel und weitere Proteine (Chmp3, Vps4, etc.) in RCVs besser
identifizieren zu kdnnen, kdnnte ein neuer mikroskopischer Ansatz verwendet werden: die
korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (correlative light and electron microscopy,
CLEM). CLEM beinhaltet multiple Aufnahmetechniken, die kombiniert werden, um
fluoreszenzmarkierte Molekdile in ihrer ultrastrukturellen Umgebung zu erfassen (Kommnick et
al., 2019; Loginov et al., 2022). Somit bietet diese Mikroskopietechnik fiir die Analyse aller

intrazellularer Pathogene einen hohen Mehrwert.

4.5.R. equi verwendet IVVs als bevorzugte Nahrung

Die Fahigkeit von Makrophagen ESCRT-abhéngig Vesikel zu bilden, korrelierte mit der
intrazellularen Vermehrung von R. equi (Abschnitt 4.4.). Bereits Zink et al. (1987)
beobachteten in RCVs Vesikel und Mikrovillistrukturen, die die Autoren in Zusammenhang mit
der Aufnahme von zytosolischen Faktoren fur die intrazellulare Vermehrung von R. equi
brachten. Auch das intrazellulare Pathogen T. gondii verwendet die Wirts-ESCRT-
Maschinerie, um Vesikel an der Pathogen-enthaltenden Vakuole zu bilden, Uber die
zytosolische Proteine fliir die Aminosaureherstellung aufgenommen werden (Rivera-Cuevas et
al., 2021; Y. Wang et al., 2020). Um den Einfluss der Vesikelbildung auf die Vermehrung von
R. equi zu untersuchen, wurde eine kationische Aminosteroid-Substanz verwendet, die das
lysosomale Protein NPC1 inhibiert und so den Ubertritt von lysosomalem Cholesterol ins ER
und Richtung Plasmamembran blockiert (F. Lu et al., 2015). Die Behandlung mit U18666A
fuhrt zur Akkumulation von Cholesterol in den Lysosomen und inhibiert tGber die folgende

Cholesterolverarmung des Rests der Zelle die Bildung von ILVs an MVBs (Sahu et al., 2011).
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Tatsachlich korrelierte die U18666A-induzierte Verringerung an 1VVs und somit die LAMP1-
Farbung von Vesikel im RCV-Lumen mit gehemmtem bakteriellem Wachstum (Abbildung 21,
22B und C). Dennoch enthalt die RCV in U18666A-behandelten Makrophagen noch wenige
Vesikel (Abbildung 21D), was vermutlich in den zuvor erwdhnten extrazellularen Vesikeln von
R. equi begrindet liegt (Abschnitt 4.4.). Da R. equi auf die Metabolisierung von Lipiden und
organischen Sauren (z.B. Acetat, Laktat und Palmitat) spezialisiert ist (Letek et al., 2010),
fehlen dem Pathogen vermutlich wichtige Nahrstoffe, wenn keine 1VVs vorhanden sind. Somit
ist es nicht verwunderlich, dass der Wachstumsdefekt der avirulenten R. equi in VCVs durch
Zugabe von Acetat, Laktat oder Palmitat als zusatzliche Kohlenstoffquelle teilweise
wiederhergestellt werden konnte (Abbildung 22B und D). Aber auch R. equi 103+ vermehrte
sich durch die Zugabe einer externen Kohlenstoffquelle signifikant besser (Abbildung 27).
Zusammen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass ein Effekt oder womdglich der
Haupteffekt von U18666A der Entzug von Nahrstoffen fir die intrazellularen Bakterien ist.
Obwohl U18666A in der Literatur als Hemmstoff von ILV Biogenese an MVBs beschrieben
wird (Elgner et al., 2016), konnte die Substanz auch UUber das gestorte
Cholesterolgleichgewicht in Membranen die Abschniirungs- und Fusionsereignisse der RCV-
Membran beeinflussen und so Mikroautophagie an Phagolysosomen inhibieren (Lange et al.,
1998; Yang et al., 2016). Es ist wichtig hier zu berucksichtigen, dass die pH-Wert senkende
Eigenschaft von U18666A (Appelqvist et al., 2011) der Grund fur den Vermehrungsdefekt in
RCVs sein kdonnte. Dem steht allerdings entgegen, dass nach U18666A-Behandlung der
Makrophagen RCVs nicht haufiger mit LT kolokalisieren (Abbildung 22G) und daher einen
pH-Wert > 6,0 besitzen (von Bargen et al., 2009).

Uberraschend war, dass auch ohne U18666A-Behandlung Cholesterol in der RCV
akkumulierte (Abbildung 24). Eine Anreicherung von Cholesterol wurde bislang haufig in
Kombination mit lysosomalen Speicherkrankheiten wie der Niemann-Pick Typ C-Krankheit
beschrieben, bei der Mutationen in NPC1 oder NPC2 dazu fuhren, dass Cholesterol nicht aus
Lysosomen transportiert werden kann (Rosenbaum & Maxfield, 2012). Ein saurer pH-Wert
erleichtert die Cholesterolbindung an NPC2 und die NPC1-NPC2-Interaktion (Friedland et al.,
2003; Infante et al., 2008), sowie den Transfer von der NPC1 N-terminalen Domane durch den
Tunnel des Transmembranproteins, wodurch Cholesterol aus dem Lysosom transportiert wird
(Qian et al.,, 2020). Davis et al. (2021) zeigten, dass ein NPC1-Defekt mit einem
Proteolysedefekt der Lysosomen einhergeht. Dieser Proteolysedefekt ist nicht auf einen
neutralen pH-Wert der Lysosomen zuriickzufiihren, da NPC1-defiziente Lysosomen durch die
sich auf der limitierenden Membran befindende v-ATPase azide sind (Elrick et al., 2012). Im
Einklang mit einer eingeschrankten proteolytischen Aktivitdt der NPC1-defizienten Lysosomen
sind einige luminale Hydrolasen wie Cathepsin Z verringert (Davis et al., 2021). Zudem ist

weniger lysosomal acidic lipase (LIPA), welche aus LDL-freigesetztes Cholesterol
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deesterifiziert oder B-Galaktosylceramidase (GALC), die fur den Abbau von Glykanen und
Sphingoglykanen verantwortlich ist, in NPC1-defizienten Lysosomen vorhanden (Davis et al.,
2021). Neben dem Einfluss auf die Proteolysekapazitat besitzen die beiden abundanten
Cathepsine B und L womdoglich eine wichtige Rolle im Cholesterol-Trafficking, da eine
Inhibition der beiden Cathepsine zur Akkumulation von NPC1 in Lysosomen fihrt (Cermak et
al., 2016).

Ein Blick in die Proteomanalyse verradt, dass die Proteinkonzentrationen an NPC1 um die
Halfte und NPC2 um den Faktor 20 durch eine rVapA Behandlung an Phagolysosomen (VCVs)
reduziert werden (Abbildung 6). Zusatzlich kénnte aufgrund der Erh6hung des pH-Werts von
VCVs bzw. RCVs durch (r)VapA (von Bargen et al., 2011, 2019) der Transfer des Cholesterols
von NPC2 zu NPC1 in diesen Kompartimenten erschwert werden (Friedland et al., 2003;
Infante et al., 2008), wodurch es zur Akkumulation von Cholesterol kommen koénnte.
AuBerdem sind in VCVs, ahnlich zu NPC1-defizienten Lysosomen, die Proteinmengen an
Cathepsinen (Abbildung 5), LIPA (Daten nicht gezeigt) und GALC (Daten nicht gezeigt) stark
verringert. Die stark verringerten Proteinmengen an Cathepsin B und L (Abbildung 5) fiihren
vermutlich zur Akkumulation von NPC1 (Cermak et al., 2016) in VCVs bzw. RCVs. Das hétte
zur Folge, dass weniger NPC1 auf der limitierenden RCV/VCV-Membran vorhanden wére, um
Cholesterol aus diesen Kompartimenten zu transportieren. Erste Analysen der NPC1-
Lokalisierung in R. equi infizierten Makrophagen zeigten, dass das Transmembranprotein
tatséchlich in RCVs lokalisiert (unverdéffentlichte Daten, AG Haas). Somit ist die Akkumulation
von unverestertem Cholesterol in RCVs/VCVs vermutlich auf die verringerte
Proteolysekapazitat und einen annahernd neutralen/deutlich erhéhten pH-Wert der
Kompartimente zurlickzufiihren. Dadurch kann eine RCV als ein atypisches Phagolysosom

mit Charakteristika einer NPC-Krankheit bezeichnet werden.

Verglich man die Akkumulation des freien Cholesterols in mit UL8666A induzierten Vakuolen
mit der von RCVs, war kein Unterschied in der Intensitat zu erkennen (Abbildung 24). Dass
virulente R. equi das in RCVs enthaltende Cholesterol in gro3erem Mal3stab verwenden, wenn
keine anderen Nahrstoffe durch IVVs zur Verfligung stehen, war verwunderlich. Man hatte
erwartet, dass beides, IVVs und Cholesterol, gleichermal3en zur intrazellularen Vermehrung
von R. equi beitragt. Um indirekte Effekte durch die Cholesterol-ahnliche Struktur von
U18666A weitgehend auszuschlie3en, wurde parallel Imipramin eingesetzt. Imipramin ist eine
pharmakologische Substanz, die in der Depressionstherapie verwendet wird und sich
strukturell grundlegend von U18666A unterscheidet (Lange et al., 1997). Imipramin wirkt durch
direkte NPC1-Inhibierung oder Inhibierung des Cholesterolstoffwechselwegs (Lange et al.,
2000). Als auch U18666A verursacht Imipramin in Kombination mit VapA die Bildung eines

grolRen, fast IVV-armen (Daten nicht gezeigt) und vermutlich mit Cholesterol angereicherten
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Kompartiments. Da sowohl U18666A als auch Imipramin das Wachstum intrazellularer R. equi
gleich stark verringern (Abbildung 22B und E), kann man auf einen generellen Zusammenhang
zwischen internen Vesikeln und Cholesterol in den RCVs schlie3en. Dass sich die
Akkumulation von freiem Cholesterol in einer Pathogenvakuole auf das intrazellulare
Uberleben von Bakterien auswirken kann, ist anhand von C. burnetii untersucht (Howe &
Heinzen, 2006). Howe und Heinzen (2006) zeigten, dass eine Imipramin-induzierte
Cholesterolakkumulierung in CCVs das Pathogenwachstum hemmt (Howe & Heinzen, 2006).
AulRRerdem kann C. burnetii Cholesterol im Gegensatz zu R. equi oder M. tuberculosis nicht
metabolisieren (Clemente et al., 2022; Letek et al., 2010; van der Geize et al., 2007). Somit
unterscheidet sich C. burnetii von R. equi nicht nur der Pathogen-enthaltenden Vakuole oder
in der Rolle von ESCRT bei der Etablierung der Vakuole, sondern auch in der Reaktion des
Bakteriums auf die Anreicherung von freiem Cholesterol in der Vakuole (zusammengefasst in
Tabelle 9).

Kombiniert man folgende Beobachtungen, (1) R. equi 103+ vermehrt sich bei vielen IVVs und
Cholesterol in der RCV stark, (2) fehlen IVVs, ist die intrazellulare Vermehrung von 103+
reduziert und (3) fehlen IVVs, d.h. Cholesterol ist die einzige Kohlenstoffquelle in der RCV,
nimmt der Cholesterolgehalt in der RCV ab, dann sprechen diese dafir, dass virulente R. equi
bevorzugt IVVs metabolisieren, aber ihren Metabolismus auf Cholesterol umstellen kénnen.
Avirulente R. equi replizieren hingegen nur intrazellular, wenn IVVs vorhanden sind oder

extern Kohlenstoffquellen zugefittert werden.

Vergleicht man zudem die TEM-Aufnahmen von RCVs und VCVs (Abbildung 3, 18) fallt auf,
dass sich die Vakuolen trotz ihrer groRen Ahnlichkeit doch etwas in ihrer IVV-
Zusammensetzung unterscheiden. VCVs beinhalten mehr und vor allem gréRere Vesikel
(Abbildung 3). Dass die Vesikel in den RCVs vermeintlich reduziert vorliegen (Abbildung 18)
unterstreicht die These, dass R. equi Vesikel als Nahrstoffquelle verwendet. Ob R. equi einen
bestimmten Vesikeltyp bevorzugt oder welche Fracht die Vesikel enthalten, sollte in

zuklnftigen Arbeiten naher analysiert werden.

4.6.Der intrazellulare Cholesterolmetabolismus von R. equi ist abhangig vom
Virulenzplasmid (von virR und virS)

Das unterschiedliche Wachstumsverhalten von virulenten und avirulenten R. equi liegt
anscheinend im Metabolismus von unverestertem Cholesterol in RCVs begriindet. Der erste
Schritt der bakteriellen Cholesterolverwertung ist die Oxidation zu Cholst-4-en-3-on, die durch
die Cholesteroloxidase katalysiert wird. R. equi besitzt drei chromosomal codierte
Cholesteroloxidasen von denen die extrazellulare Cholesteroloxidase E (ChoE) die
Hauptoxidase ist (Letek et al., 2010; Navas et al., 2001; Pei et al., 2006). Ahnlich wie bei
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M. tuberculosis oder M. avium wurde anfanglich angenommen, dass ChoE wichtige
Funktionen fir die Membrandegradation und somit fir die Erndhrung des Bakteriums im
Makrophagen besitzt (Graham & Clark-Curtiss, 1999; Pei et al., 2006; Zu Bentrup et al., 1999).
Zudem flhrt eine Mutation in choE zum Verlust der Hamolyseaktivitdt von R. equi mit
Sphingomyelinase-produzierenden Bakterien, wie S. aureus (CAMP-Assay), was die
membranabbauenden Eigenschaften der Oxidase weiter unterstreicht (Navas et al., 2001).
Allerdings ist ChoE fir die Virulenz von R. equi in unbehandelten Makrophagen unbedeutend
(Pei et al., 2006). Unter der Hypothese, dass die intrazellulare Vermehrung von R. equi primér
von den IVVs abhangt, kdnnte das bedeuten, dass ChoE keine Funktion in der IVV-Verwertung
besitzt. Somit konnte ChoE fiur die intrazellulare Vermehrung von R. equi benétigt werden,
wenn dem Bakterium ausschlie3lich Cholesterol als Kohlenstoffquelle zur Verfigung stiinde.
Allerdings zeigte sich, dass das Wachstum von R. equi sowohl in vitro (Abbildung 26A) als
auch in vivo (Abbildung 26B) ChoE-unabhéngig war. Eine mdgliche Erklarung kénnte sein,
dass der initiale Schritt in der Cholesterolverwertung, in dem ChoE beteiligt ist, von einer der
anderen beiden Cholesteroloxidasen, die chromosomal codiert sind (Letek et al., 2010),

substituiert werden kann.

Das Bakterium Rhodococcus jostii, ein naher genetischer Verwandter von R. equi, besitzt ein
Gen-Cluster, das fur den Cholesterol-Abbau und die Cholesterol-Aufnahme verantwortlich ist:
das mce4-Operon (McLeod et al., 2006; van der Geize et al., 2007). Das mce-Cluster besitzt
hohe Ahnlichkeit mit den mce-Genen von M. tuberculosis (van der Geize et al., 2007), die
wichtige Virulenzfaktoren dieses Bakteriums sind (Cole et al., 1998; Rengarajan et al., 2005).
Ein Teil des mce4-Operons sind supAB, die translatiert zur Permease-Untereinheit des
Cholesterol-Aufnahmesystems gehéren (van der Geize et al., 2007). Fir das in vitro
Wachstum in Cholesterol-haltigem Medium sind sowohl fiir R. jostii als auch fir M. tuberculosis
die Gene mcedabcdef und supAB essentiell (Pandey & Sassetti, 2008; van der Geize et al.,
2007). Die Anwesenheit von Cholesterol als einzige Kohlenstoffquelle im Kulturmedium flhrt
bei M. tuberculosis allerdings nicht dazu, dass die Expression von SupAB und Mce4A-4F
hochreguliert wird (Pawetczyk et al., 2021). Allerdings sind das Wachstum und die
Cholesterolaufnahme von M. tuberculosis durch Deletionen von mcedabcdef oder supAB
signifikant beeintrachtigt (Pawetczyk et al., 2021). Daher postulierten Pawetczyk et al. (2021),
dass neben SupAB als Haupttransporter fur Cholesterol, ein weiteres weniger effizientes

System fiur die Aufnahme von Sterolen vorhanden sein musse.

Van der Geize et al. (2008) identifizierte supAB und mce4 auch im Genom von R. equi und
zeigte, dass eine Deletion von supAB zu keinem Bakterienwachstum in Cholesterol-haltigem
Wachstumsmedium bei 30 °C fuhrte. Daher wére zu erwarten gewesen, dass sich virulente

R. equi AsupAB nicht intrazellular vermehren, wenn ausschlieBlich Cholesterol als
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Kohlenstoffquelle in RCVs vorhanden ist. Allerdings vermehren sich virulente R. equi AsupAB
intrazellular geringfligig, wenn in den RCVs ausschlief3lich Cholesterol und wenige IVVs als
potentielle N&hrstoffquelle vorliegen, das aber schlechter, als der wildtypische Stamm
(Abbildung 26B). Da die Zugabe von Laktat die Vermehrung von R. equi RE1 AsupAB erhoht
(Abbildung 26), lasst das auf einen Nahrstoffmangel der Bakterien in RCVs schlieRen. Eine
mogliche Erklarung fur das unterschiedliche Wachstum von R. equi RE1 AsupAB in vitro (van
der Geize et al., 2008) und in vivo (Abbildung 26B) kénnte die unterschiedliche Temperatur
(30 °C in vitro versus 37 °C in vivo) sein. Bei der Durchfiihrung des gleichen in vitro
Wachstumsexperiments nach van der Geize et al. (2008), nur eben bei 37 °C, konnte gezeigt
werden, dass R. equi RE1 AsupAB geringfugig in Medium mit Cholesterol als einziger
Kohlenstoffquelle wuchs (Abbildung 26A). Dieser Effekt kénnte durch ein weniger effizientes
System fir die Aufnahme von Sterolen, wie Pawelczyk et al. (2021) es fir M. tuberculosis
postulieren, hervorgerufen werden. Zudem misste dieses System temperaturabhanig reguliert
werden. In R. equi sind VirR und VirS als temperatur- und pH-abhangiger
Transkriptionsregulator und Antwort-Regulator eines Zwei-Komponenten-Systems bekannt
(Coulson et al., 2015; Russell et al., 2004). Das wirde auch erklaren, weshalb sich plasmidlose
R. equi in U18666A-behandelten Makrophagen nicht vermehren (Abbildung 22B). Dass die
intrazellulare Vermehrung in cholesterolreichen und IVV-armen Vakuolen tatsachlich durch die
plasmidcodierten Faktoren VirR oder VirS reguliert wird, zeigt die Vermehrung von avirulenten
R. equi, die zusatzlich VirR und VirS exprimieren, in U18666A-behandelten Makrophagen
(Abbildung 25). Da anscheinend ein potentielles Sterolaufnahmesystem temperaturabh&ngig
(VirR-abhangig) reguliert wird, ware es interessant zu sehen, wie sich R. equi RE1 AsupAB in
einem Vermehrungsexperiment bei 30 °C, wie in Haubenthal et al. (2023) beschrieben,

verhalten wirde.

Zusammen sind VirR und VirS fir die Regulation von 18 % der chromosomalen Gene
verantwortlich (Coulson et al.,, 2015). Betrachtet man die von Coulson et al. (2015)
identifizierten Gene, die VirR und VirS-abhangig reguliert werden, findet man weder supA
(REQ_07430), supB (REQ_07440), mceda (REQ_36780), mcedb (REQ_36770), mcedc
(REQ_36760), mcedd (REQ_36750), mcede (REQ_36740), mce4f (REQ_36730) noch
fadE30 (REQ_07030) (van der Geize et al., 2011). Da Coulson et al. (2015) ihre Transkriptom-
Analyse von R. equi aus BHI-Schiittelkulturen generiert haben, kénnte es sein, dass sich das

Transkriptom von aus Makrophagen isolierten R. equi deutlich unterscheidet.

Welche Folgen kénnte nun ein nicht funktioneller Cholestorlmetabolismus flr intrazellulare
R. equi haben? Propionyl-CoA ist ein Hauptmetabolit, der wahrend des Cholesterolabbaus
freigesetzt wird und zudem kritisch fir den M. tuberculosis Metabolismus ist (Savvi et al.,
2008). Propionly-CoA wird im Methylcitratzyklus (MCC), im Methylmalonylweg (MMP) und bei
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der biosynthetischen Herstellung von methylkettigen Polyketidlipiden metabolisiert (Wilburn et
al., 2018). Der Vorlaufermetabolit, welcher im nachsten Schritt des Cholesterolabbaus zu
Propionyl-CoA umgewandelt wird, entsteht durch das Enzym FadE30 (Wilburn et al., 2018).
Von FadE30, aber auch von anderen Enzymen des Cholesterolabbaus, existieren in anderen
Actinomyceten neben M. tuberculosis Homologe, unter anderem auch in R. equi (van der
Geize et al., 2011; Wilburn et al., 2018). Eine Deletion von fade30 hat zur Folge, dass sich
5‘0OH-HIP-CoA ansammelt, kein Propionyl-CoA entsteht und so die die intrazellulare
Vermehrung von R. equi um den Faktor 1000 reduziert wird (van der Geize et al., 2011). Die
gleiche verringerte Vermehrung beschreibt van der Geize et al. (2011) bei ipdAB Deletionen.
IpdAB katalysieren die Umwandlung von HIP in 5'OH-HIP-CoA, die somit einen Schritt vor
FadE30 im Abbauweg von Cholesterol wirken (van der Geize et al., 2011). Kann diese
Umwandlung nicht mehr stattfinden, fihrt das zu einer Vergiftung des Bakteriums an den
Intermediaten, wie bei M. tuberculosis, M. smegmatis und R. jostii gezeigt wurde (Crowe et al.,
2017). Darauf ist auch der beobachtete Vermehrungsdefekt von R. equi durch FadE30 und
IpdAB in der Studie von van der Geize et al. (2011) zurickzufihren. Obwohl in dieser Studie
eine humane histiozytische Lymphom Zelllinie (U-937) verwendet wurde, in der sich R. equi
ohnehin kaum vermebhrte, ist eine ipdAB Mutante in vivo (in Pferdefohlen) attenuiert (van der
Geize et al., 2011), was die Bedeutung dieser Gene fiur die Pathogenese von R. equi klar
unterstreicht. Zusammenfassend kénnte das bedeuten, dass die chromosomalen Gene supAB
und potentiell auch ipdAB und fade30 den intrazellularen Cholesterolmetabolismus

beeinflussen.

Um in zukinftigen Experimenten eine Aussage Uber einen funktionierenden
Cholesterolmetabolismus und die Vitalitat intrazellularer R. equi treffen zu kénnen, kénnte die
Bildung von Lipidkérperchen in den Bakterien herangezogen werden. Fir einen quantitativen
Ansatz eignet sich die von Nazarova et al. (2019) beschriebene Methode. Mit Hilfe eines
fluoreszenten Palmitats (Bodipy Palmitat) wird bei intrazellularen M. tuberculosis die
Aufnahme von Fettsauren mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Nazarova et al., 2019). In
dieser Arbeit wurde mit R. equi bereits etwas Vergleichbares durchgefiihrt (Abbildung 23C).
Auch zu einem spéaten Zeitpunkt der Infektion wird fluoreszentes Bodipy Palmitat phagozytiert
und lokalisierte nach 3 h Inkubation in virulenten R. equi (Abbildung 23C). Mit Hilfe dieses
Ansatzes und ggf. mit Fluorochrom-markiertem Cholesterol kdnnte zukuinftig der intrazelluléare
Cholesterolmetabolismus von R. equi weiter erforscht werden. Aber auch Uber TEM koénnte
zukunftig anhand der Anzahl an Lipidkérperchen in den Bakterien die Vitalitéat dieser bestimmt
werden. Beispielsweise enthalten virulente R. equi in U18666A-behandelten Makrophagen,
also einer cholesterolreichen und IVV-armen Umgebung, viele Lipidkdrperchen, wohingegen

avirulente R. equi keine bzw. wenige besitzen (Abbildung 21).
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4.7.Die Wachstumstemperatur von R. equi beeinflusst die anschliel3ende
Makrophageninfektion

Virulente R. equi exprimieren kein VapA, wenn sie bei 30 °C in BHI Medium wachsen,
allerdings jedoch bei 37 °C (G. A. Byrne et al., 2007). Interessanterweise ist die Vermehrung
von R. equi in Makrophagen unabhangig von der Temperatur, bei der die Bakterien
herangezogen werden (Haubenthal et al., 2023). Der einzige Unterschied besteht in der
Kinetik der pH-Neutralisierung des Phagosoms. R. equi, die bei 37 °C gewachsen sind,
erhdéhen den pH der Phagosomen innerhalb weniger Minuten nach Infektion, wobei nach einer
Stunde nur circa 20 % der R. equi-enthaltenden Phagosomen LT positiv sind (Haubenthal et
al., 2023). Dadurch wird der starke pH-neutralisierende Effekt von VapA im frihen Stadium
der Phagosomenreifung unterstrichen. Im Gegensatz dazu neutralisierten virulente R. equi,
die beim Infektionsstart kein VapA besalen, allmahlich nach 4 h, deutlicher erst 5 h bis 6 h
den pH-Wert der Phagosomen (Abbildung 28A und B). Der Anstieg des phagosomalen pH-
Werts korrelierte mit der VapA Expression der Bakterien, die ebenfalls 4 h bis 5 h nach
Infektionsbeginn VapA auf der Bakterienoberflache trugen (Abbildung 28C). Diese Ergebnisse
stehen auch im Einklang mit der Expressionskinetik von VapA. Werden R. equi, die bei 30 °C
in BHI angezogen wurden, auf 37 °C gebracht, bendétigen die Bakterien ebenfalls 4 h bis VapA
biochemisch nachweisbar ist (von Bargen, 2010). Plasmidlose R. equi kdnnen den harschen
Bedingungen im Phagolysosom fiir einige Stunden widerstehen und sind nach 7 h noch in der
Lage durch rVapA intrazellular zu replizieren (Haubenthal et al., 2023). Somit tberleben die
Bakterien einige Stunden im sauren Milieu, bis VapA aufgrund der Temperatur und des pH-

Werts exprimiert wird.

Die meisten R. equi-Impfstudien haben VapA-abgeleitete Antigene wie vapA DNA, gereinigtes
VapA, Teile von VapA oder VapA-angereicherte Bakterienextrakte verwendet (Giles et al.,
2015). Um den Impfschutz von Tieren zu testen, werden diese meist mit 37 °C
herangezogenen R. equi infiziert (Dawson et al., 2011). Dies hat zur Folge, dass die Bakterien
bereits reichliche VapA auf der Bakterienoberflache tragen (Takai et al., 1992). Durch die
Impfung wird R. equi Uber Antikorper erkannt, opsoniert und der intrazellulare Abbau
begulnstigt (Dawson et al., 2011; Sanz et al., 2014). Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse
ist es unwahrscheinlich, dass virulente R. equi, die in staubigen Bdden leben, bereits VapA
besitzen, wenn sie von Fohlen inhaliert werden (Haubenthal et al. 2023). Ob auch aktuelle
Impfstoffe in der Lage waren, VapA-lose virulente R. equi bei einer Infektion zu erkennen und
effizient zu eliminieren, bleibt fraglich (Haubenthal et al. 2023). Bei zukinftigen
Impfstoffentwicklungen sollte daher stets berticksichtigt werden, dass hdchstwahrscheinlich

virulente R. equi bei einer Infektion des Wirts kein VapA auf der Bakterienoberflache tragen
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(Haubenthal et al. 2023).

103+ 103+ 103-
30°C 37°C 37°C

Zeit nach Aufnahme

2 min

15 min

60 min

4h

6 h

24 h

intrazellular
extrazellular

© d v-ATPase-tragende Vesikel
@ o3 # V-ATPase

pH 5,1 2o VapA

Abbildung 31: Abhéngigkeit der Wachstumstemperatur von R. equi auf die folgende
Makrophageninfektion. Infizieren avirulente R. equi, die bei 30/37 °C in BHI Medium angezogen
wurden, Makrophagen, akquirieren die Phagosomen schnell die v-ATPase durch Fusion mit
unbekannten Vesikeln. Die v-ATPase sdauert die Phagosomen vermutlich vor der Fusion mit
Lysosomen an (von Bargen et al., 2019). Durch die Fusion mit Lysosomen bilden sich saure
Phagolysosomen. Diese enthalten viele hydrolytische Enzyme, die fir das Abtéten und den
Verdau der Bakterien verantwortlich sind. Werden virulente R. equi bei 37 °C vorinkubiert, tragen
diese bereits VapA auf der Bakterienoberflache, wenn sie von Makrophagen phagozytiert
werden. Die Fusion mit v-ATPase-positiven Vesikeln ist redeziert und VapA verteilt sich
ausgehend vom Phagosom durch das endozytische System. Allerdings ist diese Reduzierung
nicht relevant fir den Ausgang der Infektion. VapA neutralisiert den pH der Phagosomen und
Lysosomen, indem es die Membran fiir Protonen permeabilisiert. So vermehren sich die
Bakterien intrazellular, obwohl sie sich in einem modifizierten Phagolysosom befinden. Alternativ,
wenn R. equi bei 30 °C in BHI herangezogen werden, besitzen die Bakterien kein VapA auf ihrer
Oberflache, das Phagosom akquiriert die v-ATPase vollstdndig und die Bakterien landen in einem
Phagolysosom, das sauer und voller hydrolytischer Enzyme ist. Unter diesen Bedingungen wird
die VapA Expression stark induziert. VapA neutralisiert den pH der Phagosomen und verwendet
den lysosomalen Inhalt als Nahrstoffe fur die Vermehrung. Sobald der phagosomale pH nahezu
neutral ist, wird die VapA Expression stark reduziert. Adaptiert aus Haubenthal et al., 2023.
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4.8.Das Bakterium R. defluvii ist potentiell pathogen

Obwohl rVapA im Wachstumsmedium von Makrophagen intrazellulare Vermehrung von
plasmidlosen R. equi untersttitzt, profitieren andere Rhodokokken wie R. pyridinivorans oder
R. coprophilus sowie andere apathogene Bakterien wie Bacillus subtilis oder E. coli nicht von
rvVapA und replizieren daher nicht in Makrophagen (Haubenthal et al.,, 2023). Selbst
R. rhodochrous oder R. erythropolis, die sporadisch mit humanen Krankheiten assoziiert sind,
replizieren nicht intrazellular durch rVapA (Haubenthal et al., 2023). In Einklang mit Wright et
al. (2018) und Sangkanjanavanich et al. (2017) zeigt sich, dass die Ansauerungshemmung
und die Etablierung einer groRen Vakuole nicht ausreichend sind, um das Phagosom der
Makrophagen zur einer Replikationsnische fur Bakterien umzubauen (Haubenthal et al., 2023).
Da R. defluvii nicht bei 37 °C wuchs (Abbildung 29A), wurde er in dem oben genannten
Vermehrungsassay nicht bertcksichtigt (Haubenthal et al., 2023). Zum ersten Mal wurde
R. defluvii im Abwasser eines Bioreaktors identifiziert (Kampfer et al., 2014). Das Bakterium
ist der nachste Verwandte zu R. equi, da ihre Genome 83 % durchschnittliche
Nukleotididentitat teilen (Anastasi et al., 2016). Im Vergleich liegt dieser Wert zwischen
verschiedenen R. equi Stammen bei ~99 % (Anastasi et al., 2016). Fir R. defluvii sind bislang
keine vap Gene und auch kein extrachromosomales Plasmid beschrieben. Die daraus
resultierenden Probleme, (1) kein Wachstum bei 37 °C und (2) keine Virulenzgene, wurden in
einem speziellen experimentellen Aufbau durch die Kultivierung der infizierten Makrophagen
bei 30 °C und durch rVapA im Kulturmedium umgangen (Abbildung 29B und C). Dadurch
konnte das intrazellulare Wachstumsverhalten von R. defluvii untersucht werden. Bei diesen
veranderten Temperaturen (30 °C) waren die Makrophagen vollstdndig in der Lage, eine
Infektion mit plasmidlosen R. equi zu kontrollieren (Abbildung 29B). Dass avirulente R. equi
durch rVapA auch bei 30 °C intrazellular replizierten, legt einen grundlegenden

Virulenzmechanismus nahe (Haubenthal et al., 2023).

Dieses Infektionsexperiment ist nach aktuellem Wissensstand das erste, das die intrazellulare
Vermehrung von R. equi bei nicht-vapA-exprimierenden Bedingungen untersucht (Haubenthal
et al., 2023). Dass R. equi 103+ bei 30 °C geringe Mengen an VapA exprimierten, die fir die
Etablierung einer charakteristischen RCV und fur die Vermehrung der Bakterien ausreichten
(Abbildung 29B), war mehrfach Uberraschend. Da bei dieser Temperatur vapA nicht in
Flussigkulturen mit Wachstumsmedium exprimiert wird (B. A. Byrne et al., 2001; G. A. Byrne
et al., 2007; Giguere et al., 1999; Kakuda et al., 2015), ware keine intrazellulare Vermehrung
der Bakterien zu erwarten gewesen. Auch wenn erst kirzlich durch unsere Arbeitsgruppe
publiziert wurde, dass in Plastikréhrchen die vapA Expression bei 30 °C induziert werden kann
(Hansen et al., 2022), ist dieser Vergleich vermutlich weit gegriffen. Dass eine geringe VapA
Proteinmenge fur die intrazellulare Vermehrung bei 30 °C ausreicht (Abbildung 29D),

wohingegen ein ahnliches Proteinlevel bei 37 °C nicht ausreicht, war verwunderlich (von
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Bargen et al., 2009). Mithilfe von LT wurde hier gezeigt, dass virulente R. equi bei 30 °C
ausreichend VapA exprimieren, um den phagolysosomalen pH-Wert zu neutralisieren,
wohingegen 103- in azide Phagolysosomen der Makrophagen transportiert werden
(Abbildung 29E). Vermutlich ist fur die pH-Neutralisierung nur das VapA auf der
Bakterienoberflache und in der direkten Umgebung relevant (Haubenthal et al., 2023). Bei
einer Infektion bei 37 °C werden grof3e Mengen an VapA freigesetzt und durch die Wirtszelle
mittels Vesikel Trafficking transportiert (von Bargen et al., 2019). Zudem ist bei 37 °C die
Menge an transportiertem VapA vermutlich gré3er als das bakterienassoziierte VapA, wodurch
das starke Signal im Immunblot resultiert (Abbildung 29D). Man konnte annehmen, dass
andere Vap Proteine VapA funktionell komplimentieren kénnten. Wenn das zutrafe, dann
mussten vapA Deletionsmutanten bei 30 °C LT-negativ sein, was sie aber nicht waren
(Abbildung 29E). Auch vermehrten sich diese Mutanten bei 30 °C nicht (Abbildung 29F). Daher
ist das geringe VapA Proteinlevel ausreichend, dass R. equi 103+ bei 30 °C repliziert. Warum
bei 37 °C allerdings so viel mehr vapA exprimiert wird, muss zukiinftig weiter untersucht

werden.

Die Beobachtung, dass die Infektionstemperatur das intrazellulare Wachstum von R. defluvii
beeinflusst, unterstitzt die Hypothese der ,thermalen Restriktion“. Diese Hypothese besagt,
dass die energiezehrende hohe Korpertemperatur von gleichwarmen Tieren teilweise eine
Konsequenz aus der Exposition mit schadlichen Mikroorganismen ist. Die Temperatur hat sich
dadurch auf ein Level angehoben, bei dem die meisten geféhrlichen Mikroorganismen nicht
wachsen konnen. In einer Studie mit Pilzen wurde gezeigt, dass von den 4800 untersuchten
Isolaten, die bei 30 °C wuchsen, pro Grad Celsius Temperaturerhéhung 6 % das Wachstum
einstellten (Robert & Casadevall, 2009). Bertlicksichtigt man, dass die Kérpertemperatur von
Pferdefohlen in den ersten Wochen ihres Lebens ~ 38,5 °C betragt (Kang et al., 2022), eine
Temperatur bei der R. equi gut wachst (Takai et al., 1994), erklart das, warum R. equi ein
Pathogen wurde, R. defluvii oder andere ahnliche Bakterien dagegen jedoch nicht (Haubenthal
et al., 2023). Ahnliche Belege fiir ,thermale Restriktion“ sind bislang rar. Lediglich bei
M. marinum-infizierten Makrophagen wurde Ahnliches beobachtet. Im Gegensatz zu
R. defluvii ist M. marinum ein (Fisch-)Pathogen, das bei 33 °C eine deutlich verringerte
Generationszeit gegentber 37 °C besitzt und bei 33 °C in Makrophagen repliziert
(Ramakrishnan & Falkow, 1994).

Dass R. defluvii bereits als Ausléser einer Pneumonie in einem AIDS-Patienten identifiziert
wurde (Canetti et al., 2019), scheint der Hypothese und unseren Daten zur thermalen
Restriktion von R. defluvii zu widersprechen. Dennoch handelt es sich bei dem identifizierten
Isolat vermutlich nicht um R. defluvii, sondern um R. equi. Die damalige Identifizierung wurde

mit einem Fragment der 16S rDNA durchgefihrt (Canetti et al.,, 2019). Bei einer erneuten
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Kontrolle stellte sich heraus, dass die verwendete Sequenz nicht nur identisch zu R. defluvii,
sondern auch zu R. equi war (personliche Korrespondenz mit Diana Canetti, San Raffaele
Univeristat, Mailand, Italien). Durch die hier verwendete PCR-Analyse (Abbildung 30), die auf
der 16S rDNA basiert, und dem intrazellularen Wachstumsverhalten bei 37 °C (Daten nicht
gezeigt), kann deutlich zwischen R. equi und R. defluvii unterschieden werden. Die Daten
belegen, dass es sich bei dem humanen Isolat eher um ein R. equi als ein R. defluvii handelt.
Somit ist es eher unwahrscheinlich, dass R. defluvii Krankheiten in S&ugern auslésen kann
(Haubenthal et al., 2023).

4.9.Schlussfolgerung und Modell

Virulente R. equi etablieren im Verlauf einer Makrophageninfektion eine stark geschwollene
RCV, die zudem reich an Cholesterol ist und wenig hydrolytische Enzyme wie z.B. Cathepsine
enthalt. Durch die Fusion von Lysosomen mit der RCV lokalisiert nahezu das gesamte LAMP1
infan der Vakuole. AulRerdem akkumulieren zahlreiche IVVs unterschiedlicher Grol3e im
Lumen der Pathogenvakuole. Kleine homogene Vesikel (< 80 nm) werden abhangig von
ESCRT-I, ESCRT-IIl und Vps4 an den endosomalen MVBs gebildet und gelangen uber
heterotypische Fusion in das Lumen der RCV. GroRere Vesikel (= 80 nm) werden vermutlich
ESCRT-IlI- und Vps4-abhangig Uber Mikroautophagie an der RCV-Membran gebildet. LAMP1
wird von der limitierenden RCV-Membran in die mikroautophagischen Vesikel abgeschniirt,
wodurch die RCV-Membran LAMP1-negativ wird. Ob LAMP1 selektiv fur die Aufnahme in IVVs
markiert wird, beispielsweise lber Ubiquitin, bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung. Unter
diesen Bedingungen besteht in der RCV ein grof3es Nahrstoffangebot fir die lipidliebenden R.
equi, die sich in dieser Replikationsnische stark vermehren. Die RCV ist eine ganz besondere
Replikationsnische, da sie Charakteristika eines Lysosoms einer NPC-Krankheit besitzt, wie
beispielsweise eine geringe Proteolysekapazitdt oder eine hohe Konzentration an
unverestertem Cholesterol. Durch rVapA entsteht ebenfalls eine RCV-ahnliche Vakuole. In

diesem kinstlich erzeugten Kompartiment vermehren sich auch avirulente R. equi intrazellular.
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Abbildung 32: Arbeitshypothese der RCV Biogenese. In Makrophagen etablieren virulente
R. equi eine RCV, die viele unterschiedliche intravakuolare Vesikel (IVVs) enthélt. Zahlreiche
kleine, homogene Vesikel werden Uber die Fusion von MVBs mit der RCV akquiriert. Allerdings
findet auch ESCRT-IIl- und Vps4-abhéngige Mikroautophagie an der RCV-Membran statt,
wodurch LAMP1-postive Vesikel in die Vakuole abgeschnirt werden. Neben den Cathepsinen
sind auch die Cholesteroltransporter NPC1 und NPC2 in der RCV gegentber wildtypischen
Lysosomen stark reduziert. Dadurch akkumuliert Cholesterol in der RCV. Die Bakterien
metabolisieren Uberwiegend die IVVs fur eine effiziente intrazelluldare Vermehrung. Durch den
NPC1-Inhibitor U18666A wird das Cholesterol-Trafficking des Makrophagen gestort, wodurch
keine ILVs an den MVBs gebildet werden. AufRerdem werden durch U186666A keine
mikroautophagischen Vesikel mehr an der RCV-Membran gebildet, weshalb LAMP1
ausschlieRBlich auf der limitierenden Membran der RCV lokalisiert. Die fehlenden 1VVs fiihren
dazu, dass virulente R. equi das akkumulierte Cholesterol in der RCV metabolisieren. Dadurch
vermehren sie sich geringfugig in der RCV. Werden im Makrophagen ESCRT-IIl oder Vps4-
assoziierte Gene durch RNAI herunterreguliert, entstehen wenige heterogene Vesikel in den
MVBs. Durch heterotypische Fusion von MVBs mit der RCV gelangen unter diesen Bedingungen
weniger ILVs als Ublich in die RCV. AuRerdem verhindert der ESCRT-III bzw. Vps4 Knockdown
die Bildung von IVVs an der RCV-Membran. So residieren die virulenten R. equi in einer RCV,
die wenige 1VVs enthalt, die sie metabolisieren kdnnen. Daher verstoffwechseln sie vermutlich,
wie in U18666A-behandelten Makrophagen, Cholesterol fiir eine eingeschrankte intrazellulare
Vermehrung. Chol, Cholesterol; LDL-R, LDL-Rezeptor.

Der Knockdown von ESCRT-IIl Proteinen oder Vps4 fihrt unter anderem dazu, dass sich die
ILVs der MVBs morphologisch verandern. Die Anzahl der IVVs nimmt ab und sie werden
heterogen. Somit gelangen Uber Fusion der MVBs mit den RCVs auch weniger IVVs in das

Lumen der Phagolysosomen. Ein Knockdown wirkt sich zudem auf die Mikroautophagie an
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der RCV aus und es werden keine Vesikel an der RCV-Membran abgeschniirt. Das fuhrt dazu,
dass LAMP1 vermehrt auf der limitierenden Membran der RCV und nicht auf IVVs lokalisiert.
Aufgrund der wenigen IVVs vermehren sich die Bakterien schlechter. Obwohl
ESCRT-abhangige Membranreparatur eng mit der Pathogenese intrazellularer Bakterien
verknupft ist, scheint ESCRT nicht in der Aufrechterhaltung der RCV-Membranintegritat, die
fur das intrazellulare Uberleben von R. equi unabdingbar ist, involviert zu sein. Durch die
pharmakologische Substanz U18666A, die den lysosomale Cholesteroltransporter NPC1
inhibiert, wird das Cholesterol-Trafficking der Wirtszelle vollstandig verandert. Vom Lysosom
wird kein Cholesterol an die Plasmamembran transportiert und akkumuliert daher in diesem
Kompartiment. Das fuhrt zudem dazu, dass keine ILVs an den MVBs gebildet werden. Auch
die Mikroautophagie an der RCV wird durch U18666A inhibiert. Somit etabliert sich bei einer
Makrophageninfektion von virulenten R. equi durch den NPC1l-Inhibitor eine nahezu
Vesikel-freie RCV, bei der LAMP1 ausschliefRlich auf der limitierenden Membran lokalisiert.
Dadurch, dass den Bakterien keine Vesikel als Nahrungsquelle zur Verfligung stehen,
metabolisieren sie das Cholesterol in der RCV. Somit vermehren sich virulente R. equi nur
geringfligig. Um das Cholesterol der Vakuole als Kohlenstoffquelle zu verwerten, ist R. equi
allerdings auf sein Virulenzplasmid, genauer auf virR und virS in der PAIl des Plasmids,

angewiesen.

Diese Studie bietet erstmals Hinweise auf ESCRT-abhéngige Mikroautophagie an einer
Bakterien-enthaltenden Vakuole und verknlpft diese mit der intrazellularen Erndhrung von
Bakterien. Dieser neue Mechanismus ist vergleichend in Tabelle 9 eingeordnet. Obwohl auch
T. gondii die ESCRT-Maschinerie zur Bildung von Na&hrstoffen-enthaltenden Vesikeln
verwendet, unterscheidet sich der Mechanismus zur Vesikelbildung von R. equi. Somit benutzt

R. equi die wirtseigene ESCRT-Maschinerie auf eine einzigartige Weise (Tabelle 9).
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Tabelle 9. Zusammenfassung der ESCRT-Abhé&ngigkeit von intrazellularen Bakterien und Eukaryoten und Einordnung von R. equi. ,X/X", wurde
untersucht und hatte einen Effekt; ,X/-", wurde untersucht und hatte keinen Effekt; ,-", wurde nicht untersucht. Tabelle adaptiert nach Rivera-Cuevas &
Carruthers, 2023.

Intrazellulare Bakterien

Intrazellularer

Eukaryot
ESCRT Anaplasma Brucella Escherichia . . Mycobacterium . . Toxoplasma
; . Coxiella burnetii h Salmonella enterica Rhodococcus equi =
Faktoren phagocytophilum abortus coli tuberculosis gondii
= Hrs XIX - - - XIX XI- XIX -
Go
2 | stam : : : : : : : :
. Tsgl01 - - XIX XIX XIX - XI- XIX
| Vps2s - - - - - - - XIX
o Vps37 - - - - ; - - XIX
L“ hMVB12 - - - - - - - -
Alix XIX - XIX - XIX - XI- XIX
, EAP45 - - - - - - - -
&
o= EAP30 - - - - - - - -
(]
& EAP20 - - - - - - - -
Chmp1l - - - - XIX XIX -
_ Chmp2 - - - - - - - -
o Chmp3 - - - - - XIX XIX -
6 Chmp4 XIX - - XIX XIX XIX XIX XIX
8 Chmp5 - - - - - XIX -
Chmp6 - - - - - - - -
Chmp7 - - - - - XIX -
Vps4 - - - - - X- XIX XIX
: Wirkt u .
MVB Biogenese & Ausbrechen Ausbrechen Membranreparatur Ernahrung tber Eréhrund tiber
Funktion Exosomen- aus dem Wirt aus dem Wirt Membranreparatur entgeggn' Membranreparatur mikroautophagische Vesikgel
freisetzung via MVBs via Exosomen Phagosomenreifung Vesikel
Mayoral et al.
. . Dukes et al., 2006; . ’
. Spera et al., Miao et al., Radulovic et al., Mehra et al., 2013 . ’ ! . . 2022; Rivera-
Literatur |~ Read etal, 2022 2023 2015 2018 Mittal et al., 2018 Goser et al. 2020: Diese Arbeit Cuevas et al., 2021;
” Romano et al., 2023
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5. Zusammenfassung

Das Gram-positive Bakterium Rhodococcus equi (R. equi) ist ein Lungenpathogen, das
schwere Bronchopneumonie in jungen Pferdefohlen auslésen kann und auch fir
immunkomprimierte Menschen, wie AIDS-Patienten, eine ernsthafte Bedrohung darstellt. Das
Bakterium wird in der Lunge von Alveolarmakrophagen phagozytiert. Die Makrophagen
schutzen den Wirt vor eindringenden Mikroorganismen, indem sie diese intrazellular abbauen.
Allerdings etabliert R. equi durch sein Plasmid-codiertes Virulenz-assoziiertes Protein A
(VapA) eine Replikationsnische im Phagolysosom der Makrophagen, die R. equi-enthaltende
Vakuole (RCV). VapA neutralisiert den pH-Wert intrazellularer Kompartimente, indem es die
Membranen fir Protonen permeabilisiert und zudem die v-ATPase von der
Phagolysosomenmembran ausschlie3t. AuRerdem fihrt die Ansduerungshemmung zum
Anschwellen der RCVs und zur Akkumulation interner Vesikel. Die pH-Neutralisierung scheint
fur eine effiziente intrazellulare Vermehrung der kritische Schritt zu sein, da sich plasmidlose
R. equi durch rekombinantes VapA (rVapA) oder den v-ATPase Inhibitor Bafilomycin Al
(BafAl) in Makrophagen vermehren.

Entscheidende Fragen zu Beginn dieser Arbeit waren, wie genau sich die RCV etabliert und
wie sie die intrazellulare Vermehrung von R. equi beglnstigt. Da eine Aufreinigung einer
intakten RCV zu einem fortgeschrittenen Infektionszeitpunkt methodisch noch nicht etabliert
werden konnte, wurde das Proteom von magnetisch gereinigten rVapA-induzierten Vakuolen
(VCVs), die optisch den RCVs stark ahneln, mit dem Proteom von BafAl-induzierten Vakuolen
(BafVs) und wildtypischen Lysosomen verglichen. In transmissionselektronenmikroskopischen
Aufnahmen ahnelten sich VCVs und BafVs, da beide interne Vesikel beinhalteten und im
Vergleich zu Lysosomen vergroRert waren (VCVs starker als BafVs). Diese Ahnlichkeit wurde
auch durch Daten der Proteomanalyse gestltzt. Verdnderungen im Proteom waren durch
rvapA und BafAl nahezu Ubereinstimmend, was auf die pH-Neutralisierung als
entscheidenden Schritt in der Vakuolenbiogenese hindeutete. Die gereinigten Vakuolen
zeigten eine starke Reduktion an typischen lysosomalen Enzymen, wie Cathepsinen, und eine

Anreicherung an Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT)-Proteinen.

Der ESCRT-Komplex besteht aus vier Subkomplexen (ESCRT-0, -I, -ll, -lll) und einer
AAA-ATPase Vps4, besitzt vielfaltige Funktionen in der Zelle und wird u.a. vom Bakterium
Coxiella burnetii fir dessen Pathogenese bendtigt. In dieser Arbeit zeigte sich auch eine
ESCRT-Abhangigkeit der intrazellularen Vermehrung von R. equi. Sowohl der Knockdown als
auch die Expression von dominant-negativem Chmp3 (ESCRT-III) bzw. Vps4 reduzierten die
intrazellulare Vermehrung virulenter Bakterien signifikant, wohingegen ESCRT-I keinen
Einfluss hatte. Eine der meist beschriebenen Funktionen von ESCRT st die

Lysosomenmembranreparatur, durch die u.a. die Integritit von Pathogen-enthaltenden
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Vakuolen aufrechterhalten wird. Da R. equi durch VapA protonenpermeable Poren in der RCV-
Membran bildet, wurden die Auswirkungen von grof3en RCV-Membranlasionen, die potentiell
bei defizienter ESCRT Membranreparatur entstehen, auf die Bakterien untersucht. Dafur
wurden virulente R.equi mit dem porenbildenden Toxin Listeriolysin O (LLO) aus
Listeria monocytogenes ausgestattet. Durch Vermehrungsexperimente in Makrophagen und
in vitro Wachstumsexperimente in gereinigtem Zytosol konnte erstmals gezeigt werden, dass
R. equi auf die Membranintegritat der RCV angewiesen war und nicht wie L. monocytogenes
das Zytosol zum Replizieren bevorzugte. Uberraschenderweise beeinflusste ESCRT nicht
Uber Reparatur der RCV-Membran das intrazellulare Wachstum von R. equi. Vielmehr wirkte
ESCRT uber die Bildung der RCV-enthaltenden intravakuolaren Vesikel (IVVs), wie
elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten. Wahrend in unbehandelten Makrophagen
viele heterogene Vesikel in RCVs vorlagen, reduzierte ein Vps4 Knockdown die Anzahl an
IVVs stark. Auch die Behandlung von Makrophagen mit U18666A, einem NPC1 Inhibitor, der
das Cholesterol-Trafficking der Wirtszelle stort, reduzierte die Anzahl an IVVs in RCVs deutlich
und verringerte die Vermehrung virulenter R. equi. Dass sich R. equi dennoch geringfligig
vermehrte, war abhangig von einem funktionellen Cholesterolmetabolismus und —transport
des Bakteriums. Um das Cholesterol in RCVs zu verwerten, bendtigte R. equi die Virulenzgene
virR und virS, weswegen sich avirulente R. equi in den cholesterolreichen und IVV-armen
Vakuolen trotz rVapA nicht vermehrten. Durch die Zugabe einer zusatzlichen Kohlenstoffquelle
zu den infizierten und U18666A-behandelten Makrophagen vermehrten sich intrazellulare
R. equi deutlich starker. Somit war das verringerte Wachstum von R.equi in ESCRT
Knockdown oder U18666A-behandelten Makrophagen auf einen Nahrstoffmangel, ausgeldst

durch fehlende IVVs, zuriickzufihren.

Durch die vorliegende Arbeit wurde die RCV naher als atypisches Phagolysosom
charakterisiert. AuRerdem wurde eine ESCRT-Abhangigkeit in der RCV-Biogenese
herausgestellt und der intrazellulare Metabolismus von R. equi naher beschrieben. Diese
Studie bietet zudem Hinweise auf ESCRT-abhéngige Mikroautophagie an der RCV, einem
atypischen Phagolysosom, und verknipft diese mit der intrazelluldren Erndhrung und
Vermehrung von R. equi. Somit prasentiert diese Arbeit eine neue Funktion von ESCRT im

intrazellularen Uberleben pathogener Bakterien.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine Abhangigkeit der R. equi-Wachstumstemperatur auf eine
folgende Makrophageninfektion gezeigt, die fur eine zuklnftige Impfstoffentwicklung relevant
ist. AulRerdem wurde ein pathogenes Potential von R. defluvii, dem nachsten genetischen
Verwandten von R. equi, entdeckt. Dass R. defluvii intrazellulér bei 30 °C, aber nicht bei 37 °C
replizierte, ist zudem ein seltenes experimentelles Beispiel fur die antimikrobielle Funktion der

thermalen Restriktion.
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7. Anhang

Plasmid Map:

Xmol(4626) _ S8
AmpR — 45 N Al

13ACCEYC_hiyA_VapAupstream_pMA
4941 o

//é‘ hiyA_VapAupstream
V4

Anhang 1. Plasmid-Karte des von Lifetechnology gekauften Vektors mit einem vapA-
Promotor upstream von hlyA.

ATCGAAGATGAAGACCCTCCACAAGACCGTCAGCAAGGCGATCGCCGCCACCGCCGTCGCCGCCGCCGCGGCCATGATC
CCGGCCGGCGTCGCCAACGCCACCGTCAAGGACGCCTCGGCCTTCAACAAGGAGAACTCGATCTCGTCGATGGCCCCGC
CGGCCTCGCCGCCGGCCTCCCCGAAGACCCCGATCGAGAAGAAGCACGCGGACGAGATCGACAAGTACATCCAGGGCCT
CGACTACAACAAGAACAACGTCCTCGTCTACCACGGCGACGCCGTCACCAACGTCCCGCCGCGCAAGGGCTACAAGGAC
GGCAACGAGTACATCGTCGTCGAGAAGAAGAAGAAGTCGATCAACCAGAACAACGCCGACATCCAGGTCGTCAACGCCAT
CAGCTCGCTCACCTACCCGGGCGCCCTCGTCAAGGCCAACTCGGAGCTGGTCGAGAACCAGCCGGACGTCCTCCCGGTC
AAGCGCGACTCGCTCACCCTCTCGATCGACCTCCCGGGCATGACCAACCAGGACAACAAGATCGTCGTCAAGAACGCCAC
CAAGTCGAACGTCAACAACGCCGTCAACACCCTCGTCGAGCGCTGGAACGAGAAGTACGCCCAGGCCTACCCGAACGTCA
GCGCCAAGATCGACTACGACGACGAGATGGCCTACTCGGAGTCGCAGCTGATCGCCAAGTTCGGCACCGCCTTCAAGGC
CGTCAACAACTCGCTCAACGTCAACTTCGGCGCCATCTCGGAGGGCAAGATGCAGGAGGAGGTCATCTCGTTCAAGCAGA
TCTACTACAACGTCAACGTCAACGAGCCGACCCGCCCGTCGCGCTTCTTCGGCAAGGCCGTGACCAAGGAGCAGCTCCAG
GCCCTCGGCGTCAACGCGGAGAACCCGCCCGCCTACATCTCGTCGGTCGCCTACGGCCGCCAGGTCTACCTCAAGCTCT
CGACCAACTCGCACTCGACCAAGGTCAAGGCCGCCTTCGACGCCGCCGTCAGCGGCAAGTCGGTCAGCGGCGACGTCGA
GCTGACCAACATCATCAAGAACTCGTCGTTCAAGGCGGTCATCTACGGCGGCTCGGCCAAGGACGAGGTCCAGATCATCG
ACGGCAACCTCGGCGACCTCCGCGACATCCTCAAGAAGGGCGCCACCTTCAACCGCGAGACCCCGGGCGTCCCGATCGC
CTACACCACCAACTTCCTCAAGGACAACGAGCTGGCCGTCATCAAGAACAACTCGGAGTACATCGAGACCACCTCGAAGG
CCTACACCGACGGCAAGATCAACATCGACCACTCGGGCGGCTACGTCGCCCAGTTCAACATCTCGTGGGACGAGGTCAAC
TACGACCCGGAGGGCAACGAGATCGTCCAGCACAAGAACTGGTCGGAGAACAACAAGTCGAAGCTCGCCCACTTCACCTC
GTCGATCTACCTGCCGGGCAACGCCCGCAACATCAACGTCTACGCCAAGGAGTGCACCGGCCTCGCCTGGGAGTGGTGG
CGCACCGTCATCGACGACCGCAACCTCCCGCTCGTCAAGAACCGCAACATCTCGATCTGGGGCACCACCCTCTACCCGAA
GTACTCGAACAAGGTCGACAACCCGATCGAG

Anhang 2. Sequenz von hlyA codonoptimiert fir R. equi.
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Primer Sequenz (5'->3") Lange Tm GC (%)
ORF4_FW_Xbal AACAAAAAGCAGACGTATCTAGAGAGTTGGTCAGGACCTGAGGG 21 61.78 61.90

ORF4_RV CTCCTCACTCCTGTCGCTGAACCTAGGCGCCCTCTTGTCCG 19 62.43 68.42

AACAAAAAGCAGACGTATCTAGAGAGTTGGTCAGGACCTGAGGGTGAGAAGATGCGTGCGAAAGTCGGGCATTGGCAAGGGGGTACGCCGAAGGCGCCAGGGCCG
GGAAGTGTAACCGTCTCGATTGATAGCATAGGTAGACGTCATGGTCAAGGGTTTGCCTATCATCGCTTCGTTCGCGATGCTCCCGTAGGTGAATGTTGACGAACTCCG
CTGGTTTGTGGCGTTAGCAGAATCGGAGCACATGCGCGATGCGGCTGACGCCCTGCACATCTCTCAACCGACTCTCTCGCGGGCGCTTGCCCGCATTGAACGACAGG
TTGGGGTGCCCCTGTTCGATCGGGTGAACCATCGCCTGCAGCTCAACGACTACGGCCGGATCATGCTTGAGCATACTCGCCGGAGTTTGACCGAACTCCACTCAGCC
GGCGAGCGGATCGCTGCGCTCCGTAATCCTGAGTCAGGCACCGTTCGGCTAGGCTTCCTGCACTCCCTTGCGAGTTGGTTTGTGCCTGAGATCATCCGGGTGTTTCG
CGAGAGCGCGCCGAGGGTGAACTTCGCGCTGAACCAGGCTCCGAGCGAGGCCATCGAAGCGATGCTGGCTCGGGGGGAGATTGATGTCGCAGTGATCGGGCCACG
GCCCGCCGCGGACGAGTTCGACTGGTATGAGCTCTACGTAGAACGCCTTTGCCTCGCTGTGCCGGAATCTCACCCCTTAGCGGGGCGTGCGACTATCCGGATAGCA
GACGCTTCCGATAACGCTTTCATTATGCTCCGCAGGCCATTCGGGCTCCGCAAGCTGGTCGACGAACTGTTCGCGGCTGCTGGCGTCGTACCCCAAATCGTCTTTGA
GACGATCGAGATCCCTACCCTCGAGGGCCTGGTGGCCGCAGGTTTCGGGGTCGCTGTGGTTCCTTCGCCGAGACCCACCAAAGAGACCGAAGGCGTCAGGTACGTA
CCTTTGGACGATGTCGGAGCCTTTCGTCCGATTGGCCTGGCGTGGCCCGTAGGACGAGAACCCTCTCCCGTCGTTACGCGCTTCCTCGCGTTTCTAGCAAACCGCGG
ACAAGAGGGCGCCTAGGTTCAGCGACAGGAGTGAGGAG

1102 bp

Primer Sequenz (5'->3") Lange Tm GC (%)
ORF8_FW GTTCAGCGACAGGAGTGAGG 20 60.39 60.00
ORF8_RV_Xbal AGCTAGCTTCAGACGTGTCTAGAGATTAATGCCGTGGCCCTGC 20 62.08 60.00

GTTCAGCGACAGGAGTGAGGAGAGATTCGTAATGGGTGCCGTTTGAAAACTTTCCTGCCTCGCTGATAATGGTTAGGGCAATGCTCATCTAGTGTGGGAGTAGGTGGT
TTGGGTATGGAGTCCATTCGCGGTATATCGGTCCTTCTAGCTGACCGTGATCCGGCGCTACGAACCGCCACGCGGCGCGTATTTGAACAACTGGGAATGGTGGTCCG
AGAAGCCGGTAATGGCGATGAAGTGCTCAGATCGGCGTGCGCGCAAGGATTTGACCTTATCGTTCTAGATGTAGACCTACCCGGCATGAGCGGGGATGAACTCTGCC
GAAAGCGAGATGAGCAGATATTCCCCGACATTCCTATCATATTGCTTTCGTCTAGAAACGGCGAACAGGAGCGGATTGCCGGACTTGAATCAGGCGCCGATGACTATA
TTCTTAAACCGGTCAACTCGCGTGAGCTGGCATTGCGTATCGCTCGAATTCTCGACCGCTTGAGGATTCGGGAGGGAGGGAACCGCACACCGCAGCGGCTCCCGCTA
TCCGATGAGATAATTCAACTGTATCCTTCCGCGCGCTGCATATATGTGAACGGAGACATGATTACTCTAACTTCCCGAGAGTTCGACCTGCTCGCATACTTCATGAAAAA
CCCTTTCGTAATTCACTCGCGCCAGGATCTGCTAGAACGTGTATGGAAATGGTCATACGGTGATTTATCCACGGTCACTGTACACGTCAGAAGACTGCGTAAGAGGTTG
GGTAATTATTCCCGAATCGAAACGGTATGGGGGCGGGGCTATCGCTGGATCCCCGGACCTCCGGTCCCGCAAGTCGCAGCCTCCAGCGACGAGCGATTGGCAGGGC
CACGGCATTAATCTCTAGACACGTCTGAAGCTAGCT

897 bp

Ergebnis

AACAAAAAGCAGACGTATCTAGAGAGTTGGTCAGGACCTGAGGGTGAGAAGATGCGTGCGAAAGTCGGGCATTGGCAAGGGGGTACGCCGAAGGCGCCAGGGCCG
GGAAGTGTAACCGTCTCGATTGATAGCATAGGTAGACGTCATGGTCAAGGGTTTGCCTATCATCGCTTCGTTCGCGATGCTCCCGTAGGTGAATGTTGACGAACTCCG
CTGGTTTGTGGCGTTAGCAGAATCGGAGCACATGCGCGATGCGGCTGACGCCCTGCACATCTCTCAACCGACTCTCTCGCGGGCGCTTGCCCGCATTGAACGACAGG
TTGGGGTGCCCCTGTTCGATCGGGTGAACCATCGCCTGCAGCTCAACGACTACGGCCGGATCATGCTTGAGCATACTCGCCGGAGTTTGACCGAACTCCACTCAGCC
GGCGAGCGGATCGCTGCGCTCCGTAATCCTGAGTCAGGCACCGTTCGGCTAGGCTTCCTGCACTCCCTTGCGAGTTGGTTTGTGCCTGAGATCATCCGGGTGTTTCG
CGAGAGCGCGCCGAGGGTGAACTTCGCGCTGAACCAGGCTCCGAGCGAGGCCATCGAAGCGATGCTGGCTCGGGGGGAGATTGATGTCGCAGTGATCGGGCCACG
GCCCGCCGCGGACGAGTTCGACTGGTATGAGCTCTACGTAGAACGCCTTTGCCTCGCTGTGCCGGAATCTCACCCCTTAGCGGGGCGTGCGACTATCCGGATAGCA
GACGCTTCCGATAACGCTTTCATTATGCTCCGCAGGCCATTCGGGCTCCGCAAGCTGGTCGACGAACTGTTCGCGGCTGCTGGCGTCGTACCCCAAATCGTCTTTGA
GACGATCGAGATCCCTACCCTCGAGGGCCTGGTGGCCGCAGGTTTCGGGGTCGCTGTGGTTCCTTCGCCGAGACCCACCAAAGAGACCGAAGGCGTCAGGTACGTA
CCTTTGGACGATGTCGGAGCCTTTCGTCCGATTGGCCTGGCGTGGCCCGTAGGACGAGAACCCTCTCCCGTCGTTACGCGCTTCCTCGCGTTTCTAGCAAACCGCGG
ACAAGAGGGCGCCTAGGTTCAGCGACAGGAGTGAGGAGAGATTCGTAATGGGTGCCGTTTGAAAACTTTCCTGCCTCGCTGATAATGGTTAGGGCAATGCTCATCTAG
TGTGGGAGTAGGTGGTTTGGGTATGGAGTCCATTCGCGGTATATCGGTCCTTCTAGCTGACCGTGATCCGGCGCTACGAACCGCCACGCGGCGCGTATTTGAACAAC
TGGGAATGGTGGTCCGAGAAGCCGGTAATGGCGATGAAGTGCTCAGATCGGCGTGCGCGCAAGGATTTGACCTTATCGTTCTAGATGTAGACCTACCCGGCATGAGC
GGGGATGAACTCTGCCGAAAGCGAGATGAGCAGATATTCCCCGACATTCCTATCATATTGCTTTCGTCTAGAAACGGCGAACAGGAGCGGATTGCCGGACTTGAATCA
GGCGCCGATGACTATATTCTTAAACCGGTCAACTCGCGTGAGCTGGCATTGCGTATCGCTCGAATTCTCGACCGCTTGAGGATTCGGGAGGGAGGGAACCGCACACC
GCAGCGGCTCCCGCTATCCGATGAGATAATTCAACTGTATCCTTCCGCGCGCTGCATATATGTGAACGGAGACATGATTACTCTAACTTCCCGAGAGTTCGACCTGCTC
GCATACTTCATGAAAAACCCTTTCGTAATTCACTCGCGCCAGGATCTGCTAGAACGTGTATGGAAATGGTCATACGGTGATTTATCCACGGTCACTGTACACGTCAGAA
GACTGCGTAAGAGGTTGGGTAATTATTCCCGAATCGAAACGGTATGGGGGCGGGGCTATCGCTGGATCCCCGGACCTCCGGTCCCGCAAGTCGCAGCCTCCAGCGA
CGAGCGATTGGCAGGGCCACGGCATTAATCTCTAGACACGTCTGAAGCTAGCT

Anhang 3. Sequenzen fur SLIC von orf4 (virR) und orf8 (virS).
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mock

rVapA

BafA1

Anhang 4. TEM-Aufnahmen von 10ug/ml rVapA- bzw. 40 nM BafAl-behandelten RAW264.7
Makrophagen, nach 18 stiindiger Behandlung. MaR3balken: 1 um. mock, unbehandelt.
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Anhang 5. TEM-Aufnahmen von Vps4 siRNA-transfizierten und mit R. equi 103+ infizierten
RAW?264.7 Makrophage 24 h p.i.. Ma3balken: 1 um.
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Anhang 6. TEM-Aufnahmen von Alix siRNA-transfizierten und mit R. equi 103+ infizierten
RAW?264.7 Makrophage 24 h p.i.. Ma3balken: 1 pm.
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Anhang 7. TEM-Aufnahmen von Scrambled siRNA-transfizierten und mit R. equi 103+
infizierten RAW264.7 Makrophage 24 h p.i.. Mal3balken: 1 um.
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Anhang 8. TEM-Aufnahmen von U18666A- und rVapA-behandelten und mit R. equi 103+
oder 103- infizierten RAW264.7 Makrophage 24 h p.i.. MalRbalken: 1 um. Magentafarbene
Pfeilspitze zeigt auf multimembrandse Strukturen.
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