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Summary

The internalization and intracellular degradation of pathogens by macrophages is an essential part
of the mammalian immune response. The intracellular transport of the phagosome from cell pe-
riphery to the perinuclear region subsequent to their internalization is crucial for the phagosomal
maturation and digestion. This process shows high phagosome-to-phagosome variations that are
not fully understood. To date mainly biochemical modulations are known to influence the fate of
phagosomes. In the present work it could be shown that the phagosomal transport behaviour is
also strongly influenced by simple physical properties of the phagosome: it’s size. It was shown
that large phagosomes are transported persistently and with a high efficiency to the nucleus with
almost no centrifugal motion, whereas small phagosomes show strong bidirectional transport, re-
sulting in a reduced transport efficiency. Additionally small phagosomes show strong centrifugal
transport compared to intermediate and large phagosomes, indicating a missing endpoint of pha-
gosomal transport. By investigating the molecular basis of intracellular organelle transport it could
be shown that dynein motors and the distribution of microtubules have a high impact on the per-
sistent, centripetal transport of large phagosomes. Furthermore it was shown that actin filament
associated motor activity and the distribution of actin filaments highly influence the bidirectional
transport behaviour of small phagosomes as well as supporting the transport of all phagosomes.
The demonstrated results suggest a simple size-dependent intracellular sorting mechanism that
supports transport from cell periphery to the perinuclear region of large phagocytosed bacteria for
facilitating their digestion and that simultaneously supports transport back to the cell periphery
of small bacterial fragments for antigen presentation or disposal processes.

Zusammenfassung

Die Aufnahme und der intrazelluldre Abbau von Pathogenen durch Makrophagen ist ein essentieller
Teil der Immunantwort von Sdugetieren. Der sich an die Internalisierung anschliefende intrazel-
luldre Transport von Phagosomen von der Zellmembran in die perinukleare Region ist dabei von
entscheidender Funktion fiir die phagosomale Reifung und den Verdauungsprozess. Der phagoso-
male Transport zeigt starke Schwankungen von Phagosom zu Phagosom, welche nur im Ansatz ver-
standen sind. Zum jetzigen Zeitpunkt der Forschungen sind vor allem biochemische Modulationen
dafiir bekannt, einen Einfluss auf das Schicksal der Phagosomen und den Ablauf der Phagozytose
auszuiiben. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das phagosomale Transportver-
halten auch sehr stark von simplen physikalischen Eigenschaften des Phagosomes respektive ihrer
Grofse abhéngig ist. Es wurde herausgefunden, dass grofse Phagosomen einen sehr persistenten
und effizienten Transport zum Nukleus nahezu frei von zentrifugalen Transportanteilen hervor-
brachten, wohingegen kleine Phagosomen starken bidirektionalen Transport zeigten, was in einer
deutlich reduzierten Transporteffizienz resultierte. Auch wiesen kleine Phagosomen im Vergleich zu
intermedidren und grofen Phagosomen starken zentrifugalen Transport nach Erreichen der peri-
nuklearen Region auf, was auf ein Fehlen des Endpunktes des phagosomalen Transportes hinweist.
Durch Untersuchungen der molekularen Basis fiir intrazelluldren Organellentransport konnte nach-
gewiesen werden, dass Dynein Motoren und die Verteilung der Mikrotubuli eine wichtige Funktion
fiir den persistenten zentrifugalen Transport grofer Phagosomen haben. Aufferdem konnte gezeigt
werden, dass Aktinfilament-assoziierte Motorenaktivitdt und die Verteilung von Aktinfilamenten
einen grofsen Einfluss auf das bidirektionale Transportverhalten kleiner Phagosomen hat sowie eine
unterstiitzende Wirkung fiir den Transport aller Phagosomen. Die vorgestellten Resultate fithrten
zu der Hypothese eines einfachen, grofsenabhéingigen intrazelluldren Sortiermechanismus, welcher
den Transport von der Zellperipherie zur perinuklearen Region grofer phagozytierter Bakterien
férdert, um eine bessere Verdauung und Zersetzung dieser zu gewéahrleisten, gleichzeitig aber auch
den zentrifugalen Transport von kleinen bakteriellen Fragmenten zuriick zur Zellperipherie zur
Forderung von Entsorgungsprozessen oder Antigenprasentation an der Zelloberflache unterstiitzt.
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Abkiirzungsverzeichnis

Ubersicht tiber hiufig verwendete Abkiirzungen.

Abkiirzung korrekte Bezeichnung

AF Aktinfilamente

ATP / ADP Adenosintriphosphat / Adenosindiphosphat

CC-Tracker Kreuzkorrelations- Uberwachungs- Algorithmus
(CrossCorrelation-tracking algorithmn)

DIC Differentialinterferenzkontrast

ER Endoplasmatisches Retikulum

HOT Holografische Optische Pinzette (Tweezer)

IgG Immunoglobulin (Antikérper) G

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex  (major histocompatibility
complex)

MSD Mittlere quadratische Verschiebung

MT Mikrotubuli

MTOC Mikrotubuli-Organisations-Centrum

NA Numerische Apertur

PAMP Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen associated mo-
lecular pattern)

PFA Paraformaldehyd (PFA, SIGMA-ALDRICH)

PRR mustererkennende Rezeptoren (pattern recognition receptors)

REM Rasterelektronenmikroskop

SEM Scanning Electron Microscope

s.e.m. Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean)

TEM Transmissionselektronenmikroskop

TLR Toll-dhnlichen Rezeptoren (toll-like receptor)
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KAPITEL 1

Einleitung

FEs war einmal ... das Leben.

Bereits als Kind konnte man anhand renommierter Zeichentrickserien lernen, dass sich der
Mensch nicht nur gegen offensichtliche Gefahren verteidigen muss, sondern auch in der
Lage ist sich gegen mikroskopisch kleine Angreifer zu wehren [1]. Diese fiir das bloke Auge
unsichtbaren Angreifer wie Bakterien oder Viren sind den Menschen dabei erst etwas mehr
als hundert Jahren bekannt. Die Auswirkungen eines solchen als Infektion bezeichneten
Angriffs jedoch kennt die Menschheit schon seit Langem. Zunéchst wurden die Symptome
von Krankheiten unbekannter Ursache als Einmischung héherer Méchte in das irdische
Leben verstanden und héufig im Sinne einer Bestrafung fiir begangene Stinden gedeutet.
Infolge dieser Fehlinterpretationen fehlte auch eine addquate Untersuchung der Infektion
und die Erschlieftung von wirksamen Gegenmafnahmen. Aufgrund von strengeren Hygie-
nemafnahmen und strikter reguliertem Sexualverhalten konnte aber schon friihzeitig eine
Verminderung von Infektionskrankheiten festgestellt werden. Im Laufe der weiteren Ge-
schichte wurde herausgefunden, dass bestimmte Infektionen haufig in speziellen Gebieten
akkumulierten und dass auch von der geatmeten Luft Gefahren fiir den Menschen ausge-
hen kénnen. Daraus entwickelte sich die Lehre von den Miasmen (in der Luft enthaltene
Giftstoffe), welche sich bis in das 19. Jahrhundert hinein verbreitete. Allerdings keimte seit
dem 14. Jahrhundert auch die Idee von der direkten Ubertragbarkeit von Infektionen, wel-
che im 16. Jahrhundert von Fracastoro um die Existenz eines lebenden Ansteckungsstoffes
erweitert wurde. Aber erst durch Beweise Louis Pasteurs Mitte des 19. Jahrhunderts, dass
Leben nicht de novo entstehen kann, wurde dieses Konzept allgemein anerkannt. Infol-
gedessen postulierte Friedrich Jacob Henle, dass Parasiten die ursédchlichen Erreger von
Infektionskrankheiten sind. Einen wichtigen Durchbruch lieferte auch Antoni van Leeuwen-
hoek, welcher um 1670 mit Hilfe des ersten, selbstgebauten Mikroskops Mikroorganismen
("kleine Tierchen") beobachten konnte |2, 3].



1. Einleitung

Basierend auf der Entdeckung van Leeuwenhoeks entwickelte sich parallel zu der medizi-
nischen Infektiologie auch die biologische Sichtweise der Organismen weiter, was zu den
Teilgebieten der Mikrobiologie und Immunologie fithrte. Auch fiir die Mikrobiologie spielte
Pasteur eine wichtige Rolle, indem ihm die Kultivierung und Spezifizierung von Bakterien
gelang. Robert Koch zeigte aufbauend auf den Arbeiten von Henle, dass sich Milzbrand
von Haustieren mittels Bakterien verbreitet und es gelang ihm diese Bakterien in vitro zu
kultivieren. Die dazu entwickelten Verfahrenstechniken legten einen wichtigen Grundstein
fir die Entstehung der Immunologie [3,4]. Das korpereigene Immunsystem existiert dabei
in den Grundziigen bereits seit 600 Millionen Jahren. Zunéchst entwickelte sich nur das
angeborene Immunsystem bis vor circa 400 Millionen Jahren plétzlich das adaptive Im-
munsystem bei kiefertragenden Fischen auftauchte [5]. Die Immunologie jedoch entwickelte
sich erst Ende des 19. Jahrhunderts und zahlt noch heute zu den modernsten Gebieten
der Lebenswissenschaften [3-5]. Ein wichtiger Schritt war neben den Erforschungen von
Infektionserregern auch die Entdeckung von Zellen, welche auf Fremdkérper reagieren und
1882 durch Ilya Mechnikov als Phagozyten beschrieben wurden [6]. Der russische Biolo-
ge Mechnikov beschrieb dabei auch die Aufnahme von Fremdobjekten durch Zellen und
erkannte die Signifikanz dieses spéter als Phagozytose bezeichneten Prozesses fiir die zel-
luléire Immunantwort |7,8|. Fiir seine herausragenden Arbeiten auf diesem Gebiet erhielt
er 1908 zusammen mit Paul Ehrlich den Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin [§].
Heutzutage ist die Phagozytose definiert als die durch Rezeptoren ausgeloste zellulédre Auf-
nahme von Objekten grofer als 500 nm sowie die anschliefende Eliminierung des Fremd-
korpers insbesondere von Schadstoffen und somit der Schutz des Organismus vor Infek-
tionserregern [8-10]. Sie bildet einen essentiellen Bestandteil des organismuseigenen Ab-
wehrsystems als Schliisselfunktion der angeborenen Immunantwort und als wichtiges Bin-
deglied zur Aktivierung der erworbenen Immunabwehr [11]. Trotz dieser grundlegenden
Rolle der Phagozytose fiir das Immunsystem ist sie bis heute nicht vollsténdig verstanden
und noch immer Gegenstand intensiver Forschungen. So ging im Jahr 2011 der Nobelpreis
fiir Physiologie und Medizin an die Forscher Bruce Beutler und Jules Hoffmann fiir die
Entdeckung der Aktivierung der angeborenen Immunantwort sowie an Ralph Steinman
fiir die Erforschung der dendritischen Zellen und ihrer Funktion wéhrend der erworbenen
Immunabwehr [12|. Eine wichtige Grundlage fiir die Studien des Immunsystems waren
auch relevante Entwicklungen im technischen Bereich, welche immer bessere Methoden
zur Untersuchung der mikroskopischen Infektions- und Abwehrprozesse lieferten. So wur-
de das Auflésungsvermdgen von Mikroskopen kontinuierlich verbessert, beginnend bei her-
koémmlichen Lichtmikroskopen, {iber Fluoreszenzmikroskopie, konfokale Mikroskopie und
Elektronenmikroskopie (Ruska, 1986, anteilig Nobelpreis fiir Physik) bis hin zu hochst-
auflosenden Mikroskopieverfahren (Betzig, Hell, Moerner, Nobelpreis fiir Chemie 2014)
kombiniert mit biologischen fluoreszenten Markern wie das griin fluoreszierende Protein
(Shimomura, Chalfie, Tsien, Nobelpreis fiir Chemie 2008) [13]. Neben Verbesserungen zur
Beobachtung der Zellen und Infektoren wurden auch neue Techniken entwickelt, mit deren
Hilfe gezieltes Eingreifen in biologische Vorgénge ermdoglicht wird, um diese zu initiieren,
zu unterbrechen, zu verdandern oder zu verhindern. Ein wichtiges Beispiel ist die optische
Pinzette, welche die Mo6glichkeit bietet mit Hilfe von stark fokussierten Lichtstrahlen ein
(lebendiges) Objekt prazise und hoch selektiv zu fassen, zu platzieren und Krifte darauf
auszuiiben. Fiir ihre Entwicklung und Anwendung im Bereich biologischer Systeme erhielt
der Experimentalphysiker Arthur Ashkin 2018 zur Hélfte den Nobelpreis in Physik [13].
Paradoxerweise wird der Prozess der Phagozytose trotz seiner essentiellen Funktion wéh-
rend der Immunantwort auch von einer Vielzahl von Infektoren genutzt, um in die Zellen
des Organismus einzudringen und sich dort zu replizieren, teils mit pathologischem Aus-



gang fiir den Wirt. Ein Repréasentant solcher Infektoren ist das bereits 1882 von Robert
Koch entdeckte Mycobacterium tuberculosis, welches nach phagozytischer Aufnahme in der
Lage ist die intrazellulire phagosomale Reifung zu stoppen und in dem Phagozyt zu iiber-
leben [3,11]. Um den Organismus bei einer Infektion solcher Erreger unterstiitzen oder
den Angriff verhindern zu kénnen, ist es wichtig die Wirkungsweise der Parasiten und
ihre Interaktionen mit den intrazellularen Prozessen zu verstehen. Dies inkludiert auch
die Notwendigkeit eines grundlegenden Verstédndnisses des phagosomalen Aufnahme- und
Vernichtungsprozesses. Ein wichtiges Gebiet der aktuellen Forschung ist dabei die Unter-
suchung der biochemischen Regulation des Phagozytoseprozesses [7,11,14]. Aber es stellt
sich die Frage, ob auch simple physikalische Eigenschaften der Infektoren die Effizienz und
Durchfiihrung der Phagozytose beeinflussen kénnen. Analysiert wurden bereits die Zusam-
menhénge zwischen variierenden physikalischen Eigenschaften der Fremdobjekte wie Form
oder Grofe und der Aufnahme dieser durch die Zellen [15-21|. Deren Einfluss aber auf
den darauffolgenden Teil des Phagozytoseprozesses, dem mit der phagosomalen Reifung
korrelierten intrazelluldren Phagosomentransport, blieb im Dunklen.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem quantitativen und qualitativen Einfluss der physi-
kalischen Grofle von Fremdobjekten auf die Effizienz des phagosomalen Transportes als
wichtige Basis fiir die Phagosomenreifung und Verdauung von aufgenommenen Infektoren.
Fiir die Grofse der Fremdobjekte als physikalische Eigenschaft wurde sich entschieden, da
sie offensichtlich und gut dokumentiert ist, prézise im Experiment simulierbar war sowie
fiir unterschiedliche Bakterien sehr stark variiert (im Bereich einiger Mikrometer).

Fiir die Untersuchungen dieser Fragestellung wurden zunédchst Infektoren in der typischen
Grofenordnung von Bakterien mittels antikdrperbeschichteten Polystyrolpartikeln model-
liert. Anschliefsend wurde ihre Phagozytose durch spezielle Fresszellen initiiert und der
phagosomale Transport aufgezeichnet und analysiert. Im zweiten Teil der Arbeit erfolg-
te die Untersuchung und Darstellung der molekularen Grundlagen fiir den phagosomalen
Transport im Zusammenspiel mit der Gréfse der aufgenommenen Fremdkorper. Dazu er-
folgt zunichst in Kapitel 2 dieser Arbeit ein theoretischer Uberblick iiber die biologischen
Grundlagen des Immunsystems und der Phagozytose sowie eine Uberblick {iber diver-
se Vorgehensweisen von Infektoren. Daran schliefst sich die Motivation der vorliegenden
Arbeit im Rahmen der aktuellen Forschung im Bereich der Phagozytose in Kapitel 3
an. Kapitel 4 gibt einen theoretischen Uberblick iiber die Grundlagen der verwendeten
Methoden, gefolgt von der Anwendungsbeschreibung dieser sowie der genutzten Analyse-
methoden, zunéchst flir den phagosomalen Transport in Kapitel 5 und anschliefend fiir
die Untersuchung der molekularen Transportgrundlagen in Kapitel 6. Die Ergebnisse der
Transportanalyse sind in Kapitel 7 dargestellt und die der Analyse der molekularen Trans-
portbasis in Kapitel 8. Den Abschluss der vorliegenden Arbeit bildet die Einordnung der
Beobachtungen und Analysen in bereits bekannte Sachverhalte und aktuelle Studien sowie
eine kritische Auseinandersetzung mit den Daten zunéchst in Kapitel 9 beziiglich der expe-
rimentellen Vorgehensweisen und anschliefsend in Kapitel 10 beziiglich der phagosomalen
Transportprozesse.
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KAPITEL 2

Phagozytose durch Makrophagen in
Saugetierzellen

Dieses Kapitel gibt eine theoretische Finfiihrung in den
Aufbau und die Funktionsweise des Immunsystems von
Sdugetieren mit Hauptaugenmerk auf der Relevanz der
Phagozytose beziiglich der Sicherstellung eines intakten
Abwehrsystems eines Organismus gegentiber Fremdobjek-
ten. Dazu wird zundchst ein genereller Uberblick dber die
Immunantwort bei Sdugetieren gegeben, bevor auf fir die
Verdauung von Fremdkdrpern spezialisierte Zellen ein-
gegangen wird. Anschlieflend folgt eine detaillierte Er-
lauterung des Prozesses der Phagozytose, beginnend bei
der Erkennung von Fremdkorpern, deren Internalisie-
rung, tdber die Reifung der Phagosome, threr Fusion mit anderen Organellen und der
Bildung von Phagolysosomen und schlieflich der Zersetzung des phagosomalen Inhaltes
und dem Abtransport und Recycling der Restprodukte. Erginzend folgt eine Beschreibung
der zelluldren Grundlagen fiir den phagosomalen Reifungsprozess inklusive der intrazellu-
liren Transportvorginge wdhrend der Alterung. Abschlieffend werden beispielhaft diverse
Bakterien und Krankheitserreger vorgestellt, welche den Prozess der Phagozytose fiir ih-
re eigenen Lebensprozesse missbrauchen, um das aktuelle Forschungsfeld der Phagozytose
darzustellen und den thematischen Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit zu moti-
vieren.

2.1. Immunantwort bei Sdugetieren . . . . . . . ... ... ... ... 8
2.2, Makrophagen . . . . . . . .. 9
2.3. Phagozytose . . . . . . .. e 11
2.4. Intrazelluldrer Transport & zugrundeliegende Strukturen . . . . . . . . . .. 24

2.5. Ausnutzung der Phagozytose durch Krankheitserreger . . . . . . .. .. .. 29



2.1

2. Phagozytose durch Makrophagen in Saugetierzellen

Immunantwort bei Sadugetieren

Die im folgenden Abschnitt dargelegte Einfiihrung in die Immunologie als essentielles Teilgebiet der Biologie
der Lebewesen entspricht der zum Zeitpunkt der Verdffentlichung dieser Arbeit gingigen Lehrbuchmeinung
beispielsweise nach [2, 9,22, 23]. Sachverhalte, welche tber etablierte Kenntnisse hinausgehen, sind explizit

mit separaten Quellenangaben gekennzeichnet.

Die Immunantwort der Séugetiere ist ein System aus molekularen und zellularen Prozessen,
die dem Schutz des Korpers vor kérperfremden Substanzen und Pathogenen dient. Mog-
liche kérperfremde Substanzen und Pathogene sind dabei Bakterien, Viren, Pilze, Toxine
oder Parasiten. Eine fundierte Kenntnis {iber immunologische Prozesse und Zusammen-
hénge ist somit essentiell fiir die medizinische Pravention, Diagnostik und Therapie in
Bezug auf Infektionskrankheiten.

Die Immunantwort basiert dabei auf zwei Arten von Immunsystemen: einem natiirlichen,
angeborenen Immunsystem, welches unspezifisch agiert und einem erworbenen, adaptiven
Immunsystem, welches erregerspezifisch agiert. Bereits 1908 wurde an die Wissenschaftler
Paul Ehrlich fiir seine Arbeit an der auf Lernen und Erinnerung basierenden adaptiven Im-
munitéat und Ilya Mechnikov fiir seine Forschung beziiglich der angeborenen Immunitét der
Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin verliehen [12]. Charles A. Juneway Jr. publizierte
circa 80 Jahre spéter, dass die unspezifische Reaktion des angeborenen Immunsystems auf
den Rezeptoren primitiver Effektorzellen beruht, welche Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (engl. pathogen associated molecular pattern, PAMP) erkennen, die nicht in dem
Wirtsorganismus selbst vorkommen [24,25|. Darauf aufbauend bekamen 2011 die Wissen-
schaftler Jules Hoffmann & Bruce Beutler den Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin fiir
die Entdeckung der Aktivierung der angeborenen Immunantwort zusammen mit Ralph
Steinman fiir seine Entdeckung und Analyse der Rolle von dendritischen Zellen wihrend
der adaptiven Immunreaktion [12].

Das angeborene Immunsystem bildet eine erste, zeitnahe, aber unspezifische Reaktion
des Organismus auf infektiose Erreger. Es handelt sich dabei um eine allgemeine, phyloge-
netisch alte Abwehrreaktion mit kurzer Reaktionszeit und ohne immunologisches Gedacht-
nis. Nach Identifikation der Erreger mittels Sensormechanismen findet lediglich eine Diffe-
renzierung zwischen kérperfremden Substanzen und Pathogenen gegeniiber korpereigenen
Molekiilen und Zellen sowie der Unterscheidung zwischen pathologischen und unschadli-
chen Eindringlingen statt. Erkannt werden dabei konservierte Muster auf den Oberfléchen
der Pathogene (PAMPs) mithilfe von relativ wenigen Rezeptoren (engl. pattern recognition
receptors, PRR). Wesentliche Bestandteile der angeborenen Immunitéit sind dabei physi-
kalische, chemische und natiirliche Infektionsbarrieren. Physikalische Barrieren sind dabei
beispielsweise Haut und Schleimhéute, chemische Barrieren beispielsweise Magenséure,
Sekrete und toxische Molekiile und natiirliche Barrieren beispielsweise Restriktionsfakto-
ren, wie Typ-1-Interferone, also intrazelluldre Proteine, welche die Ausbreitung von Viren
eindimmen oder Zellen wie Phagozyten oder natiirliche Killerzellen, welche Pathogene
neutralisieren konnen. Die Entziindungsreaktion zur Vernichtung der Pathogene durch die
entsprechenden Zellen kann dabei neben den PRRs auch durch Antikérper (Proteinstruk-
turen zur Markierung von mit Pathogenen assoziierten Antigenen) ausgelost werden. Die
Aufnahme und Zerstorung von Fremdobjekten durch spezialisierte Zellen, auch Phagozy-
tose genannt, ist einer der Hauptmechanismen bei der angeborenen immunologischen Ab-
wehrreaktion. Phagozytierende Zellen nutzen dabei diverse komplementéire Mechanismen
zur Zersetzung der Erreger wie abbauende Enzyme, antimikrobielle Peptide und reaktive
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Sauerstoffspezies zur Zerstoérung des Erregers. Im Zuge der Entzlindungsreaktion und der
damit verbundenen Freisetzung diverser Substanzen sowie der Prisentation von mikrobi-
ellen Peptiden aus dem Abbau der Erreger an der Zelloberfliche erfolgt die Aktivierung
der adaptiven Immunantwort.

Das erworbene Immunsystem ist eine gegeniiber dem Erreger hochspezifische, phyloge-
netisch jiingere Reaktion des Organismus mit einer relativ langen Reaktionszeit und einem
immunologischen Gedéchtnis. Vor dem Auslosen der adaptiven Immunantwort erfolgt da-
bei zunachst immer eine angeborene Immunantwort, welche schneller und erregerunspezi-
fisch reagiert und die weiterfiihrende Immunantwort aktiviert. Die erworbene Immunitéat
basiert auf der Identifikation von spezifischen Mustern oder Stoffen (sogenannte Antigene)
auf der Oberfliche von Erregern mittels einer Vielzahl an spezifischen Rezeptoren. Im Ver-
gleich zur angeborenen Immunantwort, welche am Ort der Infektion stattfindet, vollzieht
sich die erworbene Immunantwort in den peripheren lymphatischen Organen. Wesentliche
Bestandteile der adaptiven Immunitét sind B- und T- Zellen (gehorig zu den Lymphozy-
ten), welche korperfremde Molekiile erkennen, inaktivieren und markieren und zum im-
munologischen Gedéchtnis beitragen. Diese Zellen bilden dabei einen Oberfléchenrezeptor
aus, welcher in der Lage ist an ein bestimmtes Antigen eines Pathogenes zu binden. Alle
Oberflachenrezeptoren eines Lymphozyten sind dabei identisch, allerdings gibt es eine Viel-
zahl an Lymphozyten pro Organismus mit unterschiedlichen Bindungsstellen fiir fremde
Molekiile (Antigene). Dariiber hinaus produzieren B-Zellen 16sliche Rezeptorproteine (An-
tikorper), welche anschlieffend zur Markierung und Opsonisierung von Erregern verwendet
werden, wodurch diese zum einen leichter und schneller von Phagozyten erkannt und inter-
nalisiert werden und zum anderen die Oberflaichenbindungsstellen der Erreger okkupiert
werden. Wahrend einer priméren adaptiven Immunantwort proliferieren die Lymphozyten,
welche spezifisch auf das Erregerantigen reagieren, wodurch bei einem erneuten Befall des
gleichen Erregers bereits mehr von diesen spezifischen Lymphozyten existieren. Zusétzlich
kommt es dabei zur Entwicklung von als Gedéchtniszellen bezeichneten Lymphozyten.
Das immunologische Gedéachtnis beschreibt die Anpassungsmoglichkeit des Organismus
an einen Erreger nach dessen Befall zur Erzeugung einer schnelleren, optimierten und
verstiarkten Reaktion auf einen erneuten Befall des gleichen Erregers. Beriihmtes Beispiel
hierfiir ist die Beobachtung des Historikers Thukydides, der beobachtete, dass ein von der
Pest genesener Mensch nicht ein zweites Mal todlich befallen wurde.

Makrophagen

Makrophagen gehoren zu den Phagozyten und sind somit als professionelle Fresszellen ein
Teil des angeborenen Immunsystems. Die Abbildung 2.1 zeigt eine elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme einer J774-Mausmakrophage im Zusammenspiel mit potenziellen Erregern.
Entdeckt und beschrieben wurden sie wihrend Experimenten mit einfachen wirbellosen
Meerestieren erstmals 1882 von Ilya Mechnikov (Abbildung 2.3) als Phagozyten, welche
auf Fremdkorper reagieren [6]. Der Begriff professionelle Phagozyten wurde hingegen erst
deutlich spéter von Rabinovitch eingefiihrt [8]. Neben den Makrophagen als langlebige
Gewebezellen sind dendritische Zellen, Neutrophile und Eosinophile weitere Vertreter der
Phagozyten oder Fresszellen |2,23|. Die Funktionen der Makrophagen sind dabei vielféltig
und variieren zwischen lebensnotwendigen Aufgaben fiir den Organismus und destruktiven
Gegenmafinahmen bei der Infektion durch einen externen Erreger. Zu ersteren Aufgaben
zéhlen trophische, regulatorische und reparierende Funktionen beispielsweise die Sdube-
rung der Gewebe von Zelliiberresten wihrend der Gewebehomd&ostase sowie generell nach
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erfolgter Apoptose [6,26]. Die Abbildung 2.2 zeigt die Aufnahme von zelluliren Uberres-
ten durch einen Mausmakrophagen. Den Gegenpol dazu bilden die Schutzmafnahmen bei
eindringenden Pathogenen, was sich auch durch ihre Schlisselrolle bei der Immunantwort
manifestiert. Wahrend sie aufgrund ihrer phagozytischen und zytotoxischen Eigenschaf-
ten einen essentiellen Bestandteil des angeborenen Immunsystems darstellen, dienen sie
gleichzeitig durch die Prasentation der aufgenommenen und prozessierten Antigene mit
Hilfe von Haupthistokompatibilitdtskomplexen (engl. Major Histocompatibility Comple,
MHC) an der Zellmembran der Initiierung der adaptiven Immunantwort |2, 26].
Wiéhrend der natiirlichen Immunreaktion erkennen die Makrophagen die PAMPs an der
Erregeroberfliche mittels PRR. Nach der Identifikation der Pathogene besteht die Mog-
lichkeit der Aufnahme und Vernichtung der Erreger durch die Zellen. Alternativ kann
es zur sekretorischen Freisetzung von proinflammatorischen Signalmolekiilen wie Zytoki-
nen und Chemokinen kommen, welche eine Entziindungsreaktion am Ort der Infektion
auslosen, beispielsweise durch das Anlocken von Leukozyten. Hierbei ist eine Internalisie-
rung der Erreger nicht zwingend notwendig [22,26]. Die Absonderung von Zytokinen und
Chemokinen wird von den sogenannten Toll-dhnlichen Rezeptoren (engl. toll-like receptor,
TLR) getriggert. Die Aufnahme der Erreger durch die Makrophagen mittels Phagozytose
hingegen ist durch PAMPs und PRRs gesteuert und Teil der angeborenen Immunitét oder
durch Antikérper und deren assoziierten Rezeptoren initiiert und zéhlt bereits als Teil der
erworbenen Immunantwort [9,26]. Anschliefend kommt es zu einer Zersetzung des Erregers
wahrend seines Aufenthaltes in dem Makrophagen. Details zu diesem als Phagosomenrei-
fung bezeichneten Prozess befinden sich im folgenden Abschnitt 2.3. Das kérperfremde
Molekiil auf der Erregeroberfliche, welches von den Lymphozyten oder Antikérpern als
korperfremd erkannt wurde, wird als Antigen bezeichnet [23|. Nach erfolgreicher Degra-
dation (intrazelluldrer Abbau) des Pathogenes werden dessen Antigene mittels den MHCs
der Makrophagen an der Zellmembranaufenseite den Lymphozyten (exakter den T-Zellen)
préasentiert, wodurch der Ausbau des adaptiven Immunsystems unterstiitzt wird [2].

Die Zielobjekte, welche von Makrophagen internalisiert werden koénnen, sind sehr viel-
filtig und reichen von Fremdkérpern iiber Mikroorganismen, Uberresten der natiirlichen
Umgebung bis hin zu abgestorbenen Zellen. Dabei stehen den Makrophagen diverse Auf-
nahmemechanismen fiir die Zielobjekte, je nach deren Eigenschaften und Ausmafen, zur
Verfiigung [26]. Dabei wird unter anderem unterschieden zwischen Endozytose, einem Auf-
nahmeprozess kleiner Molekiile ohne die Unterstiitzung durch Aktinfilamente (fadenfor-

10



2.3. Phagozytose

mige intrazelluldre Proteinstrukturen), Makropinozytose, der Aufnahme von umgebender
Fliissigkeit mittels Ausstiilpen und Zuklappen von Membranlappen, Autophagie, der in-
trazelluldren Aufnahme von zytosolischem Material, sinkender Phagozytose, einem Kom-
plementrezeptoren initiierten Aufnahmeprozess durch Einsinken des Zielobjektes in die
Zellmembran, und greifender Phagozytose, einem durch Fc-Rezeptoren ausgeldsten Auf-
nahmeprozess grofser Erreger mittels gezielter Membrananlagerung und Einschluss des Pa-
thogenes [26]. Eine ausfiihrliche Beschreibung der greifenden Phagozytose folgt im néchs-
ten Abschnitt 2.3. Vor allem fiir die Prozesse der Phagozytose wird die Unterstiitzung der
Erregerinternalisierung durch Aktinfilamente zunehmend relevant. Hiufig werden in der
Literatur alle Prozesse zur Herstellung zellinterner Membranen aus der Plasmamembran
als Endozytose bezeichnet und Spezifizierungen der Aufnahmeprozesse ohne Unterstiit-
zung durch Aktinfilamente als Unterkategorien der Endozytose wie beispielsweise die Ca-
veolare Endozytose vorgenommen [27].

Typische Vertreter der Sdugetiermakrophagen mit hoher Motilitdt und der Fahigkeit zur
Chemotaxis (Orientierung anhand von chemischen Reizen beispielsweise durch Chemoki-
ne) und zur Aufnahme und Degradation von Pathogenen sind J774-Mausmakrophagen,
welche sich zusétzlich als besonders geeignet als Modellsysteme zur biophysikalischen Cha-
rakterisierung von Immunzellen herausgestellt haben [28].

Abbildung 2.2. Hellfeldaufnahme eines
J774-Mausmakrophagen wihrend der
Internalisierung von zelluliren Uber-
resten. Die Abbildung zeigt einen J774-
Mausmakrophagen wahrend der Ausfiih-
rung einer seiner alternativen Aufgaben ne-
ben seiner Schliisselrolle wihrend der Im-
munantwort des Organismus. Zu sehen ist
die Internalisierung von zelluliren Uberres-
ten (violett eingefarbt) durch den Makro-
phagen (durch gestrichelte Linie von der
Umgebung abgegrenzt) beispielsweise wih-
rend der Gewebehomdoostase oder nach er-
folgter Apoptose.

2.3 Phagozytose

Phagozytose ist ein durch Rezeptoren ausgeloster, auf Aktin basierender Aufnahmeprozess
von Objekten grofer als 500 nm, welcher der Aufnahme und Eliminierung von Schadstoffen
und somit dem Schutz des Organismus dient, aber auch Zwecke der Erndhrung und Saube-
rung der Umgebung erfiillt [8-10]. Dabei werden die Zielobjekte von einer Membranschicht
umbhiillt und anschliefsend innerhalb der Zelle verdaut und abgebaut und wenn notig weite-
re Reaktionen des Organismus auf den Erreger initiiert [7,8,26]. Die Phagozytose ist unter
anderem Bestandteil des angeborenen Immunsystems und kann bereits von einzelligen
Organismen wie Dictyostelium durchgefiihrt werden [9]. Sie wurde in den 1880er Jahren
durch Ilya Mechnikov (Abbildung 2.3) beschrieben, welcher auch erstmals ihre Signifikanz
fiir die zelluldre Immunantwort erkannte [7,8|. Bei der Phagozytose kann in zwei Arten von
Zielobjekten fiir die Internalisierung unterschieden werden: in apoptotische (durch natiirli-
chen Zelltod entstandene) und nekrotische (durch unvorhergesehenen oder verletzungsbe-
dingten Zelltod entstandene) Phagozytoseobjekte sowie mikrobiotische oder korperfremde
Zielobjekte [9,29]. Die physiologischen und immunologischen Konsequenzen der Phagozy-
tose sind abhéngig vom Zelltyp der ausfithrenden Zelle, von den involvierten Rezeptoren
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Abbildung 2.3. Ilya Mechnikov. Die Abbildung zeigt den russischen Biolo-
gen Ilya Mechnikov, welcher einen wichtigen Beitrag fiir das Verstdndnis der
Immunologie leistete. Er beschrieb in den 1880er Jahren den Prozess der
Aufnahme von Fremdobjekten durch Zellen, bezeichnet als Phagozytose,
und erkannte die Relevanz dieses Prozesses fiir die Immunantwort des Or-
ganismus. Dafiir erhielt er 1908 zusammen mit Paul Ehrlich den Nobelpreis
fiir Physiologie und Medizin [8]. Die Abbildung ist gemeinfrei, publiziert
1909 in LEs Prix NOBEL, Seite 58.

zur Erkennung und Aufnahme des Erregers und der Natur sowie den Eigenschaften des
Zielobjektes [8]. Die Zelle kann dabei differenzieren zwischen korpereigenen Auslosern und
korperfremden Erregern sowie zwischen ungefiahrlichen und gefidhrlichen Zielobjekten und
entsprechend eine tolerante oder eine entziindliche Reaktion auslosen [8-10]. Bei den Re-
zeptoren kann beispielsweise unterschieden werden zwischen PAMPs (nicht opsonischen)
und opsonischen Rezeptoren. Die nicht opsonischen dienen dabei der direkten Erkennung
von molekularen Gruppen auf der Pathogenoberfliche. Allerdings sei hier angemerkt, dass
die PAMPs nicht zwangsweise eine Phagozytose hervorrufen. So erkennen TLR. zwar Erre-
ger, rufen meist aber keine Internalisierung direkt hervor, sondern kooperieren mit anderen
nicht opsonischen Rezeptoren. Die opsonischen Rezeptoren hingegen erkennen Opsonine
(zum Beispiel Antikorper), welche von dem Wirt selbst hergestellt werden und in der
Lage sind spezifische Einheiten auf der Erregeroberfliche zu erkennen und an diese zu
binden, um das Pathogen so fiir die Phagozytose zu markieren [29]. Eines der am bes-
ten untersuchten und charakterisierten Verhéaltnisse zwischen opsonischen Rezeptoren und
Liganden besteht dabei zwischen sogenannten Fcy-Rezeptoren und Antikérpern G (IgG,
Immunoglobulin G), auf welches im néchsten Abschnitt genauer eingegangen wird [10,29].
Die Identifikation von Erregern ist dabei der Beginn des Phagozytoseprozesses (Abbildung
2.4(1), schematische Darstellung des Phagozytoseprozesses) gefolgt von der Aktivierung
der Internalisierung (Abb. 2.4(2)) durch Auslosen diverser Signalkaskaden basierend auf
den beteiligten Rezeptoren [29]. Das Grundprinzip der anschliefenden phagozytischen Auf-
nahme ist eine rdumliche und zeitlich koordinierte Signalgebung, eine Neuanordnung des
Zytoskelettes, vor allem von Aktin zur Ausstiilpung der Zellmembran (Abb. 2.4(3)) und
die Modellierung der Lipide innerhalb der Zellwand [7,29]. Wahrend der Erkennung und
Anlagerung der Zellmembran an den Erreger testet die Zelle parallel die chemische Zusam-
mensetzung des Pathogenes sowie seine physikalische Beschaffenheit [26]. Auf die Interna-
lisierung des Zielobjektes und Ausbildung des Phagosomes (Einschluss des Erregers in eine
Membranhiille, Abb. 2.4(4)) folgt die Reifung des Phagosomes gekoppelt mit intrazellula-
rem Transport (Abb. 2.4(5)) und Fusion mit diversen Zellorganellen (Abb. 2.4(6)) [10,29].
Waéhrend der Reifung kommt es zum drastischen Umbau der Phagosomenmembran und
zur progressiven Ansduerung des phagosomalen Inhaltes, korreliert mit dessen Abbau und
Zersetzung (Abb. 2.4(7)). Anschliefend folgt die Exozytose (Stofftransport aus der Zelle
heraus) der Abbauprodukte sowie des zu recycelnden Materials beispielsweise Antigene
oder Rezeptoren (Abb. 2.4(8)) [10]. Die einzelnen Schritte des Phagozytoseprozessen wer-
den im anschlieffenden Text detaillierter vorgestellt.

Neben dem konstruktiven Beitrag der Phagozytose zum Erhalt der Gesundheit des Orga-
nismus kann sie auch von diversen Krankheitserregern ausgenutzt und missbraucht wer-
den, um den Wirt zu infizieren. Dazu nutzen die Pathogene die phagozytische Aufnahme,
um in die Zellen zu gelangen und anschliefend den Prozess der Phagosomenreifung zu
unterbrechen und zu stoppen [10]. Eine detaillierte Erlduterung dieser Ausnutzung und
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Abbildung 2.4. Schematische Darstellung der einzelnen Stadien der Phagozytose. Die Ab-
bildung zeigt schematisch die Erkennung und Opsonisierung (1) eines Erregers (beispielsweise eines
Bakteriums) mittels Antikorpern (hier IgG) und die Identifikation des so markierten Pathogenes
durch Fey-Rezeptoren auf der Makrophagenoberflache (2). Aufgrund von rezeptorinitiierten Signal-
kaskaden kommt es zu einer lokalen Remodulierung der Lipide innerhalb der Zellmembran und zu
einer Neuanordnung des Zytoskelettes, woraus eine Aktin-getriebene Ausstiilpung der Zelle und eine
Anlagerung der Zellmembran an der Pathogenaufenseite resultiert (3). Nach vollstdndiger Schlie-
Bung der Membrananlagerung entlang des Erregers bildet sich das Phagosom (4), ein von einer
Membranhiille umschlossener Erreger, welches sich von der Zellmembran 16st und kurzreichweitig
mit Hilfe von Aktin-basiertem Transport und langreichweitig mit Hilfe von MT-basiertem Transport
(5) innerhalb des Zytoplasma in Richtung Nukleus verschoben wird. Wéhrend dieses Transportes
reift das Phagosom durch die Fusion mit diversen Zellorganellen (6) beispielsweise Endosomen oder
Lysosomen. Infolge der Fusionen kommt es zu einer Ansduerung des phagosomalen Inhaltes, wo-
durch dieser abgebaut und verdaut wird (7). Der Prozess der Rezeptor-basierten Erkennung und
Signalgebung, Internalisierung, Reifung und Zerstérung eines Erregers wird dabei in seiner Gesamt-
heit als Phagozytose bezeichnet. Anschliefend folgt die Exozytose der Abbauprodukte sowie eine
Weiterverwendung des recycelten Materials (8).

beispielhafte Darstellungen diverser Mechanismen der Krankheitserreger findet sich im
Abschnitt 2.5.

Erkennung von Fremdkorpern

Wie bereits beschrieben, existieren verschiedene Rezeptoren auf der Makrophagenoberflé-
che, welche direkt an korperfremde Molekiile binden kénnen oder indirekt an Opsonine
und dadurch eine Immunreaktion im Wirtsorganismus initiieren. Dabei kommen mehrere
verschiedene Rezeptortypen auf der Oberflaiche von Makrophagen vor, welche zum Zwecke
der Erkennung und Bekdmpfung der Erreger kooperieren [7,29]. Eines der wichtigsten und
am besten charakterisierten Liganden-Rezeptor-Paare ist das Opsonin Immunoglobulin G
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und der Fcy-Rezeptor, welches nach erfolgreicher Identifikation eines Pathogenes und Kon-
takt zwischen Ligand und Rezeptor die Schliisselfunktionen der Phagozytose hervorruft.
Schliisselfunktionen sind dabei beispielsweise die Bildung einer Membranausstiilpung zur
Internalisierung des Zielobjektes und anschliefsender Aufnahme sowie die umfangreiche
Neuanordnung des lokalen Aktinnetzwerkes [30]. Da die Bildung eines Phagosomes und
vor allem der zum anschliefsenden phagosomalen Reifungsprozess gehorige Transport des
Phagosomes essentieller Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit waren,
wurde zur Initiierung der Fremdkorperaufnahme die Fey vermittelte Phagozytose genutzt.
Daher wird im Folgenden ausschlieflich auf das Rezeptor-Ligandenpaar Fcy-R und IgG
zur Erkennung von Pathogenen eingegangen.

Der als Ligand fungierende Antikérper G ist wie alle Antikorper (auch Immunoglobu-
line) ein aus einem B-Lymphozyten gelostes Rezeptorprotein. Dabei sind alle Rezeptoren
auf der Oberfliche eines (B- oder T-) Lymphozyten identisch und assoziiert mit genau
einem korperfremden Molekiil. Ein solches korperfremdes Molekiil, welches von den Lym-
phozyten erkannt wird und eine Immunreaktion auslést, wird als Antigen bezeichnet. Es
gibt Millionen von Lymphozyten und somit auch Rezeptoren fiir Millionen von Antige-
nen [23]. Da das menschliche Genom nicht ausreichend Platz bietet diese zu codieren
werden die Rezeptoren zuféllig durch somatische Rekombination (Form der genetischen
Variation) gebildet oder im Rahmen der adaptiven Immunantwort erlernt und sind somit
Teil der erworbenen Immunabwehr [9,22|. Der Unterschied eines Antikdrpers zu einem
Rezeptor der B- oder T-Zellen ist lediglich das Fehlen einer Transmembranregion und des
zytoplasmatischen Bereichs [23].

Abbildung 2.5. Strukturdarstellung eines Antikérpers.
Die Abbildung zeigt die Struktur des Antikérpers G2
(IgG2). Ein Antikorper besteht aus zwei identisch auf-
gebauten langen, schweren Ketten (rot & blau) und
zwei identisch aufgebauten kurzen, leichten Ketten (gelb
und griin), welche mittels Disulfidbriicken zu einer Y-
féormigen Struktur verbunden sind. Der Y-Stiel besteht
aus konstanten Regionen und dient der Erkennung der
Immunoglobuline durch Fc-Rezeptoren. Die Kopfregio-
nen bestehend aus je einer leichten und einem Teil einer
schweren Kette enthalten an ihrem Vorderende (Spitze
der Y-Struktur) variable Regionen, welche Bindungsstel-
len fiir Antigene bilden. Die Abbildung ist gemeinfrei,
publiziert 2007 von TimVickers (en.wikipedia).

Der Antikorper hat bei Menschen und den meisten Sdugetieren eine wie in Abbildung
2.5 dargestellte Y-formige Struktur und besteht aus zwei identisch aufgebauten schweren
und zwei identisch aufgebauten leichten Polypeptidketten, welche durch kovalente Disul-
fidbriicken miteinander verbunden sind [23,29]. Die schweren Ketten besitzen jeweils drei
bis vier konstante Doméanen, wovon ein Teil den Y-Stiel bildet und als Fc-Region bezeich-
net wird. Diese Region wird von den Fc-Rezeptoren der Phagozyten erkannt und gebunden
und entscheidet iiber die Funktion des Antikérpers wie beispielsweise die spezifische Rezep-
torenaktivierug [22|. Die Y-Arme, auch als Fab-Region bezeichnet, werden jeweils durch
einen Teil einer schweren Kette und einer leichten Kette gebildet und enthalten neben
je einer konstanten Region auch jeweils eine variable Region pro Kette. Diese asymme-
trische, variable Region variiert zwischen den Antikérpern und bildet die Bindungsstelle
fiir das Antigen [9,23|. Dabei sind die beiden Antigenbindungsstellen an den Armen einer
Y-formigen Struktur identisch, kénnen aber beziiglich der Fc-Region variieren [22]. Die
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2.3. Phagozytose

Gesamtheit aller Antikérper wird in fiinf Antikdrperklassen unterteilt, definiert iiber die
5 Basistypen der Fc-Regionen. Diese Klassen beinhalten neben Immunoglobulin G IgA,
IgD, IgE und IgM [9,23].

Die Funktionen der Antikorper sind dabei vielfiltig, so flihren sie zu einer Neutralisierung
der Pathogene durch Anlagerung an Oberflichenmolekiile der Erreger und unterbinden
somit die Interaktion zwischen Erreger und Wirtszellen und blocken deren Infektionsfahig-
keit. Des Weiteren kdénnen sie aufgrund zweier Antigenbindungsstellen pro Antikérper zu
einer Aggregation der Erreger dienen und dadurch zur Férderung der Phagozytose. Essen-
tiell ist auch ihre Erleichterung der Phagozytose durch die Markierung der Pathogene fiir
die Phagozyten, insbesondere der Makrophagen, welche die Erreger mittels Fc-Rezeptoren
schneller und effektiver identifizieren und binden koénnen als nicht markierte Pathoge-
ne [23|. Die variable Bindungsaffinitét zwischen Antikérper und Fc-Rezeptor kontrolliert
dabei die Art und Intensitdt der Immunantwort, wobei eine produktive Immunantwort
durch eine effektive Integration von positiven und negativen Signalen gekennzeichnet ist.

Der Fcy-Rezeptor ist dabei der spezifische Rezeptor fiir das Immunoglobulin G und
ein Paradebeispiel fiir das simultane Auslésen von aktivierenden und inhibierenden Si-
gnalkaskaden, der notwendigen Uberschreitung eines Signalschwellwertes zur Aktivierung
der Effektorzellen (wie Makrophagen) und zur Generierung einer gut ausbalancierten Im-
munantwort, initiiert durch die Anbindung von Antikérpern an Fc-Rezeptoren [29, 31].
Basierend auf einem unterstiitzenden oder reduzierenden Motiv werden grundlegend zwei
Klassen von Fcy-Rezeptoren unterschieden: aktivierende Rezeptoren mit einem férdernden
Motiv (ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif) und inhibierende Rezep-
toren mit einem unterdriickenden Motiv (ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif ), welche aber alle multiple Signalwege aktivieren. Eine Makrophagenaktivierung zu
unterdriicken kann beispielsweise sinnvoll sein, um eine unnotige Reaktion auf geléste An-
tikorper ohne Anbindung an ein Pathogen zu verhindern [30,31]. Es gibt vier Arten von
Fcvy-Rezeptoren (drei aktivierende, ein inhibierender), welche alle in M&usen nachgewiesen
wurden, deren Affinitét sich nach der IgG Subklasse des anbindenden Antikorpers rich-
tet [29,31].

Die Abbildung 2.6 zeigt eine schematische Darstellung des membrangebundenen Fc-
Rezeptors mit einem Immunoglobulin, welches ein Pathogen opsonisiert. Der Fcy-Rezeptor
ist ein transmembranes Glykoprotein mit zwei (bei niedrig affinen Rezeptoren) oder drei

Abbildung 2.6. Schematische Darstellung der
Interaktion zwischen Fc-Rezeptor und
Antikorper. Die Abbildung zeigt die An-
bindung eines Pathogenes, welches mittels An-
tikGrper opsonisiert wurde, an einen mem-
brangebundenen Fe-Rezeptor. Der Antikoérper
bindet dabei an die Antigene (griine Sterne)
auf der Pathogenoberfliche. Der Fc-Rezeptor
ist ein transmembranes Glykoprotein inklusive
extrazelluldrer immunoglobulindhnlicher An-
tigenbindungsdoménen sowie einer -Kette,
welche die Motive (aktivierend oder inhibie-
rend) enthélt und fiir die Signaliibertragung
unerlésslich ist. Die Abbildung ist gemeinfrei,
publiziert auf en.wikipedia.

Fc Rezeptor

Makrophage
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2. Phagozytose durch Makrophagen in Saugetierzellen

(bei hoch affinen Rezeptoren) extrazelluldren immunoglobulindhnlichen Doménen, welche
als Bindungsstellen fiir die Antikérper fungieren sowie einer v-Kette, welche die Motive (ak-
tivierend oder inhibierend) enthélt und fiir die Signaliibertragung unerlésslich ist [31,32].
Neben ihrer essentiellen aktivierenden Funktion der Makrophagen spielen Fcy-Rezeptoren
zusétzlich eine wichtige Rolle fiir die Prasentation der durch den Phagozyten aufgenomme-
nen Antigene und fiir die Regulation der B-Zellen Aktivierung, das heifit sie kontrollieren
unter anderem die Produktion und Spezifitdt ihrer Liganden. Sie sind somit mehrfach in-
volviert in die Regulierung des angeborenen und erworbenen Immunsystems und ein wich-
tiges Bindeglied zwischen diesen beiden [30,31]. Dies macht die Fcy-Rezeptoren und die
durch sie vermittelte Phagozytose zu einem attraktiven Ziel fiir potenzielle therapeutische
Anwendungen [31]. Alternativen zu den Fc-Rezeptoren sind beispielsweise Komplementre-
zeptoren oder PRR, welche die PAMPs erkennen, aber fiir die in dieser Arbeit betrachtete
Fey-Rezeptor vermittelte Phagozytose keine Rolle spielen [29].

Internalisierung von Fremdkérpern & Bildung eines Phagosomes

Nach einer erfolgreichen Identifikation eines Erregers durch Antikérper und dessen Erken-
nung und Anbindung an Fc-Rezeptoren der Makrophagenoberfliche folgt eine Internalisie-
rung des Fremdobjektes basierend auf einer umfangreichen Neustrukturierung des lokalen
Aktin-Zytoskelettes (Details siehe Abschnitt 2.4) und einer Anpassung der Zellmembran.
Auch hier ist vor allem die Reaktion auf eine IgG Ankopplung an Fcy-Rezeptoren gut
verstanden und charakterisiert, welche die Grundlage fiir die Aufnahmeexperimente der
vorliegenden Arbeit bildet. Nach Anbindung von Antikoérper G an Fcy-Rezeptoren kommt
es zu einer Akkumulation der Rezeptoren, was zum Auslosen aktivierender Signalkaskaden
fiihrt. Infolgedessen setzt eine Regulation des Aktin Zytoskelettes ein, worauthin Membr-
anlappen und Pseudopodien (Scheinfiiffchen) entstehen, um noch mehr Rezeptoren eine
Anbindung an Antikérpern auf der Erregeroberfléche zu ermoglichen. Anschlieffend werden
Membranausstiilpungen gebildet, welche sich entlang des Pathogenes anlagern. Innerhalb
von wenigen Minuten umschliefen die Membranausstiilpungen das Pathogen vollstdndig
und formieren ein neues Phagosom [7,29|. Abbildung 2.7 zeigt eine Rasterelektronenmi-
kroskopaufnahme eines durch geschlossene Membranausstiilpungen neu gebildeten Phago-
somes.

Die Regulation des Aktin-Zytoskelettes erfolgt dabei in drei Schritten. Erster Schritt ist
die Zerstérung des membranassoziierten kortikalen Zytoskelettes, was der Generierung
zur freien Verfiigung stehender Aktin-Molekiile dient und die Mobilitdt der in der Zell-
membran verankerten, ligandungebundenen Fcy-Rezeptoren erhoht und somit die weitere
Phagozytose fordert. Der zweite Schritt ist die lokale Nukleation und Polymerisation von
F-Aktinfilamenten am Ort des Rezeptor-Erreger-Kontaktes und damit verbunden zu ei-
ner Neubildung und Erweiterung der Membranausstiilpungen in der Umgebung des Zie-
lobjektes fiithrt. Dies geschieht im Falle der Fcy-Rezeptoren durch die Rekrutierung von
Arp 2/3 Nukleationskomplexen (Proteinkomplexe, welche die Aktinpolymerisation for-
dern). Durch das kohdrente Wachstum von Membranwolbungen entlang der Erregerau-
fenseite kommt es zur Ausbildung der sogenannten phagozytischen Kappe (siehe auch
Abbildung 2.4(3. Stadium)). Je mehr Bindungen zwischen Rezeptoren und Antikérpern
ausgebildet werden, desto mehr Membranausstiilpungen konnen sich entlang der Oberfla-
che des Zielobjektes anheften, desto grofser wird die phagozytische Kappe und desto mehr
Aktinzweige werden ausgebildet [21,29]. Die Ausbildung von neuen Bindungen zwischen
Antikorpern und Rezeptoren erfolgt dabei iterativ durch die wiederholte Ausbildung von
Pseudopodien und Membranwolbungen, welche noch freie Rezeptoren enthalten, wodurch
diese Rezeptoren noch freie Antikdrper entlang der Aufienseite des Zielobjektes erreichen
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2.3. Phagozytose

Abbildung 2.7. Elektronenmi-
kroskopische = Aufnahme
einer geschlossenen Pha-
gosomenkappe. Die Ab-
bildung zeigt die Anlagerung
von Membranauswolbungen
entlang der Oberflache des
Zielobjektes und ihrem Zu-
sammenschluss am distalen
Ende. Durch die Bildung einer
vollstdndigen ~Membranhiille
um den Fremdkorper entsteht
das sogenannte Phagosom.
Die Details zur Abbildung
finden sich am  unteren
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konnen, um an diese anzuheften. Dieser Mechanismus der kontinuierlichen Erzeugung von
Ligand-Rezeptor-Interaktionen und einer stetig wachsenden Anlagerung von Membran-
ausstiilpungen entlang der Erregeroberfliche wird auch als Reifsverschlussverfahren (engl.
Zipper) bezeichnet. Dabei kann eine erfolgreiche Aufnahme des Pathogenes mittels Pha-
gozytose nur gewéhrleistet werden, wenn das Anbinden der Rezeptoren an Antikérper auf
der kompletten Oberflache der Erreger moglich ist [7]. Eine unvollsténdige Bedeckung der
Erregeroberfliche mit Immunoglobulin fiihrt zu einer unvollstdndigen Phagozytose, auch
frustrierte Phagozytose [7,21]|. Es handelt sich bei der Internalisierung von Fremdkorpern
also nicht um einen Alles oder Nichts Prozess, sondern um ein sukzessives Ansteigen der
Ligand-Rezeptor-Interaktionen [21]. Auch Myosin Motoren sind wihrend dieses zweiten
Schrittes beteiligt. Sie befinden sich entlang der neugebildeten Aktinfilamente innerhalb
der Membranausstiilpungen und erhéhen durch ihre kontraktile Natur die Krimmung
der Membranw6lbung entlang des Zielobjektes. Aufierdem bewirken sie im dritten Schritt
der Aktin-Zytoskelett-Regulation einen Zusammenschluss der Membranausstiilpungen am
distalen Ende. Zusétzlich erfolgt wiahrend dieser Phase eine Depolymerisation von Aktin-
filamenten an der Basis der phagozytischen Kappe, welche die anschliefende Deformation
des Zytoskelettes und ein Absinken des Zielobjektes in das Zytosol ermoglicht [7,29]. Nach
dem Schlieffen der phagozytischen Kappe und dem vollstédndigen Einschluss des Zielob-
jektes in einer Membranhiille wird diese Organelle fortan als Phagosom bezeichnet. Das
Phagosom trennt sich anschliefsend von der dufteren Zellwand ab und es setzt die Reifung
des Phagosomes ein [29].

Der Zipper-Mechanismus zur Ausbildung der phagozytischen Kappe ist dabei Gegenstand
intensiver Forschungen. So konnte das Funktionsprinzip einer aktingetriebenen Anlagerung
von Membran durch Ausbildung von Ligand-Rezeptor-Verkniipfungen 2010 von Tollis u.a.
mit Hilfe des Modells von stochastischer Fluktuation detailliert erkldrt werden [21]. Sie
gehen davon aus, dass nicht die Aktinpolymerisation die treibende Kraft zur Ausbildung
neuer Bindungsstellen ist, sondern dass es sich um eine Art Brownsche Ratsche handelt.
Das bedeutet, per zufdlligen Membranfluktuationen in der Umgebung des Zielobjektes
kommt es zur Ausbildung neuer Bindungen zwischen Antikérpern und Rezeptoren. Die
Aktinpolymerisation innerhalb der Membranauswolbungen garantiert anschlieffend die Ir-
reversibilitit der Bindung und verhindert ein Zuriicksinken der Membran, indem freie
Bereiche ausgefiillt werden. Dadurch kommt ein unidirektionales Anlagern der Membran
an den Erreger zu Stande. Dies impliziert auch, dass theoretisch die Ausbildung einer
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2. Phagozytose durch Makrophagen in Saugetierzellen

vollstandigen phagozytischen Kappe ohne Aktin bei hinreichend langer Zeit moéglich wére,
was jedoch nur bedingt (fiir kleine Zielobjekte) und teilweise beobachtet werden konn-
te [21]. Weiterhin wurde das Modell der Membrananlagerung an ein zu phagozytierendes
Zielobjekt von Van Zon und Kollegen um eine zu iiberschreitende Schwelle ergénzt. Diese
Schwelle wird durch die Bildung einer halben phagozytischen Kappe repréasentiert. Kommt
es zu einer Uberschreitung dieser Schwelle, d.h. umschliefen die Membranwdlbungen mehr
als die Halfte der Zielobjektoberflache, erfolgt auch eine komplette Internalisierung. Eine
frustrierte Phagozytose findet nur unterhalb dieser Schwelle statt [33]. Darauf aufbauend
verdffentlichten Richards und Endres ein Zwei-Phasen-Modell fiir die Ausbildung der pha-
gozytischen Kappe, wobei zunéchst ein passives Stadium gepragt durch Rezeptordiffusion
und Anbindung sowie anschliefsend ein aktives Stadium durchlaufen wird [34].

Die grundlegende Internalisierung eines Fremdobjektes hingt eher von den initiierten Si-
gnalkaskaden ab als vom Zelltyp [33]. Auch ist eine Aufnahme ohne das Zusammenspiel
mit Aktin nicht moglich [7]. Jedoch haben neben biochemischen Regulatoren auch biophy-
sikalische Faktoren einen groffen Einfluss auf den Erfolg der Phagozytose. Ein wichtiger
Parameter ist dabei die fiir die Ausbildung der phagozytischen Kappe zur Verfiigung ste-
hende Membran [21]. Diese stammt zunéchst hauptséchlich aus der Plasmamembran der
Effektorzelle, wird aber auch zusétzlich durch exozytierte intrazellulire Kompartimente
gewonnen. Je grofser das zu phagozytierende Zielobjekt ist, desto wichtiger ist diese durch
Exozytose gelieferte zusétzliche Membran [7]. Auch die Eigenschaften des Zielobjektes
stellen einen essentiellen Parameter fiir die Internalisierung des Erregers dar [21]|. Dabei
kann unterschieden werden zwischen geometrischen Aspekten, Oberflichenzusammenset-
zung und mechanischen Eigenschaften des Fremdkorpers [35]. Bei den geometrischen Ei-
genschaften spielt zunédchst die Grofe der Objekte eine wichtige Rolle, wobei die optimale
Aufnahmerate fiir Partikeldurchmesser zwischen 1 & 3 pm gemessen wurde, was auch mit
der Grofe vieler Bakterien tibereinstimmt [16,18]. Auch ist die Form und das Seitenver-
héltnis des Zielobjektes nicht unwesentlich, wobei die Orientierung langlicher Partikel zur
Phagozytenoberfliche dariiber entscheidet, ob Phagozytose initiiert wird, und die Gro-
fse des Objektes, ob sie vollstdndig stattfinden kann [15]. Dabei ist es von Vorteil, wenn
die Spitze langlicher Objekte den ersten Ligand-Rezeptor-Kontakt erzeugt [21]. Auferdem
konnen sphérische Partikel besser aufgenommen werden als elliptische (also mit hohem
Seitenverhéltnis), wobei auch die Positionierung des Fremdkorpers gegeniiber den Mem-
branauswolbungen und seine lokale Form an der Kontaktstelle eine Rolle spielen [17,35].
Beziiglich der Oberflachenzusammensetzung der Zielobjekte konnte gezeigt werden, dass
Erreger mit hydrophober sowie geladener Aufsenseite anfélliger fiir Phagozytose sind, wo-
bei die Art der Ladung (kationisch oder anionisch) nicht relevant ist [35|. Eine ausgiebi-
ge Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften der Zielobjekte steht zum jetzigen
Zeitpunkt noch aus, aber Beningo und Wang konnten bereits zeigen, dass die Aufnahme-
wahrscheinlichkeit mit zunehmender Steifigkeit des Erregers steigt [36].

Phagosomenreifung, Ansduerung & Abbau des Fremdkérpers

Als Phagosomenreifung oder Alterung werden die strikt hierarchischen und sequentiellen
Fusions- und Spaltungsprozesse bezeichnet, welche im Anschluss an die Internalisierung des
Fremdkorpers und Bildung des Phagosomes stattfinden [7,10,20]. Das Ziel der Reifung ist
dabei die Vernichtung und Verdauung des Erregers, womit dieser Prozess zwar den letzten
im Rahmen der Phagozytose darstellt, aber gleichzeitig einen zentralen Mechanismus der
angeborenen und erworbenen Immunantwort bildet [7,14]. Es kénnen dadurch Proteine,
Lipide und Kohlenhydrate abgebaut werden [7]. Wahrend der Phagosomenalterung kommt
es zu einem zentrifugalen, Mikrotubuli(MT)- und Aktinfilament(AF)-basierten Transport
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des Phagosomes verbunden mit einer massiven Modifizierung der Zusammensetzung der
phagosomenlimitierenden Membran und des Phagosomenlumens (eingeschlossener Inhalt/
Inneres von Zellorganellen), was schlieflich in der Konstruktion einer hybriden, mikrobiozi-
den (keimtotenden) Organelle, dem Phagolysosom, resultiert |7,10,29,37-39|. Ermoglicht
wird dies durch den Austausch und den Zusammenschluss mit diversen Vakuolen des
endozytischen Pfades (Losungen, Transmembranproteine und membrangebundene Ligan-
den enthaltende Zellorganellen), den frithen Endosomen, den spiten Endosomen und den
Lysosomen, wobei die Reihenfolge der Aufzéhlung gleichzeitig auch einer strikten chrono-
logischen sowie sequentiellen Abfolge der Fusionsevents entspricht. Dabei ist die Reifung
des Phagosomes kein passiver Prozess, sondern wird gezielt durch die Expression von Si-
gnalen, welche Elemente des endozytischen Pfades rekrutieren und eine Fusion mit diesen
auslosen, durch die Phagosome selbst initiiert [7, 10,29, 40]. Nach dem letzten Schritt,
der Fusion zwischen Phagosomen und Lysosomen, wird von Phagolysosomen gesprochen.
Das sind Organellen, welche basierend auf den vorausgegangenen Spaltungen und Fusio-
nen iiber ein vielfaltiges Repertoire an komplementédren Moglichkeiten zum Abbau von
Pathogenen, noch immer eingeschlossen vom Phagolysosom, verfiigen (siehe auch Abb.
2.4(6)&(7)). Eine der wichtigsten Eigenschaften ist dabei ein sehr geringer pH-Wert des
Lumens, weswegen auch von einer Ansduerung der Phagosomen wihrend ihrer Reifung
gesprochen wird. Weitere Moglichkeiten zur Vernichtung der Erreger sind hydrolytische
Enzyme zur Verdauung der Fremdkorper, Bakterizide (antimikrobielle Peptide zur Abwehr
mikrobieller Erreger wie Defensine) sowie die Erzeugung von toxischen oxidativen Kom-
ponenten [10,29]. Entwicklungsbiologisch ist es allerdings diversen Bakterien und anderen
Krankheitserregern gelungen diese Maschinerie der Pathogenzersetzung und Verdauung
mittels Phagosomenreifung zu stoppen und zu missbrauchen, um die ausfithrende Zelle
zu infizieren. Daher ist es dringend notwendig die Einzelschritte der Phagosomenreifung
grundlegend zu verstehen [7,14,20].

Der Ablauf des phagosomalen Reifungsprozesses ist vergleichbar mit dem Ablauf des en-
dozytischen Pfades und beginnt zunéchst mit der Fusion zwischen neu gebildetem Pha-
gosom nach erfolgreicher und vollstdndiger Aufnahme des Erregers und einem zeitigen
(engl. early) Endosom (auch sortierendes/ sorting Endosom). Dies dient der Erzeugung
eines leicht sauren pH-Wertes (~ 6,0) innerhalb des Phagosomenlumens und der Differen-
zierung und Organisation sowie Umleitung der internalisierten Molekiile. Dabei kénnen
ein zusétzlicher Austausch mit recycelnden Endosomen (Transporteure in Richtung der
Zellmembran) sowie diverse Spaltungsprozesse stattfinden [10,20]. Signalproteine auf den
Phagosomen basierend auf dem phagosomalen Inhalt (nach bereits einsetzendem Entpa-
cken) und den internalisierten Molekiilen entscheiden, ob eine tolerogene (beispielsweise als
Reaktion auf eine apoptotische Zelle) oder eine immunogene (beispielsweise als Reaktion
auf Bakterien) Immunantwort eingeleitet wird [14]|. Der Abbau des Fremdobjektes selbst
setzt somit weitere Liganden frei, welche zunéchst verborgen waren und welche durch
intrazelluldre Detektion (Rezeptoren in der Phagosomenmembran oder im Zytosol) bei-
spielsweise die Entziindungsantwort noch verstéarken kénnen [26]. Sind die Fremdobjekte
im Inneren des Phagosomes fiir den intrazelluliren Abbau und zur Vernichtung bestimmt,
erfolgen im zweiten Schritt der Phagosomenreifung Fusionen mit spaten (engl. late) Endo-
somen, korreliert mit einer weiteren Reduzierung des luminalen pH-Wertes (5,5-6,0) sowie
der Anreicherung von hydrolytischen Enzymen im Phagosom [10]|. Aufierdem erfolgt eine
Akkumulation von speziellen Effektorproteinen (RILP, Rab-interacting lysosomal prote-
in), welche mit Dynein-Dynactin-Komplexen interagieren und somit eine Verbindung zu
MT-basierter Mobilitdt herstellen und einen zentripetalen Transport der Phagosomen er-
moglichen [7,29]. (Fiir Erlauterungen und weitere Details zum phagosomalen Transport
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2. Phagozytose durch Makrophagen in Saugetierzellen

siche Abschnitt 2.4.) Im finalen Schritt fusioniert das Phagosom mit Lysosomen zu einem
Phagolysosom, mit zahlreichen hydrolytischen Enzymen, Lipasen, aktiven Proteasen und
einem pH-Wert kleiner als 5,5.

Die Ansduerung selbst bewirkt dabei bereits eine Zersetzung des Fremdobjektes und ver-
hindert mikrobielles Wachstum sowie Aktivitdt. Aufierdem kontrolliert sie zusétzlich die
luminale Enzymaktivitit des jeweiligen Schrittes durch Aktivierung lysosomaler Hydrola-
sen wie Cathepsin, welche bei hoherem pH-Wert inaktiv sind. Die relative Beteiligung der
einzelnen Mechanismen héngt dabei stark vom ausfithrenden Zelltyp sowie dem Ziel des
Abbaus (vollstéindige Vernichtung oder Recycling diverser Molekiile wie Antigene) ab [7].
Makrophagen senken ihren pH-Wert beispielsweise deutlich weiter als Dendritische Zel-
len [41]. Auch ist der pH-Wert nicht nur Konsequenz der Phagosomenalterung, sondern ein
aktiver Regulator des Reifungsprozesses durch transmembrane Informationsweiterleitung
von Signalen luminaler pH-Wert Sensoren an die Zelle [10]. Sie ist somit unerlésslich fiir
die Prozessierung der Reifung [7]. Die Ansiuerung der Phagosomen lauft in zwei Stadien
ab: einem frithen mit nur geringen Auswirkungen und einem spéten mit Protonenpumpen
vermitteltem starken Absinken des pH-Wertes [14]. Bei den Protonenpumpen handelt es
sich dabei um V-ATPasen innerhalb der Phagosomenmembran, einem Proteinmultimer-
komplex, welcher Protonen ins Lumen transportiert unter der Nutzung von zytosolischem
Adenosintriphosphat (ATP, universeller zelluldrer Energietriger) als Energiequelle [29].
Die Anderungen der Zusammensetzung der Phagosomenmembran wie die Anzahl an V-
ATPasen und der Komponenten des Lumen wird realisiert durch den regen Austausch
mit den endozytischen Vakuolen des jeweiligen phagosomalen Reifestadiums. Die Koordi-
nation dieser Fusionsprozesse und die Rekrutierung der korrekten Vakuolen obliegt dabei
diversen Rab GTPasen (molekulare Schalter). So ist Rab5 relevant fiir die Fusion mit
zeitigen Endosomen und Rab7 fiir die Fusion mit spéten Endosomen [7,14]. Neben der
Lieferung von V-ATPasen, Proteasen, Hydrolasen oder GTPasen durch die Fusion von
endozytischen Organellen mit Phagosomen werden auch MHC Klasse II in das Lumen des
Phagosomes eingeschleust. Diese sind vor allem fiir die Préasentation von Antigenen nach
erfolgreicher Zerstérung der Pathogene von grofser Relevanz [14]. (Weitere Ausfiihrungen
zur Antigenprasentation folgen im néchsten Abschnitt.)

Die Rekrutierung von endozytischen Organellen und ihre Fusion mit den Phagosomen so-
wie auftretende Recyclingprozesse sind dabei hoch selektiv und charakteristisch fiir das
aktuelle Reifungsstadium des Phagosomes [10,42]. So konnte gezeigt werden, dass frithe
Phagosome (Reifungsdauer < 30min) charakteristische Komponenten der Plasmamem-
bran sowie Markierungen der zeitigen Endosomen aufweisen. Diese Komponenten und
Markierungen werden wihrend der weiteren Alterung des Phagosomes eliminiert, wodurch
auch das Phagosom die Eigenschaften eines frithen Endosomes verliert [43,44|. Im Aus-
gleich dafiir enthalten sie durch die Fusion mit spiten Endosomen nun deren Markierungen
und Komponenten und auch dhnliche Eigenschaften wie spéite Endosome. Das Phagosom
ist bereits 10-30 min nach Entstehung wieder unempfénglich fiir zeitige Endosomen [45-47].
Diese aktive Rolle der Phagosomen bei ihrer Reifung durch die selektive Rekrutierung der
endozytischen Vakuolen bleibt bis zum Ende des Prozesses erhalten. Dabei konnte bei
in vitro Experimenten mit alten Phagosomen (1h nach Formation) nachgewiesen wer-
den, dass diese zwar sehr gut mit Lysosomen fusionieren, nicht aber mit zeitigen Endoso-
men [48,49]. Neben den Fusionsprozessen spielen auch die Abspaltungen eine wichtige Rol-
le. So konnte dargelegt werden, dass diverse phagosomale Proteine zentrifugal (anterograd)
in Richtung der Zellmembran zuriick transportiert werden. Dies beweist, dass Recycling
aus den Phagosomen wiahrend ihrer Reifung stattfindet, wahrscheinlich basierend auf iden-
tischen Mechanismen wie die die fiir das endozytische Recycling verwendet werden [10,50].
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2.3. Phagozytose

Trotz vielfdltiger Fusionsprozesse und Lieferungen an die Phagosome sowie Abspaltungen
zu Zwecken des Recyclings wurde festgestellt, dass die Grofe der Phagosomen und ihre
Oberflache wiahrend den Interaktionen mit den Vakuolen des endozytischen Pfades kon-
stant bleiben [7,10,29]. Darauf Bezug nehmend ist auch nicht geklart, ob es zwischen
Endosomen und Phagosomen zu einer vollstdndigen Verschmelzung der beiden Organellen
kommt oder ob lediglich ein zeitlich begrenzter Austausch zwischen beiden stattfindet [7].
Letzteres wurde 1995 von Desjardins als kiss & run Modell vorgestellt [42]. Er geht davon
aus, dass es zwischen Phagosom und Endosom nur zu einem voriibergehenden, teilweisen
Kontakt zum Austausch von ausgewéahlten Membrankomponenten und luminalen Inhaltes
kommt (kiss) und anschliefend zu einer Trennung beider Organellen zur Vermeidung der
kompletten Fusion und totalen Vermischung beider Kompartimente (run) [10,42]. Un-
terstiitzt wird diese Hypothese durch diverse experimentelle Beobachtungen hinsichtlich
der grofsenabhéngigen Transportkinetik verschiedener Molekiile beim Austausch zwischen
Phagosomen und Endosomen, welche ebenfalls auf eine limitierte Verbindung zwischen
diesen beiden Organellen hindeuten anstatt auf eine umfassende Vermischung [10,20]. Un-
geachtet dieser Unklarheiten steht allerdings fest, dass die Maschinerie zur Sicherstellung
der Fusion und Spaltung zwischen Phagosomen und Organellen des endozytischen Pfades
einer der essentiellen und hauptséchlichen Bestandteile der Phagosomenreifung und somit
der Phagozytose an sich darstellt [10].

Die Basis des Fusions- und Spaltungsapparates bietet dabei das zellulare Zytoskelett, ins-
besondere AF und MT sowie deren assoziierte Motorproteine (siche auch Abb. 2.4(4)&(5))
[10,20]. Bereits die Anordnung und Lokalisation der endozytischen Organellen stiitzt sich
auf die zentral organisierten, polaren MT-Strukturen. Darauf basierend sind die MT-
assoziierten Motorproteine Kinesin und Dynein die Hauptbeteiligten fiir die Positionie-
rung der Endosomen und Lysosomen [10]. So entscheidet die MT-basierte Lokalisation
der Komponenten nicht nur iiber den Fortschritt, sondern auch iiber die Effizienz des
endozytischen Pfades. Da Phagosomen vergleichbar an MT-Strukturen angekoppelt sind,
wird auch hier ein &hnlicher Einfluss der MT-basierten Mobilitéat auf den Reifungsprozess-
fortschritt und die Effizienz erwartet [37-39]. Dabei konnte bereits nachgewiesen werden,
dass die zentrifugale Bewegung der Phagosomen ohne funktionstiichtige MT unterbro-
chen wird [37]. Neben der MT-verbundenen Mobilitét und ihrer essentiellen Funktion fiir
die korrekte Reifung sowie der Assoziation und Dissoziation von diversen Molekiilen im
Rahmen der Interaktion und dem Kontakt zwischen Phagosomen und endozytischen Or-
ganellen sind AF ebenfalls in das Zusammenspiel zwischen Phagosomenalterung und dem
endozytischen Pfad involviert [10, 20,40, 42,51|. Es konnte gezeigt werden, dass die Zer-
storung der AF sowie die Inhibierung von Myosin Motoren zu einer Beeintriachtigung des
Phagozytoseprozesses fiithren [52]. Auch wurde nachgewiesen, dass Phagosomen Proteine
enthalten, welche mit der MT-assoziierten und mit der AF-assoziierten Mobilitét in Ver-
bindung gebracht werden [42]. Die Abspaltungen von Endosomen und das Recycling von
Proteinen aus den Phagosomen basiert ebenfalls auf durch MT induzierte Mobilitdt der
Organellen [7]. Da der Transport der Phagosomen und die zugrunde liegenden intrazellula-
ren Strukturen und ausfithrenden Motoren einen zentralen Aspekt der vorliegenden Arbeit
darstellen, beschéftigt sich der néchste Abschnitt (2.4) nochmals separat und ausfiihrlich
mit diesem Themenkomplex.

Entsorgung der Verdauungsprodukte & Antikorperprasentation

Eine essentielle Aufgabe der Phagozyten ist neben der Internalisierung und Verdauung von
Pathogenen die Prasentation von den Pathogen-assoziierten Antigenen an der Zelloberfla-
che und somit die Verbindung der angeborenen und erworbenen Immunantwort [22,53].
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2. Phagozytose durch Makrophagen in Saugetierzellen

Die Phagozytose bildet eine der Hauptroutinen fiir die Aufnahme, Prozessierung und Dar-
stellung von kérperfremden Antigenen via MHC (Haupthistokompatibilitdtskomplex) [54].
Das besondere an Vertebraten ist, dass sie zusétzlich die Moglichkeit besitzen den Abbau
und die Entsorgung von Verdauungsprodukten aus der Phagosomenreifung an die Ma-
schinerie der Antigenausstellung anzugliedern und diese somit aus der Zelle auszuscheiden
(siehe auch Abb. 2.4(8)) [53]. Das Recycling der Antigene involviert dabei mehrere Sor-
tiermechanismen wihrend der unterschiedlichen Stadien der Phagosomenalterung, wobei
der Riicktransport von diversen Plasmamembrankomponenten aus dem Phagosom zuriick
an die Zelloberfliche schon bei den zeitigen Phagosomen einsetzt [55]. Dadurch kénnen
beispielsweise auch relevante Rezeptoren direkt wiederverwertet und vor der intrazellula-
ren Zersetzung geschiitzt werden. Die Balance zwischen Recycling und Verdauung wird
dabei durch die Zelle mittels Kinesin-Motoren und der Lokalisation der zeitigen Endoso-
men in der Zellperipherie gezielt gesteuert [56]. An das Stadium der zeitigen Phagosomen
anschliefiend folgen weitere Sortier- und Austauschvorgéinge wihrend den Stadien der spé-
ten Phagosomen und der Phagolysosomen. Eine signifikante Modulation des internalisier-
ten Inhaltes zum Zwecke der Antigenprozession und Présentation mittels MHC Klasse I1
(MHC II) kommt dabei nur in Phagosomen vor, welche TLR enthalten. Abschlieftend folgt
auch hier ein Transport des MHC II inklusive des Antigens zuriick zur Zelloberflache [41].
Im Kontrast zu der Phagozytose pathogener Erreger kommt es bei der Aufnahme apopto-
tischer Zellen zu keiner Lieferung von Abbau- oder Recyclingprodukten an intrazellulére
Kompartimente oder vesikularem Transport von der perinuklearen Region zuriick zur Zell-
peripherie, sondern die Phagolysosomen gehen in Lysosomen iiber und es kommt zu einer
vollstédndigen Zersetzung des phagosomalen Inhaltes [41, 55].

Im Verlauf der Reifung pathogenbeinhaltender Phagosomen und somit Verdauung der Er-
reger basiert die Prozessierung der internalisierten Antigene auf der proteolytischen (en-
zymatische Hydrolyse von Proteinen mittels Peptidasen) Herstellung kurzer Peptidketten,
welche an die MHC binden kénnen [20]|. Mittels der MHC und der durch Spaltung der mi-
krobiellen Proteine erzeugten Peptidfragmente (sowie kostimulatorischer Proteine) erfolgt
die Prisentation der Antigene entlang der Oberflache der phagozytierenden Zelle [22]. Die-
se Zurschaustellung von Peptidfragmenten kérperfremder Proteine dient der Aktivierung
verschiedener T-Lymphozyten im Organismus und damit korreliert der Riickkopplung der
Immunreaktion sowie der Einleitung und Stimulation weiterer Schritte der Immunant-
wort [22,23]. Zellen, deren Funktion auf die Présentation der Antigene spezialisiert ist,
werden auch als professionelle antigenprisentierende Zellen (beispielsweise Dendritische
Zellen) bezeichnet, wobei auch alle anderen Phagozyten (beispielsweise Makrophagen, als
nichtprofessionell bezeichnet) die Moglichkeit der Priasentation besitzen [22|. Antigenpra-
sentierende Zellen besitzen gegeniiber anderen Zellen MHC II. Diese werden im inaktiven
Zustand durch Vesikel des trans-Golgi-Netzwerkes oder mittels Fusion mit endozytischen
Organellen zu dem entsprechenden, intrazelluldren Kompartiment (hier Phagolysosom),
welches das zu zeigende Antigen enthélt, geliefert und vor Ort mit dem Peptidfragment
pathogener Organismen beladen, um anschliefsend zur Plasmamembran der Zelle gebracht
zu werden [20,22|. Um einen MHC IT an der Zelloberfliche zu kreieren, benotigt die Zelle
dabei eine minimale Reaktionszeit von 20-30 min. Fine Alternative Darstellung der Anti-
gene entlang der Zellmembran bieten die MHC der Klasse I (MHC I) [20,53|. Der exakte
Funktionsmechanismus, welcher zur Prisentation der Antigene mittels MHC I und einem
Riicktransport phagosomalen Inhaltes an die Plasmamembran fiihrt, konnte noch nicht
vollstdndig geklért werden [29]. Dabei kommen drei unterschiedliche Methoden in Be-
tracht, wie eine Einbindung der Antigene externer Quellen in das MHC I-System von stat-
ten gehen kann (sieche Abbildung 2.8) [53]. Eine Moglichkeit ist die proteolytische Verdau-
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2.3. Phagozytose

Abbildung 2.8. Drei Mechanismen der exogenen
Antigenprisentation durch einen Phagozy-
ten. Die Abbildung zeigt eine schematische Dar-
stellung dreier moglicher und unterschiedlicher Me-
chanismen der Antigenprésentation mittels MHC I
durch einen Phagozyten. Variante (1) ist die Exo-
zytose von Peptiden entstanden durch proteoly-
tische Verdauung und einem Anbinden dieser an
bereits bestehende MHC I entlang der Zellmem-
bran. Variante (2) ist eine Ausschiittung der Pep-
tide vom Phagosomenlumen ins Zytosol, einer an-
schlieffenden Prozessierung dieser durch Proteaso-
me und dem Eintritt der Peptide in den ER-Golgi-
Plasmamembran-Pfad. Variante (3) ist eine direkte
Beteiligung des ER an der Entwicklung der Phago-
somen, wobei dadurch eine lokale Prozessierung der
Peptide und Beladung der MHC I erméglicht wird.
Der anschlieféende Transport der Molekiile zur Zell-
membran erfolgt vakuolar ohne Beteiligung des Gol-
gi basierten Exozytosepfades. Abbildung aus [53].

ung der Erreger, die Exozytose (Ausscheidung mittels Vesikeltransport) der Peptide und
ein anschlieffendes Anbinden dieser an bereits auf der Zellaufsenseite vorhandene MHC 1.
Alternativ dazu ist auch eine Ausschiittung der Peptide aus dem Phagosom (oder Phagoly-
sosom) in das Zytosol moglich, wo es zu einer Prozessierung der Peptide durch Proteasome
(Proteinkomplexe zum Proteinabbau zu Fragmenten) kommt und diese Peptide anschlie-
fsend in dem Endoplasmatisches Retikulum (ER) - Golgi Apparat - Plasmamembran-Pfad
eintreten. Eine dritte Variante ist schliefslich eine Teilnahme des ER an der Phagozytose
selbst, indem es Membran fiir das sich entwickelnde Phagosom zur Verfiigung stellt. Eine
solche hybride Organelle zeigt die Moglichkeiten zur lokalen Prozessierung der exogenen
Peptide und eine Beladung der MHC I mit diesen [53|. Anschliefend folgt ein Membran-
recycelnder, vakuolarer Transportprozess dieser Molekiile zur Zellperipherie, welcher ohne
Verbindung zum exozytischen Prozess via Golgi Apparat ist [57]. Die Zellen nutzen somit
unterschiedliche Transport- und Préisentationsmechanismen fiir die internalisierten Anti-
gene, je nach Zelltyp, genutztem MHC und Art des Antigens [54].

Aktuelle Studien zeigen, dass es sich bei der Internalisierung und Prasentation von Anti-
genen um einen sehr dynamischen Prozess mit vielen verschiedenen vesikuldren Kompar-
timenten und Transportmechanismen handelt [54]. Diese basieren groftenteils auf MT-
abhingiger Mobilitiat, wie bei der Visualisierung von dem Transport von GFP-MHC II
Kombinationen von der perinuklearen Region zur Plasmamembran in lebenden Zellen ge-
zeigt wurde [58]. Auch konnten bei der Phagozytose von nicht biologisch abbaubarem
Material phagosomale Trajektorien von der perinuklearen Region zuriick zur peripheren
Membranregion beobachtet werden, welche im Zusammenhang mit der Entsorgung von
Abbauprodukten, Verdauungsresten und pathogenassoziierten Antigenen zu stehen schei-
nen und durch AF-basierte Motilitét gefordert werden [59]. Lipopolysaccharide (Mem-
brankomponente gram-negativer Bakterien) zeigen ebenfalls ein Recycling in Phagozyten,
nachdem sie bereits internalisiert wurden und in den Phagosomen reiften. Dabei verliefen
sie nach mehr als 24 h das Phagolysosom und wurden graduell zuriick zur Zellperipherie
transportiert [60].

Somit wird deutlich, dass auch das Recycling, die Entsorgung von Verdauungsprodukten
und vor allem die Priasentation der Antigene pathogener Erreger einen wichtigen Bestand-
teil der Immunantwort in Verbindung mit der Phagozytose darstellt, welcher noch einige
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Fragen aufwirft.

Intrazelluldrer Transport & zugrundeliegende Strukturen

Fiir eine korrekte und effiziente Formation und Reifung eines Phagosomes ist der intra-
zelluldre Transport von Membran, Kompartimenten, diversen Molekiilen und dem Pha-
gosom selbst unerlésslich. Da diffusive Prozesse fiir Objekte grofter als einige Nanometer
nicht mehr fiir ausreichend Transport sorgen konnen, wird ein aktives Transportsystem
benstigt. Dies wird mittels molekularen Motoren, welche auf einem komplexen System an
zytoskelettalen Polymeren entlang laufen, realisiert [61]. Bei den zytoskelettalen Polyme-
ren (Filamente) handelt es sich um Aktinfilamente und Mikrotubuli und bei den Motoren
um die AF-assoziierten Motoren Myosin und die MT-assoziierten Motoren Kinesin und
Dynein [61]. Die Motoren sind also spezifisch entsprechend des angekoppelten Filamentes
und dessen Orientierung, welche mafgeblich die Bewegungsrichtung der Motoren beein-
flusst [62]. Die drei Hauptakteure fiir den Transport von Kompartimenten innerhalb der
Zellen wie beispielsweise Phagosomen oder Vesikel sind Myosin V, zytoplasmatisches Dyn-
ein und Kinesin-1. Dabei kommt es bei dem intrazelluldren Transport einer Last meist zur
Beteiligung mehrerer diverser Motorproteine, da nur eine Heterogenitit der Motoren in
der Lage ist die an den Transport gestellten Anforderungen (wie Richtungsvorgaben, vor-
handene Basisfilamente oder Ausweichen von Hindernissen) zu erfiillen [54]. Aufierdem
sind Myosin II Motoren bei der Ausbildung der phagozytischen Kappe involviert, welche
anschlieffend durch die Hilfe von Myosin Ic und Myosin X Motoren vervollstdndigt und
geschlossen wird [55,63)].

Die MT spielen eine essentielle Rolle in der Anordnung und Lokalisation von intrazellul&-
ren Organellen wie beispielsweise Komponenten des endozytischen Pfades (sieche Abschnitt
2.3) in spezifischen Doménen (Regionen innerhalb der Zelle). Sie beeinflussen dadurch auch
die Effizienz der endosomalen Entwicklung da je nach Entwicklungsstadium Fusionen mit
unterschiedlichen intrazelluléren Organellen angestrebt werden [10]. Auch die Lokalisation
und Prozessierung der Phagosomen ist in &hnlicher Weise an die MT-Strukturen gekoppelt.
Eine Schliisselfunktion nimmt dabei die polare Ausrichtung der MT ein, wodurch gerich-
tete intrazelluldre Gleise gebildet werden, entlang derer Motoren sich in Richtung Zellkern
(retrograde oder zentripetale Bewegung) oder in Richtung der Zellperipherie (anterograde
oder zentrifugale Richtung) bewegen kénnen, wodurch wiederum die Organellen innerhalb
der Zellen verschoben werden und die Organellenbewegung und Positionierung gesteuert
wird [10, 54]. Dazu z&hlt auch die Funktion der MT als Gleis fiir Membranlieferungen (in
Form von Vesikeln) zur Zelloberfliche wéhrend der Bildung einer phagozytischen Kappe
und dem Transport der Phagosomen von der Zellperipherie in Richtung der perinuklea-
ren Region im Rahmen der Phagosomenreifung und der Gewéhrleistung der Interaktionen
zwischen Phagosom und endozytischen Organellen [54]. Nach abgeschlossener Zersetzung
des phagozytierten Erregers sichert die MT-basierte Mobilitdt den Vesikelverkehr zuriick
zur Zellmembran fiir die Antigenprisentation [54|. Die von MT ausgehende Bewegung
generiert vor allem langreichweitigen Transport zwischen Zellperipherie und perinuklea-
rer Region. Zur Realisierung von lokalem, kurzreichweitigem Transport werden AF und
assoziierte Motoren genutzt, wobei die genaue Einbringung der AF-basierten Mobilitat
noch nicht vollstandig geklart ist [10,61|. Bekannt ist, dass Myosine Bewegungen iiber
kurze Strecken, vor allem in MT-armen Regionen, kontrollieren und anschlieffend die Pha-
gosome an das MT-gestiitzte Transportsystem iibergeben, da Myosin Inhibitoren neben
Inhibitoren des MT-Systems ebenfalls einen Einfluss auf die Phagosomenbewegung zei-
gen [10,55,64]. Es kommt nach erfolgreicher Internalisierung eines Fremdkérpers zunéchst
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2.4. Intrazelluldrer Transport & zugrundeliegende Strukturen

Abbildung 2.9. Relevante Polymer-
strukturen des Zytoskelettes:
Mikrotubuli & Aktinfilamente.
Die Abbildung zeigt fiir den Orga-
nellentransport relevante zytoske-
lettale Strukturen. Grafik (A) zeigt
Mikrotubuli (griin dargestellt): zen-
tralorganisierte, hohle Stdbe aus 13
Reihen von Tubulinmolekiilen, wel-
che wiederum aus Heterodimeren
von a- und p-Tubulin aufgebaut
sind. Grafik (B) zeigt Aktinfilamen-
te (rot dargestellt): zuféllig ange-
ordnete verdrehte Doppelfasern aus
Aktinmonomeren, welche Querver-
netzungen ausbilden koénnen und
besonders zahlreich in den Randre-
gionen der Zellen vorzufinden sind.

Abbildung nach [23].

A ioum B 10 um
| —] |

zu einer Reihe von Myosin-getriebener und AF-gestiitzter Bewegungen des Phagosomes,
bevor dieses mittels MT-assoziierter Motoren und den MT als Schienen in Richtung Zell-
inneres transportiert wird [62,65|. Somit wird sowohl MT-basierte Mobilitét als auch AF-
basiertes Transportverhalten fiir eine vollstandige und fehlerfreie Phagosomenformation
und Reifung nach Fcy-Rezeptoren initiierter Phagozytose benotigt [10,54]. Aufgrund des-
sen soll zunéchst der Aufbau der Filamente und assoziierter Motorproteine kurz erldutert
werden.

Das Zytoskelett besteht aus drei Hauptfasern: den Mikrotubuli, den Aktinfilamenten (auch
Mikrofilamente) und den Intermediérfilamenten. MT sind langliche, hohle, zylinderformi-
ge Strukturen mit einem Durchmesser von 25 nm, einem Hohlraum von 15nm und einer
Lénge von 0,2-40 pm |23, 66]. Thre Persistenzlénge betriagt (1,4 £0,3) mm [67]. Gebildet
werden MT aus jeweils 13 Reihen von Tubulinheterodimeren, wobei ein Heterodimer aus
einer nicht kovalenten Verbindung von globuldrem o- und S-Tubulin besteht (siehe Abb.
2.94). Es kommt somit zu einer Ausbildung eines Plus- und eines Minusendes der Fila-
mentstruktur. MT dienen der Formgebung und Abstiitzung der Zellgestalt, gewéhrleisten
die Zellmobilitéat und bilden die Schienen fiir den intrazelluldren Organellentransport. Dazu
sind die polaren MT zentral im Zentrosom der Zelle, auch als Mikrotubuli-Organisations-
Centrum (MTOC) bezeichnet, organisiert, wobei die Minusenden der MT hier verbunden
sind und die Plusenden in Richtung der Zellperipherie zeigen [23]. AF hingegen sind aus-
gefiillte stabdhnliche Strukturen, aufgebaut als Helix aus globuldren Aktinmonomeren,
mit einem Durchmesser von 7nm und einer Persistenzlénge von (17 &+ 2) pm (siehe Abb.
2.9B) |23,67|. Innerhalb der Zellen zeigen sie eine zuféllige Anordnung, kénnen aber Quer-
vernetzungen ausbilden [23,61]. Sie liegen somit meist als lineare Biindel, dreidimensionale
Gele oder flachige Netze vor, wobei die Netze vor allem unterhalb der Plasmamembran ent-
stehen, korreliert mit einer vergleichsweise hohen AF-Dichte, und als Aktinkortex bezeich-
net werden [22,23,68|. Die AF dienen ebenfalls der Formgebung der Zelle, aber auch der
Verénderung dieser und der Kompensation von Zugspannungen auf die Zelle und der Er-
moglichung der Zellmobilitdt [23]|. Die Intermedidrfilamente bestehen aus Faserproteinen,
welche zu kabeldhnlichen Strukturen mit einem Durchmesser von 8-12 nm umeinanderge-
rollt sind [23]. Eine Beteiligung der Intermedidrfilamente am Transport von Organellen
oder eine Assoziation mit Transportmotoren wurde bisher nicht festgestellt.

Die fiir den Transport entlang der MT oder AF notwendigen Motorproteine bestehen je-
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2. Phagozytose durch Makrophagen in Saugetierzellen

weils hauptséchlich aus Motor- oder Kopfdoménen und Schwanzdoménen (Fortsétzen).
Die Kopfdoménen kénnen durch die Hydrolyse von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP)
eine Konfirmationsdnderung eines sogenannten Hebelarmes ausfiihren, wodurch es zu ei-
ner Krafterzeugung und Ausiibung kommt. Die Schwanzdoménen hingegen ermdoglichen
die Anbindung an andere Strukturen oder Organellen [22,54]. Wahrend der Vorwértsbe-
wegung der Motoren bleibt dabei immer eine Kopfdoméne an das Filament gebunden,
wahrend sich eine andere vom Filament 16st und an einer neuen Stelle wieder anbindet.
Die Motoren setzen somit immer einen Fufs (eigentlich Kopf) vor den anderen, ohne dass
es zu einem gleichzeitigen Abheben aller Fiie/ Kopfe kommt [22]. Wie bereits erwéhnt,
sind zytoplasmatisches Dynein und Kinesin-1 MT-assoziierte Motoren und Myosin V ein
AF-assoziierter Motor und auf den Transport von Organellen innerhalb des Zytoplasmas
spezialisiert. Aufgrund von &hnlichem Aufbau der Motordoménen von Kinesin-1 und Myo-
sin V wird von &hnlichen Funktionen der beiden Motoren ausgegangen [62]. Sie zeigen eine
feste Schrittweite (8 nm Kinesin-1 & 36 nm Myosin V) sowie unidirektionale, robuste Be-
wegung in Richtung des Plusendes des jeweiligen Filamentes, kaum durch Pausen oder
Riickwirtsbewegung unterbrochen. Aufserdem generieren beide relativ grofe Kréfte auf
Lastobjekte (6 pN Kinesin-1 & 3 pN Myosin V) [62]. Im Vergleich zu anderen Myosin Mo-
toren zeichnet sich Myosin V durch zwei Kopfdoménen und einer grofsen Schrittweite aus,
wodurch eine effiziente und kontinuierlich fortschreitende Bewegung ohne Dissoziation vom
AF ermoglicht wird. Dabei kann Myosin V eine grofe Last bewegen [22]. Im Gegensatz zu
Kinesin-1 und Myosin V ist Dynein deutlich komplexer aufgebaut und verfiigt iber gro-
fere Kopfgruppen, bestehend aus einer einmaligen Ringkonstruktion multipler globuldrer
Doménen, welche zeitgleich bis zu vier ATP-Nukleotide pro Kopf binden kénnen. Auch ist
der Dynein Motor deutlich schwécher, was die Unterstiitzung des Motors durch zusétzliche
Faktoren wie beispielsweise Dynactin zur Sicherstellung einer dauerhaften Anbindung des
Motors an ein MT wéhrend der Bewegung und Hilfestellung fiir das Voranschreiten des
Motors unabdingbar macht [62]. Dennoch ist Dynein mit ein bis drei solcher grofen Kopf-
gruppen einer der groften und schnellsten Motorproteine [22]. Die Laufrichtung geht dabei
zum Minusende der MT. Aufgrund der polaren Anordnung der MT im MTOC spricht man
daher bei Dynein von zentripetalem, retrogradem Transport und im Vergleich dazu bei
Kinesin von zentrifugalem, anterogradem Transport [10, 54].

Uber das detaillierte und komplexe Zusammenspiel MT-basierter Mobilitit und AF-
gestiitzter Transportvorgdnge wiahrend der Phagozytose und insbesondere der Phagoso-
menreifung ist dabei allerdings bis auf die Verteilung zwischen langreichweitigem und
lokalem Transport noch relativ wenig bekannt [10]. Auch liegen kaum Kenntnisse tiber
diverse Transportvariablen und deren relativen Einfluss auf das phagosomale Transport-
verhalten vor [61].

Bei einer Vielzahl von Untersuchungen des intrazelluldren Transportes diverser Organel-
len, von Melanosomen (membranumhiillter Pigmentspeicher) iber Endosomen bis Pha-
gosomen, konnten verschiedene Arten des Transportes vor allem haufig bidirektionaler
Transport und auch Unterbrechungen des Transportes durch Pausenphasen beobachtet
werden [37,64,65,69,70]. Dies ldsst den Schluss zu, dass es bei dem endozytischen Pfad (und
somit auch wihrend der Phagosomenreifung) sowie auch dem sekretorischen Pfad ein Zu-
sammenwirken antagonistischer Motorproteine sowie einen notwendigen Wechsel zwischen
MT- und AF-basierten Transportsystemen gibt [55,71]. Zur Manifestation dieser These
wurden die Transportvorgénge in Zellen unter Einfluss von Inhibitoren der Filamentpoly-
merisation oder der Motorenaktivitat (alternativ auch in Zellen, welche die Motoren nicht
exprimieren) gemessen und es konnte gezeigt werden, dass bei Depolymerisation der MT
der langreichweitige Organellentransport, die Aggregation der Vesikel in der perinuklea-
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ren Region und die Fusionen zwischen Phagosomen und endozytischen Vesikeln eingestellt
wird [37,38,65,72,73|. Einige dieser Arbeiten zeigten allerdings auch, dass ohne intakte in-
trazelluldre MT noch bidirektionaler, axonaler Organellentransport stattfindet, allerdings
deutlich langsamer, und dieser erst zum Erliegen kommt, wenn zusétzlich Myosin V Mo-
toren fehlen [64]. Bei einer grundlegenden Zerstérung des Aktinskelettes (oder Fehlen von
Myosin V) vermindert sich zwar die Reifung der Phagosomen sowie der kurzreichweitige
Transport aber der generelle phagosomale Transport bleibt erhalten [65]. Wobei durch
die Zerstérung der AF-Strukturen die Fusion zwischen endozytischen und phagozytischen
Organellen analog zur Depolymerisation der MT negativ beeinflusst wird [65]. Alternativ
konnten Toyohara und Inaba zeigen, dass eine Zerstorung der MT die Akkumulation klei-
ner Partikel (Durchmesser 0,9 um) verhindert, wobei der Transport grofer Phagosomen
(Durchmesser 3 um) unbeeinflusst blieb und bei einer Zerstérung des Aktinskelettes durch
Cytochalasin B nur der Transport groffer Phagosomen unterbunden wurde. Diese Beob-
achtung fiihrte zu der Hypothese zweier verschiedener Transportsysteme in Abhéngigkeit
der Phagosomengrofe [39]. Zhang u.a. vermuteten hingegen, dass AF-basierte Motilitét
der Organellen eine fundamentale Eigenschaft aller Phagosomen ist, da sie ihrer Ansicht
nach eine wichtige Rolle fiir den zentrifugalen Transport zur Ausscheidung von zelluldren
Verdauungsresten und zur Antigenprisentation spielt [59].

Bei der Betrachtung der intrazellularen Verteilung von Xenopus (Krallenfrosch) Melanoso-
men konnten Gross und Kollegen herausfinden, dass alle drei genannten Motoren (Kinesin,
zytoplasmatisches Dynein und Myosin V) beteiligt sind. Beim Ubergang von der Dispersion
der Melanosome zur Aggregation in der perinuklearen Region erhht sich die Aktivitdt der
Dyneine, wihrend die der Myosine reduziert wird und die der Kinesine konstant bleibt [74].
Die Reduzierung der Myosin-Aktivitét ist dabei notwendig, da das Myosin wie eine mo-
lekulare Ratsche wirkt, welche Bewegung in Richtung der Zellperipherie zuldsst, aber in
Dynein-getriebene Bewegung in Richtung des Zellinneren unterbindet |[74]. Daraus folgt
auch, dass bei einer Blockade der Myosin V-basierten Krafterzeugung auf das zu trans-
portierende Organell, der MT-assoziierte Transport (in Minus- und Plusrichtung) deutlich
beschleunigt wird [63,65,70,74]. Da aber eine wichtige Aufgabe der Myosin Motoren auch
die Hilfestellung beim Ausweichen von intrazelluldren Hindernissen (wie Organellen oder
Filamente) und Uberwinden von Filamentkreuzungen (beispielsweise des Aktinnetzes, sie-
he oben) ist, kommt es zu einer Erh6hung der Transportunterbrechungen und Pausenpha-
sen [10,71,72,74,75]. Neben der Verzogerung des MT-basierten Transportes sowie dessen
Unterstiitzung an Kreuzungen und Hindernissen gewéahrleisten Myosin V Motoren (sowie
AF-Strukturen) auch eine Verankerung der betrachteten Kompartimente in der Zellperi-
pherie, was vor allem auch fiir den sekretorischen Pfad eine wichtige Rolle spielt (nach
der Anlieferung der auszuscheidenden Vesikel, basiert auf MT-Transport) [55,70,74]. Ob
Myosin dabei grundlegend fiir einen Riicktransport von der perinuklearen Region in die
Zellperipherie benétigt wird, wird in der Literatur weiterhin diskutiert [70,74]. Unabhén-
gig davon ist aufgrund zufélliger Orientierung der AF innerhalb der Zelle eine Bewegung
der Myosin Motoren in alle Richtungen méglich [70]. Eine Blockade der Kinesin Motoren
fithrt zu einer Akkumulation von zeitigen Endosomen in der perinuklearen Region, einem
schnelleren Abbau des aufgenommenen Inhaltes und einem Verlust des Rezeptorenrecy-
clings zur Plasmamembran. Die Funktion der Kinesine ist somit nicht nur der Transport
von Vesikeln aus der perinuklearen Region in die Zellperipherie, sondern auch die Regu-
lation der Balance zwischen Rezeptorrecycling und Verdauung wihrend der Phagosomen-
reifung [55,56]. Eine Verzogerung des zentripetalen Transportes (mittels Myosin V oder
Kinesin) dient somit der Forderung der Interaktion zwischen Phagosomen und endozyti-
schen Organellen [65]. Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass MT assoziierte Moto-
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ren und insbesondere Dynein eine primére Transportfunktion zeigen, wahrend Myosin V
den Transport durch Hilfestellung beim Uberwinden von Hindernissen und Kreuzungen
unterstiitzt, aber auch Pausen und Verzogerungen initiiert. Der Verlust von anderen Myo-
sin Motoren, beispielsweise II, VI, VIla, hat dabei keinen signifikanten Einfluss auf den
vesikuldren Transport [63|. Im Vergleich dazu hat Myosin V keine Funktion bei der pha-
gozytischen Aufnahme von Fremdkérpern an sich [65].

Deutlich wird dabei, dass bei dem Transport eines Vesikels innerhalb einer Zelle sowohl
MT-assoziierte als auch AF-assoziierte Motoren an die Organelle gebunden sind und den
Transport ermdoglichen, aber auch beeinflussen. Die durch die Motoren erzeugte Kraft
skaliert mit der Anzahl der aktiv an der Bewegung beteiligten AF- und MT-assoziierten
Motoren, wobei die generelle Anzahl der MT-assoziierten Motoren auf der Organelle kon-
stant ist [71,74]. Auch wurden fiir bidirektionale Bewegungen von Melanosomen gleiche
Geschwindigkeiten in beide Richtungen gemessen sowie die Ausiibung eines Drehmomen-
tes und Rotation der zu transportierenden Organellen, wenn es an Kreuzungen zu einer
Transportunterstiitzung kam [70,71,75|. Die beteiligten, teilweise antagonistischen Moto-
ren Dynein, Kinesin und Myosin scheinen alle fest mit dem Transportorganell verbunden
zu sein und sich in einer Art Tauziehen zu befinden, welches die Gruppe von Motoren
fiir sich entscheiden kann, die die grofere kollektive Kraft erzeugen kann und welche so-
mit die Transportrichtung des Organells und die Nutzung des assoziierten Systems (MT-
oder AF-basiert) vorgibt [69, 71,74, 76]. Im Verlaufe des Transportes kann dabei durch
Filamentassoziation/ -dissoziation der Motoren das dominante Team wechseln, wodurch
es zu Pausen oder einem bidirektionalen Transport kommen kann [75,76|. Zusétzlich kon-
nen auch lastabhéngige Transportparameter individueller Motoren das Krafteverhéltnis
beeinflussen [69]. Voraussetzung fiir ein solches Tauziehen ist die gleichzeitige Aktivitét
der Motoren |74]. Alternativ dazu wére auch eine gezielte Aktivierung/ Inaktivierung der
Motoren als Ursache fiir bidirektionalen Transport denkbar [55]. Betrachtet man neben
der bidirektionalen Bewegung die Rotationen der Lasten wahrend ihrer Pausenphasen an
Filamentkreuzungen néher, fallt auf, dass es sich bei der Rotation nicht um eine zuféllige
Bewegung handelt, sondern um eine aktive Drehung. Eine zufillig Bewegung wiirde auf
eine Dissoziation der an die Last gekoppelten Transportmotoren von den MT hindeuten,
eine aktive Bewegung hingegen kann nur durch die Beteiligung von Motorproteinen auch
wéhrend der Pausenphasen realisiert werden [75].

Kraftmessung an aus Dictyostelium isolierten Endosomen ergaben die wahrscheinliche Be-
teiligung von einem Kinesin und vier bis acht Dyneinen [77]. Auferdem wurde festgestellt,
dass hiufig vermeintlich schwache Dynein Motoren iiber kréaftigere Kinesin Motoren domi-
nieren [76,78|. Vorrangig fanden Untersuchungen diverser Motoren in vitro statt, was eine
gute Grundlage fiir die Funktionen der Motoren liefern kann, allerdings hadufig auch Abwei-
chungen zu dem Verhalten der Motoren in vivo zeigt, also in ihrer natiirlichen Umgebung
innerhalb der Zellen [62,72]. So hat das zelluldre Umfeld beispielsweise kaum Einfluss auf
die Krafterzeugung eines individuellen Motors, aber durch die viskoelastische Umgebung
innerhalb der Zelle und des Zytoskelettes kénnen bei simultaner Motoraktivitdt unter-
schiedlich stark ausgepréigte Interaktionen mit den motorassoziierten Filamenten zustande
kommen. Die Anzahl der beteiligten Motoren kann dabei variieren, woraus abweichende
effektive Krifte resultieren [72|. Auferdem kommt es in vivo haufig auch zu homogenen
oder heterogenen Interaktionen mehrerer Motoren und Komposition mit anderen Arten
von Motorproteinen, beispielsweise AF- und MT-basierte Transporteure (wobei auch nega-
tive Kooperationen moglich sind) [62,76]. So konnen Dyneine wéhrend des Lasttransportes
untereinander kooperieren und sind in der Gruppe stirker als einzeln, was fiir Kinesine
nicht beobachtet wird [62,76,78,79]. In vitro Experimente mit Dynein Motoren zeigten eine
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Korrelation und Verkiirzung der Dynein-Schritte bei sehr grofen Lasten (Zugkriften am
Motor), was in einer Erhthung der durch den Motor ausgeiibten Kraft resultierte [72,80].
Auch konnte mittels eines theoretischen Modells der Dynein-Funktion und Monte Carlo
Simulationen dargestellt werden, dass die Geschwindigkeit der Dyneine stéarker durch die
Last beeinflusst wird als die der Kinesine [81]. Zusétzlich besitzt Dynein einen Zustand
mit nur loser Anbindung an MT, was einen deutlich vergréfserten Bewegungsradius ohne
Kraftausiibung ermoglicht, welcher genutzt werden kann, um entgegenkommenden, bela-
denen Motoren auszuweichen und Stausituationen entlang des MT zu vermeiden [62].
Waéhrend der Betrachtung des phagosomalen Transportes fiel Rai und Kollegen auf, dass
sich zeitige Phagosomen (circa 5-10 min nach Bildung) vorrangig bidirektional und spéte
Phagosomen (min. 30 min nach Entstehung) eher unidirektional bewegen und trotz glei-
cher Geschwindigkeiten spite Phagosomen léngere zusammenhéngende Strecken in Rich-
tung Minusende der MT zuriicklegten. Die Transportkrifte in Richtung des Plusendes
der MT waren bei zeitigen und spaten Phagosomen identisch, beziiglich des Minusendes
aber fiir spdte Phagosomen grofer als flir zeitige, was auf eine Sensitivitdt der Dynein
Motoren beziiglich der Phagosomenreifung schlieffen lasst. Die molekularen Eigenschaften
beider Phagosomenstadien waren ebenfalls identisch, lediglich die Verteilung der Moto-
ren war bei zeitigen Phagosomen uniform entlang der Oberfliche und zeigte beziiglich
Dynein bei spiten Phagosomen Flecken hoher Dynein-Dichte oder Dynein-Cluster. Diese
Cluster erlauben vielen Dyneinen gleichzeitig an MT zu binden, auch wenn die Wahr-
scheinlichkeit fiir ein einzelnes Motorprotein mit einem MT zu interagieren eher gering ist.
Mit steigender Phagosomenoberfliche nimmt diese Wahrscheinlichkeit noch ab, wodurch
eine ungleichméfige Dynein-Verteilung auf der Oberfliche an Relevanz zunimmt. Die zu-
sammengeschlossenen Dynein Motoren besitzen die Moglichkeit zu kooperieren und grofse
kollektive Kréfte zu erzeugen, welche durch eine konstante Anbindung der Motoren an
MT unterstiitzt werden. Diese Krifte steigen mit der Anzahl an Dynein Motoren weiter
an und sind die Ursache fiir den Ubergang bidirektionaler Bewegung bei zeitigen Pha-
gosomen durch gleichberechtigte Dynein-/ Kinesin-Kréfte zu unidirektionalem Transport
spater Phagosomen, basierend auf der Dominanz kollektiver Dynein-Kréfte [76,78,79].
Neben den Auswirkungen von MT und AF sowie den dazugehorigen Motorproteinen auf
das phagosomale Transportverhalten konnte auch gezeigt werden, dass der cytosolische
pH-Wert die Motoren und somit die Transportrichtung beeinflusst [37,63,73]. Auch fiel
auf, dass teilweise die Inhibierung eines Motors, d.h. die Blockade des Transportes in eine
Richtung, gleichzeitig zum Verschwinden des Transportes in die entgegengesetzte Richtung
fithrte, was die Vermutung aufkommen lies, dass auch der intrazelluldre Ab- und Wieder-
aufbau der MT einen groften Einfluss auf das Transportverhalten haben kénnte und somit
kein klassischer Organellentransport entlang fixer Schienen existiert [82].

Eine génzliche Vereinigung aller Beobachtungen und der aufgestellten Hypothesen ist lei-
der nicht moglich. Der phagosomale Transport und die damit verbundene Nutzung des
MT-basierten und AF-basierten Transportsystems bedarf daher noch weitergehender Un-
tersuchungen.

Ausnutzung der Phagozytose durch Krankheitserreger

Obwohl die phagosomale Aufnahme und anschliefende Reifung des Phagosomes zur Ver-
nichtung eines internalisierten Pathogenes essentielle Bestandteile des organsimuseigenen
Abwehrsystems und Verbindung zwischen angeborener und erworbener Immunantwort
sind, sind sie paradoxerweise auch ein préferiertes Ziel pathogener Invasionen. So nutzen
einige Erreger das phagosomale System, um in die Wirtszelle zu gelangen und sich dort
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zu replizieren, teils mit pathologischem Ausgang fiir die Wirtszelle und dem dazugehdri-
gen Organismus. Dabei interagieren die Pathogene mit einem oder mehreren Schritten der
Phagozytosemaschinerie, indem sie beispielsweise ihre phagosomale Reifung anhalten oder
dem Phagosom entkommen [11,20, 83|. Beispiele solch invasiver Bakterien sind Brucella
abortus, Chlamydia spp., Cryptococcus neoformans, Mycobacterium spp. oder Salmonella
spp. [7,11,14,83]. Um die Wirkungsweise solcher Pathogene zu verstehen und im Idealfall
mittels Medikamenten unterbinden oder gar die Erreger vernichten zu koénnen, ist es un-
erldsslich die Grundlagen der Phagosomenreifung und die Interaktion der intrazelluldren
Parasiten mit dem phagosomalen System detailliert zu kennen [83].

Um das phagosomale System zum eigenen Vorteil zu nutzen, aber einer Vernichtung durch
die ausfithrende Zelle zu entgehen, haben die Erreger diverse Uberlebensstrategien entwi-
ckelt. Eine Moglichkeit ist, bereits die Markierung durch Antikérper und die Internalisie-
rung durch Phagozyten zu inhibieren. Soll aber zunéchst eine Aufnahme der Parasiten
stattfinden, damit diese in die Wirtszelle eindringen kdnnen, schaffen es einige von ihnen
die der Internalisierung folgende Phagosomenreifung anzuhalten und abzubrechen. Dabei
unterbinden sie den Austausch mit sekretorischen Vesikeln und Organellen des endozy-
tischen Pfades, wodurch die damit korrelierten Recyclingprozesse oder Ansduerung des
phagosomalen Lumens blockiert werden [11,20,83]. Beispiele hierfiir sind Mycobacterium
spp. (meist kokkenformige Krankheitserreger des Menschen & von Tieren, wie Tuberkulo-
se oder Lepra), welches im Stadium eines zeitigen Phagosomes verbleibt, Salmonella spp.
(gramnegative Stabchenbakterien, Ausloser von Salmonellosen), welches die Reifung erst
zum Zeitpunkt der Entwicklung spéter Phagosome unterbricht, um eine Transition zum
Phagolysosom zu verhindern oder auch Leishmania spp. (geifeltragende Protozoen, Erre-
ger der Leishmaniose) [7,11,14,83]. Solche Erreger werden anschliefend auch von anderen
immunologischen Schutzmechanismen nicht mehr detektiert und die Parasiten kénnen teil-
weise bis zu mehreren Jahren in der Wirtszellen verbleiben und iiberleben [83]. Manche
Pathogene kénnen die phagosomale Reifung nicht nur unterbrechen, sondern ihrem eige-
nen Phagosom entkommen, beispielsweise durch Lysis der phagosomalen Membran und
dadurch ins Zytosol gelangen. Repréasentative Vertreter solcher Erreger sind Shigella flex-
neri (gramnegative Stadbchenbakterien, u.a. Infektionskeim der Bakterienruhr), Rickettsia
prowazekii (gramnegative Stibchenbakterien, Ubertréiger von Rickettsiosen, wie Fleckfie-
ber) oder Listeria monocytogenes (grampositives Stabchenbakterium, Ausloser von Liste-
riosen) [7,11,20,83]. Eine alternative Uberlebensstrategie ist die Umwandlung des erreger-
inkludierenden Phagosomes in eine nicht phagosomale Organelle beispielsweise durch Re-
krutierung anderer Organellen und somit ein Verlassen des phagozytischen Pfades. Solche
Pathogene sind beispielsweise Legionella pneumophila (gramnegatives Stéabchenbakterium,
induziert Legioniirskrankheit oder Pontiac-Fieber), welche das Phagosom durch Anderung
der Membranzusammensetzung in ein dem Endoplasmatischen Retikulum dhnliches Orga-
nell zum Schutz und zur Vermehrung verwandeln oder Chlamydia trachomatis (parasitéres
gramnegatives Bakterium, Ubertriger von Chlamydien), welche aus ihrem Phagosom ein
einzigartiges, nicht im Wirt vorkommendes Zellkompartiment zur eigenen Replikation er-
stellen. Dazu zéhlen aber auch Tozoplasma gondii (bogenférmige Protozoone, Verursacher
von Toxoplasmose bei Katzen), welche ebenfalls eine neue, nicht ansduernde Organelle mit
der Wirtszellenmembran ahnlichen Charakteristik bilden oder Brucella abortus (gramne-
gatives Stabchenbakterium, Erreger der Rinderbrucellose), welche ihr Phagosom in ein
Autophagosom konvertieren ldsst und somit einer invasiven Immunantwort zuvorkommt
und sich in der perinuklearen Region anlagert [7,14,83,84]. Manche dieser Erreger kon-
nen auch die Abldufe und Funktionen der Wirtszelle zu ihren eigenen Gunsten verédndern
und umprogrammieren. Beispielsweise blockiert Cryptococcus neoformans (hefedhnlicher
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Pilz, Ausléser von Kryptokokkose) die Phagosomenreifung, verbleibt zunéchst im Wirt,
ohne Alterung oder Ansduerung aufgrund einer defekten Membranzusammensetzung und
induziert schliellich die Ausscheidung des Phagosomes aus der Wirtszelle, moglicherweise
durch Konvertierung des Phagosomes in ein exozytisches Vesikel [14,85|. Diese Sekretion
des Pathogenes kann noch mehrere Stunden nach dessen Phagozytose auftreten und findet
statt ohne die Wirtszelle zu eliminieren, wobei der exakte, zugrundeliegende Mechanismus
unbekannt ist [86,87]. Eine weitere Moglichkeit die phagosomale Reifung unbeschadet zu
durchlaufen, ist das Uberleben in einer stark sauren Umgebung innerhalb des Phagolyso-
somes und dem enzymatischen Unterbinden der Formation von toxischen Sauerstoffmeta-
boliten, die zu einer Zerstérung des Parasiten fithren wiirden. So kénnen sich beispielsweise
Couziella burnetii (gramnegatives Stabchenbakterium, Erreger des Q-Fiebers) in den Pha-
golysosomen replizieren, ohne selbst verdaut zu werden |7,11,20].

Bereits diese Beispiele fiir vielfdltige bakterielle Moglichkeiten den Prozess der Phagoso-
menreifung fiir eigene Zwecke auszunutzen, machen deutlich wie unerlasslich ein grund-
legendes Verstdndnis dieses phagosomalen Reifungsprozesses ist, wobei die vorliegende
Arbeit einen Beitrag zu diesem Verstdndnis erarbeitet.
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KAPITEL 3

Einordnung der vorliegenden Arbeit in die
aktuelle Forschung im Bereich der Phagozytose

Wie in den letzten Abschnitten dargelegt wurde, ist die Erkennung, Internalisierung und
Vernichtung von Fremdkorpern und Pathogenen mittels Phagozytose ein essentieller Be-
standteil des Selbstschutzes von Organismen und ein wichtiges Verbindungsglied zwischen
angeborener und adaptiver Immunitét. Es wurde aufgezeigt, dass unzéhlige Bakterien und
andere Parasiten in der Lage sind das phagozytische System zu missbrauchen, um in die
Wirtszelle einzudringen und anschliefend die Phagosomenreifung zu stoppen oder gar das
Phagosom zu verlassen und die eigene Replikation innerhalb der Wirtszelle zu realisie-
ren. Um einen notwendigen und effektiven Schutz der Organismen vor solchen Erregern
zu gewihrleisten, ist es daher unerlésslich die Grundlagen und molekularen Mechanismen
der bakteriellen Uberlebensstrategien, ihre Adaption der Phagosomenbewegung und der
phagosomalen Reifung an sich detailliert zu analysieren und zu verstehen [14,83]. Ein es-
sentieller Teil dieses phagosomalen Reifungsprozesses ist dabei der zentripetale Transport
phagozytischer Vesikel innerhalb der Wirtszelle von der Zellperipherie zur perinuklearen
Region, um diverse Fusionsprozesse mit intrazelluldren endo- und exozytischen Organellen
zu gewahrleisten [35,39,42,54,65]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Transport als
funktionell relevante Basis fiir die Phagosomenreifung quantitativ und qualitativ unter-
sucht.



Einordnung der vorliegenden Arbeit in die aktuelle Forschung

Die auftretenden, meist pathogeninitiierten Variationen des phagosomalen Reifungsprozes-
ses und Abweichungen vom erwarteten Ablauf der Phagosomenalterung werden hiufig auf
biochemische Modulationen, ausgelost durch internalisierte Erreger, zuriickgefiihrt, wel-
che die Expression von Effektorproteinen, Anderungen der Membranzusammensetzungen
oder enzymatische Einflussnahme bewirken [7,11,14]. In dieser Arbeit sollte nun der Ein-
fluss eines einfachen, aber fundamentalen und experimentell sehr exakt und kontinuierlich
kontrollierbaren physikalischen Parameters untersucht werden, die Gréfse des zu interna-
lisierenden und zu vernichtenden Erregers. Viele internationale Arbeitsgruppen beschéf-
tigten sich dabei bereits mit dem essentiellen Einfluss der Gréfse, der Form und weiterer
Eigenschaften des Zielobjektes auf die Erkennung und Aufnahme des Fremdkoérpers durch
Zellen [15-21]. Uber den Einfluss der Grofe des Phagosomes, definiert durch die Grofe des
internalisierten Pathogenes, auf den anschliefenden phagosomalen Transport im Rahmen
der Reifung ist bis auf die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Phagosomendi-
mensionen und der Fusion mit Lysosomen weitgehend nur sehr wenig bekannt [15, 18].
Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass Fibroblasten (bewegliche Bindegewebezel-
len) einen intrazelluldren Sortiermechanismus ausbilden, welcher dafiir sorgt, dass bei einer
sehr umfangreichen Aufnahme von Fremdkorpern unterschiedlicher Abmessungen grofse
Phagosome in der perinuklearen Region angelagert werden und kleine Phagosomen in der
Zellperipherie [88]. Beziiglich der untersuchten Phagosomen wurde sich in dieser Arbeit an
den typischen, charakteristischen Dimensionen weit verbreiteter bakterieller Erreger ori-
entiert [17,35]. Die GroRe repriasentativer Bakterien variiert dabei zwischen sehr kleinen
Pathogenen wie beispielsweise Brucella abortus mit einer Ausdehnung von 1-2pm und
sehr grofen Pathogenen wie beispielsweise Cryptococcus neoformans mit Abmessungen
grofer als 4pm [89, 90]. Aukerdem ist bereits bekannt, dass Bakterien mit einer maxi-
malen Ausdehnung von 1-3 um zu einer optimalen Anbindungs- und Internalisierungsrate
fithren [16-18,35]. Der Grofenbereich von 1-3 pm wurde infolgedessen als relevantes Spek-
trum der Erregerdimension fiir die Betrachtungen in dieser Arbeit festgelegt.

Auch beziliglich des Zusammenhanges zwischen Phagosomengrofse und der dem phagoso-
malen Transport zugrundeliegenden molekularen Transportsysteme gibt es nur liickenhafte
und wenig zufriedenstellende Erkenntnisse. Bereits seit 1989 gibt es Hinweise darauf, dass
der genutzte Transportmechanismus nicht unabhéngig von der Grofe der Phagosomen se-
lektiert wird, wobei aber noch viele Fragen offen blieben [10,39]. Auch das Zusammenspiel
MT- oder AF-basierter Motilitit sowie die Uberginge zwischen den Transportsystemen
oder Einfliisse externer Faktoren oder anderer Transportvariablen sind noch weitgehend
unklar [10,61]. Analog dazu ist bekannt, dass Recycling und Riicktransport von Antige-
nen aus dem phagosomalen Lumen zuriick in Richtung der Zellperipherie stattfindet und
durch AF-basierte Motilitédt gefordert wird. Aber die Adaption solch exozytischer Pfade
wahrend des phagosomalen Reifungsprozesses sowie die Transportwege fiir Antigen-MHC-
Verbindungen (vor allem fiir MHC I) zuriick an die Membranoberfliche sind nur teilweise
verstanden [7,10,29, 59,70, 74].

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich dahingehend mit offenen Fragen beziiglich des Ein-
flusses einer simplen, experimentell selektiv kontrollierbaren, physikalischen Eigenschaft
der Phagosomen auf die phagosomalen Transporteigenschaften wihrend der Phagosomen-
reifung. Als essentielle physikalische Eigenschaft aller Phagosomen wurde in dieser Arbeit
die Phagosomengrofte untersucht, welche im Rahmen typischer Bakteriendimensionen va-
riiert wurde. Neben der Charakterisierung reprasentativer Transporteigenschaften wurden
auch die zugrundeliegenden molekularen Transportsysteme studiert, um Ursachen und
Wirkungen der Phagosomengréfie auf den Phagozytosemechanismus darlegen und verste-
hen zu kénnen.
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KAPITEL 4

Moglichkeiten & Methoden zur Initiierung,
Beobachtung & Manipulation phagosomaler

Prozesse in Makrophagen

Dieses Kapitel erldutert die theoretischen Grundlagen
der in dieser Arbeit verwendeten Messmethoden sowie
diverse Maglichkeiten der Visualisierung der Zellen bzw.
intrazelluldrer Strukturen und einige Optionen zur Mani-
pulation der zu beobachtenden Objekte und Prozesse. Da-
zu erfolgt zundchst eine Einfiihrung in eine Auswahl der
vielfdltigen Methoden der optischen Mikroskopie inklusive
der Fluoreszenzmikroskopie sowie die Vorstellung zwei-
er spezieller Arten wvon Mikroskopaufbauten. Anschlie-
Bend wird die Visualisierung der Zellen um die Option
der FElektronenmikroskopie erweitert. Im darauf folgen-

den Teil werden die genutzten Methoden genauer charakterisiert, beginnend mit der Funk-
tionsweise einer optischen Falle, tiber Moglichkeiten der Phagozytoseinitiierung mittels
Latexpartikeln und Opsonisierung dieser bis hin zur Manipulation intrazelluldrer Prozesse
durch die Zugabe diverser Medikamente.
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4.1

4. Initiierung, Beobachtung & Manipulation phagosomaler Prozesse

Die im folgenden Abschnitt dargelegte Beschreibung diverser optischer Mikroskopiemethoden bietet ledig-
lich eine Auswahl und beschrinkt sich auf in dieser Arbeit verwendete Techniken. Die bereits etablierten
theoretischen Grundlagen entsprechen den zum Zeitpunkt der Verdffentlichung dieser Arbeit gingigen Lehr-

buchmeinungen beispielsweise nach [91-93].

Optische Mikroskopiemethoden

Aufgrund des begrenzten Auflésungsvermogens des menschlichen Auges ist die Mikros-
kopie ein essentiell notwendiger Bestandteil bei der Untersuchung von zelluldren biolo-
gischen Proben. Die optische Mikroskopie ermoglicht die Projektion einer vergrofserten
Abbildung eines Objektes auf das menschliche Auge oder eine Kamera, welche mittels ge-
schickter Anordnung diverser Linsensysteme erzeugt wird. Im einfachsten Fall handelt es
sich dabei um zwei Sammellinsen, einer objektnahen Linse, dem Objektiv, und einer dem
Auge oder Kamera zugewandten Linse, dem Okular. Das Objektiv erzeugt ein moglichst
stark vergrofiertes, reelles, umgedrehtes Zwischenbild im ersten Brennpunkt des Okulars,
welches daraufhin mittels parallel austretender Lichtstrahlen vom Okular als im Unendli-
chen befindlich abgebildet wird [91,92|. Alternativen zur optischen Mikroskopie bilden die
Elektronenmikroskopie, bei welcher eine Steigerung des Auflésungsvermdgens durch die
geringere Wellenldnge der Elektronenstrahlung gegeniiber dem Licht erreicht wird, und
die Rastersondenmikroskopie, bei welcher die Bildgebung durch Wechselwirkung zwischen
einer Sonde und der Probe erzeugt wird [94,95].

Hellfeldmikroskopie. Bei dieser Mikroskopietechnik handelt es sich um die vermeintlich
einfachste Form der optischen Mikroskopie, bei welcher das Praparat von einer geeigne-
ten Lichtquelle durchleuchtet wird. Im Allgemeinen wiirde eine Verkiirzung des Abstandes
zwischen abzubildendem Objekt und Brennebene des Objektives zu einer Verbesserung der
Vergrofserung fithren. Neben einer technischen Begrenzung durch die damit verbundene
Reduzierung der Lichtintensitét, einer relativ grofen Tubuslédnge des Mikroskops (Abstand
zweiter Brennpunkt Objektiv und erster Brennpunkt Okular) sowie einem Anwachsen di-
verser Abbildungsfehler erfolgt auch eine Begrenzung der méglichen Vergréferung durch
das Auflésungsvermogen des Mikroskops, auch bezeichnet als Abbe-Limit [91,92,96]. Auf-
grund der Welleneigenschaften des Lichtes und dem damit verbundenen Auftreten von
Beugungseffekten erzeugt ein leuchtender Objektpunkt (bei Beugung an einer kreisrunden
Apertur) in der Bildebene eine Beugungsfigur in Form von Scheibchen. Diese Beugungs-
figur entspricht der Airy-Funktion, der durch die Linsen bedingten Fouriertransformation
der Aperturfunktion. Grundlegend wird diese Funktion (bei einer beliebigen Lichtquelle)
durch die sogenannte Punkt-Spreizfunktion (engl. point-spread-function) beschrieben. Bei
zwei Punktlichtquellen statt einer konnen ihre Abbildungen separiert werden, wenn ihre
Beugungsfiguren nicht vollstdndig verschmelzen. Nach Rayleigh ldsst sich zur Definition
einer Grenze fiir den moéglichen Grad der Verschmelzung ein kritischer Winkel definieren,
unter welchem das zentrale Beugungsmaximum der ersten Quelle mit dem ersten Beu-
gungsminimum der zweiten Quelle zusammenfallt und beide Quellen noch differenziert
werden kénnen [91-93]. Darauf basierend versteht man unter dem Aufldsungsvermégen
den minimalen Abstand den zwei Lichtquellen haben kénnen, um noch als Einzelobjekte
abgebildet zu werden. Das Auflésungsvermogen wird angegeben als iy = Oﬁ;/\, wobei
NA = n-sina als die Numerische Apertur des Objektives (Vermdgen Licht zu fokussieren)
definiert ist und o dem halben Offnungswinkel des Objektives, n dem Brechungsindex und
A der Lichtwellenlédnge entspricht [91]. Daraus folgt, dass das Aufldsungsvermogen durch
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4.1. Optische Mikroskopiemethoden

die Verwendung einer hoheren N A, eines Immersionsmediums oder einer geringeren Wel-
lenldnge verbessert werden kann.

Handelt es sich statt der Abbildung von Lichtquellen um koh&rent beleuchtete Objekt-
punkte (wobei jeder Objektpunkt Quelle einer kugelférmigen Huygens-Sekundéarwelle als
Streuwelle ist), muss von dem Beugungsmuster ihrer Streuwellen neben dem Maximum 0.
Ordnung mindestens auch das 1. Minimum vom Objektiv erfasst werden, um die beiden
Lichtquellen differenzieren zu kénnen (Abbe Theorie) [91,92]. Das daraus resultierende
Auflésungsvermdogen ergibt sich zu Ty, = n_s?‘na fir den minimalen Abstand xp;, der
beiden beleuchteten Objekte [92].

Ein haufig bei biologischen Proben auftretendes Problem ist allerdings nicht das zu geringe
Auflésungsvermogen des Mikroskops, sondern ein zu geringer Kontrast diverser Struktu-
ren der Probe. Zur Verbesserung des Kontrastes wird die Hellfeldmikroskopie teils mit
gefiarbten Praparaten durchgefiihrt, wobei die Anfirbung héufig eine Fixierung der Zellen
erfordert und somit die Beobachtung lebender Organismen ausschlieft [92].

DIC-Mikroskopie. Die Differential- Interferenz- Kontrastmikroskopie (DIC) bietet eine
Moglichkeit auch lebende Zellen mit einer hohen Kontrastgebung zu visualisieren. Es han-
delt sich dabei um eine Mikroskopietechnik, welche die Phasenverschiebung des Lichtes
durch das Objekt (basierend auf Brechungseffekten) ausnutzt. Das grundlegende Prin-
zip dabei ist mittels Interferenz die Differenz der optischen Weglénge zweier benachbarter
Strahlen (Versatz beider Lichtstrahlen unterhalb der Auflésungsgrenze des Mikroskops) zu
ermitteln und zu visualisieren. Dazu wird das einfallende Licht zunéchst linear polarisiert,
anschlieffend auf zwei senkrecht zueinander polarisierte Teilstrahlen aufgespalten und auf
das Objekt fokussiert. Beim Durchlaufen des Objektes kommt es zu einer Phasenverschie-
bung des gebeugten Lichtes. Anschliefend erfolgt eine Rekombination beider Teilstrahlen,
Angleichung der beiden Polarisationsrichtungen und Entstehung der Interferenzen. Da-
durch werden auftretende Phasendifferenzen in eine Modulation der Amplituden umge-
wandelt und unterschiedliche optische Wegléngen resultieren in Helligkeitsunterschieden
und somit in einer kontrastreichen Bildgebung. Md&gliche Ursachen optischer Wegléngen-
unterschiede kénnen dabei variierende Dicken des Objektes oder aber auch Verdnderungen
des Brechungsindexes sein [97].

Eine alternative Methode zur Erhohung des Kontrastes bietet die Phasenkontrastmikrosko-
pie, eine Methode, welche ebenfalls die Phasenverschiebung optischer Wellen beim Durch-
gang durch Medium in Abh#ngigkeit von dessen Brechungsindex ausnutzt. Sie wandelt
durch Manipulation in der ersten Fourierebene der Abbildung beugungsinduzierte Pha-
senverschiebungen in Amplitudendifferenzen um [92,97].

Fluoreszenzmikroskopie. Auch mittels Fluoreszenzmikroskopie ist eine Verbesserung des
Kontrastes zur gezielten Visualisierung konkreter Objektstrukturen mdoglich. Im Vergleich
zur herkommlichen Mikroskopie, welche auf der Detektion transmittierten, gebeugten,
gestreuten oder reflektierten Lichtes einer externen Lichtquelle basiert, werden bei der
Fluoreszenzmikroskopie Objektstrukturen selbst als Lichtquelle genutzt [97].

Fluoreszenz ist dabei ein photophysikalischer Prozess und bezeichnet den strahlenden
Ubergang von vibronischen Niveaus eines elektronischen Anregungszustandes eines Mo-
lekiils in die vibronischen Niveaus des Grundzustandes unter Erhaltung der Multiplizitat
(Ubergéinge zwischen Zusténden identischer Spinquantenzahlen der Elektronen). Die Zu-
fuhr der Energie zum Erreichen des elektronischen Anregungszustandes erfolgt zunéchst
durch Absorption eines Photons. Dabei wird ein von der Frequenz des eingestrahlten Lich-
tes abhingiger Ubergang zwischen zwei elektronischen Zustianden eines Molekiils inklusive
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der zugehorigen Schwingungs- und Rotationszusténde induziert, welcher dem Lambert-
Beerschen Gesetzt folgt (Absorption von Licht in Molekiilen). Diese Ubergiinge basieren
dabei auf dem Franck-Condon Prinzip, d.h. vibronische Uberginge zwischen Elektronen-
zusténden, bei denen sich der Kernabstand nicht dndert, sind wahrscheinlicher als andere
Ubergéinge unter der Annahme, dass der Ubergang der Elektronen schneller stattfindet
als Anderungen des Kernabstandes wihrend der Anregung. Nach der Anregung erfol-
gen zunéchst im allgemeinen Prozesse der inneren Umwandlung (engl. internal conversi-
on), strahlungslose Prozesse, bei welchen Teile der Anregungsenergie mittels Schwingungs-
oder Rotationsquanten an die Umgebung abgegeben werden. Das Elektron sinkt dabei in
den tiefsten elektronischen Anregungszustand ab. Das anschliefsende Absinken des Elek-
trons aus dem tiefsten Anregungszustand in den Grundzustand erfolgt mittels strahlen-
dem Ubergang, d.h. der Abgabe der Anregungsenergie an die Umgebung durch Emission
eines Photons und gehorcht dabei ebenfalls dem Franck-Condon Prinzip sowie den Kasha-
Regeln (Photonenemission eines Molekiils in kondensierter Phase im Allgemeinen nur aus
dem tiefsten Anregungszustand heraus, unabhéngig der Anregungswellenlénge). Eine Fol-
ge dessen ist die sogenannte Stokes-Verschiebung der Anregungswellenlénge hin zu einer
groferen Wellenldnge (also geringerer Energie) der Emission. Aufgrund der Aufteilung
des Grundzustandes und des Anregungszustandes in diverse Unterzustéinde kénnen nicht
nur konkrete Photonenenergien absorbiert und emittiert werden, sondern als Absorptions-
und Emissionsspektren bezeichnete, limitierte Bandbreiten dhnlicher Energiegehélter. Da
es sich bei der Fluoreszenz um einen erlaubten quantenmechanischen Prozess handelt (kei-
ne Spinumkehr wihrend des Uberganges), ist seine Lebensdauer meist auf wenige Nano-
sekunden beschrinkt. Die Effektivitdt der Fluoreszenz wird durch die Quantenausbeute,
dem Verhéltnis von absorbierten Quanten zu emittierten Quanten, charakterisiert. Ein
anderer Prozess, bei welchem es zur Emission von Photonen kommt, mit einer langeren
Abklingdauer und einer deutlich reduzierten Wahrscheinlichkeit ist die Phosphoreszenz,
basierend auf dem Verbot von Spin-Umklappvorgéingen bei optischen Ubergéingen und
deren Realisierung durch Interkombination (in der Molekiilphysik auch engl. Intersystem
Crossing) 194,95].

Im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie unterscheidet man in Objekte, welche in der La-
ge sind aufgrund von Anregung durch ein konkretes Spektrum Photonen zu emittieren,
auch als autofluoreszent bezeichnet, und in Objekte, bei denen das zusédtzliche Einbrin-
gen von Farbstoffen (Fluorochrome oder Fluorophore) notwendig ist, welche zur Emissi-
on von Photonen in der Lage sind. Da diese Farbstoffe ein spezifisches Anregungs- und
Emissionsspektrum aufweisen, ist das Einbringen mehrerer, diverser Farbstoffe mit unter-
schiedlicher Zielstrukturaffinitdt in ein Objekt moglich, was eine essentielle Rolle bei der
Nutzung der Fluoreszenzmikroskopie spielt. Generelle Voraussetzungen fiir das Einbrin-
gen von Farbstoffen in eine biologische Probe sind dabei die spezifische Bindungsaffinitéat
der Fluorochrome beziiglich diverser biologischer Zielstrukturen und ihr Einfluss auf deren
Funktionalitit. Beispielsweise sollte die Ankopplung eines Farbstoffmolekiils an intrazellu-
lare Filamente oder Motoren keinen Einfluss auf die Funktion und Agilitdt der Zielstruk-
tur nehmen. Auch spielen die photophysikalischen Eigenschaften der Fluorochrome eine
grundlegende Rolle, wobei eine hohe Quantenausbeute in Kombination mit einer geringen
Phototoxizitéit zu bevorzugen ist. Die Anregung der Probe und Detektion des von der Pro-
be emittierten Lichtes erfolgt bei einem Fluoreszenzmikroskop in der Regel in identischer
Richtung. Die Trennung zwischen Anregungs- und Emissionsspektrum erfolgt mittels di-
chroitischem Spiegel und fiir beide Spektren spezifischen Filtern unter Ausnutzung der
Stokes-Verschiebung zwischen Anregungs- und Emissionswellenldngen [98].
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Konfokale Mikroskopie. Fin konfokales Mikroskop verbindet die sehr gute Auflésung in
der x-y-Ebene der Probe eines Weitfeldmikroskops (klassisches Mikroskop, mit gleichzei-
tiger Beleuchtung aller Punkte) mit einer ebenfalls hohen Auflésung in z-Richtung der
Probe. Vor allem im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie ist eine optimierte Auflésung
in z-Richtung notwendig, da es zu einer Anregung aller im Strahlenverlauf des Anre-
gungslichtes befindlichen Fluorochrome kommt. Dies resultiert in einer Uberlagerung des
emittierten Lichtes aus der Objektebene, auf welche fokussiert wird, mit emittiertem Licht
aus den aufserfokalen Objektebenen, welche anschlieffend bei herk6mmlichen Mikroskopen
ebenfalls detektiert wird. Diese Uberlagerung und der damit inkludierten Erhéhung der
Streulichtdetektion fiihrt zu einem Verrauschen der Fluoreszenzaufnahme und somit zu
einer Abnahme des Bildkontrastes. Bei einem konfokalen Mikroskop erfolgt eine Unter-
driickung der Bildinformation aus Ebenen, die auferhalb des gewiinschten Fokus liegen
und somit eine Verbesserung des Kontrastes sowie der Tiefendiskriminierung [91,97].
Eine technische Realisierung der Diskriminierung von Licht, welches von aufterhalb der
gewiinschten Fokusebene emittiert wird, erfolgt durch Einbringen einer Lochblende in
den Detektionsstrahlengang, siehe hierzu auch Abbildung 4.1A. Bei den meisten konfo-
kalen Mikroskopen handelt es sich um Auflichtmikroskope, d.h. Anregung und Detektion
erfolgen iiber das Objektiv und Teile beider Strahlengénge sind identisch. Das zur Anre-
gung genutzte Licht entstammt aufgrund hoher benétigter Intensitdt meist einem Laser
und wird zunéchst auf eine Lochblende (engl. pinhole) zur Erzeugung einer punktfor-
migen Lichtquelle und anschliefend mittels Objektiv auf ein Volumen innerhalb des zu
betrachtenden Objektes fokussiert. Das aus diesem fokalen Volumen zuriickgestreute oder
emittierte Licht wird mittels Objektiv auf eine zweite Lochblende innerhalb des mittels
dichroitischem Spiegel vom Emissionsstrahlengang getrennten Detektionsstrahlenganges
fokussiert. Mittelpunkt der Lochblende und Beleuchtungspunkt innerhalb des Objektes
sind gleichzeitig im Fokus und somit konfokal zueinander. Das Licht, welches die zweite
Lochblende passiert, wird anschliefsend von einem Detektor registriert. Licht, welches von
Regionen auferhalb des fokussierten Objektvolumens stammt, wird nicht auf die zweite
Lochblende fokussiert. Somit erreicht nur eine geringe Lichtintensitéit aus diesen Regionen
den Detektor, was in einer Abschirmung dieser Regionen bei der Detektion resultiert. Dies
ermdglicht neben der Beleuchtung einzelner konfokaler Volumina des Objektes und somit
einer schonenden Anregung fluoreszenter Proben auch eine selektive Ebenendetektion in z-
Richtung der zu betrachtenden Objekte in Kombination mit postprozessiven Erstellungen
dreidimensionaler Abbildungen der Priaparate. Ein Abtasten oder -rastern der Probe, d.h.
eine aufeinanderfolgende Beleuchtung konfokaler Volumina zur Erstellung eines vollstén-
digen Abbildes des Objektes, erfolgt in z-Richtung durch Verschiebung des Objektes sowie
in x-y-Richtung ebenfalls durch Verschiebung des Objektes oder Variation des Fokus der
anregenden Punktlichtquelle mittels rotierendem Spiegel. Das konfokale Volumen kann
durch eine Verringerung des Durchmessers der Lochblende reduziert werden, ist jedoch
durch Beugungseffekte limitiert [91,97,99].

Drehscheibenmikroskopie. Die Drehscheibenmikroskopie (engl. Spinning Disk Confocal
Microscopy) ist eine Erweiterung der konfokalen Mikroskopie, welche eine gleichzeitige
Beleuchtung mehrerer Fokusvolumen in einer x-y-Ebene ermdglicht. Als Lichtquelle dient
dazu der aufgeweitete Strahl eines Lasers, welcher statt fokussiert auf eine Lochblende auf
eine Lochmaske gelenkt wird, einer spiralférmigen Anordnung mehrerer kleiner Locher in
einer Ebene, wodurch mehrere parallele Punktlichtquellen (oder auch konfokale Ministrah-
len) erzeugt werden. Auch die Lochblende im Detektionsstrahlengang muss entsprechend
durch eine identische Lochmaske oder durch einzelne Pixel einer Kamera ersetzt werden.
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Abbildung 4.1. Schematischer Aufbau eines konfokalen Mikroskops und dessen Erweiterung
zu einem Drehscheibenmikroskop. Die Abbildung (A) zeigt den schematischen Aufbau eines
konfokalen Mikroskops. Das von einer Lichtquelle emittierte Licht wird zun&chst auf eine Loch-
blende im Anregungsstrahlengang und anschlieflend mittels Objektiv auf die Probe fokussiert. Aus
diesem Fokusvolumen emittiertes Licht wird mittels Objektiv auf eine zweite Lochblende im Detekti-
onsstrahlengang fokussiert. Anregungs- und Detektionsstrahlengang sind durch einen dichroitischen
Spiegel entkoppelt. Nur Licht aus dem fokalen Volumen des Objektes gelangt durch die Detektions-
lochblende auf den Detektor. Licht, welches aufterfokalen Objektebenen entstammt, kann die zweite
Lochblende nicht passieren. Grafik (B) zeigt eine Variante des konfokalen Mikroskops, bei dem
mehrere Lochblenden spiralférmig auf einer rotierenden Scheibe (Nipkow Scheibe) angeordnet sind
und gleichzeitig beleuchtet werden. Dadurch kénnen mehrere Objektpunkte simultan beleuchtet
werden. Als Detektionslochblende dient die gleiche Scheibe. Um Verluste der Beleuchtungsinten-
sitdt an der Nipkow Scheibe zu reduzieren, erfolgt eine Fokussierung des einfallenden Lichtes auf
die Lochblenden mittels analoger Scheibe mit eingesetzten Mikrolinsen anstelle der Lochblenden,
welche simultan rotiert. Diese Mikroskopvariante wird auch als Drehscheiben- oder Spinning Disk
Mikroskop bezeichnet. Abbildung nach [98,99].

Fokusebene _“Probe

Dies ist dargestellt in Abbildung 4.1B. Um eine vollstdndige Abrasterung der Probe zu
gewahrleisten, hat sich eine Lochmaske in Form einer rotierbaren Scheibe (mit spiral-
formig angeordneten Lochern), auch Nipkow Scheibe genannt, bewéhrt. Um die geringe
transmittierte Intensitét des Anregungslichtes nach der Scheibe zu kompensieren, erwei-
terte die Firma Yokogawa die Anordnung um eine mit Mikrolinsen besetzte Scheibe im
Anregungsstrahlengang vor der Nipkow Scheibe, wobei die Rotation beider Scheiben syn-
chron erfolgt. Diese linsenbesetzte Scheibe fokussiert das einfallende Licht auf die Lécher
der Nipkow Scheibe und steigert somit die Transmission des Lichtes, wiahrend ein signifi-
kanter Abstand zwischen den einzelnen Lochern erhalten bleibt, welcher der Vermeidung
von Interaktionen der einzelnen Ministrahlen miteinander dient. Als Lochmaske im De-
tektionsstrahlengang wird die gleiche Nipkow Scheibe genutzt. Bei der Verwendung dieser
Anordnung fiir die Fluoreszenzmikroskopie erfolgt die Auskopplung des Detektionsstrah-
lenganges mittels dichroitischem Spiegel zwischen Mikrolinsenscheibe und Nipkow Schei-
be. Die parallele Beleuchtung mehrerer Objektregionen ermdglicht eine praparatschonende
und zeitoptimierte Abbildung des Objektes, was bei biologischen Proben und insbesondere
bei in-vivo Messungen von grofem Nutzen ist [98,99].
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4.2 Elektronenmikroskopie

Neben der optischen Mikroskopie und der Verwendung von Photonen zur Analyse von Ob-
jektstrukturen kénnen auch beschleunigte, geladene Teilchen zur Untersuchung von Ma-
terie verwendet werden, beispielsweise Elektronen. Bereits Louis de Broglie konnte zeigen,
dass jedem Teilchen der Masse m und der Geschwindigkeit v eine Welle mit der Wellenlén-
ge \ = % zugeordnet werden kann [100]. Die Verwendung von Elektronen fiithrt aufgrund
der deutlich geringeren Wellenléinge von Elektronen (1-1073 bis 3 - 1072 nm) im Vergleich
zu Photonen im Bereich des sichtbaren Lichtes (400 bis 700 nm) zu einer signifikanten
Verbesserung des Auflésungsvermogens, welches sich, wie in Kapitel 4.1 dargelegt, in der
Groéfkenordnung der Wellenlénge bewegt. Die konkrete Wellenldnge der fiir die Elektronen-
mikroskopie verwendeten Elektronen héangt von der angelegten Beschleunigungsspannung
(typischerweise in der Grofenordnung ~100keV) ab, wobei die Elektronengeschwindigkeit
Werte erreicht, bei denen bereits eine relativistische Beschreibung der Geschwindigkeit
erfolgt. Die erreichte Auflésung liegt im Subnanometerbereich und wird durch auftretende
Aberrationen der elektronenoptischen Bauteile limitiert anstatt wie bei optischen Mikro-
skopen durch die Beugung des einfallenden Lichtes [93,94,100]. Einer der Pioniere auf dem
Gebiet der Elektronenmikroskopie war Ernst Ruska, welchem 1986 anteilig der Nobelpreis
fiir Physik aufgrund seiner Erforschung der Grundlagen der Elektronenoptik und dem De-
sign des ersten Elektronenmikroskops verliehen wurde [94,101].

Die Basis eines typischen Elektronenmikroskops bildet eine Elektronenquelle oder -kanone
in Form eines beheizten Metallfadens. Aufgrund der starken Wechselwirkung zwischen
Elektronen und Materie ist eine freie Ausbreitung der Elektronen nur im Vakuum méglich.
Emittierte Elektronen werden anschliefend mittels Potenzialdifferenz stark beschleunigt
und mit der Hilfe von elektromagnetischen Feldern zu einem Strahl gebiindelt, parallel
ausgerichtet, abgelenkt oder fokussiert, dhnlich wie dies bei einem Lichtmikroskop mit
Photonen durch optische Linsen realisiert wird. Anschliefend erfolgt eine Bestrahlung des
Zielobjektes und eine Detektion der Elektronen. Die Bildentstehung basiert dabei auf der
Wechselwirkung der beschleunigten, einfallenden Elektronen mit den lokalisierten Ladun-
gen der Atomkerne und ihren Elektronenhiillen entsprechend den vorherrschenden Cou-
lombkréften. Daraus resultiert eine Ablenkung oder ein Abbremsen der hochenergetischen
Primérelektronen durch elastischer, auf Wechselwirkung mit den Elektronen basierender,
oder unelastischer, auf Wechselwirkung mit dem Kern basierender, Streuprozesse, wobei
nur bei ersterem ein Energietransfer stattfindet [93,94].

Es wird grundlegend unterschieden in Elektronenmikroskope, welche auf Reflexionsgeome-
trien basieren und mit Signalen von der Oberfliche der Zielobjekte arbeiten, oder Mikro-
skope, welche diinne Schichten der Zielobjekte bestrahlen und transmittierte Elektronen
detektieren. Eine weitere Unterscheidung von Elektronenmikroskopen erfolgt in konven-
tionelle Mikroskope und Rastermikroskope. Konventionelle Mikroskope basieren auf einem
festen Strahl und der Anordnung der Detektionsoptiken nach der Probe, was die simultane
Betrachtung grofier Objektbereiche ermoglicht. Rastermikroskope werden realisiert durch
einen fokussierten, beweglichen Elektronenstrahl, der die Probe abtastet. Haufig praktisch
genutzte Arten von Elektronenmikroskopen sind darauf aufbauend das Transmissionselek-
tronenmikroskop (TEM) und das Rasterelektronenmikroskop (REM, oder engl. scanning
electron microscope, SEM). Bei dem TEM erfolgt die Detektion von Primérelektronen,
welche diinne Objektschichten passiert haben. Bei dem REM hingegen werden neben stark
gestreuten Primérelektronen (Riickstreuelektronen) auch durch einen fokussierten Elektro-
nenstrahl an der Objektoberfliche (oder einer diinnen Schicht darunter) herausgeloste Se-
kundarelektronen detektiert. Riickstreuelektronen enthalten dabei Informationen iiber die
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Materialzusammensetzung des Objektes, wohingegen Sekundérelektronen Auskunft tiber
die Oberflichentopographie der Probe geben, basierend auf dem kausalen Zusammenhang
zwischen der Entstehungswahrscheinlichkeit der Sekundérelektronen und der Orientierung
ihrer Austrittsfliche zur Richtung des einfallenden Elektronenstrahles. Mittels REM kon-
nen also die Oberflachenstrukturen und Zusammensetzungen groferer Objekte analysiert
werden. Im Vergleich zur optischen Mikroskopie ist fiir die Nutzung des Elektronenmikro-
skops eine vorausgehende Probenpriparation notwendig. Je nach verwendeter Mikrosko-
pieart muss das Zielobjekt zunéchst mit einer leitfadhigen Schicht {iberzogen oder in diinne
Schnitte gebracht werden und sollte in einer materiefreien Umgebung keine irreversiblen
Schédigungen davontragen [93,94,97,100,101].

Optische Pinzetten

Basierend auf dem Strahlungsdruck des Lichtes stellten 1986 Askin und Kollegen die ers-
te optische Falle fiir dielektrische Partikel mittels eines Lichtstrahles vor [102,103]. Sie
entwickelte sich im Laufe der Jahre zu einem essentiellen Werkzeug fiir die gezielte Mani-
pulation biologischer Proben und es etablierten sich eine Vielzahl diverser Anwendungs-
moglichkeiten [104]. Eine optische Falle ermdoglicht ein Objekt mittels stark fokussiertem
Licht prézise und hoch selektiv ortsfest zu halten, d&hnlich einer mechanischen Pinzette,
dieses zu mandévrieren und Kréfte darauf auszuiiben. Dabei kénnen neben dielektrischen
Partikeln auch lebende Bakterien oder Viren als Objekte dienen [103,105]. Die Auflsung
der Kriéfte liegt dabei im Pikonewtonbereich, die Grofenordnung der zu fangenden Objek-
te liegt im Mikrometerbereich und die Prazision der Positionsbestimmung der Objekte liefs
sich auf Subnanometer reduzieren [103,106]. Die Positionierung der Objekte ist in allen
drei Raumrichtungen moglich und lésst sich in diversen, wasserdhnlichen Medien sowie in
Luft durchfiihren. Fiir kleine Auslenkungen sphérischer Partikel aus der Ruhe- oder Fang-
position der optischen Falle folgt die auf das Objekt wirkende, riickstellende Kraft dem
Hookschen Gesetz (Frae = Kralle - ©, mit der charakteristischen Fallensteifigkeit kpaye),
d.h. sie ist proportional zur Auslenkung z, wodurch eine Nutzung der optischen Pinzette
zur optischen Kraftspektroskopie ermdoglicht wird.

Die Grundlage fiir eine optische Falle bietet ein stark fokussierter Laserstrahl, meist er-
reicht durch ein Mikroskopobjektiv mit hoher Numerischer Apertur [97,103|. Durch die
Fokussierung entsteht ein Maximum des zeitlich gemittelten elektrischen Feldes in Kom-
bination mit einem sehr hohen Feldgradienten innerhalb der Strahltaille bzw. des Brenn-
punktes [97]. Aufgrund der Impulsiibertragung bei der Absorption und Streuung einfal-
lender Photonen an einem dielektrischen Partikel in Fokusndhe erfihrt das Partikel ei-
ne Krafteinwirkung. Vereinfacht léasst sich diese Kraft in zwei Komponenten separieren:
eine Streukraft in Ausbreitungsrichtung des einfallenden Lichtes und eine Gradienten-
kraft in Richtung des rdumlichen Intensitatsgradienten, wobei beide Kraftkomponenten
auf identischen physikalischen Grundlagen basieren [103,105]. In den meisten Féllen domi-
niert die Streukraft oder auch Strahlungsdruck (basierend auf der Impulsiibertragung und
-erhaltung), welche das zu fangende Objekt (meist sphérische Partikel) in Ausbreitungs-
richtung des Lichtes driickt. Bei einem stark fokussierten Laserstrahl kann allerdings im
Bereich des beugungslimitierten fokalen Volumens die Gradientenkraft die Streukraft aus-
gleichen und eine stabile Fangposition eines dielektrischen Partikels erreicht werden [103].
Die Gradientenkraft basiert dabei auf laserinduzierten, fluktuierenden Dipolen innerhalb
des dielektrischen Partikels, entstanden durch Interaktion mit dem inhomogenen elek-
trischen Feld des einfallenden Lichtes. Die exakte theoretische Charakterisierung einer
optischen Falle ist umfangreich, kann aber anhand zweier Grenzfille vereinfacht dargelegt
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A B
1/

Abbildung 4.2. Wirkende Krifte auf ein sphirisches Partikel in einer optischen Falle. Die
Abbildung zeigt die wirkenden Krifte auf ein sphérisches Partikel (violett), welches mittels optischer
Pinzette (fokussierter Laserstrahl, rot) gehalten wird, in Abhéngigkeit des fiir die Herleitung der
Krifte genutzten Regimes. Grafik (A) zeigt den Grenzfall, dass der Partikelradius deutlich kleiner
ist als die Wellenlédnge des zur Erzeugung der Falle verwendeten Laserlichtes und das Partikel als
Punktdipol in einem inhomogenen elektrischen Feld angenommen werden kann. Zwei wesentliche
Krifte beeinflussen die Position des Partikels: die Streukraft, wirkend in Ausbreitungsrichtung des
Lichtes, und die Gradientenkraft, proportional zur Polarisierbarkeit des dielektrischen Partikels und
dem optischen Intensitdtsgradienten. Kann die Gradientenkraft die Streukraft ausgleichen, liegt ei-
ne stabile Fangposition fiir das Partikel vor, welche aufgrund der Wirkungsrichtung der Streukraft
leicht in Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls gegeniiber dem Fokuspunkt verschoben ist. Grafik
(B) zeigt den Grenzfall, dass der Partikelradius signifikant grofer ist als die Wellenldnge des Fal-
lenlasers, wodurch sich die wirkenden Krifte anhand der klassischen Strahlenoptik verdeutlichen
lassen. Die Basis der Krifte (Fy & F») bilden Impulséinderungen aufgrund der Brechung des einfal-
lenden Lichtes (exemplarische Strahlen 1 & 2) bei der Transmission des Partikels. Dabei induzieren
intensivere Strahlen (dicker Pfeil, Strahl 2) eine stirke Impulsinderung und daraus folgend eine
grofere Kraft (F2), welche der Impulsinderung entgegen gerichtet ist. Befindet sich das Partikel
aufserhalb des Laserfokus kénnen sich die auftretenden Kréfte nicht ausgleichen und es tritt eine
Nettokraft auf (FNetto), welche zum Fokus hin gerichtet ist. Bei Kriftegleichgewicht ist eine stabile
Fangposition erreicht. Abbildung nach [103,107].

werden [102,103,105].

Fiir den Fall, dass das gefangene dielektrische Partikel deutlich kleiner ist als die Wellen-
lange des zur Erzeugung der optischen Falle verwendeten Lichtes, kann die auf das Partikel
erzeugte Kraft mittels elektrischer Dipolndherung beschrieben werden. Es werden die Be-
dingungen fiir die Rayleigh Streuung erfiillt und das Partikel kann als Punktdipol in einem
inhomogenen elektrischen Feld angenommen werden [102,103]. Die Kraft auf eine einzelne
Ladung in einem elektromagnetischen Feld ist beschrieben durch die Lorentz Kraft und
kann hier durch Einsetzen zweier Terme fiir das elektrische Feld, eines fiir jede Ladung
(identischer Betrag der Ladungen aber entgegengesetzte Vorzeichen), und der Polarisation
des Dipols p ergénzt werden. Daraus folgt fiir die auf das Partikel wirkende Kraft:

Ip
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mit dem elektrischen Feld E und dem magnetischen Feld B [107]. Darauf aufbauend und
unter Verwendung der Maxwell Gleichung (V x E = —%B), dem Verhéltnis m = np/nm
der Brechungsindizes des Partikels n, und des umgebenden Mediums n,,, der Lichtge-
schwindigkeit ¢, dem Radius des Partikels r, der Wellenldnge A sowie der Intensitét des
eingestrahlten Lichtes Iy kann die Streukraft beschrieben werden als

I()O'nm

FStreu = .
C

Dabei wurde der Streuquerschnitt o definiert als

1987576 /m2 —1\?2
g = .
34 m2+2

Die Gradientenkraft hingegen ergibt sich zu

2mo
Fgraqa = WVI 0

m

mit der Polarisierbarkeit des Partikels « definiert als

2 3 (m’—1
a=n.r <m2 n 2)

[102, 103|. Die Gradientenkraft ist somit proportional zur Polarisierbarkeit des dielek-
trischen Partikels und dem optischen Intensitidtsgradienten. Eine Darstellung der beiden
wirkenden Kraftkomponenten auf ein Partikel, welches in einer optischen Falle gefangen
ist, findet sich in Abbildung 4.2 A.

Der zweite Grenzfall ergibt sich durch die Betrachtung eines wesentlich grofieren Parti-
kels verglichen mit der Wellenldnge des Fallenlasers, wodurch die optischen Kréfte an-
hand der klassischen Strahlenoptik hergeleitet werden kénnen [102,103|. Vergleiche hierzu
Abbildung 4.2B. Die Brechung einzelner Lichtstrahlen bei Ein- und Austritt an einem
dielektrischen Partikel fiihrt neben einer Richtungséinderung der Strahlen auch zu einer
Anderung ihres Impulses. Entsprechend des dritten Newtonschen Gesetztes ist dadurch
auch eine identische aber entgegengesetzte Impulsdnderung beziiglich des Partikels indu-
ziert [102,103]. Die so hervorgerufene Kraftwirkung auf das Partikel ist dabei proportional
zur Intensitdt des einfallenden Lichtes. Diese durch Brechung induzierte Kraft wirkt in
Richtung des Intensitédtsgradienten, wenn der Brechungsindex des dielektrischen Partikels
grofer ist als der des umgebenden Mediums (m > 1) [102,103, 105]. Fiir ein Partikel im
Brennpunkt eines fokussierten Lichtstrahles sind die auf das Partikel wirkenden Impuls-
dnderungen symmetrisch und die lateralen Kréfte gleichen sich aus wodurch keine Net-
tokraft auf das gefangene Teilchen wirkt. Lediglich der zusétzlich auftretende Streudruck
des Strahles verschiebt ein Partikel in einer optischen Falle leicht aus dem Brennpunkt des
Strahles in axialer Richtung an den Punkt, an dem sich die auftretenden axialen Kréfte
im Gleichgewicht mit der Streukraft befinden [103]. Wird das gefangene sphérische Par-
tikel allerdings leicht aus dem Fokuspunkt ausgelenkt, ist die Impulsdnderung auf einer
Hemisphare des Partikels aufgrund der asymmetrischen Lichtintensitét grofser als auf der
anderen. Dabei resultieren intensivere Strahlen auch in einer starkeren Impulsénderung.
Es entsteht eine Nettokraft auf das Partikel, welches dieses in Richtung der gréfieren In-
tensitdt driickt und somit das Partikel zuriick in das fokale Volumen des Lichtstrahles
repositioniert [102,103,105].

Zusétzlich wurden die ersten optischen Einzelstrahlfallen so montiert, dass auch die Ge-
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wichtskraft des Partikels entgegen der Streukraft wirkte [102]. Trotz aufwendiger theoreti-
scher Beschreibung der optischen Pinzette ist sie sehr prazise kalibrierbar und erreicht eine
hohe zeitliche Auflosung durch Detektion des am Partikel gestreuten Laserlichtes und eig-
net sich somit hervorragend fiir empfindliche Messungen an mikroskopischen, biologischen
Proben [97,103].

Polystyrolpartikel und Opsonisierung

Wie im vorigen Abschnitt erldutert, bietet die optische Pinzette eine Vielzahl an Optio-
nen fiir Untersuchungen biologischer Proben. Neben der Verwendung im Rahmen opti-
scher Kraftspektroskopie, beispielsweise zur Charakterisierung von Rezeptor Ligand Bin-
dungen wie Immunoglobulin G und Fcy-Rezeptoren, kann sie auch genutzt werden, um
die Phagozytose eines ausgewéhlten Zielobjektes mit exaktem Startzeitpunkt und prézi-
sem Internalisierungsort zu initiieren. Als Zielobjekte bieten sich dabei vor allem Latex-
bzw. Polystyrolpartikel (Polymerpartikel) an. Ein Vorteil von sphérischen Objekten aus
Polystyrol anstatt aus Glas ist ihre geringere Dichte als die der Glaspartikel bei gleich-
zeitigem grofen Brechungsindex verglichen mit dem Brechungsindex wéssriger Losungen.
Das bedeutet, sie sind sehr gut mit einer optischen Pinzette greifbar, sinken in wéssriger
Umgebung aber nicht so schnell ab wie Glaspartikel. In Bezug auf die Internalisierung in
Phagosome durch Zellen ergibt sich fiir Polystyrolpartikel ein weiterer positiver Effekt.
Im Vergleich zu aufgenommenen Mikroorganismen oder dhnlichen Objekten entstehen bei
einer Phagozytoseinitiierung durch Polystyrolpartikel sehr reine Phagosomen mit bekann-
tem Inhalt [108]. Polystyrolpartikel eignen sich durch ihre sehr gute Sichtbarkeit unter
dem Lichtmikroskop fiir in vivo Untersuchungen wie auch fiir in vitro Experimente, da
sich polystyrolenthaltende Phagosomen erfolgreich isolieren lassen [108]. Zusétzlich ist ei-
ne Opsonisierung, also eine Oberflaichenbeschichtung, der Polystyrolpartikel mit Proteinen
sowie spezifischen Liganden mdoglich, um eine gezielte Ansteuerung diverser Oberflichen-
rezeptoren der Zellen zu gewéhrleisten [108]. Fiir eine solche Opsonisierung werden bei-
spielsweise Immunoglobuline verwendet, welche durch passiv aktivierte Bindungskréfte
zwischen den Antikorpern und in die Oberfliche der Polystyrolpartikel integrierte Amino-
oder Carboxylgruppen oder mittels aktiver Anbindung der Antikérper an diese Gruppen
unter Zuhilfenahme chemischer Vernetzer (engl. Crosslinker) auf den Partikeln angebracht
werden.

Medikamente zur Manipulation intrazellularer Prozesse

Medikamente zur Manipulation intrazelluldrer Prozesse sind meist kleine Molekiile, welche
unter anderem mit intrazelluldren Strukturen (zytoskelettale Medikamente) oder intra-
zelluldren Motoren (motorspezifische Medikamente) interagieren. Zytoskelettale Medika-
mente kénnen die zelluldren Filamente stabilisieren, ihren Aufbau verhindern oder ihren
Abbau gezielt initiieren, wohingegen motorspezifische Medikamente die Motoren deaktivie-
ren oder ihre Anbindung an assoziierte Filamente unterbinden. Es erfolgt dabei allerdings
keine vollstdndige Vernichtung und Loschung der Zielstrukturen oder ihrer Untereinhei-
ten aus den behandelten Zellen wie dies bei Experimenten unter Verwendung gentechni-
scher Methoden, beispielsweise durch Nutzung von siRNA, der Fall ist, wo die Zellen die
Zielstruktur nicht mehr enthalten, beispielsweise bestimmte Motorproteine. Manipulative
Medikamente auf zelluldrer Ebene erwiesen sich als sehr niitzliche Werkzeuge zur Ent-
schliisselung komplexer mikroskopischer, biologischer Vorgédnge und fiihrten bereits zur
Entwicklung diverser Chemotherapeutika [109]. Anhand der in dieser Arbeit verwendeten
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Medikamente werden im Folgenden beispielhaft unterschiedliche Wirkungsmechanismen
der Medikamente erlautert.

Das zytoskelettale Medikament Cytochalasin ist ein natiirlich vorkommender, membran-
permeabler Pilzmetabolit, welches den Kappenproteinen von Aktinfilamenten dhnelt und
sich analog zu diesen auch an den Enden der AF anlagert und eine Fortsetzung der Fila-
mentpolymerisation unterbindet. Die verhinderte Assoziation und Dissoziation resultiert
in einer allgemeinen Verkiirzung der AF der gesamten Zelle im Vergleich zu AF in unbehan-
delten Zellen. Die unter dem Mikroskop sichtbaren Auswirkungen dieses Medikamentes auf
die Zielzellen sind die fehlende Ausbildung von Zellmembranausstiilpungen und Oberflé-
chenfalten, die Reduktion der Zelltranslokalisation, eine Verdnderung der Zellmorphologie
durch Abrunden der Zellen und eine Reduzierung der Zellsteifigkeit [110].

Ein zytoskelettales Medikament, welches gezielt auf die mikrotubuldren Strukturen der
Zelle einwirkt, ist die synthetische Droge Nocodazol. Sie bewirkt allerdings keine direkte
Depolymerisation der MT, sondern bindet an Tubulindimere oder dessen polymerisierte
Form und blockiert dieses somit beziiglich der Anlagerung weiterer Tubulinuntereinheiten.
Dadurch wird die Erweiterung von MT sowie auch der Wiederaufbau von MT nach deren
stdndig ablaufenden, zellinduzierten Depolymerisationsprozessen verhindert und es kommt
zu einem allméhlichen Verschwinden des intrazelluldren MT Netzwerkes. Damit korreliert,
erfolgt ein Abrunden der Zellen und der Verlust der perinuklearen Zellorganisation, resul-
tierend in antitumoraler und antimitotischer Aktivitét dieses Medikamentes [111].
Ciliobrevin ist ebenfalls ein membranpermeables Molekiil und wirkt als motorspezifisches
Medikament gezielt auf die Aktivitdt von Dynein Motoren. Es handelt sich dabei um eine
Art ATP Konkurrent, welcher die Aktivitit der Dynein ATPase inhibiert, in dem es an
die ATPase Doméne des Dynein Motors bindet. Dadurch wird die Motorrotation und eine
Streckung des Dyneins in Richtung des MT Minusendes blockiert und die Vorwértsbewe-
gung des Motors unterbunden. Auch die Hydrolyse von ATP zu ADP durch den Motor
ist nicht mehr moglich [112,113].

Ein weiteres motorspezifisches Medikament ist MyoVin-1, welches selektiv mit dem Mo-
torprotein Myosin V interagiert. Es reduziert die Rate der ADP Dissoziation vom Aktin-
Myosin-Komplex des Motors und vermindert somit die Motorenaktivitat drastisch [109].
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KAPITEL 5

Beobachtung & Analyse des phagosomalen
Transportes

Dieses Kapitel beschreibt die Grundlagen fir die Be-
obachtung des intrazelluldren phagosomalen Transportes
sowie fiir dessen qualitative und quantitative Analyse.
Den Beginn bilden die technischen Voraussetzungen, um
eine gezielte Phagozytose herbeizufiihren. Anschlieflend
werden Details zu den biologischen Proben, deren Kul-
tivierung und Vorbereitung fir die Ezxperimente sowie
die Herstellung und den Finsatz von Zielobjekten fiir die
Phagozytose besprochen. Des Weiteren werden die experi-
mentellen und biologischen Rahmenbedingungen betrach-
tet. Es folgen Erlduterungen zu der qualitativen und quantitativen Analyse der Phagozytose
mit Schwerpunkt des darauf folgenden phagosomalen Transportes sowie die Beschreibung
der genutzten Kriterien zur Charakterisierung der Transporteigenschaften.
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5. Beobachtung & Analyse des phagosomalen Transportes

Aufbau & Komponenten einer holografischen optischen Pin-
zette

Eine holografische optische Pinzette bietet die Moglichkeit einen einzelnen Laserstrahl,
welcher eine optische Falle in einem kommerziellen Durchlichtmikroskop erzeugt, mittels
eines Fliissigkeitskristalldisplays auf mehrere Fallen aufzusplitten. Diese Fallen kénnen im
Bereich von einigen Millisekunden in allen drei Raumrichtungen repositioniert werden,
ohne die Justage oder den Strahlenverlauf des urspriinglichen Lasers zu verdndern [114—
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Abbildung 5.1. Schematischer Aufbau der in dieser Arbeit verwendeten holografischen op-
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tischen Pinzette (HOT) mit detaillierter Auflistung aller enthaltenen Komponenten.
Wichtige Merkmale der HOT sind die Einkopplung zweier Laserquellen, der Riickkopplungskreis
zur Kompensation von Intensitdtsschwankungen, der rédumliche Lichtmodulator zur Modulation
des Strahlenprofils und Erzeugung mehrerer Fallen sowie die Einkopplung in ein kommerzielles
Lichtmikroskop mit praziser Kontrolle der Umgebungstemperatur.



5.1. Aufbau & Komponenten einer holografischen optischen Pinzette

Um eine solch variable Falle zu erzeugen, ist es notwendig, die Intensitit des eingekoppelten
Laserstrahles sowie sein Strahlenprofil konstant zu kontrollieren und zu modulieren. Eine
schematische Ubersicht und Skizze der Anordnung aller dafiir notwendigen Komponenten
der in dieser Arbeit verwendeten holografischen optischen Pinzette (HOT) befindet sich in
der Abbildung 5.1. Der reale Aufbau ist zur besseren Veranschaulichung und Darstellung
der praktischen Umsetzung der Komponentenanordnung in Abbildung 5.2 dargestellt.

HOT Laser und Riickkopplungskreis

Zur Generation multipler optischer Fallen wurde ein leistungsstarker Infrarotlaser
verwendet, hier ein 1064nm Faserlaser (YLM-5-LP-SC, IPG PHOTONICS, Oxford,

Draufsicht

Akustooptischer
Modulator (AOM)

Seitansicht (SNSRI Riickkopplungs- SLM - Raumlicher ‘ Mikroskop ,
i TN kreis (AOM & PD) Lichtmodulator SN o -

Abbildung 5.2. Aufbau der in dieser Arbeit verwendeten holografischen optischen Pinzette
(HOT) mit expliziter Darstellung relevanter Komponenten. Die Grafik zeigt die Drauf-
sicht sowie die Seitenansicht der in dieser Arbeit aufgebauten und justierten HOT. Relevante Kom-
ponenten sind explizit beschriftet. Der Riickkopplungskreis, der rdumliche Lichtmodulator (SLM),
das Periskop (Per) und das kommerzielle Mikroskop mit eigen angefertigter Temperaturbox sind
vergrofert dargestellt. Die Kennzeichnung der Klappspiegel (FM) markieren die Ein- und Auskopp-
lungspunkte alternativer Strahlengénge.
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5. Beobachtung & Analyse des phagosomalen Transportes

Massachusetts), mit einer Ausgangsleistung von maximal 59 W (nominell 50W,
AXsw = 0,570nm) und einem Strahlendurchmesser von 1,6 mm. Die Wellenlénge des
Lasers wurde dabei so gewahlt, dass sie in der gleichen Gréfienordnung wie die zu
fangenden Objekte lag (vgl. 4.3) sowie auferhalb der Wellenldngenbereiche mit grofem
Zerstorungspotenzial gegeniiber biologischen Proben [103]. Nach der Auskopplung aus
der Faser passierte der Laserstrahl zunidchst einen mechanischen Verschluss, der die
Sicherheit beim Arbeiten am Mikroskop erhdhen sollte, wenn der Fallenlaser nicht
benotigt wurde, und ein mechanisches Ausschalten der Fallen ermoglichte. Anschliefsend
folgte ein optischer Isolator (auch Faraday Isolator, 10-10-1064 , THORLABS, Newton,
New Jersey), welcher Riickreflexionen aus der Fallenapparatur in den Laser verhinderte
und somit eine Verdnderung der Laserleistung durch Riickkopplung vermied. Dazu
setzt sich der Isolator aus einem FKingangspolarisationsfilter, welcher eine konkrete
Polarisationsrichtung des Laserstrahles durchlésst, einem Faraday-Rotator, welcher mit
Hilfe eines optisch aktiven Mediums und anliegendem Magnetfeld die Polarisationsebene
basierend auf dem Faraday-Effekt um 45° dreht, und einem Ausgangspolarisationsfilter
zusammen. Die Achse des Ausgangsfilters ist um 45° verkippt im Vergleich zu dem
Eingangsfilter, wodurch der optische Isolator wie eine elektrische Diode funktioniert. In
Ausbreitungsrichtung einfallendes Laserlicht wird polarisiert und die Polarisationsebene
um 45° verkippt. In entgegengesetzter Richtung einfallendes Licht wird am Ausgangsfilter
in einer Ebene von 45° polarisiert und mittels Rotator nochmals um weitere 45° rotiert.
Somit erreicht es den Eingangsfilter mit einer um 90° rotierten Polarisationsebene und
wird reflektiert oder absorbiert.

Anschlietend passierte der Laserstrahl einen Strahlenaufweiter mit negativer Aufweitung,
welcher den Strahlendurchmesser auf den Eingangsdurchmesser des akustooptischen Mo-
dulators (AOM, AA OPTOELECTRONIC, Orsay, Frankreich) reduzieren sollte, um einen
unnotigen Leistungsverlust zu vermeiden, und eine %—Platte, um die Polarisationsrichtung
des Strahles an den AOM Eingang anzupassen. Der AOM ist das in Ausbreitungsrichtung
folgende Bauteil und gehort zu dem Riickkopplungskreis (engl. feedback loop), welcher
auferdem aus einem speziellen Strahlenteiler, einer Photodiode und einem Rausch-
Minimierer (engl. NoiseEater, TEM MESSTECHNIK, Hannover, Deutschland) besteht
und Schwankungen in der Laserleistung minimiert. Dazu wurde nach Durchgang des
AOM ein geringer Prozentsatz der Laserleistung abgespalten und auf die Photodiode
projiziert. Diese registrierte die Eingangsleistung, verstarkte sie und sendete sie an den
NoiseEater, einer PID-Regelelektronik (engl. proportional-integral-derivative controller),
zur Stabilisierung der Leistung und Kontrolle der Ausgangsleistung. Der NoiseFEater
steuerte anschlieffend nach Abgleich des Photodetektorsignals mit einem festen oder
automatischen Sollwert den Aktuator an. Der AOM besteht aus einem Kristall, an dessen
einem Ende sich ein Piezoschwinger zur Erzeugung von Schallwellen befindet, ein Bauteil,
welches den inversen Piezoeffekt zur Ausfiihrung einer mechanischen Bewegung ausnutzt.
Die Schallwelle bewirkt eine periodische Dichtednderung in dem Kristall und damit
eine Modulation des Brechungsindex. Dadurch kann die Beugung des durchlaufenden
Laserstrahles am Kristall variiert werden. Die Stabilisierung der Laserleistung erfolgte
somit mittels konstruktiven oder destruktiven Interferenzerscheinungen. Die korrekte
Einstellung der Piezobewegung obliegt dem NoiseFEater.

Raumliche-Licht-Modulation

Nach dem Riickkopplungskreis durchlief der Laserstrahl einen weiteren Strahlenaufweiter,
um spéter den Bildschirm des rdumlichen Lichtmodulators (engl. spatial light modulator,
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5.1. Aufbau & Komponenten einer holografischen optischen Pinzette

SLM, XY Phase Series; BOULDER NONLINEAR SYSTEMS, Lafayette, Colorado) voll-
stdndig ausleuchten zu kénnen. Dem Strahlenaufweiter folgte eine %—Platte mit variabler
Orientierung und ein polarisierender Strahlenteiler, welcher die senkrecht zum optischen
Tisch polarisierte Komponente des Lichtes passieren lies, wohingegen die parallel zur Tisch-
ebene polarisierte Komponente auf eine Strahlenfalle reflektiert wurde. Die Orientierung
der %—Platte regulierte somit die Laserintensitdt des transmittierten Strahles ohne die
Ausgangsleistung der Lasereinheit zu verdndern. Diese Art der Laserintensitdtsregulie-
rung verhinderte unndtige Schwankungen in der Ausgangsleistung. Des Weiteren sollte
der Riickkopplungskreis auf eine feste Laserintensitét (hier 3 W) justiert werden.

Der SLM modulierte das einfallende Licht basierend auf Reflexion und Beugung an ei-
nem Fliissigkeitskristalldisplay mit einer rdumlichen Auflésung von 512x512px und ei-
ner zeitlichen Auflésung > 60 Hz. Die dafiir notwendige Phasenmodulation des Laserlich-
tes per Orientierung der Fliissigkeitskristalle wurde mittels eines handgeschrieben MAT-
LAB (MATHWORKS, Natick, Massechusetts) und LABVIEW (NATIONAL INSTRU-
MENTS, Austin, Texas) Programms gesteuert. Dieses generierte ein Computer-basiertes
Hologramm, berechnet aus der Addition von Fresnellinsen und Blazegittern, welches auf
dem SLM wiedergegeben wurde. Ein Blazegitter ist ein spezielles optisches Gitter, welches
die Beugungseffizienz fiir eine bestimmte Beugungsordnung maximiert. Die Berechnung ei-
nes Hologramms erfolgt im 200 Millisekundenbereich und bildete somit den limitierenden
Faktor fiir die Neuorientierung und Bewegungen multipler Laserfoki und daraus folgend
der einzelnen optischen Fallen. Um mehrere Fallen zu erzeugen, musste die Fourierebene
des phasenmodulierten Laserstrahles auf dem SLM Bildschirm exakt auf die riickseitige
Fokusebene des Mikroskopobjektivs projiziert werden [117-119].

War der SLM in ausgeschaltetem Zustand, entsprach er der Wirkungsweise eines einfa-
chen Spiegels mit einer Reflexion von bis zu 95 %. Des Weiteren bestand im Aufbau die
Moglichkeit mittels zweier Klappspiegel den Strahlengang am SLM vorbei zu fithren, was
fiir die Anwendungen in dieser Arbeit nicht notwendig gewesen ist. (Nicht dargestellt in
Abbildung 5.1.)

Anschlieffend an den SLM passierte das Licht einen weiteren Strahlenaufweiter, bestehend
aus zwei separaten Linsen mit Brennweiten von 500 mm und 750 mm in brennweitenent-
sprechendem Abstand (Vergroferung 1,5), um eine Projektion der SLM-Ebene auf die
riickseitige Fokusebene des Mikroskopobjektivs und eine (nahezu) vollstindige Ausleuch-
tung der Objektivoffnung fiir eine optimale Fokussierung des Laserstrahles zu gewéhr-
leisten [104, 120]. Der zweiten Linse folgte ein Periskop, welches den Hohenunterschied
zwischen Strahlenverlauf auf dem optischen Tisch (hstrahlenverlauf = 145 mm) und der Ein-
kopplungsoffnung am Mikroskop (AEinkopplung ~ 275 mm) iiberbriickte, den Laserstrahl
aber unveréndert lies.

Bis zum Erreichen des Periskops war der Verlauf des Laserstrahles von variablen Wén-
den aus 3 mm starkem Polyethylen umgeben, auf denen sich eine geschlossene Abdeckung
befand. Diese Ummantelung des Strahlenganges diente dem Schutz der im Raum befind-
lichen Personen vor moglichen Laserreflexionen an optischen Apparaturen und Streulicht
sowie der Reduzierung von Schwankungen des Laserlichtes durch Luftzirkulationen.

Erzeugung einer einzelnen Falle per Diodenlaser

Um eine optische Pinzette auch bei Ausfall des Faserlasers gewéhrleisten zu kénnen, wurde
ein zuséatzlicher Diodenlaser (M9-A64-0300, THORLABS; vgl. Abbildung 5.1, Laser IT) mit
teils separatem Strahlengang installiert, welcher ebenfalls in das Mikroskop eingekoppelt
werden konnte. Das von der Diode ausgehende Licht hatte eine Wellenldnge von 1064 nm
mit einer Leistung von 300 mW bei einer Temperatur von T¢ = 25°C. Die Diode wur-
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5. Beobachtung & Analyse des phagosomalen Transportes

de in einem Halter mit integrierter Temperaturregulierung (TCLD M9, THORLABS, 5-
70°C) installiert. Das emittierte Licht wurde mittels Linse (C 230 TME-C, 1050-1550 nm,
THORLABS) kollimiert. Da es sich bei der Diode um einen Kantenemitter handelte,
wurde der dadurch entstandene Astigmatismus des Strahles durch ein 3,5-faches anamor-
phistisches Prisma (PS881-B, THORLABS) korrigiert. Danach wurde der Strahl mittels
Klappspiegel in den Strahlengang des Lasers I eingekoppelt, vergleiche hierzu Abbildung
5.1 und Abschnitt 5.2.

Die Ansteuerung der Laserdiode erfolgte iiber die Energieversorgungseinheit LDC 205C
(THORLABS) und die kontinuierliche Regulierung der Temperatur iiber die Einheit TED
200C (THORLABS), wobei die Temperatur mittels AD592 10k Thermistor registriert
wurde.

Einkopplung in das Mikroskop & Komponenten des Mikroskops

Bei dem fiir die optische Falle verwendeten Mikroskop handelte es sich um ein kommerziel-
les invertiertes Durchlichtmikroskop von Nikon (Nikon Eclipse Ti, NIKON Tokyo, Japan)
mit zwei Wasserimmersionsobjektiven mit sehr hoher Numerische Apertur (NA) (Lambda-
S Serie, Nikon, CFI Apo LWD 40x: NA = 1,15; CFI Plan Apo IR 60x: NA = 1,27), um eine
hohe Fangeffizienz zu ermoglichen [104]. Besonderheit des Mikroskops war ein zweiter Fil-
terrevolver oberhalb des Standardrevolvers. In dem zusétzlichen Revolver befand sich ein
dichroitischer Spiegel, welcher Infrarotlicht reflektierte, Licht im sichtbaren Wellenldngen-
bereich aber transmittierte (Abbildung 5.1). Auf identischer Hohe mit dem Filterrevolver
befand sich eine Mikroskopoffnung, die es erméglichte den Fallenlaser auf den dichroiti-
schen Spiegel zu lenken, welcher den Strahl in das Objektiv reflektierte zur Fokussierung
und Erzeugung der optischen Fallen.

Das Mikroskop bot die Moglichkeit Hellfeld- (engl. bright field (BF), Differentialinterfe-
renzkontrast (DIC) und Fluoreszenzaufnahmen zu erstellen. Die Beleuchtung fiir BF- und
DIC-Aufnahmen wurde mittels handelsiiblichen Halogenlampe (12 V, 1000 W, diverse Her-
steller) gewahrleistet. Zur Erzeugung von Fluoreszenzlicht stand eine Quecksilberdampf-
lampe (Intensilight C-HGFI, NIKON) zur Verfiigung sowie je ein DAPI, GFP-L, YFP-HQ,
TexRed und G-2A Filterwiirfel, welche sich in dem Standardfilterrevolver befanden.

Zur Bildaufnahme wurden eine EM-CCD Kamera (iXon Ultra 897, ANDOR, Belfast,
Nordirland) und eine Hochgeschwindigkeitskamera (IDT Nx4-S2, IMAGING SOLUTI-
ONS GmbH, Eningen u. Achalm, Deutschland), welche iiber einen dualen Kameraadapter
mit inkludierter zusétzlicher zweifacher Vergroferungslinse an das Mikroskop angeschlos-
sen waren, und eine weitere EM-CCD Kamera (Luca-R, ANDOR, separat angeschlossen)
verwendet. Die Kamera iXon Ultra 897 bot zusétzlich die M&glichkeit das Belichtungsfeld
der Kamera mittels vier Metallschiebern (Optomask, ANDOR) mechanisch einzuschrin-
ken.

Fiir Messungen von mehreren Minuten bis hin zu Stunden bot das Mikroskop ein au-
tomatisiertes Fokussystem (perfect-focus), welches mittels integriertem Laser und dessen
Reflexion am Deckglas einen konstanten Arbeitsabstand zwischen Objektiv und Deckglas
realisierte. Die Abbildung dieses Lasers auf die Kameras wurde per Filter unterbunden,
welcher eine Transmission fiir Wellenldngen von 340 nm bis 800 nm aufwies. Aufgrund die-
ses infraroten Langpassfilters wurde auch die Intensitit des Fallenlasers um mehr als 70 %
gegeniiber einer Falle ohne automatisiertem Fokussystem gemindert.

Eine stabile Probentemperatur, vor allem fiir die Messungen an lebenden biologischen
Proben, wurde durch eine von der Arbeitsgruppe (insbesondere Wolfgang Gross und Li-
sa Gebhardt) entworfene und mafigefertigte Temperaturkammer gewéhrleistet, welche den
Mikroskoptisch, die Objektive und Teile des Mikroskopkopfes umschloss. Das Volumen der
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5.2. Justage einer holografischen optischen Pinzette

Temperaturkammer (~ 0,2m?) wurde mittels Heizspule (NK-100-0,8-1, VENTS, Litvinov,
Tschechische Republik) und Ventilator (KSA100-2E, VENTS) erwérmt. Die externen Bau-
teile der Kammer waren mechanisch vom Mikroskoptisch entkoppelt, um Schwingungen
der optischen Falle zu reduzieren. Die Temperatur in der Kammer wurde {iber einen PID-
Riickkopplungskreis (CN7500, NEWPORT ELECTRONICS, Santa Ana, Kalifornien) und
am Mikroskoptisch gemessener Referenztemperatur (P100 Widerstand) gesteuert und auf
0,2 °C konstant gehalten.

Justage einer holografischen optischen Pinzette

Die gesamte optische Apparatur befand sich auf einem luftdruckgeddmpften, optischen
Tisch um eine horizontale Ausrichtung zu gewahrleisten. Der optische Tisch wurde so ein-
gestellt, dass an jedem Fuf maximal 1kgcm™2 Luftdruck anlagen und per Wasserwaage
auf eine exakte horizontale Ausrichtung justiert.

Alle im Anschluss beschriebenen Messungen der Laserleistung und des Strahlenprofils
erfolgten mit einem Leistungsmesser (Power Meter PM100D, THORLABS) oder einem
Strahlenlagemonitor (Beam Profiler BP209-IR, THORLABS).

Die Laserfaser des Lasers I wurde mittels spezieller Halteklemme so auf dem optischen
Tisch befestigt, dass der austretende Laserstrahl parallel zum Tisch verlief mit einer Po-
larisationsrichtung in einem 45° Winkel gegeniiber der Tischebene. Die Hohe des Strahles
iiber dem Tisch wurde auf 145 mm eingestellt. Der optische Isolator wurde so justiert, dass
sich der Eingangspolarisator in identischer Orientierung wie die Polarisationsrichtung des
Laserstrahles befand. Die Ausgangspolarisation wurde parallel zur Tischebene gewahlt
und entsprach der Eingangspolarisationsrichtung des AOM. Diese Eingangspolarisations-
richtung wurde mittels %—Platte auf maximale Ausgangsleistung des AOM feinjustiert.
Wird der Einfallswinkel des Lasers auf den Bragg-Winkel des AOM abgestimmt, wird der
durchquerende Laserstrahl in eine singuldre erste Ordnung gebeugt, welche mittels varia-
bler Hochfrequenz moduliert werden kann. Zur Anpassung des Einfallswinkels wurde die
horizontale Orientierung des AOM auf maximale Durchgangsleistung des Lasers in der
ersten Ordnung justiert. Dies erfolgte mittels drehbarer Lagerung des AOM auf dem soge-
nannten Bragg Hole. Nach dem AOM war die Polarisation des Strahles bei anisotropischer
Interaktion (Modulation des Laserstrahles durch den AOM) gedreht. Der direkt durch-
gehende Strahlenanteil (0. Ordnung) wurde nach dem AOM geblockt. Die erste Ordnung
wurde senkrecht auf die Eingangsapertur des zum feedback loop gehorenden speziellen
Strahlenteilers gefiihrt. Dieser Strahlenteiler bestand aus einem Doppelkeil, welcher einen
kleinen Teil des Laserlichtes abspaltete (Detektionsstrahl) und diesen ohne Interferenzef-
fekte und unabhéngig der Polarisation auf einen Detektor leitete, hier der Photodiode.
Zur Zentrierung des Detektionsstrahles auf der Photodiode wurde die Orientierung der
Keile entsprechend angepasst und die Strahlenposition mittels Fadenkreuz verifiziert. Der
Durchgangsstrahl (Hauptanteil) wurde durch den ersten Keil um ~ 2° in horizontaler
Richtung verkippt und anschliefsend mittels zweier Spiegel wieder parallel zum optischen
Tisch orientiert. Die Photodiode wurde auf eine primére Ausgangslaserleistung von 3 W
justiert und die eingestellte Verstirkung des Detektionssignals wurde entsprechend auf
1-10° VA~ & 20percent var. gain festgelegt. Das Diodensignal wurde anschliefend an
den NoiseFater geleitet und konnte hier bei geringer Ausgangsleistung zusétzlich verstarkt
werden (Kontrolle der korrekten Verstarkung des Eingangssignals mittels griiner PD gain-
LED). Zur Justage der PID-Regler des NoiseFater wurde mittels Frequenzgenerator eine
externe Rechteckspannung mit einer Frequenz von 1 kHz und einer Amplitude von 200 mV
angelegt, mit welcher der Laserstrahl moduliert werden sollte. Das Diodensignal wurde
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mittels Oszilloskop mit dem externen Spannungssignal abgeglichen. Der NoiseFater wur-
de in dem Intensitdt-Regulations-Modus (reg) betrieben und der Sollwert (setpoint) wurde
auf ein Mittelmaf gesetzt (Einstellung man, Drehknopf in mittlerer Position). Der Soll-
wert konnte kontinuierlich verschoben werden und dnderte die Stéirke des Ausgangssignals
und somit auch der Laserintensitdt. Der Sollwert musste dabei kleiner als das anliegende
Rechtecksignal gehalten werden. Nach jeder Signaldnderung der anliegenden Rechteck-
spannung passte der PID-Regler das Ausgangssignal an. Somit wurden Reaktionszeiten,
Dampfungen und Uberschwingungen des nachregulierten Signals am Oszilloskop sichtbar.
Das P, I & D-Element wurden auf eine schnelle Antwort ohne Uberschwingung mit einer
Reaktionszeit von ~4 ps optimiert.

Die Einstellungen fiir den Normalbetrieb des AOM waren ein internes Signal (cw), der
Regulationsmodus (reg) am NoiseEater sowie ein manueller Sollwert (man), welcher stets
kleiner eingestellt wurde als 100% des Lasersignals. Der reg-Modus sorgte fiir ein konstan-
tes Signal entsprechend des Sollwertes. Der alternative Modus (Intensitéit-Modulations-
Modus, adj) ermdoglichte eine Modulation des Intensititssignals mit einer externen Vorga-
be. Ein korrektes Ausgangssignal wurde mittels griiner NoiseFEater-LED visualisiert. Der
Sollwert wurde wahrend den Messungen nicht variiert, da dies zu Leistungsinstabilitdten
hétte fiithren kénnen.

Die Laserdiode (Laser II) wurde in die Halterung (Kiihleinheit) nach Herstellerangaben
montiert und die Kollimatorlinse direkt an der Halterung befestigt. Nach dem Vermessen
des emittierten Strahlenprofils wurde das Prisma entsprechend der kleineren Halbachse
orientiert. Die Vergréferung des Prismas fiir die kleine Halbachse ergab sich aus der Brenn-
weite der Kollimatorlinse (f = 4,51 mm), der Divergenz der kleinen Halbachse 6, = 8% und
der Divergenz der grofien Halbachse 6, = 28°. Fiir die Brennweite galt
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Daraus folgte fiir die parallelen @) und senkrechten @ Anteile am Strahlendurchmes-

ser @ = 2,249mm, ©; = 0,631 mm und fiir das Verhéltnis ®—” = 3,565. Entsprechend
wurde ein 3,5-faches anamorphisches Prisma gewéhlt. Anschliefend wurde der weitere
Strahlenverlauf so justiert, dass er mittels klappbarem Spiegel einem exakt iiberlagerten
Weg folgte wie der Strahl des Lasers I. Die Einkopplung auf den Strahlengang des La-
sers I erfolgte nach dem Riickkopplungskreis, vergleiche Abbildung 5.1. Eine gleichzeitige
Nutzung beider Laser war aufgrund des Klappspiegels ausgeschlossen. Eine Einbindung
des SLM war aufgrund der geringen Ausgangsleistung nicht mdoglich. Die Einstellungen
fiir den PID-Regler der Dioden-Steuereinheit und die Festlegung der Regeltemperatur der
Temperatursteuerung wurden entsprechend der Herstellerempfehlungen gewahlt.

Die Justage der Laser wurde auf geringe Leistungsverluste und hohe Laserstabilitiat op-
timiert. Der Abfall der Laserleistung betrug fiir den Laser I 11 % am optischen Isolator
und 14 % insgesamt an dem negativen Strahlenaufweiter, dem AOM, der %—Platte und
der Abspaltung eines Strahlenteiles zur Intensitdtsmessung durch die Photodiode. Weitere
Verluste traten durch Transmission & Reflexion an allen optischen Bauteilen auf. Ohne
Beleuchtung des SLM erreichen 65 % der urspriinglichen Laserleistung die Probenebene
im Mikroskop. Wurde wéhrend des Versuches die mikroskopinterne perfect-focus-Funktion
genutzt, reduziert sich die Intensitét auf 18 %. Fiir den Strahlengang des Lasers II (Di-
odenlaser) entfielen einige Bauteile wie der Riickkopplungskreis, wodurch die Laserleistung
in der Probenebene 80 % betrug (mit perfect-focus 16 %).
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5.4

5.3. Kultivierung von Mausmakrophagen

Kultivierung von Mausmakrophagen

Mausmakrophagen der Zelllinie J774-A.1 (teilweise ein Geschenk von Maximiliano Gu-
tierrez, Francis Crick Institut London, Grofbritannien, teilweise kduflich erworben von
DSMZ, Braunschweig, Deutschland) wurden in Kulturmedium geziichtet. Hauptbestand-
teil des Kulturmediums war Dulbecco’s Modified Eagel Medium (DMEM, inklusive 5 %
5 mM Glukose, GIBCO, Carlsbad, Kalifornien) ergénzt mit 10 % hitzeinaktiviertem fotalen
Rinderserum (BIOCHROM, Berlin, Deutschland) und 5 % 2 mM L-Glutamine (THERMO
SCIENTIFIC, Braunschweig, Deutschland). Auf Penicillin-Streptomycin im Kulturmedi-
um wurde zum Schutz der Zellen verzichtet. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen
von 37°C und 5% CO; bei befeuchteter Umgebung in T-25 Kulturflaschen (CORNING,
Corning, New York) kultiviert. Die Zellen wurden bei 90-100 % Konfluenz dreimal wochent-
lich im Verhaltnis zwischen 1:5 und 1:10 umgesetzt. Zum Umsetzen der Zellen wurden diese
mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, GIBCO) gespiilt, mittels Schaber vom
Boden der T-25 Kulturflaschen gelost und per Zentrifugation (200 g, 2 min, 20 °C) restlos
von dem Fluid getrennt. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet wurde in 5ml
Kulturmedium gel6st. Entsprechend des gewiinschten Verhéltnisses fiir die Passagierung
der Zellen wurde eine Verdiinnung von Zelllésung und frischem Kulturmedium mit einem
Gesamtvolumen von 10ml in eine neue T-25 Flasche gegeben.

Fiir mikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen fiir 24-48 h unter Standardbedin-
gungen auf Mikroskopdeckglisern (Durchmesser: 18 mm, # 1, MENZEL GLASER, Braun-
schweig, Deutschland) in Zwolflochplatten (Cellstar, GREINER BIO-ONE, Frickenhausen,
Deutschland) mit je 50-75ul Zelllosung und 1 ml Kulturmedium ausgesit.

Antikorper & Opsonisierung von Partikeln

Als Zielobjekte zur Initiierung des Phagozytoseprozesses wurden weille carboxylierte
Mikropartikel (COOH) aus Polystyrol (MICROMOD, Rostock, Deutschland) mit ei-
nem Durchmesser von 1um, 2pm und 3pm sowie aus Glas (MICROMOD) mit ei-
nem Durchmesser von 1pm verwendet. Mittels passivem Adsorptionsprotokoll (detail-
liertes Protokoll sieche Anhang) wurden die Partikel mit angeborenen priméren Maus-
Antikérpern G (Immunoglobulin G, IgG, MERCK MILLIPORE, Darmstadt, Deutsch-
land) opsonisiert. Dazu wurden die Mikropartikel zunéchst dreimal mit MES Puffer (2-
(N-morpholino)ethanesulfonic acid, 25 mM, pH 6, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Missouri)
gewaschen und iiber Nacht in 1 ml MES Puffer mit 0,5 mgml~! Maus-IgG inkubiert, um
eine passive Beschichtung der Partikel zu gewihrleisten. Das Verhéltnis zwischen Parti-
kelanzahl und Antikérper wurde so gewahlt, dass unter Annahme einer maximal dichten
Anlagerung der Antikorper auf der Partikeloberflache eine 200 %-ige Oberflichenbeschich-
tung der Mikropartikel moéglich war. Um {iberschiissiges, ungebundenes IgG anschliefsend
zu entfernen, wurden die Partikel dreimal zentrifugiert (3500g, 30 min, 20°C bei 1pm
Durchmesser und 2000 g, 20 min, 20°C bei 2pm und 3 pm Durchmesser), der Uberstand
entfernt und das Pellet in DPBS suspendiert. Nach der dritten Waschung wurde das Pel-
let statt in DPBS in PBS (0,1 M, pH 7,2, LONZA, Basel, Schweiz, darin enthalten: 0,1%
Glycin) zur Aufbewahrung der Partikel gelost. Exaktes Protokoll siehe Anhang A.1.

Eine erfolgreiche Antikérperopsonisierung der Partikel wurde mit Hilfe eines Maus-IgG
spezifischen, fluoreszenten sekundiren Antikorpers (goat anti-Mouse IgG cross-absorbed,
Dy-Light 488, THERMO SCIENTIFIC) mittels sogenannter Antikoérper-Antikorper-
Féarbung verifiziert. Dabei band der sekundére Antikérper an die priméaren Antikorper
auf der Partikeloberfliche und markierte diese somit unter Fluoreszenzbeleuchtung (ver-
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gleiche Abb. 7.1). Alternativ wurde die IgG-Beschichtung nicht phagozytierter Partikel
in Zellproben mit einem Elektronenmikroskop visualisiert, siehe hierzu Abschnitt 5.7, 7.1
und Abb. 7.2. Exaktes Protokoll siehe Anhang A.2.

Fiir Phagozytoseexperimente an Zellen wurden die beschichteten Partikel in gewtinsch-
ter Konzentration in Image-Medium gelost. Der Hauptbestandteil des Image-Mediums
war Minimum Essential Medium (MEM, GIBCO) erweitert um 5% 1M HEPES (2-(4-
(2 Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure, GIBCO) zur pH-Wert Regulation trotz
Anderungen in der COo-Konzentration durch zellulire Atmung wihrend der Versuchs-
durchfiihrung und 1 % Penicillin-Streptomycin (GIBCO), um auch bei hdufigem Gebrauch
eine Bakterienkontamination zu unterbinden.

Berechnung der notwendigen Menge an Antikérpern

Um eine homogene Opsonisierung der Zielpartikel mit IgG zu garantieren, wurde die Min-
destmenge an bendtigtem IgG in Abhéngigkeit der Partikelgrofe und Konzentration sowie
der IgG Konzentration abgeschétzt. Dabei wurde ein IgG als sphérisches Objekt mit Ra-
dius Rygq simplifiziert, welches sich unter der Packungsdichte der hexagonal dichtesten
Kugelpackung auf der Oberfliche des Zielobjektes anlagert. Somit ergab sich die fiir die
Antikorper zur Verfiigung stehende Fléiche zu:

T m

Averfﬁgbar = APartikel : m =47 (RPartikel + RIgG)2 : 3. \/Q .

Der eigentliche Partikelradius wurde um den Radius des Antikérpers erweitert, da der
zur Verfiigung stehende Platz auf einer theoretischen Ebene durch die Mittelpunkte der
angelagerten Antikorper (maximale Ausdehnung der Antikorper an dieser Stelle) abge-
schétzt werden sollte. Der anschliefsend benétigte Platz pro Antikorper entsprach einer
Kugelschicht mit infinitesimaler Héhe und mit dem Radius des Antikérpers:

2
Abené')tigt =T" RIgG .

Da Rpartikel >> Rigq galt, wurde die Kriimmung der Partikeloberfliche vernachlassigt.
Entsprechend der Anzahl an Antikérpern pro Partikel und der vorhandenen Partikelkon-
zentration, ergab sich die benétigte Menge an Antikérperlosung zu:

Anzahllg@-pro-l)artikel * OPartikel Averfﬁgbar MigG
A hi = A * OPartikel * )
nzanligG-pro-ml benétigt OIgG

‘/IgG—benétigt =

wobei m die Masse des Stoffes und p die zugrundeliegende Konzentration der jeweiligen
Losung ist. Zum prophylaktischen Ausgleich etwaiger Antikorperverluste wihrend des Op-
sonisierungsprozesses wurde die zwei- bis dreifache fache Menge an IgG fiir eine 200 %-ige
Beschichtung genutzt.

Bestimmung von Partikelsedimentationszeiten, Phagozytose-
wahrscheinlichkeiten & Verteilungen von Fcy-Rezeptoren

Die Bestimmung der Partikelsedimentationszeiten in einem bekannten Probenvolumen in
Abhéngigkeit der Ausgangskonzentration, die Ermittlung der Phagozytosewahrscheinlich-
keit in Abhéngigkeit der Partikelbeschichtung und die Visualisierung der Fcy-Rezeptoren
auf der Makrophagenmembran bildeten die Rahmenbedingungen fiir die Durchfithrung
der Experimente zur Untersuchung des phagosomalen Transportes und gezielt initiierter
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Phagozytose, wie in Abschnitt 5.6 beschrieben.

Partikelsedimentationszeiten

Um eine reproduzierbare bekannte Partikelkonzentration in den Proben unabhéngig von
Partikelgrofe und -material zu garantieren, wurden die Partikelsedimentationszeiten be-
stimmt. Dazu wurden 500 pl der Partikellosung (COOH- oder COOH-IgG-Partikel aus
Polystyrol oder Silikat mit Durchmesser von 1pum, 2 pm & 3 pm geldst in Image-Medium)
in analoger Konzentration wie fiir die initiierten Phagozytoseexperimente (Abschnitt 5.6)
in eine Zwolflochplatte gegeben. Anschliefend wurde bei einer Temperatur von 37 °C alle
30s bis 1 min ein mit der Andor Luca-R Kamera erstelltes Hellfeldbild von der innersei-
tigen Bodenebene der Zwolflochplatte aufgenommen (Verwendung 20x Objektiv, CFI S
Plan Fluor ELWD ADM, NIKON). Die Auszéhlung der bereits sedimentierten Partikel pro
Aufnahme erfolgte mittels MATLAB implementierten Zentroid- und Lokal-Maximalwert-
Detektionsalgorithmus [121]. Siehe auch Kapitel 7.2 und Abb. 7.3.

Nach Erreichen der Sedimentationszeit blieb die Partikelanzahl auf der Bodenebene kon-
stant und stieg nicht weiter an. Anhand dieser Partikelanzahl (npoy) in dem aufgenom-
menen Kameraausschnitt (engl. Field of View, FOV) und der bekannten Grofe des Kame-
rabildes (FOViyear in pm?, als Quotient aus Sensorgréfe [px] und VergréRerung) wurde
die Partikelkonzentration in den zugegebenen 500 ul der Partikellosung (in Partikel/ul)
rekonstruiert zu

__ NPartikel Bodenebene ABodenebene * nFOV/FOVLuca—R
OPartikel = = .
VPartikellésung 500

Die Fliache der Bodenebene einer Vertiefung betrug bei den verwendeten Zwolflochplatten
3,9 cm?.

Die Aufnahmen und dazugehorigen Auswertungen wurden zum Teil von Pamela Anger
(technische Assistentin, Arbeitsgruppe Biologische Physik, Universitat Bayreuth) unter
Verwendung einer Orca-Flash 4.0 Kamera (HAMAMATSU PHOTONICS, Hamamatsu,
Japan) erstellt.

Bestimmung der Phagozytosewahrscheinlichkeit

Getestet wurde die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Phagozytose fiir 3 pm Polysty-
rolpartikel in Abhéngigkeit ihrer Oberflachenbeschichtung. Dazu wurden die Zellen fiir
24-48h auf Deckgliasern kultiviert und anschliefend carboxylierte (unbeschichtete) und
IgG-beschichtete Partikellosungen in gewiinschter Konzentration dazugegeben. Die Pha-
gozytose wurde per Sedimentation initiiert, wie im néchsten Abschnitt (5.6) beschreiben.
Anschlieffend wurden die Zellen 15 min, 30 min und 60 min, nachdem die Partikel in Kon-
takt mit der Zellmembran gebracht wurden (~ 15min zusétzliche Sedimentationszeit),
fixiert. Auf eine Lagerung der Zellen wihrend der Partikelsedimentation auf Eis konnte
verzichtet werden, da die Sedimentationszeit nicht von der Partikelbeschichtung abhing
und somit fiir alle Versuchsreihen identisch war.

Fiir die Beschichtung der Partikel mit IgG konnte eine erfolgreiche Phagozytose mit ei-
nem sekundéren Anti-IgG Antikérper nachgewiesen werden, welcher die frei liegende IgG-
Beschichtung fluoreszent markierte. Details zur Fixierung und Anfarbung siehe Abschnitt
5.7. Von jedem Zeitpunkt wurden von den potenziellen Phagosomen DIC- und Fluoreszenz-
aufnahmen (GFP-L Filter, ND2-Filter) mit 40-facher Vergrofserung unter Verwendung der
Andor Luca-R Kamera angefertigt. Per Auge wurde bestimmt, ob Partikel, welche Kon-
takt zu den Makrophagen hatten, ein Fluoreszenzsignal aufwiesen.
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Fiir unbeschichtete Partikel war ein exakter Nachweis mittels Fluoreszenzmikroskopie nicht
moglich. Erfolgreiche Phagozytose der Partikel wurde anhand der Position der Partikel in-
nerhalb der Zelle abgeschétzt. Kriterien waren dabei die Lage des kompletten Partikels
innerhalb der Zellflache, Kontaktfliche zwischen Partikelumriss und Zellmembran, die Ver-
schiebung zwischen Fokusebene der Zelle und Partikelfokusebene sowie die Position zum
Zellkern. Eine moglichst geringe Verschiebung zwischen den Fokusebenen, kein Kontakt
zwischen Partikel und Zellmembran und minimaler Abstand zum Nukleus wurden dabei
vorrangig als positive Phagozytoseanzeichen angesehen. Von jedem Zeitpunkt wurden von
den potenziellen Phagosomen DIC-Aufnahmen mit 40-facher Vergroferung (Kamera: An-
dor Luca-R) angefertigt. Per Auge wurde bestimmt, ob Partikel, welche Kontakt zu den
Makrophagen hatten, Anzeichen fiir eine erfolgreiche Phagozytose aufwiesen (vergleiche
Kapitel 7.5).

Visualisierung der Fcy Rezeptorverteilung

Die Visualisierung der Fcy-Rezeptoren auf den Membranaufenseiten der Makrophagen er-
folgte durch Rezeptorenfirbung mit einem priméren Antikérper nach der Kultivierung auf
Deckglésern und Fixierung der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd (PFA, SIGMA-ALDRICH)
wie in Abschnitt 5.7 beschrieben. Zunéchst wurde die PFA-L6sung entfernt, die Zellen mit
DPBS gespiilt und anschliefend fiir 1h in Blocking Buffer (94,7 % DPBS, 0,3 % Trition
X-100, SIGMA-ALDRICH und 5% Ziegenserum, CELL SIGNALING TECHNOLOGY,
Danvers, Massachusetts) inkubiert. Der Blocking Buffer diente der Blockade von mog-
lichen, unspezifischen Antikérperbindungsstellen und erhohte die Qualitit der Farbung,
weshalb er nicht ausgewaschen wurde. Die Zellen wurden anschlieffend 1h oder 24 h in An-
tikorperlosung, bestehend aus 1% primérer IgG Fe-Fragment Ia CD64 Antikorper (Alexa
Fluor 488, ANTIKORPER-ONLINE.DE GmbH, Aachen, Deutschland) und 99 % Diluti-
on Buffer (98,7% DPBS, 0,3 % Trition X-100, 1% Bovines Cerumalbumin (BSA, BIO-
CHROM)), inkubiert.

Die Aufnahmen von fluoreszenten Bilderstapeln von Zellen mit gefirbten Fcy-Rezeptoren
erfolgte an dem Spinning-Disk-Mikroskop (siehe Abschnitt 6.1). Erstellt wurden DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen in einem Abstand von 0,25 pm in z-Richtung, mit einer 120-fachen
Vergroherung (100x Olimmersionsobjektiv, 1.2x Kameralinse), einer Scheibengeschwindig-
keit von 5000 upm und 50 % Intensitat des 488 nm-Lasers, siche Kapitel 7.3 sowie Abb.
74.

Probenvorbereitung & initiierte Phagozytose

Fiir mikroskopische Untersuchungen an lebenden Makrophagen wurden Deckgléser mit
adhérenten Zellen in selbst designten und mafgefertigten Aluminiumobjekttriagern mit
entsprechender Aussparung montiert und mit Vakuumfett (KURT OBERMEIER GmbH
& CO.KG, Bad Berleburg, Deutschland) fixiert. Die Aufnahme der Zellen erfolgten unter
Standardbedingungen von 37 °C und kontrolliertem pH-Wert des umgebenden Mediums.
Die Aufnahme von antikérperbeschichteten Mikropartikeln im Rahmen der Phagozytose
konnte mittels Partikelsedimentation auf die Zelloberflache initiiert werden oder mittels
kontrolliertem Anbinden der Partikel an die Zellmembran mit Hilfe der holografischen
optischen Pinzette [115]. Fiir beide Varianten wurden 80-90 pl Image-Medium inklusive
der gewiinschten Partikelkonzentration (~ 10% Partikel/ml) und -gréfe auf die Zellen in
die dafiir vorgesehene Vertiefung der Aluminiumobjekttriger gegeben. Zum Schutz vor
Fremdkorpern und zur Verminderung von Verdunstungseffekten wurden Zellen und Image-
Medium mit einem weiteren Deckglas abgedeckt, welches zusétzlich die Bildgebung in der

60



5.6. Probenvorbereitung & initiierte Phagozytose

A Partikelsedimentation

13:05 min

Abbildung 5.3. Die Abbildung zeigt die Einleitung der Phagozytose durch Partikelsedimen-
tation. Teilgrafik (A) zeigt die seitliche, schematische Darstellung einer auf einem Deckglas ad-
hérenten Zelle und Partikeln in einer Losung, welche auf die Zelloberflache sedimentieren. Grafik
(B) stellt die gleichen Bedingungen innerhalb eines Experimentes in Draufsicht dar. Gezeigt ist
eine Mausmakrophage, aufgenommen in DIC, und zwei sedimentierte 2 pm Polystyrolpartikel mit
IgG-Beschichtung, welche bereits die Zellmembran erreicht haben. Zu diesem Zeitpunkt wurde die
Aufnahme und Analyse des Phagozytoseprozesses begonnen (¢t = Omin). Grafik (C) zeigt dieselbe
Zelle wie Grafik (A) zu einem spéteren Zeitpunkt in der Seitenansicht. Partikel, welche bereits die
Zellmembran erreicht hatten, wurden phagozytiert und innerhalb der Zelle Richtung Nukleus trans-
portiert. Grafik (D) zeigt den gleichen Zeitpunkt im Experiment in der Draufsicht und in DIC. Die
Partikel, welche in Grafik (B) bereits die Membran erreicht hatten, wurden bis zu diesem Zeitpunkt
(t = 13 min) phagozytiert und transportiert.

Probe verbesserte.

Bei der Phagozytoseeinleitung durch Partikelsedimentation erreichten die Partikel in Ab-
héngigkeit ihrer Grofe und ihres Materials die Zelloberflache innerhalb weniger Minuten
bis hin zu mehreren Stunden (siehe Kapitel 7.2 und Abb. 5.3). Wurde ein wohldefinier-
ter Startzeitpunkt der Phagozytose bendtigt, wurde die Sedimentation der Partikel bei
einer Umgebungstemperatur von 4°C durchgefiihrt (alternativ bei einer Lagerung der
Deckgléaser mit adhérenten Zellen auf Eis). Dies war der Fall bei den Experimenten zur
Bestimmung der Phagosomenposition innerhalb der Zellen in Abhéngigkeit der Phagozy-
tosedauer. Die Phagozytose begann bei anschliefender Erwdrmung der Zellen mit einem
Phagozytosemaximum bei ihrer physiologischen Temperatur [122]. Die Aufnahme der Pha-
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gozytose und des anschlieffenden phagosomalen Transportes erfolgte mit einer Bildrate von
0,5-2 Hz bei einer Gesamtmessdauer von bis zu 2h. Aufgrund der starken Fluktuationen
kleiner Partikel in z-Richtung und somit Bewegungen aus der Fokusebene heraus wurde
bei 1 pm Phagosomen jeweils eine weitere Ebene 1 pm ober- und unterhalb der Fokusebene
aufgenommen, um diese Bewegung zu kompensieren (Reduzierung der Bildrate auf 0,2 Hz).
Bei der Phagozytoseeinleitung mittels holografischer optischer Pinzette wurden bis zu 6
Fallen erzeugt (Gesamtlaserleistung: Ppaser = 1 W) und im Probenmedium frei beweg-
liche Partikel gefangen. Diese wurden wenige Mikrometer (~ rpatikel + 3 nm) oberhalb
des Deckglases platziert und einzeln an die Zellmembran durch Bewegung des jeweiligen
HOT-Fokuspunktes in x-, y- und z-Richtung herangefiihrt. Nach Erreichen der Zellmem-
bran wurde die entsprechende Falle abgeschaltet (vgl. Abb. 5.4). Der Phagozytoseprozess
wurde mit einer Bildrate von 0,5-2 Hz aufgezeichnet bei einer Gesamtmessdauer von bis zu
2h. Das Fangen von Polystyrolpartikeln mit 1 pm Durchmesser war aufgrund zu geringer
Gradientenkrafte innerhalb des Partikels nicht méglich, daher musste hier auf Partikel aus
Glas ausgewichen werden.

Nachweis einer erfolgreichen Phagozytose

Eindeutiges Merkmal einer erfolgreichen Aufnahme von extrazelluldren Partikeln durch ei-
ne Makrophage war die vollstindige Umschliefung des Partikels mit Zellmembran. Diese
Membran kann mittels eines fluoreszenten Membranfarbstoffes oder mittels Rasterelektro-
nenmikroskopie direkt sichtbar gemacht werden. Alternativ kann die frei liegende Oberflé-
che von IgG-beschichteten Partikeln mittels eines sekundéren Anti-IgG-Antikorpers visua-
lisiert werden. Eine indirekte Nachweismethode war die Aufnahme und Charakterisierung
der Phagosomenreifung, welche nach der Aufnahme des Partikels einsetzte. Fiir eine ex-
emplarische Darstellung der diversen Nachweismethoden siehe Kapitel 7.4.

Visualisierung der Zellmembran mittels fluoreszentem Membranfarbstoff

Zur Visualisierung der Zellmembran wurde der Farbstoff FM 4-64 (MOLECULAR PRO-
BES, Eugene, Oregon) verwendet. Dabei handelte es sich um eine lipophile Styrylver-
bindung, welche in wéssriger Umgebung nicht zu sehen war, sich aber bei Einlagerung
in die d&ukere Membranschicht der Zelle intensiv fluoreszent zeigte. Der Farbstoff (Anre-
gung/Emission: 558/734nm) wurde in Kombination mit dem G-2A Filter angeregt. Der
Farbstoff ist laut Herstellerangabe nicht toxisch, erzeugte aber bei hoher Konzentration
und lénger anhaltender Beleuchtung (¢messung > 30 min) phototoxische Reaktionen der Ma-~
krophagen. Des Weiteren kam es bereits bei dem ersten Kontakt zwischen Zelle und FM
4-64 zur Endozytose des Farbstoffes, was in einer Zunahme der Fluoreszenz der gesamten
Makrophage anstatt selektiver Fluoreszenz der Zellmembran resultierte (Abb. 7.5).

Fiir die Stammlésung wurden 1 mg FM 4-64 in 1 ml destilliertem Wasser gelost, aliquotiert
und bei —20° gelagert. Fiir die Arbeitslosung wurde die Stammlésung auf 5pgml~! mit
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, THERMO FISHER SCIENTIFIC) verdiinnt (Ver-
hiltnis 1:20). Die gewiinschte Menge an IgG-opsonisierten Partikeln (~ 10® Partikel /ml)
wurde zur Arbeitslosung hinzugefiigt. Anschliefsend wurden 85 pl auf die auf Deckglidsern
ausgeséiten und im Objekttréger montierten Zellen (Wachstumszeit der Zellen mindestens
24h) gegeben. Die Visualisierung der Zellen erfolgte direkt im Anschluss ohne zusétzliche
Inkubationszeit oder Auswaschen des Farbstoffes.
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2 holografische
optische Pinzette

0:00 min

Abbildung 5.4. Die Abbildung zeigt die Einleitung der Phagozytose mittels holografischer
optischer Pinzette (HOT). Grafik (A) zeigt die Seitenansicht einer auf einem Deckglas adhé-
renten Zelle und drei Partikel, welche mittels HOT gefangen wurden (drei Laserfoki). Dies entsprach
dem Startzeitpunkt der Messung und somit dem Beginn der Aufzeichnung und Analyse der Phago-
zytose. Anschliefend wurden die Partikel mittels Verschiebung der Laserfoki durch die HOT einzeln
an die Zellmembran herangefahren (Pfeil) und die Falle abgeschaltet. Grafik (B) zeigt eine Maus-
makrophage im Experiment zum Zeitpunkt ¢ = Omin (Startzeitpunkt) in Draufsicht in DIC. Des
Weiteren sind drei 3pum Polystyrolpartikel mit IgG-Beschichtung (1 bis 3) zu sehen, welche sich
in den optischen Fallen befanden. (Die Einzelfallen der HOT sind durch rote Laserfoki gekenn-
zeichnet.) Grafik (C) zeigt dieselbe Zelle wie Grafik (A) zu einem spéteren Zeitpunkt, ebenfalls in
schematischer Seitendarstellung. Die Partikel, welche bereits Kontakt zur Zellmembran hatten (1),
wurden phagozytiert und in Richtung Nukleus transportiert. Wurde ein Partikel erfolgreich phago-
zytiert (1 & 2), wurde das néchste gefangene Partikel (3) in Kontakt zur Zellmembran gebracht.
Grafik (D) zeigt dieselbe Zelle wie Grafik (B), in Draufsicht & DIC, zu einem spéteren Zeitpunkt
(t = 6min). Partikel (1) wurde bereits erfolgreich phagozytiert und zum Nukleus transportiert.
Partikel (2) wurde in Kontakt mit der Zellmembran gebracht und die Falle wurde infolgedessen
abgeschaltet. Dieses Partikel zeigte beginnenden Transport und wurde wahrscheinlich bereits pha-
gozytiert. Partikel (3) verbleib in der Falle bis Partikel (2) den Nukleus erreichte und wurde dann
ebenfalls an die Zellmembran herangefahren.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von den Zellen

Fiir die Betrachtung der Phagozytose an einem Rasterelektronenmikroskop wurden
die Makrophagen fiir 24h auf Deckgldsern in Zwdlflochplatten kultiviert. Die IgG-
beschichteten Partikel mit 1 pm, 2pm und 3pm Durchmesser, wurden zweimal gespiilt
(Zentrifugation der Partikellosung bei 20 °C, 3500 g fiir 30 min; Losen des Partikelpellets
in DPBS), um iiberschiissige Antikorper aus der Losung zu entfernen und eine Aktivierung
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der Makrophagen durch nicht gebundenes IgG zu vermeiden. Anschliefsend wurden die
Partikel in Image-Medium gelést und in gewiinschter Konzentration (~ 10® Partikel /ml)
den Zellen zugegeben. 1 pm Partikel wurden 2,5h, 2 um und 3 pm Partikel 1,5h bei 37°C
inkubiert, um die Partikelsedimentation und die Phagozytose zu ermdglichen. Anschlie-
flend wurden die Zellen dreimal mit DPBS gespiilt, um nicht phagozytierte Partikel zu
entfernen. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch Entfernung des DPBS und Zugabe von
500 nl Image-Medium inklusive 8 % PFA und 2% Glutaraldehyd (SIGMA-ALDRICH).
Nach 18h bei Raumtemperatur wurden die Zellen erneut mit DPBS gespiilt, um das
Fixiermedium zu entfernen. Anschlieffend wurden die Deckglédser hochkant und mit wohl-
definierter Orientierung in einen Mehrfachdeckglashalter umgelagert. Dieser Halter ein-
schlieflich der Deckglaser wurde jeweils fiir 30 min mit aufsteigender Reihenfolge in 20 %,
40 %, 60 %, 80 %, 90 % und dreimalig 100 %-igen Ethanol inkubiert, um das Wasser in den
Zellen durch Ethanol zu ersetzen. Die Herstellung von 100 %-igem Ethanol erfolgte durch
Aufreinigung und Entwisserung des kommerziellen Ethanols per Mikrofilter (GRUSSING
GmbH, Filsum, Deutschland). Die Dehydrierung der Zellen war notwendig, um Messungen
im Vakuum und die Oberflichenbeschichtung der Zellen zu ermdoglichen. Die Verwendung
von Aceton zur Dehydrierung wurde im Rahmen der Masterarbeit von Adal Sabri ausge-
schlossen, da diese Chemikalie die Polystyrolpartikel aufloste [123].

Nach der Dehydrierung wurden die Zellen getrocknet. Um dabei die Morphologie der Zel-
len zu erhalten und die Zellmembran nicht zu beschéadigen, ist es {iblich das iiberkritische
Trocknungsverfahren zu nutzen. Dabei wird das intra- und extrazelluldre Ethanol durch
fliissiges Kohlenstoffdioxid (COg) ersetzt, welches bei geeigneten Druck- und Temperatur-
bedingungen ohne Phasenumwandlung als iiberkritisches Fluid in den gasférmigen Zustand
tiberfiihrt werden kann (Kritischer Punkt COy: 31°C, 73,8 hPa). Durch die Vermeidung
des Phaseniiberganges beim Verdampfen kénnen Erhchungen der Oberflichenspannung
und dadurch die Zerstérungen mikroskopischer Strukturen minimiert werden. Durch tech-
nische Probleme mit der COs-Zufuhr musste auf die iiberkritische Trocknung verzichtet
werden, da der Ethanol nicht ersetzt werden konnte und die technischen Moglichkeiten
nicht ausreichten, um den kritischen Punkt von Ethanol (215°C, 65,6 hPa) zu erreichen.
Der Ethanol wurde infolgedessen bei Raumtemperatur verdampft, wobei sich dadurch ent-
standene Schadigungen der Zellmorphologie durch Risse in der Zellmembran duflern wiir-
den. Solche Oberflachenartefakte wurden kaum beobachtet (siche Kapitel 7.4), was eine
iiberkritische Trocknung fiir die Probenvorbereitung obsolet machte. Hilfestellung bei dem
Versuch der iiberkritischen Trocknung leistete Rita Grotjahn (technische Assistentin, Zell-
biologie und Elektronenmikroskopie, Universitét Bayreuth). Die Lagerung der trockenen
Zellen erfolgte ausschlieflich im Vakuum, um eine erneute Hydrierung zu unterbinden.
Da das REM auf dem Heraustrennen von Elektronen aus einer festen Oberfliche mittels
energiereicher Teilchen basiert, war nach der Trocknung der Zellen eine Beschichtung der
Oberfliche mit einem leitenden Material notwendig. Als Beschichtung wurde Platin ge-
wéhlt, welches mittels Sputterdeposition (Zerstduben eines Materials unter Hochvakuum,
welches sich anschliefend auf dem Substrat ablagert) aufgebracht wurde. Dieser Arbeits-
schritt wurde vollstandig von Martina Heider (technische Assistentin, Makromolekulare
Chemie I, Universitiat Bayreuth) durchgefiihrt. Der Probeneinbau sowie die Erstellung der
elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgte ebenfalls durch Frau Heider an einem kom-
merziellen REM (Ultra plus FE-SEM, ZEISS, Oberkochen, Deutschland). Die Emission
der Elektronen erfolgte per Feldemissionskathode, die Detektion per Inlens-SE-Detektor
und Everhardt Thornley Kammer-SE-Detektor. Fiir diverse Aufnahmen siche Abb. 7.6.
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Sekundare Antikérper Methode

Der Nachweis mittels sekunddrem Antikorper erfolgte an fixierten Zellen. Dazu wurden
die Zellen fiir 24-48 h auf Deckgléser in Zwolflochplatten kultiviert. Anschlieffend wurde
die gewiinschte Konzentration IgG beschichteter Partikel (~ 108 Partikel/ml) hinzugefiigt.
Nach der gewiinschten Phagozytosedauer (0-2h) bei 37° wurde das Kulturmedium ent-
fernt und die Probe dreimal mit je 1 ml DPBS pro Vertiefung gewaschen, um Mediumreste
und nicht phagozytierte Partikel zu entfernen. Die Zellen wurden daraufhin mit je 500 pul
pro Vertiefung einer DPBS-PFA-Losung mit 4 % PFA fiir 15-20 min auf Eis fixiert. Um
danach das PFA restlos zu entfernen, wurden die Zellen dreimal mit DPBS gespiilt. An-
schliefsend wurden die Zellen fiir 60 min abgedunkelt und bei Raumtemperatur in 500 pl
DPBS und 5pl sekundérem Antikérper (goat anti-mouse cross-absorbed, AlexaFlour 350
& Dy-Light 488, THERMO SCIENTIFIC) inkubiert. Um nicht gebundene Antikorper
zu entfernen, wurden die Zellen danach dreimal mit DPBS gespiilt. Abschlieffend wur-
de pro Vertiefung 500 pl destilliertes Wasser zugegeben und die Deckgliaser wurden mit
7 ul Fluoromount-G (SOUTHERBIOTHECH, Birmingham, Alabama) auf Glasobjekttra-
gern (SERVOPRAX, Wesel, Deutschland) fixiert. Nach einer Trocknungszeit von 24 h bei
Raumtemperatur konnten die Proben fiir Bildaufnahmen genutzt werden (siehe Abb. 7.7).
Die anschlieffende Lagerung erfolgte bei 4 °C. Exakte Protokolle siche Anhénge A.3 & A .4.

Beobachtung des weiteren Phagosomenreifungsprozesses

Nach einer erfolgreichen Aufnahme von Fremdkorpern in ein Phagosom durch Makropha-
gen schlossen sich intrazelluldre Reifungsprozesse des Phagosomes an, welche mit einem
Transport des Phagosomes von der Zellmembran zur perinuklearen Region korreliert wa-
ren. Trotz phagosomengrofsenabhéngiger Unterschiede in den Transporteigenschaften war
diese zentripetale Bewegung der Phagosomen fiir alle Partikeldurchmesser beobachtbar
und wurde als Anzeichen fiir eine erfolgreiche Phagozytose herangezogen. Im Gegensatz
zur Beobachtung der Transportvorgéange konnten die oben genannten Nachweismethoden
nur exemplarisch durchgefiihrt werden, nicht aber fiir die Gesamtheit aller in dieser Arbeit
ausgewerteten Phagozytoseprozesse.

Aufbau & Funktionsweise des CrossCorrelation-Tracking Al-
gorithmus

Nach erfolgreicher Phagozytose wurde die intrazellulire Bewegung der Partikel mit-
tels CrossCorrelation(CC)-Tracker (Kreuzkorrelations-Verfolgungs-Algorithmus) automa-
tisiert aufgezeichnet. Der CC-Tracker basierte auf einem handgeschriebenen MATLAB
Programm und lieferte eine subpixelprizise Auflosung der Bewegung mit einer Genau-
igkeit von mehr als 0,05 px. Die Idee und die Basis des Algorithmus wurden von Holger
Kress (2008, Yale University) programmiert, zur Verfiigung gestellt und im Rahmen dieser
Arbeit optimiert, angepasst und in eine grafische Benutzeroberfliche eingebunden. Abbil-
dung 5.5 zeigt eine DIC-Zeitserie mit drei gefangenen Partikeln, welche nacheinander an
die Zellmembran herangefahren wurden. Anschliefend wurden die Fallen abgeschaltet und
der Transportprozess der Partikel im Phagosom mit Hilfe des CC-Trackers nachverfolgt
(farbige Punkte in den DIC-Aufnahmen A-F; schwarze Punkte solange die Falle an ist,
violette Punkte nach Abschalten der Falle). Die von dem CC-Tracker errechneten Absolut-
koordinaten wurden in Polarkoordinaten transferiert, wobei der Koordinatenursprung in
die Mitte des Zellkernes gesetzt wurde. Dabei wurde der Zellkern in den aufgenommenen
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Abbildung 5.5. Verfolgung der intrazelluliren Partikelverschiebung mittels Kreuz-
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Korrelations-Verfolgungs-Algorithmus (CC-Tracker) und Darstellung der resultieren-
den Bewegungstrajektorie. Die Grafiken (A)-(F) zeigen DIC-Aufnahmen einer Mausmakro-
phage zu verschiedenen Zeitpunkten. In dieser Makrophage wurde mittels HOT die Phagozytose
von drei IgG opsonisierten 3 pm Polystyrolpartikeln (1-3) initiiert (Details zum Ablauf siehe Abb.
5.4). Das aufeinanderfolgende Heranfahren der Partikel mittels optischer Falle, das Ausschalten
der Fallen nach Partikel-Zellmembran-Kontakt und der anschliefende intrazellulire zentripetale
Partikeltransport konnten mittels des CC-Trackers mit Subpixelgenauigkeit protokolliert und nach-
vollzogen werden. Die resultierenden Partikeltrajektorien wurden mittels farbiger Pixel in die DIC-
Aufnahmen (A)-(F) projiziert. Dabei zeigen schwarze Pixel Zeitpunkte mit angeschalteter Falle und
violette Pixel Zeitpunkte ohne Einfluss auf das Partikel von auen. Die Grafiken (G)-(I) zeigen die
berechneten Partikelpositionen im zeitlichen Verlauf mit identischer Farbkodierung als Funktion
des Abstandes zur Nukleusmembran. Das zeitlich versetzte Heranfahren der Partikel zur Herstel-
lung des Partikel-Zellmembran-Kontaktes erfolgte in der Reihenfolge der Partikelnummerierung.
Das Abschalten der Falle nach erfolgreichem Kontakt ist in den Grafiken mittels schwarzem Pfeil
gekennzeichnet. Grafik (G) zeigt Partikel (1), Grafik (H) Partikel (2) und Grafik (I) Partikel (3). Der
Abschaltzeitpunkt der Falle von Partikel (1) entspricht dem in Grafik (B) dargestellten Zeitpunkt,
der von Partikel (2) dem in Grafik (C) dargestellten und der von Partikel (3) dem in Grafik (E)
dargestellten. Deutlich erkennbar anhand der Trajektorien war ein Partikeltransport in Richtung
Zellkern, wo die Bewegung endete, siche Grafik (F).
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Abbildung 5.6. Die Abbildung zeigt die grundlegende Funktionsweise des CC-Trackers an
einem allgemeinen Beispiel. Das Konterfei von Albert Einstein aus Grafik (A) soll innerhalb
eines Gruppenbildes der V. Solvay-Konferenz (Zielbild) Grafik (B) detektiert werden, um die Po-
sition der Person zu bestimmen. Dazu wurde mittels MATLAB die Korrelationsmatrix der beiden
Bilder berechnet, dargestellt als Oberflichenplot in Grafik (C). Der mittels rotem Pfeil markier-
te singuldre Peak in der Matrix gab die wahrscheinlichste (in dem hier dargestellten Spezialfall
ferner die exakte) Position des Bildes aus (A) innerhalb des Bildes (B) an. Grafik (D) zeigt die
Ubertragung dieser Position in das Teilnehmerfoto (roter Rahmen). Die Position der Zielperson
konnte erfolgreich bestimmt werden. Dieses Prinzip funktioniert analog fiir nicht menschen&hnliche
Strukturen, welche einmalig im Zielbild vorkommen und deutlich von der Umgebung abgegrenzt
werden konnen. Das Bild der Konferenzteilnehmer wurde im Januar 1927 von Benjamin Couprie
aufgenommen und vom Institut International de Physique de Solvay vertffentlicht (gemeinfrei).

Bildserien alle 5 min per Hand ausgew#hlt und seine Mittelpunktsbewegung in diesem Zei-
tintervall linear angendhert. Von den daraus resultierenden Bewegungskoordinaten wurde
der jeweilige Partikelradius sowie der Radius des Nukleus subtrahiert, da sich so die Dar-
stellung der Bewegung intuitiver gestaltet. Die finalen Transporttrajektorien der Partikel
sind exemplarisch in Abbildung 5.5 G-I dargestellt.

Allgemeines Die grundlegende Idee des CC-Trackers war ein Referenzbild mit einem Ziel-
bild zu korrelieren und anhand der Korrelationsmatrix die wahrscheinlichste Position des
Referenzbildes innerhalb des Zielbildes zu bestimmen. Zur Veranschaulichung dieses Ver-
fahrens dient Abbildung 5.6. Der Algorithmus sollte anhand eines Passbildes von Albert
Einstein (Referenzbild, Teilabbildung 5.64) seine Position innerhalb eines Gruppenbildes
der Teilnehmer der V. Solvay-Konferenz iiber Elektronen und Photonen (Zielbild, Abb.
5.6B) bestimmen. Die Korrelationsmatrix der beiden Bilder ist in Abb. 5.6C dargestellt
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und zeigte einen deutlichen, singuliren Peak (roter Pfeil). Durch eine Ubertragung der
Peakposition in das Zielbild (Abb. 5.6D) konnte Albert Einstein (rotes Rechteck) erfolg-
reich identifiziert werden.

Voraussetzungen Anhand des einleitenden Beispiels werden die Voraussetzungen und
Limitationen des CC-Trackers deutlich. Voraussetzung war eine Kontur, welche einma-
lig innerhalb des Zielbildes vorkam und deutlich von der Umgebung differenziert werden
konnte. Geeignet waren beispielsweise Hellfeldaufnahmen von geometrischen Strukturen
mit lokalem Intensitdtsmaximum und konkreter Abgrenzung zur Umgebung, welche ihre
Morphologie im Verlauf der Aufnahmen nicht dnderten. Die Griinde hierfiir werden in der
detaillierten Beschreibung der Funktionsweise erldutert. Ideal waren daher kreisformige
Partikelprojektionen mit heller Mitte und dunklem Rand. Vergleiche Abbildung 5.7. Eine
Uberbeleuchtung oder eine Lokalisation des Partikels am Rand des Bildes musste fiir eine
reibungsfreie Prozessierung der Aufnahmen vermieden werden. Eine Vorverarbeitung der
Aufnahmen durch Anwendung von Filterfunktionen oder Ahnlichem war nicht notwendig.

Funktionsweise Ausgangspunkt fiir die Verwendung des CC-Trackers war eine Zeitse-
rie von Hellfeldaufnahmen, wobei das phagozytierte Partikel so fokussiert wurde, dass es
ein Intensitdtsmaximum im Mittelpunkt umgeben von einem dunklen Ring zeigte. Die-
se einfache geometrische Struktur wurde anschlieffend mittels des Algorithmus in jeder
Aufnahme der Zeitserie identifiziert und lokalisiert (Abbildung 5.7). Zur Festlegung ei-
nes Referenzbildes wurde zunéchst die Aufnahme geladen, bei welcher die Nachverfolgung
der Phagosomenbewegung starten sollte (Abb. 5.74) und der Partikelmittelpunkt per
Mausklick ausgewahlt. Anhand dieses Mittelpunktes wurde das Referenzbild mit gering-
fligig groferen Abmessungen als die Partikelausdehnung aus der Aufnahme ausgeschnitten
(Abb. 5.7A, violettes, durchgezogenes Rechteck und im Detail 5.7B). Des Weiteren wurde
eine Scan-Region mit identischem Mittelpunkt aber gréferen Abmessungen als das Refe-
renzbild (Abb. 5.7A, violettes, gestricheltes Rechteck und im Detail 5.7C') festgelegt. Zur
Reduzierung von Rechenleistung und -dauer wurde die Korrelation von Referenzbild und
Zielbild nur innerhalb der Scan-Region des Zielbildes durchgefiihrt.

Die Berechnung der Korrelationsmatrix erfolgte mittels MATLAB-integriertem Befehl nor-
mxcorr?. Dieser Befehl nutzte die Funktion:

o Eaz,y [f(x7y) - ?u,u] [t(.%’ — Uy — 7/) - ﬂ
V(u,v) = -

{Zx,y [f(xay) _?u,u]sz,y [t(IL’ —Uu,y— I/) _%]2}2

wobei f die Scan-Region, t der Mittelwert des Referenzbildes und ?u’,, der Mittelwert von
f(z,y) innerhalb der Region des Referenzbildes in der Scan-Region war [124]. Die Funktion
erstellte somit die normalisierte Kreuzkorrelation aus Referenzbild und Zielbild, wobei das
Zielbild grofser sein musste und die einzelnen Pixelwerte des Referenzbildes nicht identisch
sein durften. Aus diesen Griinden durfte das Partikel sich nicht am Bildrand befinden oder
iiberbeleuchtet sein. Die Ausgabematrix enthielt die Werte der Korrelationskoeffizienten
zwischen -1 und 1 und ist in Abb. 5.7D in 3D dargestellt, wobei die Partikelposition deut-
lich als Peak erkennbar ist. Diese Maximalwerte der Korrelationsmatrix kennzeichneten
die Partikelposition im Zielbild mit Pixelgenauigkeit.

Bei der Darstellung der Korrelationsmatrix in 2D (Abb. 5.7F) wird deutlich, dass die exak-
te Partikelposition sich meist im Zwischenraum einzelner Pixel befand. Um eine subpixel-
prézise Auflésung der Position zu erhalten, wurde die Korrelationsmatrix entlang je einer
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Abbildung 5.7. Die Abbildung zeigt die Detektion eines ausgewéhlten Partikels innerhalb
eines Zielbildes zu einem beliebigen Zeitpunkt. Grafik (A) zeigt eine Hellfeldaufnahme ei-
ner Mausmakrophage zum Startzeitpunkt der initiierten Phagozytose von 3 nm IgG-opsonisierten
Polystyrolpartikeln. Das nachzuverfolgende Partikel wurde mit einem Intensitdtsmaximum im Parti-
kelinneren abgebildet. Dieser Partikelmittelpunkt wurde per Mausklick angewéhlt. Als Referenzbild
fiir den CC-Tracker wurde ein Bildausschnitt mit geringfiigig ldngeren Kanten als der Partikeldurch-
messer erstellt, dargestellt in Grafik (A) als durchgezogenes violettes Quadrat & vergrofert in Grafik
(B). Zur Optimierung von Rechenleistung wurde eine Scan-Region innerhalb des Zielbildes erstellt,
welche deutlich kleiner war als das Zielbild selbst, aber grofer als das Referenzbild, dargestellt in
Grafik (A) als gestricheltes violettes Quadrat & vergrofert in Grafik (C). Grafik (D) zeigt die er-
rechnete Korrelationsmatrix aus Referenzbild und Scan-Region in 3D und Grafik (E) in 2D. Die
pixelgenaue Partikelposition ist durch den roten Peak gekennzeichnet. Anhand der 2D-Darstellung
wurde deutlich, dass die exakte Partikelposition innerhalb eines Pixels lag. Zur optimierten Po-
sitionsbestimmung wurde entlang einer Geraden in x- sowie y-Richtung durch das Maximum der
Korrelationsmatrix eine Gaukurve gefittet, Grafik (F) & (G). Das Fitmaximum ermdglichte eine
subpixelexakte finale Partikelpositionsbestimmung, welche in Grafik (H) mittels X gekennzeichnet
ist.
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Linie in x- und y-Richtung (inklusive des jeweiligen Maximalwertes) mit einer Gaufsfunkti-
on (f(2)gau = a+b-exp[—(25%)?]) gefittet (dargestellt in Abb. 5.7F x-Richtung und Abb.
5.7G y-Richtung). Das Maximum der Fitkurven bestimmte somit die exakte Position des
Partikels im Zielbild. Das Programm zur Durchfiihrung der x- und y-Linienextrahierung
sowie dem Fit der Werte mittels Gaukfunktion wurde von Holger Kress (2008, Yale Uni-
versity) programmiert und zur Verfiigung gestellt und unveréndert verwendet.

Die subpixelprazisen Partikelpositionen wurden in Kombination mit dem Zielbild zur Kon-
trolle ausgegeben (Abb. 5.7H), gespeichert und fiir alle Zeitpunkte der Aufnahmenserie
kalkuliert. Nach der erfolgreichen Bestimmung der Position wurde zu jedem Zeitpunkt der
Mittelpunkt der Scan-Region an den aktuellen Partikelmittelpunkt angepasst, wodurch
Bewegungen des Partikels ausgeglichen werden konnten. Auf eine Anpassung des Refe-
renzbildes an den aktuellen Zeitpunkt wurde verzichtet, um mogliche Fehlerquellen zu
minimieren. Stattdessen wurde, soweit moglich, stets die Korrelation mit dem Referenz-
bild zum Zeitpunkt ¢ = 0 kalkuliert. Dies setzte allerdings voraus, dass die Morphologie
und die Fokusebene des Phagosomes iiber die Zeit konstant waren.

Parameter Die zur Nutzung des CC-Tracker-Algorithmus notwendigen Parameter wa-
ren die Grofe des Referenzbildes, welche an die Partikelausdehnung angepasst wurde, und
die Grofse der Scan-Region, welche grofer als die Abmessungen des Referenzbildes sein
musste und hinsichtlich der Laufzeit des Algorithmus optimiert wurde. Dabei wurde die
Scan-Region noch hinreichend grofs gewéhlt, um die Partikelbewegung zwischen den Zeit-
schritten der Aufnahmen kompensieren zu kénnen. Des Weiteren konnte die Anzahl der
Punkte, welche fiir den Gauffit aus der Korrelationsmatrix extrahiert wurden, festgelegt
werden. Auflerdem wurde Start- und Endzeitpunkt der Partikelnachverfolgung durch Ein-
gabe der zu analysierenden Aufnahmen spezifiziert. Fiir anschlieffende Darstellungen der
Partikelpositionen in Mikrometern als Funktion der Aufnahmezeitpunkte (vgl. Abb. 5.5)
waren die Vergroferung des Mikroskops, die Pixelgréfse der Kamera und die Bildaufnah-
merate als Parameter anzugeben.

Zusatzlich konnte festgelegt werden, ob das Referenzbild zu jedem Zeitpunkt angepasst
werden sollte, wobei diese Funktion nicht genutzt wurde. Eine Anpassung des Referenz-
bildes erfolgte ausschlieflich per Hand nach einer Fehlermeldung oder Verdnderung der
Phagosomenfokusebene. Sollte eine automatisierte Erkennung der Partikelposition in Ein-
zellfdllen nicht moglich gewesen sein, bestand die Moglichkeit die Partikelposition per
Hand festzulegen, was die Prézision der Positionsbestimmung allerdings auf Pixelgenau-
igkeit reduzierte.

Fehlermeldungen & Ergdanzungen Der CC-Tracker erkannte selbststandig Partikelposi-
tionen auflerhalb der Scan-Region sowie Positionen am Bildrand. Des Weiteren wurden die
errechneten Positionen auf ihre Lage innerhalb der angegebenen Grenzen und die Mog-
lichkeit zur Durchfiihrung eines Gauffittes tiberpriift.

Verbesserungen des Programms ergaben sich durch eine Gaufifitfunktion in 2D anstatt aus-
schliefslich entlang einer Linie je in x- und y-Richtung sowie eine Verfolgung der Partikel
in z-Richtung. Diese Moglichkeiten wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet.

Kriterien fiir phagosomale Transporteigenschaften

Fiir Experimente, in denen die Phagozytose mittels Sedimentation initiiert wurde, startete
die Nachverfolgung der Partikel, sobald diese die Fokusebene der zugehorigen Zelle erreicht
hatten und auf die Zellmembran abgesunken waren. Fiir Experimente, in denen die Phago-
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zytose mittels HOT initiiert wurde, startete die Nachverfolgung der Partikel, sobald diese
in Kontakt mit der Zellmembran gebracht und die dazugehorige Falle ausgeschaltet wur-
de. Vergleiche Abbildung 5.5. Repréasentative Trajektorien von Partikeln mit 1pm, 2 pm
und 3 pum Durchmesser sind in Abbildung 7.11 dargestellt, auch hier in Form von Polar-
koordinaten, Details hierzu sieche Abschnitt 5.8. Die Zeitserien der resultierenden Parti-
keltrajektorien wurden in Segmente von 30s unterteilt (Intervalldauer angelehnt an [74]),
was eine typische Grofenordnung von intrazelluliren Transportprozessen darstellt, aber
gleichzeitig bei einer Bildaufnahmerate von 0,2 bis 2 Hz eine zu starke Gewichtung diverser
Fluktuationen verhindern sollte. Jedes dieser Segmente wurde als aktiver ballistischer in-
trazellularer Phagosomentransport klassifiziert, wenn die innerhalb der 30s zuriickgelegte
absolute Distanz den Schwellwert von 400 nm (angelehnt an [74]) tiberschritt. Dabei war
die Richtung des Transportes (zum Zellkern oder zur Zellperipherie) irrelevant. Wurde
der Schwellwert aufgrund von einer stationéren Partikelposition oder haufigen Fluktuatio-
nen der Transportrichtung verbunden mit kurzreichweitigen Bewegungen nicht erreicht,
erfolgte eine Segmentklassifizierung als passive Phase. Eine Variation des Schwellwertes
bis 75 % zeigte nur vernachlissighare Effekte auf die Analyse der phagosomalen Trans-
porteigenschaften. Vergleiche hierzu Abbildung 7.16.

Eine detaillierte, quantitative Analyse der Trajektorien erfolgte basierend auf folgenden
Kriterien:

i - Prozentsatz an Trajektorien, mit starkem zentrifugalen Transport (Riicktransport)
Der Prozentsatz an Trajektorien ppack, welche einen starken Riicktransport in die Zellperi-
pherie zeigten, berechnete sich aus dem Anteil der Trajektorien von Phagosomen, die nach
Erreichen des Nukleus (Kontakt von Nukleusmembran und Partikeloberfliche) die peri-
nukleare Region wieder verliefsen und Richtung Zellmembran transportiert wurden. Die
perinukleare Region wurde dabei als ein 5 pm ausgedehnter Bereich angenommen, welcher
sich direkt an den Nukleus anschlieftt [65]. Zum Verlassen der perinuklearen Region muss-
te die Distanz zwischen Nukleusmembran und der Partikeloberfliche somit auf mehr als
5pm ansteigen. Exemplarisch dargestellt ist dies in Abbildung 7.11A.

ii - Relativer Anteil der Transportphasen Die moglichen Transportphasen unterglieder-
ten sich in den Prozentsatz von aktivem phagosomalen Transport in Richtung des Zellkerns
(zentripetal) p,,., den Prozentsatz von aktivem Transport in Richtung der Zellperipherie
(zentrifugal) p,., und den Prozentsatz von passiven Phasen p,,.. Der Prozentsatz von
aktivem Transport wurde anhand der zuriickgelegten Distanz der aktiven Transportseg-
mente berechnet. Eine negative Transportdistanz bedeutete ein Segment mit zentripetalem
Transport und eine positive Transportbilanz zentrifugalen Transport. Der Anteil an passi-
ven Phasen wurde direkt aus den anderen Prozentsétzen bestimmt ppass = 1 — Pnuc — Pper-
Abbildung 7.11C zeigt eine Trajektorie mit einem hohen Anteil an aktivem zentripetalen
Transport und passiven Phasen nach Erreichen der perinuklearen Region.

ili - Instantane Transportgeschwindigkeit Fiir die instantane Transportgeschwindigkeit
vinst wurde die Partikelbewegung in jedem aktiven Segment mittels linearem Fit ange-
ndhert. Aus der Steigung der Fitfunktion konnte die Geschwindigkeit direkt bestimmt
werden. Die Geschwindigkeit wurde als positiv definiert bei zentripetaler Bewegung (ne-
gative Nettodistanz des aktiven Segments) und als negativ bei zentrifugaler Bewegung
(positive Nettodistanz).

71



5. Beobachtung & Analyse des phagosomalen Transportes

iv - Distanz des aktiven Transportes Die aktiv zuriickgelegte Transportdistanz dy.; war
die Summe aller zuriickgelegten Distanzen der aktiven Transportsegmente unter Beachtung
der jeweiligen Transportrichtung (positives/ negatives Vorzeichen).

v - Gesamtdauer des aktiven Transportes Die Gesamtdauer des aktiven Transportes
tiot war das Produkt aus der Anzahl der aktiven Transportsegmente unabhéngig ihrer
Transportrichtung und der Dauer eines Einzelsegmentes (305s).

vi - Effektive Transportgeschwindigkeit Die effektive Geschwindigkeit des aktiven
Transportes veg war der Quotient aus der aktiv zuriickgelegten Transportdistanz (iv)
und der dafiir bendtigten Gesamtzeit (v), Vet = diot/ttot- Analog zur instantanen Ge-
schwindigkeit wurde eine positive Geschwindigkeit auch hier als Bewegung in Richtung
der perinuklearen Region definiert.

vii - Persistenz der Bewegung Die Persistenz der Bewegung p war ein Maf fiir die
Hiufigkeit der Anderungen der Transportrichtungen. Dazu wurde von jedem aktiven Seg-
ment der Prozentsatz bestimmt, mit dem zwei aufeinanderfolgende Transportschritte in
die gleiche Richtung erfolgen. Anschlieftend wurden die Prozentsétze aller aktiven Segmen-
te eines Transportvorganges gemittelt, um die Persistenz p der dazugehorigen Trajektorie
zu bestimmen.

viii - Prozentsatz ausgedehnter Pausenphasen Der Prozentsatz ausgedehnter (engl.
extended) Pausenphasen, Pey; pause, Wurde nur fiir den Transportbereich angegeben, bevor
das Phagosom das erste Mal den Nukleus erreichte. Wurde in drei aufeinanderfolgenden
Transportsegmenten unabhéngig ihrer Klassifizierung nach Paragraph (ii) der Schwellwert
fir aktiven Transport (7' Hktiver-Transport = S00nm min~—', d.h. fiir 3 Segmente a 30s,
T Hpistanz = 1,2pm) unterschritten, galten sie als ausgedehnte Pausenphase. Der Pro-
zentsatz der ausgedehnten Pausen bezog sich auf alle solcher Kombinationen aufeinander
folgender Segmente einer Trajektorie bis Erreichen des Kerns. Abbildung 7.11B zeigt ein
Beispiel fiir eine ausgedehnte Pausenphase innerhalb des ersten Trajektorienabschnittes
flir ein Phagosom mit 2 pm Durchmesser.

Um die anfidngliche Phagosomenreifung besser charakterisieren zu koénnen, wurden die
Kriterien (ii) und (viii) nur fiir den Transport des Phagosomes bis zum Erreichen der
Nukleusmembran berechnet. Fiir alle anderen Parameter war die Dauer des analysier-
ten Transporters abhéngig von den Eigenschaften der Trajektorie. Zeigte die analysierte
Trajektorie keinen starken zentrifugalen Transport ((i), kein Verlassen der perinuklearen
Region) wurden fiir diesen Transportvorgang alle oben aufgefiihrten Kriterien nur fiir
den Transport bis zum ersten Kontakt mit dem Nukleus berechnet. Der Kontaktzeitpunkt
wurde somit als Endzeitpunkt des Phagosomentransportes tenq definiert. Abbildung 7.11C
zeigt ein Beispiel einer Trajektorie ohne starken zentrifugalen Transport. Der Endzeitpunk-
tes des Transportes war hier bei tenqg = 1084 s. Wies die Trajektorie hingegen einen starken
Riicktransport auf (Verlassen der perinuklearen Region) wurde die Zeitdauer der Analyse
der Trajektorie erweitert. Der Endpunkt tenq wurde 10 min nach dem Zeitpunkt, an dem
die perinukleare Region zum ersten Mal wieder verlassen wurde {TH_Riicktransport, definiert.
Ein Beispiel fiir eine Trajektorie mit starkem zentrifugalen Transport ist in Abbildung
7.11A zu sehen. Der Zeitpunkt, zu dem die perinukleare Region das erste Mal verlassen
wurde, war tTH-Riicktransport = 2085 s. Dieser Zeitpunkt konnte dabei nie vor dem ersten
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Kontakt zwischen Phagosom und Nukleus erreicht werden. Der Endpunkt fiir die Tra-
jektorienanalyse war somit 10 min spéter, tend = tTH-Riicktransport + 10 min = 2685s. Der
additive Wert von 10 min erwies sich als guter Kompromiss zwischen zusétzlicher Analy-
se der Trajektorien und dem durchschnittlichen Endzeitpunkt der Trajektorien, begrenzt
durch eine endliche Aufnahmedauer.

Fiir die Vergleichsdarstellung zwischen Messungen an Ciliobrevin A behandelten Zellen
und Cytochalasin D behandelten Zellen wurde die instantane Geschwindigkeit der Bewe-
gung (iii) nur fiir den anfanglichen Transport bis zum Erreichen des Nukleus berechnet.
Dies hatte ausschliefilich organisatorische Griinde, da die Messungen an Cytochalasin D
behandelten Zellen an einem anderen Aufbau durchgefiihrt wurden, Details hierzu siehe
Kapitel 6.6.

Signifikanztests zur Differenzierung der Verteilung der Resultate analysierter Transportei-
genschaften in Abhéngigkeit der Phagosomendurchmesser wurden mittels Studentischem
T-Test und der in MATLAB implementierten Funktion ttest2 zum Vergleich zweier unab-
héngiger Proben durchgefiihrt.
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KAPITEL O

Visualisierung des Zytoskelettes, Untersuchungen
zu intrazellularen Transportmotoren & Einfluss
inhibitorischer Medikamente auf den
phagosomalen Transport

Dieses Kapitel beschreibt die Grundlagen und die Mog-
lichkeiten zur Visualisierung von intrazelluldren Struk-
turen in fixierten Zellen mittels fluoreszenter Farbstoffe,
ohne dabei die Morphologie der Zellen wverfilscht abzu-
bilden oder die Position von Phagosomen zu verdindern.
Begonnen wird dabei mit den notwendigen technischen
Voraussetzungen, gefolgt von der Beschreibung und An-
wendung geeigneter Farbstoffe sowie zuletzt die qualitati-
ve und quantitative Analyse der gewonnenen Daten. Des
Weiteren beschiftigt sich dieses Kapitel mit den Moglich-
keiten gezielt intrazelluldren Transport zu beeinflussen und zu unterbinden. Hierzu werden
diverse Medikamente und entsprechende Verfahrenstechniken prdsentiert.
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6.2. Fixierung von Zellen & Immunfarbung . . . . . . . . . ... oL 76
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6.2

6. Zytoskelett, intrazelluldre Transportmotoren & Inhibitoren

Spinning Disk Mikroskopie

Um relevante intrazelluldre Strukturen, welche mit einem fluoreszenten Farbstoff markiert
wurden, mit einer moglichst hohen Auflésung in lateraler und axialer Richtung abbilden
zu konnen, ist die Nutzung eines konfokalen Mikroskops notwendig. Dazu wurde in dieser
Arbeit ein DMI 6000 Mikroskop (LEICA, Wetzlar, Deutschland) mit einem 100x/1,40 Ol-
Immersionsobjektiv (HCX PL APO) genutzt. Ausgestattet war das Mikroskop mit einer
zusétzlichen Spinning Disk Einheit (CSU-X1, YOKOGAWA, Musashino, Japan) und einer
EMCCD Kamera (Evolve 512, PHOTOMETRICS, Tucson, Arizona) sowie einer zusitz-
lichen Linse mit einer 1,2-fachen Vergrofserung. Zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
standen ein 100 mW 405 nm Laser (Cube 405-100C, COHERENT, Santa Clara, Kaliforni-
en), ein 50 mW 488 nm Laser (Saphire 488, COHERENT) sowie eine 50 mW 561 nm Laser
(Saphire 561, COHERENT) zu Verfiigung. Es wurde unabhéngig des genutzten Lasers
bei einer Scheibengeschwindigkeit von 5000 upm gemessen. Der Abstand zwischen aufein-
anderfolgenden z-Ebenen bei allen aufgenommenen Bilderstapeln betrug 0,25 pm, welcher
fiir eine Uberabtastung unter Beachtung der moglichen z-Auflésung des Mikroskops aus-
reichend ist [125]. Bei Hellfeld- und DIC-Aufnahmen wurde auf einen z-aufgelosten Bil-
derstapel verzichtet und nur die Fokusebene, in welcher sich der Phagosomenmittelpunkt
befand, abgebildet.

Fixierung von Zellen & Immunfirbung

Um intrazelluldre Strukturen mittels Fluoreszenzfarbstoff sichtbar und quantifizierbar zu
machen, wurde eine Immunfiarbung (engl. Immunostaining) angewandt. Dabei handelt
es sich um eine Markierung der Zielstrukturen mit einem strukturspezifischen, priméren
Antikorper, dessen Position anschlieffend durch einen fiir den priméren Antikérper spezifi-
schen sekundéiren Antikorper, gekoppelt mit einem Fluorophor, gekennzeichnet wurde. Um
eine exklusive Markierung der Zielstruktur zu gewéhrleisten und Kreuzreaktionen zu ver-
meiden, sollte der primére Antikorper in einem Wirt kultiviert worden sein, welcher nicht
dem Organismus der Zielstruktur entspricht. Der sekundire Antikérper wurde spezifisch
fiir den Wirt des priméren Antikorpers gewéhlt und reagierte somit nicht mit intrazellu-
laren Kompartimenten, die dem Organismus der Zielstruktur zugehorig sind. Daher wird
diese Methode auch als Antikorper-Antikérper-Farbung bezeichnet.

Voraussetzung fiir die Immunfarbung ist, dass die Zellen immobilisiert werden. Dazu wurde
der Metabolismus der Zellen gestoppt, wihrend Morphologie und intrazelluldre Struktu-
ren unverandert blieben. Diese sogenannte Fixierung der Zellen erfolgte wie in Kapitel
5.7 beschrieben. Nach Kultivierung der Zellen auf Deckglisern in Zwolflochplatten fiir
24-48 h, Zugabe der gewiinschten Partikelkonzentration (~ 108 Partikel/ml), 0-2h Zeit fiir
die Phagozytose der Partikel bei 37 °C und anschlieflendem Spiilen der Zellen mit DPBS
wurden die Zellen fiir 15-20 min auf Eis in 4 %-PFA-Losung fixiert.

Nach der Fixierung wurde die PFA-Lésung entfernt und die Zellen erneut dreimal mit
DPBS gespiilt. Anschliefend wurden die Zellen fiir 60 min in Blocking Buffer bei Raum-
temperatur inkubiert. Der Blocking Buffer dient dem Blocken unerwiinschter Bindungs-
stellen fiir den sekunddren Antikoérper sowie der Uberwindung der Zellmembran und be-
steht aus 94,7 % DPBS |, 0,3 % Triton X-100 (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Missouri) und
5% Ziegenserum (CELL SIGNALING, Cambridge, Grofbritannien). Das Triton dient der
Permeabilisierung der Zellmembran, damit diese durchléssig wird fiir den priméren und
sekundéren Antikorper. Das Serum sollte identisch mit dem Wirt des sekundéren An-
tikorpers gewdhlt werden, um bestmogliche, rauscharme Resultate zu erhalten. Um die
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Wirkung des Blocking Buffers zu erhalten, wurde dieser nach dem Entfernen nicht aus-
gespiilt, stattdessen wurden die Zellen direkt in einer priméren Antikérperlésung iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Antikérperlosung bestand aus der gewiinschten Menge pri-
mérer Antikorper (siehe Abschnitt 6.3) und einem Losungspuffer, zusammengesetzt aus
98,7 % DPBS, 0,3 % Triton X-100 und 1% Bovines Serumalbumin (BSA, APPLICHEM,
Darmstadt, Deutschland). Die Zugabe von BSA diente der Saturierung unspezifischer,
intrazelluldrer Bindungsstellen und verhinderte somit das Anbinden des primédren An-
tikorpers an diese. Zur Entfernung iiberschiissiger, ungebundener, priméarer Antikorper
wurden die Zellen anschliefsend dreimal mit DPBS gespiilt. Darauf folgend wurden sie fiir
2h abgedunkelt und bei Raumtemperatur in einer weiteren Antikdrperlosung bestehend
aus der gewiinschten Menge sekundédrer Antikorper (siehe Abschnitt 6.3) in Losungspuf-
fer inkubiert und danach erneut dreifach mit DPBS gespiilt. Im Anschluss wurde eine
neue Antikorper-Losung hinzugegeben, welche einer zusétzlichen Anfarbung der Zell DNS
respektive bei Zellen aufterhalb der Mitose dem Zellkern diente und nicht Teil der Immun-
farbung war. Dazu wurde der Farbstoff Hoechst 33342 (CAYMAN, Ann Arbor, Michigan)
im Verhéaltnis 1:1000 in Losungspuffer gelost und die Zellen darin 2 min bei Raumtempe-
ratur und abgedunkelt inkubiert. Erneut wurden die Zellen dreimal mit DPBS gespiilt.
Nachdem das DPBS restlos entfernt und durch destilliertes Wasser (THERMO FISHER)
ersetzt wurde, wurden die Deckglédser mit je 7pul Fluoromount-G auf Glasobjekttriger
aufgebracht und fiir mindestens 24 h bei Raumtemperatur getrocknet.

Farbstoffe fiir das Zytoskelett & molekulare Motoren

Ein wichtiger Bestandteil des Zytoskelettes einer Sdugerzelle sind die Mikrotubuli, welche
auch als essenzielle Struktur fiir langreichweitigen, phagosomalen Transport gelten [10].
Zur Visualisierung intakter MT wurde als primérer Antikérper a-Tubulin (DM1A) Maus-
Antikérper (CELL SIGNALING) mit einer Konzentration von 1:100 - 1:1000 und als
sekundédrer Antikorper Anti-Maus (H+L) IgG DyLight 488 (THERMO FISHER) oder
Alexa Fluor 594 (CELL SIGNALING) mit einer Konzentration von 1:100 - 1:200 verwen-
det. H+L steht dabei fiir heavy & light chain und beschreibt die Anbindungsspezifitit des
Antikorpers. Fiir die Aufnahme der Bilderstapel am Spinning Disk Mikroskop (Details sie-
he Abschnitt 6.1) wurde fiir die Anregung des DyLight 488 Farbstoffes der 488 nm Laser
und fiir des Alexa Fluor 594 Farbstoffes der 561 nm Laser verwendet. Der DNA-Farbstoff
Hoechst 33342 wurde durch den 405 nm Laser angeregt.

Unerléssliche Motoren fiir langreichweitigen, phagosomalen Transport entlang der MT
sind Dynein und Kinesin, je nach Richtung, in welcher der Transport erfolgen soll [10].
Zur Visualisierung intrazelluliren Dyneins wurde der primére Antikérper DYNC 1|2 Ha-
se Antikorper (THERMO SCIENTIFIC), Konzentration 1:200, und der sekundére Anti-
korper Anti-Hase IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (THERMO SCIENTIFIC), Konzentration
1:100, verwendet. Die Anregung des Farbstoffes erfolgte mit dem 488 nm Laser. Zur Anfér-
bung von intrazelluldrem Kinesin-2 wurde der primére Antikérper KIF3A Hase Antikorper
(THERMO SCIENTIFIC), Konzentration 1:50 - 1:100 und der sekundére Antikérper Anti-
Hase IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (THERMO SCIENTIFIC), Konzentration 1:100 - 1:200,
verwendet. Zur Visualisierung von Kinsein-1 wurde der primére Antikorper KIF5B Hase-
Antikérper (THERMO SCIENTIFIC), Konzentration 1:250, und die sekundéren Antikor-
per Anti-Hase IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (THERMO SCIENTIFIC) sowie Anti-Hase
IgG 594 (THERMO SCIENTIFIC), Konzentration 1:150, verwendet. Fiir die Anregung
der 488er Farbstoffe wurde der 488 nm Laser sowie der 594er Farbstoffe der 561 nm Laser
genutzt.
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Ein weiterer Bestandteil des Zytoskelettes mit hoher Relevanz fiir intrazellularem Trans-
port sind Aktinfilamente, welche in dieser Arbeit mit Phalloidin (A12381, MOLECULAR
PROBES) nach einem abweichenden Protokoll angefarbt wurden, siehe Abschnitt 6.4.
Entlang der AF konnen sich die fiir kurzreichweitigen, phagosomalen Transport relevan-
ten Myosin V Motoren bewegen. Eine Untergruppe dieser Motorproteine, die Myosin Va
Motoren wurden in dieser Arbeit mit dem priméren Myosin Va Antikérper (CELL SIGNA-
LING), Konzentration 1:50, und dem sekundéren 488 Anti-Hase Antikérper, Konzentra-
tion 1:150, angefdrbt. Fiir die Aufnahme der Bilderstapel am Spinning Disk Mikroskop
wurde fiir die Anregung des Antikorperfarbstoffes der 488 nm Laser verwendet. Der DNA-
Farbstoff Hoechst 33342 wurde durch den 405 nm Laser angeregt.

Abweichendes Protokoll zur Anfirbung von Aktinfilamenten

Als Basis fiir Myosin Motoren tragen auch die Aktinfilamente einer Zelle potenziell zum
Organellentransport bei [10]. Zur Verifizierung ihres Einflusses wurden diese mittels Phal-
loidin (A12381, MOLECULAR PROBES) fluoreszent markiert. Phalloidin ist ein Phalloto-
xin, welches sich an F-Aktin anlagert und in lebenden Zellen strukturelle Verénderungen
der Filamente inhibiert. Das hier verwendete Phalloidin ist direkt mit dem Fluorophor
Alexa Fluor 594 gekoppelt, womit ein Sekundérprotein zur Farbung hinféllig wurde.
Zunéchst wurden die Makrophagen kultiviert und fixiert sowie die Phagozytose von 1 pm,
2pm & 3um Partikel initiiert, wie in Kapitel 5.7 beschrieben. Nach der Fixierung wurde
die PFA-Losung entfernt und die Zellen erneut dreimal mit DPBS gespilt. Anschlieffend
wurden die Zellen unter seichtem Durchmischen in je 500 ul DPBS inklusive 0,25 % Tri-
ton X-100 abgedunkelt und bei Raumtemperatur 5 min lang inkubiert. Die Zellen wurden
danach dreimal mit DPBS gespiilt, bevor sie fiir 30 min abgedunkelt und bei Raumtem-
peratur in je 500 pl DPBS inklusive 1% BSA gelagert wurden. (Details zu Triton X-100 &
BSA siehe Abschnitt 6.2.) Die DPBS-BSA Losung wurde entfernt und die Zellen fiir 30 min
abgedunkelt und bei Raumtemperatur in der Phalloidin-Lésung inkubiert. Die Phalloidin-
Losung setzte sich zusammen aus Phalloidin-Stammlésung (Phalloidin gelst in Methanol,
Konzentration 6,6 pM) und DPBS inklusive 1 % BSA im Verhéltnis 1:40. Zuletzt wurden
die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen.

Die abschlieffende Farbung der Zell-DNS und das Fixieren der Deckglidser auf Objekt-
tragern erfolgte analog zu der Vorgehensweise der Immunfarbung, siehe hierzu Abschnitt
6.2.

Qualitative & Quantitative Analyse der Fluoreszenzaufnah-
men

Die statistische Analyse der Anordnung und Verteilung fluoreszenzmarkierter, intrazellu-
larer Strukturen in der Umgebung von reellen und hypothetischen Phagosomen erfolgte
mittels im Rahmen dieser Arbeit entwickeltem MATLAB-Programm (MATHWORKS).
Zunéchst wurden von allen zu analysierenden Zellen ein Hellfeld- und ein DIC-Bild (De-
finition der Aufnahmearten siehe Kapitel 4.1) der Fokusebene des Phagosomes akquiriert
sowie ein Bilderstapel des fluoreszenten Zellkerns und der entsprechenden Zielstrukturen.
Details hierzu sieche Abschnitt 6.1.

Aufnahmen & Vorprozessierung fiir automatisierte Analyse Die Analyse der Zielstruk-
turen erfolgte in allen vier Fallen (Hellfeld-, DIC-, Nukleus- und Zielstruktur-Aufnahme)
ausschlieflich in 2 Dimensionen. Dazu wurde aus dem Bilderstapel des Zellkerns die Ebene
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per Hand ausgewahlt, welche die Umrisse des Nukleus am deutlichsten darstellte. Von dem
Bilderstapel der Zielstruktur wurde eine 2D Projektion der Intensitatsverteilung entlang
der axialen Richtung angefertigt, welche in jedem Pixel die mittlere Intensitét in dieser
Ausbreitungsrichtung représentierte. Fiir die Analyse der Verteilung der Zielstrukturen
in der Umgebung realer Phagosomen wurden fiir diese Projektion der Intensitéatsvertei-
lung die Fokusebene des zu betrachtenden Phagosomes sowie eine Ebene darunter und
dartiber (0,25 pm) herangezogen. Durch die Beschrénkung auf drei Ebenen mit einem
Gesamtabstand von 0,5 pm konnte eine identische Analyse fiir alle Phagosomendurchmes-
ser (> 0,5pm) durchgefithrt werden. Fiir die Analyse in der Umgebung hypothetischer
Phagosomen wurden alle Ebenen, welche die Zielstruktur in der Zelle darstellten, proji-
ziert, um das komplette Zellvolumen fiir potenzielle Phagosomen zur Verfiigung zu haben.
Eine exemplarische Darstellung der Ausgangsaufnahmen fiir die Analyse der Intensitéts-
verteilungen der Zielstrukturen, hier von markierten Dynein Motorproteinen (Details siehe
6.3), um reelle Phagosomen findet sich in Abbildung 6.1. Das Teilbild 6.14 zeigt die 2D
Intensitdtsprojektion der Zielstruktur erstellt aus allen Ebenen, wie beschrieben fiir die
Analyse der Umgebung hypothetischer Phagosomen. Im Falle reeller Phagosomen wur-
de noch im Vorfeld des Analyse-Programms auf eine mittlere Intensitatsprojektion aus
drei Ebenen (phagosomale Fokusebene, sowie die Ebenen darunter und dariiber, vgl. Teil-
bild 6.1F) reduziert (Teilbild 6.1H). Aufgrund der Beschrankung auf 3 Ebenen sind die
Phagosomen bereits deutlich als schwarze Kreise zu erkennen. Das Teilbild 6.1B zeigt die
DIC-Aufnahme der dazugehorigen Makrophage inklusive zwei phagozytierter, 3 pm grofer,
IgG-beschichteter Polystyrolpartikel, Teilbild 6.1C' die Hellfeldaufnahme dieser Zelle und
Teilbild 6.1D die ausgewéahlte Ebene des Zellkern-Bilderstapels.

Erkennung von Partikelpositionen Das Analyse-Programm erkennt automatisiert die
Position kreisrunder Strukturen (hier Polystyrolpartikel) in einer Hellfeldaufnahme, siehe
Abb. 6.1F, mit Subpixelgenauigkeit basierend auf modifizierten Programmstrukturen von
Crocker und Grier [121].

Die Erkennung der Partikelpositionen erfolgte anhand von Intensitdtsmaxima, die von
deutlich dunkleren Strukturen umgeben werden. Im Falle nicht fokussierter Partikel mit
dunklem Kern und heller Umgebung bestand die Option die Hellfeldaufnahme zu inver-
tieren. Danach erfolgte ein Gaufs’sches Weichzeichnen der Aufnahme, also eine Faltung
des Bildes mit einer Gauf-Funktion zur Verringerung des Rauschens. Die Standardabwei-
chung fiir diesen Gauk-Filter stand dabei als freier Parameter zur Auswahl. Implementiert
war der Gauf-Filter durch das MATLAB interne Kommando imfilter. Anschliefend folgte
die Anwendung eines Bandpassfilters, um kleine, irrelevante Strukturen sowie langreich-
weitige Bildvariationen herauszufiltern. Die Grenzen des Bandpass-Filters, bezeichnet als
Rauschlevel und zu erwartende Objektgrofe, waren ebenfalls Eingabeparameter.

Danach wurde das prozessierte Bild an den pkfnd-Algorithmus (entwickelt von Crocker
und Grier, iiberarbeitet und in MATLAB implementiert von Eric R. Dufresne, 2005, Yale
University) tibergeben. Der genannte Algorithmus kalkuliert lokale Intensitdtsmaxima mit
Pixelgenauigkeit. Dazu wurden alle Pixel, welche heller waren als ein frei wahlbarer, va-
riabler Schwellwert, auf die maximale Intensitdt mit ihren direkten Nachbarn abgeglichen.
Der Schwellwert wurde dabei so gewéahlt, dass er deutlich {iber der Medianintensitit des
Bildes lag. Als zusétzlicher Parameter konnte eine minimale Objektgrofe angegeben wer-
den. Innerhalb von Gebieten dieser Objektgrofse darf sich maximal ein lokales Intensitéts-
maximum befinden, wobei der Algorithmus stets das gréfite, lokale Maximum iibernimmt.
Fiir die Errechnung der Subpixelgenauigkeit wurde der cntrd-Algorithmus genutzt (ent-
wickelt von Crocker und Grier, iiberarbeitet und implementiert von Eric R. Dufresne).
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Dieser kalkuliert eine Maske aus dem prozessierten Bild und den bereits mittels pkfnd-
Algorithmus bestimmten Partikelpositionen und prézisiert diese Positionen durch eine
gewichtete Mittelung aller Intensitétswerte innerhalb der Maskenstrukturen in x- & y-
Richtung und ihrem Abstand zur pixelgenauen Position.

Die finale, subpixelexakte Position konnte, wenn notwendig, per Hand korrigiert werden,
was aber die Genauigkeit auf Pixelniveau reduzierte.

Erkennung der Nukleusposition Anhand der Fluoreszenzaufnahme des Nukleus ermit-
telt das Analyse-Programm die Position sowie die Umrisse des Nukleus (Vgl. Abb. 6.1G).
Dazu erfolgt zunéchst die Anwendung eines Schwellwert-Filters, welcher per Hand und
bildspezifisch justiert wurde sowie die Umwandlung in ein binéres Bild. Der Schwellwert
wurde dabei so gewahlt, dass er deutlich iber dem Hintergrundrauschen des Bildes lag.
Anschlietend werden zusammenhéngende Strukturen per MATLAB implementiertem Be-
fehl regionprobs erfasst und aufgrund unpassender Flachenausdehnung sowie zu erwar-
tender Exzentrizitdt diskriminiert. Die Exzentrizitit wurde ebenfalls per Hand und bild-
spezifisch angepasst. Die minimal notwendige Ausdehnung eines Nukleus wurde mit 4 pm
abgeschétzt, welche sich anhand aller Aufnahmen als sinnvoll erwies, da keine anderen
fluoreszenten Strukturen dieser Gréfenordnung beobachtet wurden.

Abstand & Zuordnung von Phagosom & Nukleus Anhand der Partikelposition in der
Zelle (Abb. 6.1F) und der Umrisse des Nukleus (Abb. 6.1G) errechnet das Analyse-
Programm die Distanz zwischen Nukleusmembran und Partikeloberfliche sowie den Punkt
auf der Partikeloberflache mit dem geringsten Abstand zum Nukleusrand (Abb. 6.17). Die
Grofle des zu analysierenden Phagosomes bzw. der Partikelradius war dabei ein Eingabe-
parameter. Bei mehreren Partikeln und Nuklei wird basierend auf der kiirzesten Distanz
zwischen Partikel und Nukleus ebenfalls eine Zuordnung zwischen Partikel und Zellkern
vorgenommen. Sollte es dabei zu einer Fehlzuordnung kommen, konnte diese per Hand
korrigiert werden.

Abbildung 6.1. Funktionsweise des Programms zur Analyse fluoreszenter, intrazelluldrer
Strukturen. Die Grafik veranschaulicht die Funktionsweise des MATLAB-basierten Programms
zur Analyse fluoreszent markierter Strukturen in der Umgebung der Phagosomenoberfliche. Bei-
spielhaft ist hier eine Makrophage mit 2 phagozytierten 3 pm Partikeln dargestellt. Fiir die Analyse
wurde ein Bilderstapel der fluoreszenten Zielstruktur (A), hier mittels DYNC 1|2 angefirbte Dynein
Motoren, und des Nukleus aufgenommen sowie eine DIC (B) und eine Hellfeldaufnahme (C) der
Fokusebene der Phagosomen. Wurde die Intensititsverteilung der Zielstruktur an der Oberfliche
reeller Phagosomen untersucht, wurde aus dem Bilderstapel der Zielstruktur (A) eine gemittelte
Intensitatsprojektion (H) aus der Fokusebene des Phagosomes sowie der Ebene dariiber und darun-
ter (E) erstellt. In dieser Projektion (H) sind die Phagosome deutlich erkennbar. Die Bestimmung
der Partikelposition erfolgte anhand der Hellfeldaufnahme (C) durch Erkennung lokaler Intensitéts-
maxima (F). Die Bestimmung des Zellkernumrisses erfolgte anhand einer repréasentativen Ebene
(D) aus dem Nukleus-Bilderstapel durch Anwendung von Schwellwerten fiir Intensitét, Fldche und
Exzentrizitdt (G). Mittels Partikelposition und Zellkernumriss erfolgte die Zuordnung der Partikel
zu einem Nukleus, die Berechnung der Distanz zwischen Nukleusmembran und Partikeloberflache
sowie die Festlegung des Punktes auf der Partikeloberfliche mit der minimalen Distanz zum Nukleus
(I). Die Position der Partikel wurde in die 2D Intensitéatsprojektion der Zielstruktur iibertragen (J)
und die Intensitdt wurde entlang eines Kreisumfanges mit dem Radius entsprechend des Partikelra-
dius ausgelesen. Um Fluktuationen in der Intensitéit zu kompensieren, wurde iiber die Intensitdten
entlang von 6 Kreisumfingen mit dem Abstand von 1px gemittelt (K). Grafik (L) zeigt die ausge-
lesenen Intensitdten der Kreisumfange aus Grafik (K) als Funktion des Polarwinkels ¢, wobei ¢ =
0° dem Punkt mit minimalem Abstand zur Nukleusmembran entspricht, Grafik (M) zeigt die Mit-
telung der Intensitdten in 5°-Intervallen unter Angabe der Standardabweichung. Die Langenskala
entspricht 5 pm. Die Aufnahmen wurden mit dem Spinning Disk Mikroskop erstellt.
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Intensitdtsverteilung an der Phagosomenoberfliche Die errechneten und per Hand
iiberpriiften Phagosomenpositionen und der Umriss des Nukleus wurden in die 2D Intensi-
téatsprojektion der Zielstruktur iibernommen (Abb. 6.1.J). Entsprechend des Partikelradius
ro wurde ein Kreis definiert, mit einem Mittelpunkt identisch mit der Phagosomenposi-
tion. Entlang der Aufenlinie des Kreises wurde die Intensitdtsverteilung der Zielstruktur
ermittelt. Um den Einfluss von Intensitétsfluktuationen entlang des Kreisumfangs durch
variierende Fluorophorexprimierung in der Zelle zu verringern sowie zur Rauschreduzie-
rung, wurde die Intensititsverteilung innerhalb eines Ringes mit Innenradius rg und Au-
fenradius rg + Ar gemittelt. Der frei wihlbare Parameter Ar wurde auf 0,64 pm festge-
legt, da dies bei den unter 6.1 genannten Parametern exakt 5 weiteren Kreisumrissen mit
jeweils einem Pixel Abstand entsprach, was die technische Umsetzung der Intensitdtsmit-
telung im Programm vereinfachte. (Vergleiche Abb. 6.1K.) Um eine Vergleichbarkeit der
Intensitatsverteilungen, unabhéngig vom Partikelradius (rp = 0,5 pm, 1 pum oder 1,5um),
der Phagosomenposition oder der Anzahl der Pixel, welche der Kreisumriss enthélt, zu
gewahrleisten, wurde die Verteilung als Funktion des Polarwinkels ¢ berechnet und dar-
gestellt (Abb. 6.1L). Fiir jedes Phagosom entsprach die Position ¢ = 0° der Richtung
des Nukleus, also dem Punkt auf der Phagosomenoberfliche mit der geringsten Distanz
zur Nukleusmembran. Die anschliefende Mittelung der Intensitéten tiber die Kreisumrisse
erfolgte entsprechend den Polarkoordinaten in festgelegten 5° Intervallen von ¢ (vgl. Abb.
6.1M).

Analyse mehrerer Phagosomen Die Intensitatsverteilungen der Zielstrukturen in der
Umgebung (innerhalb eines Ringes ¢+ Ar) der Phagosome wurden final {iber alle Phago-
some mit gleichem Radius (r¢) und gleicher Kategorie (reell oder hypothetisch) gemittelt.
Um erneut den Einfluss von Variationen in der Effizienz der Anfarbung der Zielstrukturen
in unterschiedlichen Zellen und verschiedenen Proben zu minimieren sowie eine phagoso-
menortsunabhéngige Analyse zu erhalten, wurden die winkelabhéngigen Intensitétsvertei-
lungen der Einzelphagosomen vor der Mittelung auf ihre maximale Intensitdt normiert.
Fiir die Quantifizierung der Intensitidtsverteilungen der Zielstrukturen an der Partikelo-
berfliche wurde eine dem Nukleus zugewandte Phagosomenseite mit || < 45° und eine
der Zellperipherie zugewandte Phagosomenseite mit || > 135° definiert. Der Intensitéts-
unterschied Alzielstruktur ZWischen diesen beiden Phagosomenseiten ist die Differenz der
gemittelten Intensitatsverteilungen in beiden Intervallen.

Medikamente zur Manipulation zellulidren Transportverhal-
tens

Um das von der Phagosomengrofie abhéngige Transportverhalten detailliert in Bezug auf
das Zusammenspiel mit intrazellularen Strukturen wie molekularen Motoren oder Filamen-
ten des Zytoskelettes untersuchen zu kénnen, wurden diese Strukturen verdndert, inakti-
viert oder entfernt. Dabei handelte es sich in dieser Arbeit um die molekularen Motoren
Dynein und Myosin sowie um MT. Ergénzend zu dieser Arbeit wurden AF in den Zellen
von Konrad Berghoff (2017, Universitét Bayreuth) modifiziert.

Manipulation molekularer Motoren Um den MT-assoziierten Motor Dynein zu inhibie-
ren wurde Ciliobrevin A (auch HPI-4, SIGMA-ALDRICH) genutzt [112]. Ciliobrevin A
reduziert die ATPase-Aktivitdt des Dynein Motors, wodurch dieses in einem inaktiven Zu-
stand verharrt [113]. Vor der Anwendung von Ciliobrevin A wurden die Zellen fiir 24-48 h
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auf Deckgldasern unter Standardbedingungen in Nahrmedium kultiviert. Ciliobrevin A wur-
de mit einer Konzentration von 10 mM in Dimethylsulfidoxid (DMSO, SIGMA-ALDRICH)
gelost und bei —20°C gelagert. Fiir die Experimente mit lebenden Zellen wurde des Kul-
turmedium entfernt, Ciliobrevin A Losung mit Image Medium auf eine Konzentration
von 75pM verdiinnt und die Zellen fiir 30 min bei 37°C in dieser Losung inkubiert. Die
verdiinnte Ciliobrevin-Lésung kann maximal innerhalb von 24 h genutzt werden, danach
nimmt die Effektivitdt des geldsten Ciliobrevin A deutlich ab. Im Rahmen der Monta-
ge der Deckgléser in die Objekttrager und die Zugabe der Partikellésung in gewiinschter
Konzentration wurde die Ciliobrevin A-Konzentration auf eine finale Konzentration von
50 pM verdiinnt [126].

Um den Aktin-assoziierten Motor Myosin V zu inhibieren, wurde MyoVin-1 (MERCK
MILLIPORE, Darmstadt, Deutschland) genutzt. MyoVin-1 verhindert das Herauslosen
von ADP und fixiert Myosin V in einem AF gebundenen Zustand [109]. Vor der Anwendung
von MyoVin-1 wurden die Zellen fiir 24-48 h auf Deckglésern unter Standardbedingungen
in Nahrmedium kultiviert. MyoVin-1 wurde mit einer Konzentration von 200 pM [127] in
Minimum Essential Medium (MEM, GIBCO) inklusive 1% DMSO gel6st. Anschliefsend
wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen fiir 2h bei 37 °C in der MyoVin-Losung
inkubiert. Im Rahmen der Montage der Deckgléser in die Objekttrager und die Zugabe der
Partikellosung in gewiinschter Konzentration wurde die MyoVin-1 Konzentration auf ei-
ne finale Konzentration von 100 pM verdiinnt. Die finale DMSO Konzentration von 0,5 %
erwies sich in Kontrollexperimenten mit gleicher DMSO Konzentration ohne MyoVin-1
als unbedenklich, da die Zellen ein identisches Verhalten und eine identische Morphologie
zeigten wie Zellen in DMSO-freiem Medium.

Die Phagozytose wurde, unabhéngig des Inhibitors, mittels Partikelsedimentation oder
gezielter Anbindung der Partikel durch die optische Pinzette initiiert. Die Visualisierung
der Phagosomenreifung, die Bildaufnahme, das Nachverfolgen der Partikel und die Aus-
wertung der Partikeltrajektorien erfolgte analog zu den unbehandelten Zellen und wie in
Kapitel 5.9 beschrieben.

Manipulation von Filamenten des Zytoskelettes Um die Basis der Motoren Dynein und
Kinesin zu modifizieren, wurden die MT in den Zellen zerstort, welche als relevant fiir den
langreichweitigen Phagosomentransport gelten. Dazu wurde das Medikament Nocodazol
genutzt, welches den Aufbau neuer MT verhindert. Vor der Anwendung von Nocodazol
wurden die Zellen fiir 24-48 h auf Deckgléasern unter Standardbedingungen in Ndhrmedium
kultiviert. Nocodazol (SIGMA-ALDRICH) wurde mit einer Konzentration von 10 mM in
DMSO gelést und bei 4°C gelagert. Fiir die Anwendung an lebenden Zellen wurde die
Nocodazol-Losung auf eine Konzentration von 2 pM mit Image Medium verdiinnt und die
Zellen nach Entfernung des Kulturmediums fiir 10 min auf Eis in dieser Verdiinnung inku-
biert. Die Inkubation auf Eis dient hierbei der Zerstérung vorhandener MT, da Nocodazol
nur den Aufbau hemmt. Anschlieffend wurde die Losung entfernt, die Zellen in den Objekt-
trager montiert und die gewiinschte Partikelkonzentration sowie Image Medium inklusive
Nocodazol zugegeben. Die finale Nocodazolkonzentration wiahrend der Experimente be-
trug 1,5 pM. Initiierung, Aufnahme und Analyse der Phagozytose erfolgte bei 37 °C und
analog zu unbehandelten Zellen, wie in Kapitel 5.9 beschrieben.

Um die Basis der Myosin Motoren zu modifizieren und den Einfluss von intrazelluldrem
Aktin-Riickfluss zu untersuchen, wurden die AF in den Zellen zerstort. Dazu wurde das
Medikament Cytochalasin D (cytoD, C8273, SIGMA-ALDRICH) mit einer Konzentrati-
on von 2nuM gel6st in Image Medium genutzt, welche zu einer Depolymerisation der AF
fithrt. Die dazugehorigen Experimente wurden von Konrad Berghoff (2017, Universitit
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Bayreuth) an einer magnetischen Pinzette durchgefiihrt. Fiir eine detaillierte Beschrei-
bung der magnetischen Pinzette sieche Zahn u.a. [128].
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KAPITEL 7

Grofienabhangiger, phagosomaler Transport in
unbehandelten Makrophagen

Dieses Kapitel beschreibt die grundlegenden und neu-
en Beobachtungen beziiglich des phagosomalen Trans-
portverhaltens in gesunden, voll funktionsfihigen Makro-
phagen, in Abhdngigkeit der Grifie der aufgenommenen
Objekte. Zundchst werden die Grundlagen zur Initiie-
rung und Beobachtung einer Phagozytose in Makropha-
gen, wie Oberflichenbeschichtung des Zielobjektes, Par-
tikelsedimentationszeiten, Rezeptorenverteilung, Visuali-
sierung des Prozesses, Nachweismethoden der erfolgrei-
chen Aufnahme und Phagozytosewahrscheinlichkeiten er-
liutert. Anschliefend wird ein genereller Uberblick iber
die grundlegenden Beobachtungen gegeben, bevor diese unter diversen Gesichtspunkten zur
besseren Quantifizierung der Ergebnisse im Detail analysiert werden. Darauf folgt eine
kritische Betrachtung der eingefiihrten Parameter und ihres Einflusses auf die Ergebnisse.
Den Abschluss bildet eine Analyse des Finflusses der Zellgeometrie auf die grifsenabhdn-
gigen phagosomalen Transporteigenschaften.
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Opsonisierung von Zielobjekten

Die in dieser Arbeit betrachtete phagosomale Aufnahme von Zielobjekten und deren an-
schliefsender intrazelluldrer Transport basiert auf einer Fcy-Rezeptor-initiierten Immun-
antwort. Dies bedeutet, die Oberflichenbeschichtung der Zielobjekte muss so konzipiert
sein, dass die Fcy-Rezeptoren in der Makrophagenmembran selektiv aktiviert werden. Da-
zu erfolgte eine Beschichtung der in dieser Arbeit verwendeten Mikropartikel mit einem
Durchmesser von 1pm, 2 pm und 3 pm mit Immunoglobulin G (IgG), wie in Kapitel 5.4,
beschrieben. Abbildung 7.1 stellt die Verifikation einer erfolgreichen Beschichtung der Par-
tikeloberfliche mit IgG mittels fluoreszentem, sekundéren Antikérper dar, wie beschrieben
unter 5.4. Die Grafik 7.14 zeigt die DIC Aufnahme eines 3 pm Polystyrolpartikels mit einer
IgG-Oberflichenbeschichtung und sekunddrem Antikérper. Grafik 7.1 B stellt dasselbe Par-
tikel unter Fluoreszenzbeleuchtung dar, wobei der sekundéire Antikérper deutlich in griin
auf der Partikeloberfliche erkennbar war. Dies bedeutete eine Anbindung des sekundéren
Antikorpers an das IgG auf der Partikeloberfliche und somit eine erfolgreiche Partikelop-
sonisierung mit IgG. Grafik 7.1C zeigt ein gleiches Partikel ohne IgG-Opsonisierung, aber
mit sekunddrem Antikérper unter Fluoreszenzbeleuchtung. Dieses Partikel zeigte kein de-
tektierbares Signal, da der sekundére Antikorper nicht auf der Partikeloberflache anbinden
konnte. Alle fiir die Phagozytose verwendeten Partikel wurden zuvor stichprobenartig auf
eine erfolgreiche Opsonisierung mit IgG getestet.

Abbildung 7.1. Nachweis einer erfolgreichen Opsonisierung der Zielpartikel mit IgG. Die
Abbildung stellt die verwendete Nachweismethode fiir die Opsonisierung der Polystyrolpartikel mit
IgG und Zugabe eines fluoreszenten, sekundiren Antikorpers, welcher an IgG bindet, dar. Grafik (A)
zeigt die DIC-Aufnahme eines 3 pm Partikels mit IgG-Beschichtung und sekundérem Antikérper.
In Grafik (B) ist das Fluoreszenzsignal des sekundéren Antikorpers desselben Partikels dargestellt.
Die Beschichtung der Partikeloberflache ist deutlich sichtbar. Grafik (C) zeigt ein gleiches Partikel
mit sekunddrem Antikérper ohne IgG-Beschichtung unter gleichen Aufnahmebedingungen wie in
Grafik (B). Es ist keine Oberflichenbeschichtung detektierbar. Der Mafstab betrigt 3 pm.

Eine alternative Methode zur Verifikation sowie die Moglichkeit zur Quantifizierung der
Partikelopsonisierung ist die Visualisierung der Partikeloberfliche mittels Rasterelektro-
nenmikroksop. Siehe hierzu Abbildung 7.2. Auch hier war eine homogene Verteilung der
Antikorper auf der Oberflache der Mikropartikel zu beobachten.

Zeitdauer fiir die Partikelsedimentation in Abhangigkeit ih-
rer Grofse

Eine relevante Grundlage fiir die Phagozytoseexperimente bildete eine reproduzierbare
Partikelkonzentration in der Probe beziehungsweise in der Umgebung der Zellen, welche
fiir alle Partikeldurchmesser vergleichbar war. Dazu wurden die Sedimentationszeiten der
Partikel in Abhéngigkeit ihrer Gréfse und ihres Materials sowohl experimentell, wie in Ka-
pitel 5.5 beschrieben, als auch theoretisch, mittels Simulation, bestimmt.

Die theoretische Berechnung der Sedimentationsgeschwindigkeit wurde mittels der Stokes-
schen Gleichung durchgefiihrt. Diese gilt fiir die Bewegung sphérischer Kérper bei kleinen
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Abbildung 7.2. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der homogenen Opsonisierung
der Zielpartikel mit IgG. Die Abbildung zeigt die Aufnahmen zweier 3 pm Polystyrolpartikel,
beschichtet auf der Oberflache mit dem Antikérper IgG, aufgenommen mittels Rasterelektronenmi-
kroskop. In Grafik (A) ist ein freies Partikel auf dem Deckglas dargestellt, in Grafik (B) ein Partikel,
nachdem bereits der Partikel-Zell-Kontakt hergestellt wurde. Details der Aufnahmen sind direkt in
der Grafik eingeblendet. Die Strukturen auf der Partikeloberfliche zeigten eine gleichméfige Ver-
teilung und bedeckten die komplette, sichtbare Partikelaufienseite, wobei angenommen wurde, dass
es sich bei diesen sichtbaren Strukturen um IgG-Molekiile handelte [129].

Reynoldszahlen, d.h. bei laminarer Stromung [92|. Ein konstantes Absinken der Parti-
kel ist gegeben bei einem Gleichgewicht zwischen der Stokesschen Reibungskraft und der
Differenz aus Gravitationskraft und statischer Auftriebskraft des Partikels:

FStokes = FGravitation - FAuftrieb
6-m-n-r-v = g-V-ppatikel — 9V * PFluid -

Somit ergibt sich fiir die Sedimentationsgeschwindigkeit v:

gV - (pPartikel — PFluid)
6-m-n-1 )

Dabei ist r der Partikelradius, n die dynamische Viskositdt des Fluides, g die Gravitati-
onskonstante, V = %7?7“3 das Volumen des Partikels und p die Dichte des Partikels oder
des Fluides. Zur Vereinfachung wurde fiir das Medium, in welchem die Durchfiihrung der
Experimente stattfand, die dynamische Viskositét und Dichte von Wasser bei 37 °C ange-
nommen. Bei konstanter Sedimentationsgeschwindigkeit ist die Sedimentationszeit eines
Partikels direkt proportional zu dem Abstand hpartikel des Partikels von dem Geféfsboden
zu Beginn des Experimentes. Dabei wurde als Anfangsverteilung eine homogene, zufillige
Partikelverteilung innerhalb des kompletten Gefafsvolumens simuliert. Das Geféfivolumen
entsprach den Abmessungen einer Vertiefung einer Zwolflochplatte (siehe 5.5), gefiillt mit
500 pl Partikelldsung. Damit ergibt sich fiir die Sedimentationszeit:

hpartikel
v
hPartikel 6. n-r
G-V - (pPartikel — PFluid)

tSedimentation

Potenziell auftretende Diffusion wahrend der Sedimentation wurde fiir die Abschétzung
der Sedimentationszeit vernachlissigt.
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Abbildung 7.3. Zeitdauer fiir die Partikelsedimentation in Abhéingigkeit ihrer Grofie fiir
Polystyrolpartikel. Die Abbildung zeigt die experimentell (gepunktet) und theoretisch (durch-
gezogene Linie) bestimmten Sedimentationszeiten der verwendeten Partikel in Abhéngigkeit ihres
Durchmessers ((A) 1pm, (B) 2pm & (C) 3pm) innerhalb des verwendeten experimentellen Auf-
baus, siehe Kapitel 5.5. Es wird deutlich, dass die benétigte Zeit zum Erreichen einer konstanten
Partikelanzahl (vollstiandige Sedimentation) auf Deckglasebene mit sinkendem Partikeldurchmesser
zunahm. Fiir 1 pm kleine Partikel wurde innerhalb der Messdauer keine vollstandige Sedimentation
erreicht.

Abbildung 7.3 zeigt die theoretisch und experimentell ermittelten Sedimentationszeiten
fiir Polystyrolpartikel in Abhéngigkeit des Partikeldurchmessers. Die theoretischen Sedi-
mentationskurven sind in Prozent der gesamt vorhandenen Partikelanzahl angegeben, da
die exakte Ausgangskonzentration der Partikel bekannt war. Die experimentellen Sedimen-
tationskurven zeigen die absolute Anzahl an Partikeln am Geféfsboden, da nicht bekannt
war, wie viele Partikel sich in der Losung befanden. Wurde wahrend der Sedimentation
ein finales Niveau erreicht, d.h. eine konstante Anzahl an abgesunkenen Partikeln, wurde
dieses Niveau gleichgesetzt mit dem simulierten Wert fiir 100 %-ige Partikelsedimentation.
Dies war der Fall fiir 2pm und 3pm Partikel. Fiir Partikel mit 1 pm Durchmesser stieg
auch nach mehreren Stunden die Anzahl abgesunkener Partikel stetig an. Die Grafik zeigt,
dass die theoretisch und experimentell ermittelten Werte gut {ibereinstimmten und das fiir
3 pm Partikel nach etwa 1,5h alle in der Probe befindlichen Partikel die Zellebene erreicht
hatten. Fiir 2 pnm Partikel dauerte dies circa 3,5h und fiir 1 pm Partikel mindestens 12 h.
Daraus wird ersichtlich, dass wihrend der Experimentdurchfiihrung eine Sedimentation
aller Partikel nicht abgewartet werden konnte. Stattdessen wurde die Anfangskonzentra-
tion erhoht, sodass die gewiinschte Anzahl an Partikel innerhalb von 2,5h sedimentierte.

Verteilung von Fcvy-Rezeptoren auf der Membranoberflache

Die Erkennung von IgG-opsonisierten Fremdkoérpern, hier simuliert durch Antikérper-
beschichtete Mikropartikel, erfolgt durch Fcy-Rezeptoren an der Membranoberfliche der
Makrophagen. Da die Rezeptoren nicht nur fiir die Erkennung der Fremdkorper zustéandig
sind, sondern auch die anschliefende Aufnahme dieser mittels biochemischer Signalkas-
kaden steuern, musste im Rahmen der Arbeit sichergestellt werden, dass die Zielobjek-
te an die Fcy-Rezeptoren anbinden konnen. Die potenzielle Herstellung des Antikorper-
Rezeptor-Kontaktes musste unabhéngig der Phagozytose-Initiierungs-Methode (Partikel-
sedimentation oder Herstellung des Partikel-Zell-Kontaktes mittels HOT, Details siehe
Abschnitt 7.6) gewéhrleistet sein. Der Nachweis des Vorkommens von Fcy-Rezeptoren
auf der Makrophagenmembran, unabhéngig von der Position auf der Membran oder dem
Abstand zum Zellkern, erfolgte mit Hilfe eines priméren Antikérpers wie in Kapitel 5.5
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x-z Ebene

Abbildung 7.4. Verteilung von Fcy-Rezeptoren auf der Makrophagenmembran. Die Abbil-
dung zeigt die Orthogonalprojektion einer chemisch fixierten Mausmakrophagenzelle, bei welcher
die Fcy-Rezeptoren mittels primédrem Antikorper angefarbt wurden. Die in der x-z- und y-z-Ebene
dargestellten Schnitte durch die Zelle sind in der x-y-Ebene mittels gelber Geraden gekennzeichnet.
Trotz teilweiser Clusterbildung der Rezeptoren ist erkennbar, dass an allen Positionen auf der Zell-
membran Rezeptoren existieren und mittels IgG gekennzeichnete Fremdkorper an beliebiger Stelle
der Zelloberfliche erkannt werden koénnen.

beschrieben.

Die Abbildung 7.4 zeigt die Aufnahme einer Zelle mit gefdrbten Fcy-Rezeptoren in ortho-
gonaler Projektion. Deutlich zu erkennen war hierbei, dass an jeder Stelle auf der Zellmem-
bran Fcy-Rezeptoren vorhanden waren und keine expliziten Rezeptorregionen durch die
Zelle ausgebildet wurden, welche fiir die weiteren Phagozytoseexperimente zur Herstellung
des Partikel-Zellkontaktes zu bevorzugen gewesen waren.

Nachweis einer erfolgreichen Phagozytose von Zielobjekten

Fiir den Nachweis einer erfolgreichen Aufnahme der IgG-markierten Zielobjekte durch die
Makrophagen kamen drei unterschiedliche Methoden zur Anwendung. Diese Methoden
wurden exemplarisch fiir lebende sowie fiir fixierte Zellen genutzt. Eine vierte Methode
beruhte auf einer hohen Wahrscheinlichkeit fiir eine erfolgreiche Aufnahme der Partikel ba-
sierend auf den Erkenntnissen der priméren drei Methoden. Die vierte Methode wurde bei
allen ausgewerteten Phagozytoseprozessen zur Sicherstellung der Aufnahme angewendet.

Visualisierung der Zellmembran wihrend der Phagozytose

Bei der Arbeit mit lebenden Zellen wurde die Phagozytose der Partikel exemplarisch
durch die Visualisierung der Zellmembran nachgewiesen (siche Kapitel 5.7). Durch die
Verwendung einer fluoreszenzmarkierten aufleren Zellmembran konnte das Partikel mit-
tels holografischer optischer Pinzette exakt mit der Membran in Kontakt gebracht werden.
Anschlieffend wurden die Bildung von Membranausstiilpungen, das Hochziehen der Mem-
bran entlang der Partikeloberfliche, die Ausbildung einer phagozytischen Kappe und die
abschliefende komplette Ummantelung des Partikels durch die Zellmembran und somit
die Bildung eines Phagosomes aufgenommen und ausgewertet. Abbildung 7.54 zeigt die
Positionierung eines Partikels an der Zellmembran sowie die folgende Aufnahme des Zielob-
jektes durch Ausstiilpen der Membran (7.5B,C), die Bildung einer phagozytischen Kappe
(7.5D,F) und schlielich das Schliefsen der Membranhiille um das Partikel (7.5F"). Nach der
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7.4. Nachweis einer erfolgreichen Phagozytose

Entstehung eines Phagosomes wurde dieses in Richtung der perinuklearen Region trans-
portiert. Das bedeutete, dass sich das Partikel vollstdndig innerhalb des Zytoplasmas be-
fand und die Zellmembran verliefs (7.5G, H). Die komplette Bildung einer phagozytischen
Membrankappe und somit eines Phagosomes war dabei in weniger als 3 min abgeschlossen.
Dargestellt sind in den Einzelgrafiken jeweils die fluoreszente Zellmembran (links) sowie
eine DIC-Aufnahme (rechts) zum gleichen Zeitpunkt des Aufnahmeprozesses, da das Ziel-
objekt im Fluoreszenzkanal nur sichtbar wurde, sobald Zellmembran daran gebunden war.
FEine geschlossene Membranhiille um das Zielobjekt und die Bildung eines Phagosomes
waren dabei sichere Zeichen einer erfolgreichen Phagozytose, welche jedoch nur durch die
Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht werden konnten. Bei der darauffolgenden Entfer-
nung des Partikels von der Zellmembran und einem aktiven Transport zur perinuklearen
Region konnte anhand der exemplarischen Aufnahmen mit Fluoreszenzmarkierung auch
bei alleinigen DIC- und Hellfeldbilderserien von einer erfolgreichen Phagozytose ausgegan-
gen werden.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von den Zellen

Bei der Nutzung eines Rasterelektronenmikroskopes konnte die Zellmembran auch ohne
Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht werden. Voraussetzung hierfiir waren chemisch
fixierte Zellen, welche entsprechend der Beschreibung in 5.7 prapariert wurden. Analog
zu der im vorigen Abschnitt beschriebenen Methode der Visualisierung der Zellmembran
konnten auch hier diverse Stufen einer Partikelaufnahme (Partikel-Zell-Kontakt, Mem-
branausstiilpungen, Bildung einer phagozytischen Kappe) bis hin zur vollstandigen Bede-
ckung des Zielobjektes durch die Zellmembran dargestellt werden.

Die Abbildung 7.6 zeigt je zwei Beispiele fiir drei aufeinanderfolgende Stadien der pha-
gosomalen Aufnahme des Zielobjektes. Das erste Stadium (7.6A, B) war die Initiierung
der Phagozytose durch den Kontakt zwischen Zelle und IgG-opsonisiertem Partikel. Dar-
auf folgend kam es zur Ausbildung von Membranausstiilpungen durch die Zelle, welche
sich entlang der Partikeloberflache anlagerten (7.6C, D). In den REM-Aufnahmen wurde
deutlich, dass die Formung einer phagozytischen Kappe durch die Membranausstiilpun-
gen nicht gleichméfig und schiisselférmig geschah, sondern meist durch eine einseitige
Uberlappung des Partikels durch eine Membranfalte. Die in Abb. 7.6D dargestellte Kap-
pe schien dabei zu einem spéateren Zeitpunkt der Phagozytose fixiert worden zu sein als
die in Abb. 7.6 C dargestellte Kappe, da hier bereits mehr Prozent der Partikeloberfldche
mit Membran bedeckt waren. Umschloss die Membrankappe das Zielobjekt vollstédndig,
war die Internalisierung des Fremdkorpers abgeschlossen (7.6E, F') und die Reifung des
Phagosomes setzte ein.

Abbildung 7.5. Visualisierung der Zellmembran zur Darstellung der Partikelinternalisierung.
Die Abbildung zeigt relevante Stadien einer phagosomalen Aufnahme eines IgG-opsonisierten Poly-
styrolpartikels mit einem Durchmesser von 3 pm. Mit Hilfe des Fluoreszenzmarkers FM 4-64 wurde
die Zellmembran visualisiert, um eine erfolgreiche Aufnahme des Zielobjektes verifizieren zu kon-
nen. Die linke Aufnahme jeder Teilabbildung zeigt das detektierte Fluoreszenzsignal, die rechte
Aufnahme die Zelle und das Partikel in DIC. Die Internalisierung begann mit der Initiierung der
Phagozytose durch Zell-Zielobjekt-Kontakt (A, Omin). Anschliefend folgte die Ausstiilpung der
Zellmembran (B), Anlagerung solcher Membranfalten an der Partikeloberfliche (C-F) und Bildung
einer phagozytischen Kappe. Nachdem die Membrankappe das Partikel vollsténdig umschlossen hat-
te (F), wodurch ein Phagosom gebildet wurde, kam es zum Transport des Phagosomes in Richtung
perinuklearer Zellregion (G, H). Der Mafstab betrigt 5pm.
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Abbildung 7.6. Nachweis erfolgreicher Phagozytose mittels Rasterelektronenmikroskop. Die
Abbildung zeigt je zwei Beispiele fiir drei aufeinanderfolgende Stadien der phagosomalen Aufnahme
eines IgG-opsonisierten Partikels durch einen Makrophagen. Fiir die Erstellung der Aufnahmen wur-
den die Zellen chemisch fixiert. Die Teilabbildungen (A & B) sind Beispiele fiir das erste Stadium,
die Initiierung der Phagozytose durch Kontakt zwischen Zelle und Zielobjekt. Die Zelle reagierte
mit der Ausbildung kleiner Membranfiihler (weifier Pfeil, Abb. (A)). Darauf folgten Membranaus-
stiilpungen, welche sich an die Oberfliche des Partikels anhafteten und dieses umstiilpten. Diese
Membrananlagerung wird als phagozytische Kappe bezeichnet (C & D, weifier Pfeil). Die Groke
der Kappe war dabei proportional zum Fortschritt der zelluldren Partikelaufnahme. War die Mem-
brankappe geschlossen, war auch die Internalisierung des Zielobjektes erfolgreich abgeschlossen (E
& F). Die Partikel waren nur noch als Ausstiilpungen des Zellinneren wahrnehmbar (weier Pfeil).
Details der Aufnahmen sowie der Mafstab sind in den Teilabbildungen separat angegeben.

94



7.4. Nachweis einer erfolgreichen Phagozytose

Visualisierung nicht phagozytierter Zielobjekte mittels sekundarem Antikorper

Eine dritte Moglichkeit um eine erfolgreiche Aufnahme der Partikel durch die Makropha-
gen zu verifizieren, ist die Fluoreszenzmarkierung IgG-opsonisierter Partikel mittels eines
sekundédren Antikorpers, spezifisch fiir Maus-IgG. Der sekundére Antikorper kennzeichnete
in der Probe alle Partikel, die sich teilweise oder vollstdndig aufserhalb der Zellen befan-
den. Partikel, welche bereits vollstdndig in ein Phagosom eingeschlossen waren, wurden
dabei nicht markiert. Die chemische Fixierung der Zellen und die Zugabe des sekundéren
Antikorpers erfolgte wie in Kapitel 5.7 beschrieben.

Die Abbildung 7.7 zeigt die Differenzierung zwischen freien und membranumschlossenen
Partikeln (7.7A4) sowie Partikeln auf oder an der Zellmembran nach gescheiterter Pha-
gozytose (oder noch davor) im Vergleich zu erfolgreich phagozytierten Partikeln (7.7B).
Partikel, welche aufgrund der Phagosomenbildung vollstédndig von Zellmembran umschlos-
sen waren, wiesen im Fluoreszenzkanal kein Signal auf, da der sekundére Antikoérper nicht
an das IgG auf der Partikeloberfliche binden konnte. Wéahrend der Anfirbung der Parti-
kel kam es dabei auch zu einer geringen Anlagerung des sekundéren Antikoérpers an die
Zellen selbst sowie im Zytoplasma. Daraus resultierte, dass phagozytierte Partikel zusétz-
lich als schwarze Kreise innerhalb leicht fluoreszenter Zellen erkennbar waren. Freie sowie
unvollstdndig umschlossene Partikel oder Partikel aufierhalb der Zellmembran wiesen im
Fluoreszenzkanal ein deutliches Signal auf. (Im DIC-Kanal, Abb. 7.7, zusétzlich durch
einen weisen Pfeil gekennzeichnet.)

Anhand der Aufnahmen fixierter Zellen und fluoreszenzmarkierter, nicht phagozytierter
Partikel wurde deutlich, dass eine Partikelposition innerhalb der Abgrenzung des Zyto-
plasmas durch die Zellmembran und insbesondere eine Lokalisierung der Partikel in der
perinuklearen Region als Anzeichen fiir eine erfolgreiche Phagozytose angenommen werden
konnte.

Abbildung 7.7. Nachweis erfolgreicher Phagozytose mittels sekundirem Antikorper. Die Ab-
bildung zeigt den Nachweis erfolgreicher Partikel durch die Makrophage mittels sekundédrem Anti-
korper. Dargestellt ist jeweils die gleiche Zelle unter DIC- und Fluoreszenzbeleuchtung. Die Darstel-
lung der Fluoreszenzaufnahme ist dabei eine Intensitdtsmittelung iiber alle relevanten Ebenen des
aufgenommenen z-Stapels. Grafik A zeigt die Anlagerung des fluoreszenten sekundéren Antikorpers
an ein freies 3 pm IgG-Polystyrolpartikel (weiser Pfeil). Partikel, welche durch die Phagozytose von
Zellmembran umschlossen sind (Partikel links), zeigen kein Fluoreszenzsignal. Grafik B zeigt die
Unterscheidung zwischen Partikel innerhalb einer Zelle (ohne Fluoreszenzsignal) nach erfolgreicher
Phagozytose und Partikel die sich auferhalb der Zellmembran befinden (Fluoreszenzsignal, weifler
Pfeil).
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Nachweis der erfolgreichen Phagozytose durch Anzeichen der
Phagosomenreifung

Wie bereits in den obigen Abschnitten angesprochen, gab es diverse intrazellulire Trans-
portprozesse der Phagosomen und Partikelpositionen innerhalb der Zelle, welche auf eine
erfolgreiche Aufnahme der Zielobjekte schliefien liefsen. Auf diese Anzeichen wurde bei der
Durchfiihrung aller Experimente geachtet.
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Abbildung 7.8. Nachweis erfolgreicher Phagozytose durch typische intrazellulire Partikelpo-
sitionierung. Die Abbildung zeigt typische Positionen von Phagosomen innerhalb der Zelle, in
Abhéngigkeit des Durchmessers der Zielobjekte, welche auf eine erfolgreiche Phagozytose schliefien
lieken. Die Zelle wurde chemisch fixiert und mittels REM dargestellt. Die Aufnahmedetails sind
im Bild angegeben. Grofe Partikel (d = 3 pum, violette Markierung) befanden sich typischerweise
nach ausreichender Phagozytosedauer (tphago >1h) in der perinuklearen Region. 2 pm grofie Parti-
kel (blaue Markierung) befanden sich ebenfalls in dieser Region oder auf dem Weg dorthin, da hier
die Transportgeschwindigkeit reduziert war. Kleine Partikel (d = 1pm, gelbe Markierung) waren
beliebig in der Zelle verteilt, befanden sich aber in vollem Umfang innerhalb der Zelle (und waren
von Membran umschlossen).

Typische Partikelpositionen waren nach ausreichend langer Phagozytosedauer fiir 2 und
3 pm Partikel die perinukleare Region sowie fiir 1 pm Partikel eine beliebige Postion inner-
halb des Zytoplasmas, wobei das Partikel im vollen Umfang innerhalb der Zelle lokalisiert
ist. Die Phagozytosedauer sollte dabei >1h gewéahlt werden. Die Abbildung 7.8 zeigt wahr-
scheinliche Partikelpositionen in Abhéngigkeit des Durchmessers des Zielobjektes, farblich
markiert in einer REM-Aufnahme. Die REM-Aufnahme bietet hier den Vorteil, dass bei
den markierten Partikelpositionen die erfolgreiche Phagozytose des Zielobjektes deutlich
wird, da diese vollstdndig von Membran umschlossen waren. Diese Tatsache war bei den
Aufnahmen an lebenden Zellen nicht detektierbar.
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7.5. Phagozytosewahrscheinlichkeit

Bei den intrazelluldaren Transportprozessen handelte es sich um aktiven Transport des Par-
tikels, welcher aufgrund der Geschwindigkeit sowie der zuriickgelegten Strecke durch rein
diffusive Prozesse oder Transportprozesse auf der Zellmembran nicht realisierbar wére. Die
Beurteilung eines aktiven Transportes erfolgte zunéchst rein visuell anhand der Bewegung
des Zielobjektes wahrend der Aufnahmen und wurde nach erfolgtem Nachverfolgen der
Partikel im Rahmen der Auswertung bestétigt oder korrigiert. Details hierzu siehe Ka-
pitel 7.7 und folgende. Als visuelles Kriterium diente aufierdem, dass typischerweise die
Nettobewegung eines Partikels nach erfolgreicher Phagozytose zunéchst von dem Ort der
Internalisierung an der Zellmembran in Richtung der perinuklearen Region erfolgte, un-
abhéngig von der Partikelgrofe. Ein Ausscheiden von Partikeln und somit ein Verlassen
der Zellfliche wurde nach erfolgter phagosomaler Aufnahme nicht beobachtet.

Die mittels dieser Nachweismethode als phagozytiert detektierten Zielobjekten befanden
sich alle in einem spéteren Stadium der Phagosomenreifung. Die anfianglichen Stadien,
beginnend mit der vollstdndigen Umschlieftung des Fremdkorpers durch eine Membran-
kappe sowie dem Abschluss der Internalisierung konnten hier nicht detektiert werden. Der
Transport des Phagosomes und somit die Positionierung innerhalb der Zelle erfolgen erst
nach der erfolgreichen Bildung eines Phagosomes.

Phagozytosewahrscheinlichkeit in Abhéingigkeit der Oberfla-
che des Zielobjektes

Fiir die Bestimmung der Phagozytosewahrscheinlichkeit von IgG-opsonisierten Partikeln
wurde die erfolgreiche Aufnahme der Zielobjekte mittels sekunddrem Anti-Maus-IgG-
Antikorper verifiziert (vergleiche Abschnitt 7.4). Die Zellen wurden 15min, 30 min und
60 min nach erfolgtem Zellmembran-Partikel-Kontakt (d.h. plus je ~ 15 min Sedimentati-
onszeit) fixiert und anschlieffend in sekundérem Antikorper inkubiert wie in Kapitel 5.5 be-
schrieben. Bereits nach 15 min waren mehr als (86 £ 11) % der Partikel (Mittelwert £+ Stan-
dardabweichung) mit Kontakt zur Zellmembran vollstdndig internalisiert (von Membran
eingeschlossen). 30 min nach Partikel-Membran Kontakt waren es mehr als (96 £ 3) %.
Vergleiche hierzu Abbildung 7.9.

Um die Aufnahme von Partikeln ohne IgG-Opsonisierung mit der von beschichteten Par-
tikeln vergleichen zu kénnen, wurden unbeschichtete Partikel ebenfalls in Kontakt mit der
Zellmembran gebracht und die Zellen 15 min, 30 min und 60 min spéter fixiert. Eine Verifi-
kation der erfolgreichen Phagozytose mittels sekundédrem Antikérper war aufgrund fehlen-
dem IgG auf der Partikeloberfldche hier nicht moglich. Ein Partikel wurde als phagozytiert
betrachtet, wenn es sich innerhalb der Zelle befand. Eine Orientierung fiir die Positionen
erfolgreich aufgenommener Mikropartikel boten dabei die Positionen IgG-beschichteter
Partikel innerhalb von Zellen, welche mittels sekunddrem Antikérper als Phagosome iden-
tifiziert werden konnten. Dabei handelte es sich um ein weniger strenges Phagozytosekri-
terium fiir unbeschichtete Partikel als fiir die Phagozytose der IgG-beschichteten Partikel.
Ursache dafiir war, dass bei unbeschichteten Partikeln nicht zwischen Partikel auf der
Zellmembran und tatsédchlichen Phagosomen unterschieden werden konnte, da die Mikro-
skopaufnahmen nur eine zweidimensionale Abbildung der Zellen in der x-y-Ebene lieferten.
Das bedeutete, es ist eine Uberschitzung der Phagosomenbildung bei den unbeschichteten
Partikeln zu erwarten. Dennoch sind 60 min nach erfolgtem Kontakt zwischen Partikel
und Zellmembran nicht mehr als (34 £ 16) % der Partikel aufgenommen. Vergleiche hierzu
Abbildung 7.9.
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Abbildung 7.9. Phagozytosewahrscheinlichkeit in Abhéngigkeit der Partikelopsonisierung.
Die Grafik zeigt den Prozentsatz der erfolgreich aufgenommenen 3 pm Polystyrolpartikel in Makro-
phagen 15 min, 30 min und 60 min nachdem die Partikel in Kontakt mit der Zellmembran gebracht
wurden (~ 15min Sedimentationszeit). Dabei wurden unbeschichtete und mit IgG opsonisierte
Partikel verwendet. Die Aufnahmewahrscheinlichkeit fiir beschichtete Partikel war dabei zu jedem
Zeitpunkt mindestens doppelt so hoch wie fiir unbeschichtete Partikel. Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung fiir die verschiedenen Zellproben. Fiir die Zeitpunkte 15 min, 30 min und
60 min wurden 299, 269 und 1262 unbeschichtete Partikel und 539, 594 und 798 IgG beschichtete
Partikel analysiert.

7.6 Partikelaufnahme

Die Partikelinternalisierung durch die Makrophagen wurde unabhéngig von der Partikel-
grofse durch Partikelsedimentation initiiert. Fiir Partikel mit einem Durchmesser grofier als
1 pm wurde die Partikelaufnahme zusétzlich durch das gezielte Heranfahren der Partikel
an die Zellmembran mittels holografischer optischer Fallen herbeigefiihrt [117,119]. Der
Grofsteil der aufgenommenen intrazellularen Phagosomenbewegungen wurde durch Parti-
kelsedimentation und somit zufélliger Partikel-Zellmembran-Bindung initiiert, da hier alle
Partikelgrofen verwendet werden konnten. Diese Methode bot den zusétzlich Vorteil, dass
eine Vielzahl von Phagosomenreifungsprozessen in mehreren Zellen simultan aufgenom-
men und nachverfolgt werden konnten. Nachteilig an dieser Methode war jedoch, dass der
Zeitpunkt der Partikelaufnahme sowie der Ort der Phagosomenbildung und somit auch der
Abstand zwischen Phagosom und Nukleus zufillig entstand und nicht kontrolliert erfolgte.
Des Weiteren konnte dabei nicht garantiert werden, dass die Phagosomenbewegung begin-
nend mit dem Internalisierungsprozess des Partikels sowie der Bildung eines Phagosomes
vollstandig aufgezeichnet wurde. Um einen moglichen Einfluss der potenziell fehlenden
Aufnahme der ersten Phasen des Phagosomenreifungsprozesses auf die Charakterisierung
des Transportverhaltens auszuschliefsen, wurden zusétzliche Kontrollexperimente durchge-
fiihrt. Dabei wurde der Partikel-Zell-Kontakt fiir jedes Phagosom individuell durch prézi-
se Partikelpositionierung mittels optischer Falle hergestellt. Somit konnte eine komplette
Aufzeichnung des Phagosomentransportes von der Bildung des Phagosomes in der Zell-
peripherie bis zum Kontakt des Phagosomes mit dem Nukleus sichergestellt werden. In
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7.7. Allgemeines Transportverhalten

der anschliefenden Analyse der Phagosomentrajektorien konnten keine Unterschiede in
den Transportcharakteristika festgestellt werden, unabhéngig von der Methode zur Initiie-
rung der Partikelaufnahme. Auf dieser Grundlage wurden fiir die folgenden Analysen alle
aufgezeichneten Phagosomentrajektorien zusammengelegt.

Allgemeine Aspekte des phagosomalen Transportverhaltens

Abbildung 7.10. Transport zweier Phago-
somen innerhalb eines Makrophagen.
Die Abbildung zeigt eine DIC Aufnahme ei-
nes Zeitpunktes, circa 8 min nach Partikel-
Zell-Kontakt, extrahiert aus einer Zeitse-
rie des phagosomalen Transportes innerhalb
des J774-Mausmakrophagen mit zwei pha-
gozytierten IgG-opsonisierten Partikeln mit
2um Durchmesser. Mit cyan eingezeichnet
sind die ermittelten Positionen der Pha-
gosomen von der Internalisierung bis zum
Zeitpunkt des DIC-Bildes. Der Mafistab be-
tragt 10 pm.

Nach einer erfolgreichen Internalisierung der Partikel wurden die Phagosomen wéahrend
ihres Reifungsprozesses fiir mehrere Minuten bis Stunden nachverfolgt. Die exakte Posi-
tionsbestimmung des Phagosomes in Abhéngigkeit von der Position des Zellkernmittel-
punktes erfolgte dabei automatisiert mittels Kreuzkorrelationsalgorithmus wie in Kapitel
5.8 beschrieben. Abbildung 7.10 zeigt die ermittelten Phagosomenpositionen zweier Pha-
gosomen innerhalb eines Makrophagen. Es wurden mehr als 50 Phagosomentrajektorien
jedes Partikeldurchmessers analysiert und dabei erhebliche qualitative und quantitative
Unterschiede zwischen den charakteristischen Transportprozessen der jeweiligen Phagoso-
mengrofen festgestellt.

Abbildung 7.11 zeigt beispielhaft das typische Transportverhalten der Phagosomen ent-
sprechend ihres Durchmessers. Grofte Phagosomen mit 3 pm Durchmesser wurden typi-
scherweise persistent und direkt, das heifst mit nur wenigen Unterbrechungen und kaum
Transport in die entgegengesetzte Richtung, von der Zellperipherie zur perinuklearen Re-
gion transportiert (zentripetaler Transport). Das resultierte in einer hohen Effizienz dieses
Transportes, beispielhaft in Abb. 7.11C zu sehen. Abbildung 7.11B veranschaulicht ex-
emplarisch das Transportverhalten intermedidrer Phagosomen (2 pm Durchmesser), deren
Transport eine deutlich verringerte Effizienz und Persistenz durch einen deutlich erh6hten
Anteil von ausgedehnten Unterbrechungen des Transportes zeigte. Der Anteil an Trans-
portphasen in die entgegengesetzte Richtung von der perinuklearen Region in Richtung
Zellperipherie (zentrifugaler Transport) blieb hingegen gering. Erst fiir die Bewegung klei-
ner 1pm Phagosomen spielte der zentrifugale Transport eine wesentliche Rolle. Wie an-
hand der Beispieltrajektorie in Abbildung 7.11A ersichtlich, war der Transport geprégt
von haufigen Richtungsdnderungen und Unterbrechungen sowie von einem starken zentri-
fugalen Transport. Dies fiihrte zu einer sehr niedrigen Persistenz, einer stark reduzierten
effektiven Geschwindigkeit und einer geringen Effizienz des Transportes (Definitionen der
Eigenschaften siehe 5.9, Details siche Abschnitte 7.8-7.12). Das typische Transportverhal-
ten entsprechend des Partikeldurchmessers spiegelte sich auch in der Positionierung der
Phagosomen innerhalb der Zelle wider, vergleiche hierzu Abschnitt 7.4 und Abb. 7.8.
Grundlegend wurde bei hinreichend langer Aufnahmezeit des phagosomalen Reifungspro-
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Abbildung 7.11. Exemplarische phagosomale Transporttrajektorien fiir diverse Phagosomen-

durchmesser in unbehandelten Makrophagen. Die Abbildung zeigt reprasentative Trajek-
torien der Phagosomenbewegung nach erfolgreicher Aufnahme von Polystyrolpartikeln mit einem
Durchmesser von 1 pm (A, gelb), 2um (B, cyan) und 3 um (C, violett). Dargestellt sind in den Grafi-
ken jeweils der kiirzeste Abstand zwischen Partikeloberfliche und der Nukleusmembran als Funktion
der Zeitdauer der Phagosomenbewegung. Der Zeitpunkt Os entspricht dabei dem ersten Kontakt
zwischen Partikel und Zelle. Die Trajektorien wurden in 30s Transportphasen unterteilt. Verdander-
te sich der Abstand zwischen Phagosom und Nukleus innerhalb einer Transportphase um mehr als
400 nm, wurde diese als aktiver Transport (farbige Transportphasen) klassifiziert. Bei Abstandséan-
derungen unterhalb des Schwellwertes handelte es sich um passive Phasen (schwarz eingezeichnet).
Grafik (A) zeigt das typische Transportverhalten kleiner Phagosomen, gekennzeichnet durch hau-
fige aktive Phasen in Richtung der Zellperipherie, schnelle Richtungswechsel des Transportes und
vermehrte Phasen passiver Fluktuationen. Phagosomen mit einem Durchmesser von 2 pm zeigten
typischerweise einen verringerten zentrifugalen Transport kombiniert mit h&ufigen Unterbrechun-
gen des zentripetalen Transportes durch ausgedehnte passive Phasen bevor der Zellkern erreicht
wurde. Grofie Phagosomen (C) wurden in der Regel aktiv, mit hoher Persistenz und Effizienz, von
der Zellperipherie in die perinukleare Region transportiert. Nachdem der Nukleus erreicht wurde,
folgten nahezu ausschliefslich passive Phasen. Solche wohldefinierten Endpunkte des aktiven Pha-
gosomentransportes wurden nur fiir 2 pm und 3 pm Partikel beobachtet. Bei 1 pm Partikel erfolgte
meist ein erneuter Transport der Phagosomen in Richtung der Zellperipherie.

zesses in iiber 85 % aller Trajektorien ein Kontakt des Phagosomes mit der Nukleusaufen-
seite festgestellt, unabhéngig des Phagosomendurchmessers oder dessen Endposition nach
Abschluss des Transportes respektive der Beobachtung der Zelle. Siehe hierzu Abb. 7.12.
Um das grofenabhingige phagosomale Transportverhalten exakter quantifizieren zu kon-
nen, wurden diverse Transportparameter eingefiihrt, welche in den folgenden Abschnitten
detailliert besprochen werden. Diese Parameter sind der Riicktransport von Phagosomen
(starker zentrifugaler Transport), die Verteilung der Transportphasen, die instantane und
effektive Transportgeschwindigkeit, die Persistenz des Transportes und das Auftreten von
ausgedehnten stationdren Phasen wahrend der Phagosomenbewegung. Fiir die Berechnung

Abbildung 7.12. Anzahl der Phagosomen,
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7.8

7.8. Starker zentrifugaler Transport von Phagosomen

eines Teils dieser Parameter wurden die Trajektorien der kompletten Phagosomenbewe-
gung in Untereinheiten von je 30s unterteilt, wobei eine Differenzierung in aktive und
passive Transportuntereinheiten erfolgte, entsprechend des innerhalb dieser 30 s zuriickge-
legten Transportweges. Der Schwellwert fiir diesen Transportweg war 0,8 pmmin~'. Fiir
weitere Details hierzu siehe Kapitel 5.9 sowie Abschnitt 7.13. Die Kennzeichnung der
Untereinheiten in den Trajektorien ist in Abbildung 7.11 ersichtlich, wobei aktive Unter-
einheiten farbig hervorgehoben und passive schwarz gekennzeichnet wurden.

Riicktransport (starker zentrifugaler Transport) von Phago-
somen in Richtung der Zellperipherie

Um das Auftreten von starkem zentrifugalen Transport zu quantifizieren wurde die prozen-
tuale Anzahl an Phagosomen peentrifugal bestimmt, welche die perinukleare Region wieder
verlieften, nachdem sie den Nukleus durch aktiven Transport erreicht hatten. Die Pha-
gosomen mussten dabei nach dem Erreichen des Zellkernes mindestens 5pm wieder in
Richtung der Zellperipherie transportiert werden [65]. Die Abbildung 7.13 4 zeigt die Wer-
te fir peentrifugal in Abhéngigkeit des Partikeldurchmessers. Es wird deutlich, dass nur fiir
Zielobjekte mit 1 pm Grofe der starke zentrifugale Transport eine wesentliche Rolle spielte.
Partikel dieses Durchmessers wurden in 82 % der Fille nach Erreichen der perinuklearen
Region wieder Richtung Zellmembran transportiert. Partikel mit 2 pm Durchmesser ver-
lieken die Zellkernregion in 17 % der Félle und 3 um grofse Partikel nur noch in 6 % der
Fille.

Die Analyse des starken zentrifugalen Transportes erfolgte anhand der Phagosomenbe-
wegung in lebenden Zellen, das bedeutet auf einer Zeitskala von maximal 2h. Zur Un-
tersuchung der Fragestellung, ob Partikel mit einem Durchmesser grofer als 1pm bei
ausreichender Phagozytosedauer einen verstirkten Transport in Richtung Zellperipherie
nach Erreichen der perinuklearen Region zeigen, wurden Zellen nach 30 min, 60 min und
24h nach dem Partikel-Zell-Kontakt chemisch fixiert und die Position der Phagosomen
innerhalb der Zellen bestimmt. Siehe Abbildung 7.14. Auch hier zeigte sich, dass im Ver-
lauf der ersten Stunde des Phagozytoseprozesses 90,9 % der 3 pm grofen Phagosomen in
die perinukleare Region transportiert wurden, bei einer vollstdndigen Internalisierung aller
Zielobjekte. Partikel mit einem Durchmesser von 1 pm zeigten analog zu den 3 pm grofen
Partikeln ein Zunahme der am Kern lokalisierten Phagosomen innerhalb des Zeitraumes
von 30 min bis 60 min von 38,9 % auf 43,3 % (bei einer Internalisierungsrate von 83,3 %).
Dies liefs auf einen Transport der Phagosomen in die perinukleare Region schlieffen, al-
lerdings mit einer geringeren Effektivitidt als bei grofsen Phagosomen. Intermediére 2 pm
grofie Phagosomen wurden zu 50,5 % innerhalb der ersten Stunde in die perinukleare Regi-
on transportiert (bei einer Internalisierungsrate von 96,2 %). Fiir diese Phagosomengrofe
spielte in diesem Zeitraum der verzogerte Transport eine wesentliche Rolle, siehe Abschnitt
7.9 & 7.12. Nach 24 h befanden sich 84,4 % der 2 pm grofen Phagosomen und 94,7 % der
3 pm grofen Phagosomen am Zellkern. Ein Verlassen der perinuklearen Region nach deren
Erreichen hat auch nach eintégiger Phagozytosedauer nicht stattgefunden. Wahrend sich
nach 60 min 52,5 % aller internalisierten Phagosomen mit einem Durchmesser von 1 pm am
Zellkern befanden, waren es nach 24h nur noch 33,4 % aller aufgenommen Phagosomen.
Das bedeutet, auch auf langeren Zeitskalen wurde das Verlassen der perinuklearen Region
durch starken zentrifugalen Transport bei kleinen Phagosomen beobachtet. Uber die Be-
wegung der Phagosomen innerhalb des Zeitraumes von 1h bis 24 h kann keine detaillierte
Aussage getroffen werden, da es sich um fixierte Zellproben handelte. Die Messungen an
fixierten Zellen sowie die Beurteilung der Phagosomenpositionen wurden von Pamela An-
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7.9

7.9. Verteilung von Transportphasen

ger (technische Angestellte) und Christopher Greve (Bachelorstudent) durchgefiihrt, die
Experimente wurden unter anderem von Steve Keller betreut, die Auswertung der Daten
wurde im Rahmen dieser Arbeit erstellt bzw. iiberarbeitet [130].

Verteilung von Transportphasen wahrend der Phagosomen-
reifung

Wie anhand Abbildung 7.14 verdeutlicht und bereits in Abschnitt 7.7 qualitativ analy-
siert wurde, war der intrazelluldre Transport der internalisierten Partikel von der Zellpe-
ripherie in Richtung des Zellkerns nicht fiir alle Partikelgréfsen identisch. Die Effizienz des
Transportes stieg dabei mit zunehmendem Partikeldurchmesser an. Um diesen Sachverhalt
hinreichend quantifizieren zu kénnen, wurden 3 Klassifizierungen des Transportes einge-
fithrt: Phasen aktiven Transportes in Richtung der perinuklearen Region (zentripetaler
Transport, ppuc), Phasen aktiven Transportes in Richtung der Zellperipherie (zentrifuga-
ler Transport, pper) und Phasen passiver Bewegung (ppass). Diese drei Transportphasen
beziehen sich auf den phagosomalen Transport auf kurzen Zeitskalen von jeweils 30s und
wurden entsprechend der Beschreibung in Kapitel 5.9 definiert. Die Abbildung 7.13B zeigt
die prozentuale Verteilung der Transportphasen in Abhéngigkeit der Phagosomengrofe.
Phagosomen mit einem Durchmesser von 3 pm zeigten den héchsten Prozentsatz an akti-
ven Transportphasen in Richtung des Nukleus, pp, = (70 &+ 3) % (Mittelwert + s.e.m.),
sowie den niedrigsten Anteil an aktiven Transportphasen in Richtung der Zellperipherie,
Pper = (3 £ 1) %. Intermediére Phagosome (2 pm Durchmesser) hatten den groften Anteil
an passiven Bewegungsphasen, ppass = (41 £2) %. Der hochste Anteil an aktiven zentri-
fugalen Transportphasen wurde von kleinen Phagosomen mit 1pm Durchmesser hervor-
gebracht, pper = (13 £ 2) %. Der Anteil an passiven Phasen, ppass = (26 & 3) %, lag dabei
dhnlich niedrig wie bei 3 pm grofen Phagosomen, ppass = (27 £ 3) %.

Der grofse Anteil an aktiven zentripetalen Transportphasen in Kombination mit dem nied-
rigsten Anteil an zentrifugalen Transportphasen und wenigen passiven Phasen garantiert

Abbildung 7.13. Grofsenabhingige Charakteristika des phagosomalen Transportes in gesun-
den Zellen. Die Abbildung zeigt die Abhéngigkeit charakteristischer Eigenschaften des phagoso-
malen Transportes vom Durchmesser des internalisierten Partikels. Grafik (A) zeigt den Prozentsatz
an Phagosomen, die nach Erreichen der perinuklearen Region durch aktiven Transport zuriick zur
Zellperipherie transportiert wurden, definiert als starker zentrifugaler Transport pcentritugal. Dieser
hatte mit peentrifugal = 82 % primér starken Einfluss auf den Transport von 1 pm Phagosomen. Grafik
(B) zeigt den Anteil diverser Transportphasen am Transport des Phagosomes von der Zellperipherie
bis zum ersten Kontakt mit der Nukleusmembran. 3 pm Phagosomen zeigten den héchsten Prozent-
satz aktiven Transportes in Richtung Nukleus pnuc und den geringsten Prozentsatz an Transport in
Richtung der Zellperipherie pper. Phagosomen mit 2 pm Durchmesser wiesen den héchsten Anteil an
passiven Phasen ppass auf. Kleine Phagosomen mit 1 pm Durchmesser hatten den gréfsten Anteil an
Phasen zentrifugalen Transportes. Grafik (C) stellt die mittlere instantane Geschwindigkeit vinst in
Abhéngigkeit des Phagosomendurchmessers dar, welche unabhéngig der Phagosomengrofe waren,
mit 1,9 pm min~! bis 2,5 pm min~*. Grafik (D) zeigt die mittleren effektiven Geschwindigkeiten veg
des gesamten aktiven Phagosomentransportes. Diese Geschwindigkeiten hingen sehr stark von der
Phagosomengrofie ab und nahmen mit steigendem Partikeldurchmesser deutlich zu. Die Grafiken
(E-G) zeigen die Verteilungen der Persistenz des phagosomalen Transportes der Einzeltrajektorien
fiir Phagosomen mit 1pm (E), 2pm (F) und 3pum Durchmesser (G). Die Persistenz des Trans-
portes stieg mit zunehmendem Phagosomendurchmesser. Grafik (H) visualisiert den Prozentsatz
an ausgedehnten Pausenphasen (Transportunterbrechungen) pexs-pauses whrend des Phagosomen-
transportes von der Zellmembran bis zum ersten Phagosom-Zellkern-Kontakt. 2 um Phagosomen
zeigten dabei den grofiten Anteil an ausgedehnten stationdren Phasen. Die dargestellten Fehler sind
die Standardfehler der Mittelwerte. Analysiert wurden 51, 63 und 53 Trajektorien fiir Phagosomen
mit einem Durchmesser von 1 pm, 2 pum und 3 pm.
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Abbildung 7.14. Phagosomenpositionen innerhalb der Zellen in Abhingigkeit der Phagozy-
tosedauer und der Partikelgréfie. Die Abbildung zeigt die Positionen der Partikel innerhalb
der Makrophagen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Partikelzugabe zu den Zellen, in Ab-
héngigkeit der Partikelgrofe. Die betrachteten Phagozytosedauern waren 30 min, 60 min und 24 h.
Kategorien fiir Partikelpositionen waren: Phagosomen mit oder ohne Nukleuskontakt fiir inter-
nalisierte Partikel und nichtphagozytierte Partikel, das heiftt Partikel auferhalb des Zytoplasma.
Durch einen Anstieg des Phagosomenanteils am Zellkern mit steigender Phagozytosedauer konnte
auf einen Transport der Partikel in die perinukleare Region geschlossen werden. Nach 30 min be-
fanden sich 85,7 %, nach 60 min 90,9 % und nach 24h 94,7 % der 3 pm grofien Partikel in Kontakt
mit dem Nukleus. Ein Abfall des Anteils an Phagosomen mit Nukleuskontakt bei steigender Pha-
gozytosedauer liefs hingegen Riickschliisse auf einen starken zentrifugalen Transport nach Erreichen
der perinuklearen Region zu. Nach 60 min befanden sich 43,3 % der 1 um Partikel am Zellkern, nach
24 h nur noch 32,3 % der Partikel. Datenakquirierung durch Pamela Anger und Christopher Greve.
Analysiert wurden nach 30 min 36, 255 & 28; nach 60 min 30, 317 & 22; und nach 24 h 31, 33 & 38
Partikel mit einem Durchmesser von je 1 um, 2 pm & 3 pm.

den grofien Phagosomen mit 3 pm Durchmesser die hochste Effizienz des intrazelluldren
phagosomalen Transportes in Richtung Zellkern im Vergleich mit den anderen Phagoso-
mengrofen. Die Transporteffizienz ist bei 2 pm groflen Phagosomen aufgrund des erhoh-
ten Prozentsatzes an passiven Bewegungsphasen reduziert. Die geringste Effizienz fiir den
Transport von der Zellperipherie zur perinuklearen Region wiesen Phagosomen mit 1pm
Durchmesser auf, da hier das Phagosom héufig in die entgegengesetzte Richtung (Richtung
Zellperipherie) transportiert wurde. Trotz der hdufigen Fluktuationen der Transportrich-
tung zeigten kleine Phagosomen aber auch wieder deutlich weniger passive Phasen und
somit Unterbrechungen des aktiven Transportes als intermedidre Phagosomen.

7.10 Geschwindigkeiten des phagosomalen Transportes auf kurzen
& langen Zeitskalen

Zur genaueren und detaillierteren Quantifizierung der Transporteffizienz wurden die in-
stantane Geschwindigkeit vinst und die effektive Geschwindigkeit veg der Transportvorgén-
ge in Abhéngigkeit des Partikeldurchmessers bestimmt (Details siehe Kapitel 5.9). Dabei
ist die instantane Geschwindigkeit ein Maf fiir das phagosomale Transportverhalten auf
kurzen Zeitskalen, hier im Bereich der Analyseintervalle von 30s. Im Gegensatz dazu cha-
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Abbildung 7.15. Instantane Geschwindig-
keitsverteilung der Einzelsegmente
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rakterisiert die effektive Transportgeschwindigkeit die Effizienz des Transportes auf einer
langeren Zeitskala, hier mehrere Minuten bis Stunden. Diese Zeitdauer entspricht in der
Regel dem kompletten, beobachteten phagosomalen Transportvorgang. Eine ausfiihrliche
Erlduterung zur Zusammensetzung der analysierten Zeitspanne befindet sich ebenfalls in
Kapitel 5.9.

Die Grafik 7.13C' zeigt, dass die mittlere instantane Geschwindigkeit fiir alle beobach-
teten Phagosomen in einem Bereich zwischen 1,9 und 2,5 pmmin~! lag, unabhingig der
Phagosomengrofse. Die untere Grenze bildete dabei die mittlere instantane Geschwindig-
keit der Phagosomen mit 2pm Durchmesser, mit vipge = (1,9 £0,1) pmmin~—! (Mittel-
wert + s.e.am.). Die aktive Bewegung der 1pum und 3 pm grofen Phagosomen war mit
Vinst = (2,4 £0,1) und (2,5 + 0,1) pm min~! dezent schneller.

Unterschiede hinsichtlich der Phagosomengrofte wurden sichtbar, wenn man anstelle der
Mittelwerte pro Trajektorie die instantanen Geschwindigkeiten als Histogramm aller Ein-
zelwerte der aktiven 30s Zeitintervalle unter Beachtung der Richtung des phagosomalen
Transportes betrachtete. Die Verteilungen der instantanen Geschwindigkeiten fiir zentripe-
talen und zentrifugalen Transport waren nur fiir kleine Phagosomen mit 1 pm Durchmesser
vergleichbar. Dies galt sowohl fiir die mittleren instantanen Transportgeschwindigkeiten,
mit [v; ] = (—2,3+0,1) pms™! (Mittelwert & s.e.m.) fiir den Transport in Richtung der
Zellperipherie und [v; ] = (2,5 +0,1) pms™? fiir den Transport in die perinukleare Re-
gion, als auch fiir die Anzahl an Segmenten des Transportes in die jeweilige Richtung,
siehe Abbildung 7.15. Fiir Phagosomen mittlerer Grofse war die Anzahl an Segmenten mit
zentrifugaler Transportrichtung bereits deutlich reduziert. Fiir Phagosomen mit einem
Durchmesser von 3pm existierten nur wenige, langsame ([v; ] = (—1,6 £0,1) pm s71)
Segmente mit zentrifugaler Transportrichtung im Vergleich zur zentripetalen Transport-
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richtung mit einer mittleren instantanen Geschwindigkeit von [v;f ] = (2,1 £0,1) pms™!
und einer deutlich héheren Anzahl an Segmenten. Die mittlere instantane Geschwindigkeit
der aktiven Einzelsegmente entspricht dabei nicht der im letzten Abschnitt angegebenen,
mittleren instantanen Geschwindigkeit der Trajektorien, da bei letzteren zunéchst {iber
eine gesamte Trajektorie richtungsunabhéngig gemittelt wurde und anschlieftend iiber alle
Trajektorien einer Phagosomengrofe.

Wihrend die mittleren instantanen Geschwindigkeiten der Gesamttrajektorien (vipst, Ab-
bildung 7.13C') der diversen Phagosomengrofien vergleichbar zueinander waren, wiesen die
mittleren effektiven Geschwindigkeiten (veg, Abbildung 7.13D) eine sehr starke Abhén-
gigkeit von der jeweiligen Phagosomengrofie auf. Die effektive Geschwindigkeit der 3 pm
grofien Phagosomen, veg = (2,3 £ 0,3) pmmin~! (Mittelwert + s.e.m.), war vergleichbar
mit der mittleren instantanen Geschwindigkeit dieser Phagosomen und war signifikant
hoher als die mittleren effektiven Geschwindigkeiten kleinerer Phagosomen. Die Vergleich-
barkeit mit der mittleren instantanen Geschwindigkeit entsprach den Erwartungen eines
unidirektionalen, ballistischen Transportes mit hoher Persistenz und nahezu frei von Un-
terbrechungen oder Pausen. Die Reduzierung der mittleren effektiven Geschwindigkeit
mit sinkendem Phagosomendurchmesser entsprach ebenfalls den Erwartungen anhand des
generellen Verhaltens der Phagosomen (Abschnitt 7.7). Aufgrund des erhéhten Anteils
an passiven Phasen sank die mittlere effektive Geschwindigkeit fiir Phagosomen mit 2 pm
Durchmesser auf veg = (1,2 + 0,2) pm min—!. Kleine 1 pym Phagosomen zeigten die gerings-
te effektive Geschwindigkeit, mit veg = (0,7 & 0,1) pmmin—!, was den hiufigen Wechseln
der Transportrichtung geschuldet war. Dies korrelierte mit der geringsten Effizienz des
phagosomalen Transportes.

7.11 Persistenz der Phagosomenbewegung

Um den Einfluss hdufiger Richtungswechsel wiahrend der aktiven Phagosomenbewegung
auf die Effizienz des Transportes exakter charakterisieren zu kénnen, wurde die Persistenz
des Transportes p fiir jede Phagosomengrofse definiert, wie in Kapitel 5.9 beschrieben. Wie
aufgrund der Phagosomengrofen abhéangigen Transporteffizienz (vergleiche Abschnitt 7.9)
zu erwarten, hing die Persistenz der Bewegung ebenfalls stark von dem Durchmesser der
Phagosomen ab (Abbildung 7.13E-G). Entsprechend der hochsten effektiven Geschwindig-
keit und des grofiten Anteils an zentripetalen Transportphasen in Kombination mit weni-
ger als 5 % zentrifugalen Transportphasen wiesen Phagosomen mit einem Durchmesser von
3num die hochste Persistenz der Bewegung auf, mit einem Mittelwert von p = (78 +1) %
(Mittelwert + s.e.m., Abbildung 7.13G). 2 pm grofe Phagosomen zeigten eine reduzierte
Persistenz mit p = (74 + 1) % (Abbildung 7.13F') und kleine Phagosomen mit 1 pm Durch-
messer erreichten aufgrund haufiger Richtungswechsel wiahrend des aktiven phagosomalen
Transportes die geringste Persistenz mit p = (64 + 1) % (Abbildung 7.13FE). Die niedrige
Persistenz der Bewegung 1 pm groRer Phagosomen war in guter Ubereinstimmung mit der
im vorigen Absatz beschriebenen Gleichverteilung der instantanen Geschwindigkeiten der
aktiven Einzelsegmente (Abbildung 7.15).

7.12 Ausgedehnte stationidre Phasen wihrend des phagosomalen
Transportes

Wihrend der Betrachtung der Transportphasenverteilung (Abschnitt 7.9) zeigten 2pm
grole Phagosomen besonders auffillige, ausgedehnte passive Phasen ohne Unterbrechung
durch aktive Bewegung wéhrend ihres Transportes vom Ort der Internalisierung zur pe-
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rinuklearen Region. Zur Quantifizierung dieses speziellen Transportverhaltens wurde der
Prozentsatz an ausgedehnten stationdren Phasen (extended pauses, pext-pauses) des phago-
somalen Transportes von der Zellperipherie bis zum ersten Phagosom-Nukleus-Kontakt
definiert, wie in Kapitel 5.9 beschrieben. Abbildung 7.13H zeigt diesen Prozentsatz in
Abhéngigkeit des Phagosomendurchmessers.

Intermedidre Phagosomen mit einem Durchmesser von 2pm wiesen dabei mit Abstand
den héchsten Prozentsatz an ausgedehnten Pausenphasen auf, mit pext-pauses = (53 £ 3) %
(Mittelwert + s.e.m.). Dies entsprach den Erwartungen anhand der Abbildung 7.13 B sowie
den typischen phagosomalen Trajektorien von 2 pm Phagosomen, dargestellt in Abbildung
7.11. Die anderen untersuchten Phagosomengrofen zeigten deutlich weniger ausgedehnte
Pausen wéhrend des Transportes, mit pext-pauses = (36 £ 3) % fiir Partikel mit 1 pm Durch-
messer und Pext-pauses = (22 &+ 3) % fiir Partikel mit 3 pm Durchmesser.

7.13 Einfluss genutzter Parameter auf die Analyse der Transport-
eigenschaften

Die fiir die Datenauswertung genutzten Parameter, welche einen potenziellen Einfluss
auf die analysierten phagosomalen Transporteigenschaften haben, sind der Schwellwert
zur Differenzierung zwischen aktiven und passiven Transportphasen, der wieder erreichte
Mindestabstand zwischen Partikel und Nukleusmembran fiir die Definition eines starken
zentrifugalen Transportes innerhalb der Trajektorie und die damit verbundene, zusétzlich
analysierte Zeit. (Definition der Parameter siehe Kapitel 5.9.) Die Abbildung 7.16 zeigt
des Verhaltnis diverser Transporteigenschaften von groffen 3 pm messenden Phagosomen,
zu kleinen 1pm messenden Phagosomen in Abhéngigkeit der obengenannten Parameter.
Diese Parameter wurden dabei in jeweils sinnvollen Bereichen variiert.

Die Grafiken 7.16 A-C' visualisieren zundchst den Einfluss des Schwellwertes zur Differen-
zierung zwischen aktiven und passiven Transportphasen auf das Verhéltnis der instantanen
Geschwindigkeiten (7.16A4), das Verhéltnis der effektiven Geschwindigkeiten (7.16B) und
das Verhéltnis der Anteile an zentripetaler Bewegung (7.16C'), also aktive Bewegungs-
phasen in Richtung Nukleus zwischen grofsen und kleinen Phagosomen. Der Schwellwert
wurde um bis zu 75 % des eigentlichen Wertes (800 nm min~—!) variiert, von 200 nm min—!
bis 1400 nm min~!. Abhiingig von dem genutzten Schwellwert schwankte das Verhiltnis der
instantanen Geschwindigkeiten von 3 pm und 1 pm Phagosomen zwischen 0,98 + 0,07 und
1,03 £ 0,09. Das Verhéltnis der effektiven Geschwindigkeiten variierte zwischen 3,1 + 0,6
und 3,6 + 0,8 und das Verhéltnis der Anteile an aktiver, zentripetaler Bewegung zwischen
groften und kleinen Phagosomen schwankte zwischen 1,51 + 0,06 und 1,54 + 0,06. Im Rah-
men der Fehler (fiir alle angegebenen Grofen Standardfehler des Mittelwertes) bestand
somit keine Korrelation zwischen der Wahl des Schwellwertes und der Resultate der ana-
lysierten Transporteigenschaften.

Die Grafik 7.17 zeigt die Abhéngigkeit der Anzahl an Trajektorien mit starkem zentrifu-
galen Transport von dem zu erreichenden Mindestabstand zwischen Phagosom und Nu-
kleus nach Phagosom-Nukleus-Kontakt (Ausdehnung der perinuklearen Region). Dieser
Schwellwert wurde von 3 pm bis 7pm variiert. Ein kleinerer Schwellwert liegt unterhalb
des Durchmessers grofser Phagosomen und ist daher wenig sinnvoll, um eine perinukleare
Region zu definieren (siche auch Kapitel 9.6). Grofere Schwellwerte als 7 pm kollidieren
sehr schnell mit der Gesamtgeometrie der verwendeten Zellen und wurden daher ebenfalls
aufber Acht gelassen. Der in dieser Arbeit genutzte Schwellwert betrug 5 ym, in Anlehnung
an [74]. Die Grafik zeigt, dass mit grofer werdendem Schwellwert die Anzahl an Trajek-
torien mit starkem zentrifugalen Transport zuriickging, aber unabhéngig des gewéahlten
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Abbildung 7.16. Ubersicht iiber den Einfluss relevanter, genutzter Parameter auf die pha-
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gosomalen Transporteigenschaften. Die Abbildung zeigt den Einfluss des Schwellwertes zur
Diskrimination zwischen aktiven und passiven Transportphasen (A-C), den Einfluss des Mindestab-
standes zur Kategorisierung als Transport mit starker zentrifugaler Bewegung (D-F) und der zusétz-
lich analysierten Zeitdauer im Falle eines starken zentrifugalen Transportes (G-1) auf das Verhéltnis
der instantanen Geschwindigkeiten zwischen 3pm und 1pm Phagosomen (A,D,G), das Verhéltnis
der effektiven Geschwindigkeiten (B,E,H), das Verhiltnis der aktiven, zentripetalen Transportpha-
sen (C) und das Verhiltnis der Transportpersistenzen (F,I). Fiir keine der angegebenen Grofen
zeigten die Verhéltnisse im Rahmen ihrer Fehler eine Abhéngigkeit von dem verwendeten Parame-
ter. Ausnahme war das Verhiltnis der effektiven Geschwindigkeiten fiir eine zusétzlich analysierte
Zeit von Omin (H). Details hierzu siehe Text. Hervorgehoben sind die in dieser Arbeit verwende-
ten Werte. Die angegebenen Abweichungen entsprechen den Standardfehlern der Mittelwerte. Zur
Berechnung der angegebenen Transporteigenschaften lagen jeweils 51 Datensétze fiir 1 pm und 53
Datensétze fiir 3pm Phagosomen zugrunde. Die Datenséitze zur Berechnung der Grafiken (A-C)
wurden dabei im Abgleich mit den Videodateien nachkorrigiert und weichen daher dezent von den
anderen Datensétzen ab.
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Schwellwertes immer von den 1pum Phagosomen dominiert wurde. Die geringste Anzahl
wiesen dabei ebenfalls kontinuierlich 3 pm Phagosomen auf.

Die Grafiken 7.16 D-F stellen den Einfluss der Ausdehnung der perinuklearen Region (Min-
destabstand) auf das Verhéltnis der instantanen Geschwindigkeiten (7.16D), das Verhélt-
nis der effektiven Geschwindigkeiten (7.16 £') und das Verhéltnis der Transportpersistenzen
(7.16F) zwischen 3um und 1 pm Phagosomen dar. Da das Verhéltnis der Anteile aktiver,
zentripetaler Bewegung nur bis zum ersten Kontakt zwischen Phagosom und Nukleus
definiert war, wurde es durch den hier analysierten Schwellwert nicht beeinflusst. Der
starksten Schwankung unterlag hier das Verhéltnis der effektiven Geschwindigkeiten mit
Werten zwischen 4,1 4+ 0,8 und 4,8 4 1,1. Fiir keines der drei analysierten Verhéltnisse war
im Rahmen der Fehler (s.e.m.) eine Korrelation zwischen dem Mindestabstand fiir starken
zentrifugalen Transport und den Resultaten der phagosomalen Bewegung zu beobachten.
Neben der Klassifizierung des Transportes hing von dem Erreichen eines starken zentri-
fugalen Transportes aber auch die analysierte Zeitdauer ab. Die Grafiken 7.16G-I zei-
gen den generellen Einfluss der zusétzlich analysierten Zeit im Falle eines starken zentri-
fugalen Transportes auf das Verhéltnis der instantanen Geschwindigkeiten (7.16G), das
Verhéltnis der effektiven Geschwindigkeiten (7.16H) und das Verhéltnis der Persistenten
des Transportes (7.167) von grofsen und kleinen Phagosomen. Die zusétzlich analysierte
Zeitspanne der phagosomalen Bewegung wurde dabei zwischen 0 min und 10 min variiert.
Dabei entsprach Omin einer reinen Analyse des Transportes von der Zellmembran bis
zum ersten Phagosom-Nukleus-Kontakt und 10 min dem standardméfig genutzten Wert,
um moglichst lange die intrazellulire Phagosomenbewegung charakterisieren zu kénnen.
Grofere Zeitspannen als 10 min waren aufgrund der technischen Realisierung der Expe-
rimente nicht moglich. Das Verhéltnis der instantanen Geschwindigkeiten variierte dabei
zwischen 1,02 40,08 und 1,07 + 0,08 und das Verhéltnis der Persistenzen variiert zwi-
schen 1,21 + 0,02 und 1,22 4+ 0,02. Somit war auch hier im Rahmen der Fehler (s.e.m.)
keine Abhéngigkeit der Analyseresultate von der zusétzlich ausgewerteten Zeit zu beob-
achten. Dies galt fiir das Verhé&ltnis der effektiven Geschwindigkeiten nur fiir Zeitspannen
> (0 min, wobei die Werte zwischen 4,0 £ 0,9 und 4,6 + 1,1 lagen. Wurde keine zuséatzliche
Zeit analysiert (Zeitspanne = 0 min) war das Verhéltnis der effektiven Geschwindigkeiten
mit 2,7 + 0,4 niedriger. Die Ursache hierfiir war, dass mit einer zusétzlich analysierten
Zeitspanne auch eine gewisse Verweildauer des Phagosomes am Kern einherging, bevor
das Phagosom die perinukleare Region verliefs, welche die Gesamtdauer des beobachteten
phagosomalen Transportprozesses erhéhte und somit die effektive Geschwindigkeit tenden-
ziell erniedrigte. Diese Verweildauer entfiel, wenn nur der Transportprozess bis zum ersten
Phagosom-Nukleus-Kontakt betrachtet wurde. Fiir ausfiihrliche Details zur Zusammen-
setzung und Bestimmung der analysierten Zeitdauern und Transportgrofen siehe Kapitel
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Abbildung 7.18. Einfluss des Abstandes zwischen Phagosom und Nukleus auf die instan-
tane Geschwindigkeit und Persistenz des phagosomalen Transportes. Die Abbildung
zeigt die instantane Geschwindigkeit (A) und die Persistenz (B) des phagosomalen Transportes
von 1lum (gelb), 2pm (cyan) und 3pm (violett) grofen Phagosomen in Abhéngigkeit des Ab-
standes des Phagosomes zur Nukleusmembran. Der Abstand wurde dabei innerhalb eines aktiven,
30s Transportsegmentes gemittelt und in 2,5 pm breite Intervalle zusammengefasst. Innerhalb der
Standardabweichung (Fehlerbalken) zeigte sich keine Korrelation zwischen Abstand und instanta-
ner Geschwindigkeit respektive Persistenz. Ausgewertet wurden 1372 aktive Segmente von 1pm
Phagosomen, 1734 Segmente von 2 pm Phagosomen und 853 Segmente von 3 pm Phagosomen.

5.9, fiir Details zur Verweildauer der Phagosomen in der perinuklearen Region siehe 10.5.
Die Zeitdauer der Analyseintervalle ¢ = 30s spielte hingegen eine untergeordnete Rolle
und war ein Kompromiss aus ausreichend Aufnahmepunkten der Partikelpositionen in-
nerhalb des Intervalls und méglichst hoher Auflésung der Partikelbewegung. Ein ldngeres
Intervall ist nicht sinnvoll, da hochfrequente Richtungswechsel der Phagosomenbewegung
nicht mehr aufgelést werden kénnten. Ein kiirzeres Intervall konnte im Rahmen der hier
genutzten technischen Mdoglichkeiten nicht fiir alle Phagosomengrofsen realisiert werden.

7.14 Einfluss des Abstandes zwischen Phagosom und Nukleus auf
die Transporteigenschaften

Zur Analyse potenzieller Einflussnahme der Zellgeometrie und damit verbundener zellu-
larer Eigenschaften wie der Kortexspannung auf das Transportverhalten der Phagosomen
wurden charakteristische, grofenabhéngige Transporteigenschaften auf ihre Abhéngigkeit
von dem Abstand zwischen Phagosomenoberfliche und Nukleusmembran hin untersucht.
Die Abbildung 7.18 zeigt die Abhéngigkeit der instantanen Geschwindigkeit (7.184) und
der Persistenz des Transportes (7.18 B) vom mittleren Abstand zwischen Phagosom und
Nukleus. Der Abstand wurde dabei innerhalb einer aktiven 30s Transportphase gemittelt
und anschlieftend in 2,5 pm breite Intervalle zur {ibersichtlicheren Darstellung zusammen-
gefasst. Die Transporteigenschaften wurden dabei separat fiir die jeweiligen Phagosomen-
grofen (1 pm, 2 pm und 3 pm) betrachtet. Die instantane Geschwindigkeit der Phagosomen
mit 1 pm Durchmesser war dabei hoher als die der grofseren Phagosomen unabhéngig vom
Abstand. Die in Abbildung 7.18 A gezeigten Mittelwerte wichen dabei von den in Abbil-
dung 7.13C gezeigten Mittelwerten ab, da hier Einzelintervalle statt Gesamttrajektorien
analysiert wurden. Bei der Persistenz des Transportes zeigten 3 pm Phagosomen stets den
grofiten Wert und Phagosomen mit 1 pm Durchmesser die geringste Persistenz. Im Rah-
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Abbildung 7.19. Einfluss des Phagosom- 4
Nukleus-Abstandes auf die instanta-
ne Geschwindigkeit des Transportes.
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men der Standardabweichungen der dargestellten Werte lieft sich keine Korrelation zwi-
schen dem Phagosom-Nukleus-Abstand und der instantanen Geschwindigkeit respektive
der Persistenz der Bewegung feststellen. Auf die Darstellung negativer Absténde zwischen
Phagosom und Nukleus wurde aufgrund geringer Statistik dieser Werte verzichtet. Nega-
tive Abstdnde waren moglich, da die Trajektorien auf den ersten Kontaktpunkt zwischen
Phagosom und Nukleus als Nullpunkt normiert wurden, aber eine nachfolgende Bewegung
des Phagosomes entlang des Kerns sowie eine nicht kugelférmige Geometrie des Nukleus
nicht ausgeschlossen werden konnten.

Weiterhin wurden fiir eine detaillierte Analyse die mittleren Absténde in 5 pum breite In-
tervalle zusammengefasst und statt der Standardabweichung der Standardfehler des Mit-
telwertes dargestellt, siehe Abbildung 7.19. Die in Abhéngigkeit des Phagosom-Nukleus-
Abstandes betrachtete Transporteigenschaft von 1 pm, 2 pm und 3 pm grofen Phagosomen
ist erneut die instantane Geschwindigkeit. Hierbei zeigte sich ein Anstieg der instanta-
nen Geschwindigkeit mit zunehmendem Abstand zwischen Phagosom und Nukleus. Da-
bei war der Anstieg der Geschwindigkeiten von Phagosomen mit 1 pm Durchmesser von
(2,16 + 0,07) pm min~! bei einem Abstand zwischen 0 bis 5 pm auf (3,48 4 0,45) jm min—*
bei einem Abstand von mehr als 15pum am deutlichsten im Vergleich zu dem An-
stieg von (1,58 +0,04) pmmin—! (Abstand 0 bis 5pm) auf (2,57 4 0,17) pmmin~! (Ab-
stand mehr als 15pm) bei 2pum grofen Phagosomen und dem geringsten Anstieg von
(1,87 £ 0,07) pmmin—! (Abstand 0 bis 5pm) auf (2,47 + 0,22) pmmin~! (Abstand mehr
als 15 1m) bei 3 pm Phagosomen. Somit nahm die instantane Geschwindigkeit im Randbe-
reich der Zelle mit einem Phagosom-Nukleus-Abstand von mehr als 15 pm mit zunehmen-
der Phagosomengrofse ab. Kleine Phagosomen zeigten die héchste instantane Geschwindig-
keit, obwohl ihnen innerhalb der Zelle mehr Platz zur Verfligung steht als grofsen Phagoso-
men, d.h. ein geringerer Einfluss kortikaler Spannungen oder dhnlicher Zellgeometrieeffekte
auf kleine Phagosomen zu erwarten wére. (Weiterfithrende Diskussion siehe Kapitel 9.)
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KAPITEL 8

Zusammenspiel intrazellularer Filamente &
assoziierter Motorproteine wahrend des
phagosomalen Transportes

Dieses Kapitel beschreibt die Resultate der Untersuchung
und Analyse der molekularen Basis fiir die beobachte-
ten Transportphdnomene respektive die Zusammenhdnge
zwischen dem groflenabhdngigen, phagosomalen Trans-
port und diverser intrazelluldrer Filamente sowie den
damit assoziierten Motorproteinen. Diese sind laut ak-
tuellen Publikationen internationaler Gruppen fir den
intrazelluldren Phagosomentransport verantwortlich. Zu-
ndchst erfolgt eine nihere Betrachtung der Rolle von Mi-
krotubuli und dem assoziierten Motorprotein Dynein fiir
die beobachteten grofienabhdngigen Transportcharakteris-
tika sowie eine analoge Analyse beziiglich der Aktinfilamente und dem assoziierten Motor-
protein Myosin Va. Anschlieflend wird die Verteilung der obigen Filamente und Motoren
sowie des zusdtzlichen MT-basierten Motors Kinesin in den Zellen und an der Oberfliche
der Phagosomen quantifiziert. Abschlieflend folgt eine kritische Betrachtung des Einflus-
ses des Abstandes zwischen Phagosom und Nukleus auf die beobachteten Verteilungen der
Filamente und assoziierten Motoren.
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8.1

8. Zusammenspiel intrazelluldrer Filamente & assoziierter Motorproteine

Anteil von Mikrotubuli & auf Mikrotubuli-basierender Mo-
torproteine an dem grofienabhangigen, phagosomalen Trans-
port

Aufgrund diverser Publikationen in den letzten Jahrzehnten ist allgemein anerkannt, dass
der langreichweitige, intrazellulare Transport von Phagosomen und Organellen durch die
Motorproteine Kinesin, fiir zentrifugalen Transport, und Dynein, fiir zentripetalen Trans-
port, gewahrleistet wird und somit auf Mikrotubulifilament-basiertem Transport aufbaut.
Im Vergleich dazu basiert der kurzreichweitige Transport von Phagosomen auf Aktinfi-
lamenten und dem damit assoziierten Motorprotein Myosin [10, 37, 54, 55, 62, 74]. Es ist
somit zu erwarten, dass diese Filamente und die zugehorigen Motorproteine als molekulare
Basis fiir den Transport einen wesentlichen Einfluss auf die beobachteten, gréfsenabhén-
gigen Transporteigenschaften der Phagosome, besonders die steigende Transporteffizienz
mit zunehmendem Phagosomendurchmesser, haben.

Inhibierung der Mikrotubulipolymerisation

Abbildung 8.1. Zellverhalten und phagosomaler Transport unter Einfluss von 2 1M Nocoda-
zol. Die Abbildung zeigt eine Zeitserie von dem Verhalten von J774-Mausmakrophagen und dem
Transport von internalisierten 3 pm grofsen Phagosomen nach der Behandlung der Zellen mit Noco-
dazol. Aufgrund der reduzierten Mikrotubulipolymerisation durch Nocodazol zeigten die Zellen eine
samige, gallertartige Morphologie mit starken Variationen wéhrend der Messung. Des Weiteren kam
es zu sehr starker Migration der Zellen und starker intrazelluldrer Bewegung der Phagosomen. Eine
quantitative Analyse des Phagosomentransportes war nicht durchfiihrbar. Die Aufnahmen wurden
an dem HOT Aufbau erstellt.

In diesem Abschnitt liegt das Hauptaugenmerk auf dem langreichweitigen Transport der
Phagosomen und somit auf der Einbindung der Mikrotubuli und assoziierter Motorprote-
ine in den phagosomalen Transport. Mit Hilfe der Droge Nocodazol wurde zunéchst das
intrazellulare Mikrotubuligeriist stark reduziert [38,65,131]. Nach induzierter Phagozytose
von 3pm IgG-opsonisierten Partikeln an mit 2nM Nocodazol inkubierten Makrophagen
erfolgte eine Internalisierung der Partikel. Ein anschlieffender zentripetaler Transport der
Phagosome konnte héufig nicht beobachtet werden. Die Makrophagen mit fehlendem Mi-
krotubuliskelett zeigten eine sehr elastische, sdmige und gallertartige Morphologie. Die
Zellen bewegten sich auf der Zeitskala des zu erwartenden Phagosomentransportes iiber
mehrere Mikrometer, wobei der Nukleus innerhalb des Zytosols nahezu frei beweglich war,
wahrend sich die Morphologie der Zelle immer wieder stark verénderte. Auch die Phago-
somen zeigten eine hohe Beweglichkeit innerhalb des Zytosols, welche nicht zwingend mit
intrazellularem Transport korreliert zu sein schien. Die Abbildung 8.1 représentiert das
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Zellverhalten wahrend einer Messung. Aufgrund der starken Bewegung des Nukleus so-
wie der Fluktuationen der Zellmorphologie und der Zelllokalisation war eine quantitative
Analyse des phagosomalen Transportverhaltens in Zellen ohne Mikrotubuliskelett nicht
moglich. Auf einen quantitativen Nachweis der Internalisierung der Partikel durch die be-
handelten Zellen wurde ebenfalls verzichtet, wobei bereits bekannt ist, dass Nocodazol die
Aufnahme von Fremdobjekten in Makrophagen reduziert [131].

Inhibierung von Dynein Motorproteinen

Probleme bei Experimenten mit adhéarenten J774-Mausmakrophagen und Nutzung von
Nocodazol berichtete auch Blocker et. al [38]. Im Gegensatz zu ihrer Alternative, dem
Ausweichen auf eine andere Zelllinie, wurde in dieser Arbeit statt der Zerstérung der Mi-
krotubuli (MT) die Inhibierung des assoziierten Motorproteins Dynein vorgezogen, um eine
bessere Vergleichbarkeit mit den bisherigen Ergebnissen zu gewéahrleisten. Die Inhibierung
des Motorproteins Kinesin spielt aufgrund seiner Transportrichtung von der perinuklearen
Region hin zur Zellperipherie eine untergeordnete Rolle fiir den phagosomalen Transport
in Richtung Nukleus und wurde hier vernachléssigt.

Zur Untersuchung der molekularen Basis fiir den langreichweitigen, zentripetalen Trans-
port, realisiert durch Dynein, wurden die Zellen mit 50 pM Ciliobrevin A behandelt und
die Experimente zur induzierten Phagozytose identisch den unbehandelten Zellen durch-
gefiihrt, wie in Kapitel 5.6 beschrieben. Ciliobrevin A reduziert die ATPase-Aktivitdt von
Dynein und verhindert somit die Vorwartsbewegung des Motors mittels power stroke [113].
Die Beschreibung und Charakterisierung des phagosomalen Transportes erfolgte analog der
qualitativen und quantitativen Transportanalyse in unbehandelten Zellen. Es konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Inhibierung von Dynein den phagosomalen
Transport sehr stark in Abhéngigkeit von der Phagosomengrofie beeinflusst, wie anhand
der folgenden Kriterien dargelegt ist.

Generelle Aspekte des Transportverhaltens. Die Abbildung 8.2 zeigt reprisentative
Trajektorien des phagosomalen Transportes in Ciliobrevin A behandelten Zellen. Dabei ist
erkennbar, dass der Einfluss der Droge mit zunehmendem Phagosomendurchmesser steigt.
Das Transportverhalten 1 um grofser Phagosomen ist weiterhin gekennzeichnet durch héiu-
fige Fluktuationen der Transportrichtung und starkem zentrifugalen Transport nach Er-
reichen der perinuklearen Region und ist somit nahezu unveréndert gegeniiber unbehan-
delten Zellen. Der Transport von 2pm grofen Phagosomen weist in Zellen ohne aktive
Dynein Motoren ebenfalls einen starken zentrifugalen Transport und somit das Fehlen ei-
nes wohldefinierten Endpunktes der Transportbewegung auf. Der Transport von grofen
Phagosomen mit einem Durchmesser von 3 pm kommt in Ciliobrevin A behandelten Zellen
meist zum Erliegen und die Phagosomen verweilen in der Zellperipherie.

Starker zentrifugaler Transport. Zur Quantifizierung des Transportverhaltens von Pha-
gosomen in Ciliobrevin A behandelten Zellen dienten die gleichen Klassifizierungen wie in
unbehandelten Zellen. Die Abbildung 8.3 zeigt die Transportcharakteristika in Zellen ohne
Dynein Motoren und ist analog der Abbildung 7.13 fiir unbehandelte Zellen.

Die Grafik 8.3A4 zeigt dabei den Prozentsatz der Phagosomen, welche nach erfolgreicher
Internalisierung und phagosomalem Transport die Nukleusaufsenseite kontaktierten. Fiir
kleine und intermedidre Phagosomen ist dieser Prozentsatz in Ciliobrevin A behandelten
Zellen nahezu identisch dem Prozentsatz in unbehandelten Zellen, mit 3% Abweichung
fiir 1 pm grofe und 0 % Abweichung fiir 2 pm grofe Phagosomen. Bei grofen Phagosomen
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Abbildung 8.2. Beispiele fiir phagosomale Transporttrajektorien fiir diverse Phagosomen-
durchmesser in Ciliobrevin A behandelten Makrophagen. Die Abbildung zeigt repriasen-
tative Trajektorien des Transportes von Phagosomen mit einem Durchmesser von 1pm (A), 2 pm
(B) und 3pum (C) in Ciliobrevin A behandelten Zellen. Ciliobrevin A unterbindet die intrazelluld-
re Aktivitdt von Dynein Motoren. Dargestellt sind in den Grafiken jeweils der kiirzeste Abstand
zwischen Partikeloberfliche und der Nukleusmembran als Funktion der Zeitdauer der Phagoso-
menbewegung, weitere Details siehe Beschreibung der Grafik 7.11, welche analoge Daten fiir den
Transport in unbehandelten Zellen reprasentiert. Wahrend kleine Phagosomen (A) kaum Verénde-
rungen des Transportverhaltens zeigen, fehlt ein wohldefinierter Endpunkt des Transportes bei der
Bewegung mittlerer Phagosomen (B). Es kommt zu starkem zentrifugalen Transport. Bei grofen
Phagosomen entféllt ein effektiver Transport von der Zellperipherie zur perinuklearen Region, der
Nukleus wird meist nicht erreicht.

mit 3 pm Durchmesser erreichten hingegen nur 40 % den Nukleus im Vergleich zu 91 %
aller Phagosomen in unbehandelten Zellen.

Der Prozentsatz an starkem zentrifugalen Transport peentrifugal bezieht sich auf alle Pha-
gosomen, welche die perinukleare Region erreichten und gibt an, wie viele von diesen
Phagosomen die perinukleare Region durch aktiven Transport in Richtung Zellperipherie
wieder verlieften. Siehe hierzu Abbildung 8.3B und Kapitel 5.9. Bei dem Transport von
kleinen und grofien Phagosomen ist dieser Prozentsatz mit peentrifugal = 93 % fiir kleine und
Peentrifugal = 17 % fiir grofse Phagosomen nur dezent erhéht gegentiber dem Prozentsatz in
unbehandelten Zellen, mit peentifugal = 82 % bei 1 pm und peentrifugal = 6 % bei 3 pm Phago-
somen. Dabei ist allerdings zu beachten, dass generell nur 40 % der 3 pym Phagosomen die
perinukleare Region erreichten. Der Transport von intermedidren Phagosomen hingegen
war in Zellen ohne Dynein Motoren deutlich héher von starkem zentrifugalen Transport ge-
prégt, mit Peentritugal = 83 % im Vergleich zu unbehandelten Zellen, mit peentrifugal = 17 %.

Verteilung von Transportphasen wahrend der Phagosomenreifung. Auch bei der Quan-
tifizierung der Transportphasen analog zu dem Verhalten der Phagosomen in unbehandel-
ten Zellen, vergleiche Abbildung 7.13B, wird deutlich, dass die Zugabe von Ciliobrevin A
neben einer generellen Reduktion der Transporteffizienz einen phagosomengrofsenspezifi-
schen Einfluss zeigte. Die Grafik 8.3C visualisiert die Verteilung der relevanten Transport-
phasen, Transport in Richtung perinuklearer Region pyyc, Transport in Richtung Zellperi-
pherie pper und passive Transportphasen ppass, in Zellen mit stark verminderter Aktivitét
von Dynein Motoren.

Im Allgemeinen ist der Anteil an Transportphasen in Richtung Nukleus gesunken, wihrend
der Prozentsatz an passiven Phasen anstieg, was in Ubereinstimmung mit den Erwartungen
liegt, nach denen Dynein ein notwendiger Transporter fiir langreichweitige Phagosomen-
bewegung ist [10]. Das Resultat war eine Abnahme der Transporteffizienz.
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Eine genauere Analyse zeigte, dass die Reduktion der aktiven Phasen zentripetalen Trans-
portes in Ciliobrevin A behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen mit
(57 £5) % fiir groke Partikel am stérksten ausgepréigt war. Fiir kleine Phagosomen sank
der Anteil dieser Transportphasen nur um (25 +4) % und fiir 2pm grofe Phagosomen
um (9 £5) %. Der Anteil an passiven Phasen bei dem Transport von 3 um Phagosomen
stieg hingegen um (56 + 5) % an, im Vergleich zu einem Anstieg von (21 £ 7) % bei kleinen
und von (7 £+ 5) % bei intermediéren Phagosomen. Die Kombination aus starker Redukti-
on aktiver zentripetaler Transportphasen und Erhchung passiver Phasen zeigte, dass die
Verminderung der Transporteffizienz fiir die 3 ym Phagosomen am deutlichsten ausfiel,
was im Einklang mit der Beobachtung des fehlenden Transportes der groffen Phagosomen
zur perinuklearen Region in 40 % der Félle, siehe vorheriger Abschnitt, war.

Fiir den phagosomalen Transport in Richtung der Zellperipherie scheinen Dynein Motoren
(entsprechend den Erwartungen geméf der Laufrichtung der Motoren [10]) eine unterge-
ordnete Rolle zu spielen. Die Anteile dieser Transportphasen zeigten kaum Verdnderun-
gen. Der Anstieg zentrifugaler Transportphasen betrug fiir 1 pm Phagosomen (5 + 4) %, fiir
2 pm Phagosomen (2 £ 4) % und fiir 3 pm Phagosomen (1 & 1) %. Dies bedeutet, dass auch
in Zellen mit fehlender Dynein-Aktivitdt kleine Phagosomen die haufigsten Fluktuationen
beziiglich der phagosomalen Transportrichtung aufweisen, wohingegen 2 pm grofse Phago-
somen trotz eines deutlich hoheren Anteils an starkem zentrifugalen Transport von 83 %,
siehe vorheriger Abschnitt, keine Erhohung der Fluktuationen zeigten. Die intermedidren
Phagosomen verhalten sich wahrend des Transportes bis zum Erreichen der perinuklea-
ren Region vergleichbar mit Phagosomen identischer Gréfe in unbehandelten Zellen und
lassen Artefakte aufgrund fehlender Dynein Motoren erst nach Erreichen des Nukleus in
Form von Riicktransport zur Zellperipherie erkennen.

Geschwindigkeiten des phagosomalen Transportes auf kurzen & langen Zeitskalen.
Die Charakterisierung der phagosomalen Transportgeschwindigkeiten in Ciliobrevin A be-
handelten Zellen erfolgte analog zu den unbehandelten Zellen, wobei die instantane Ge-
schwindigkeit vi,st (Abb. 8.3D) das Transportverhalten auf kurzen Zeitskalen und die
effektive Geschwindigkeit veg (Abb. 8.3E) das Transportverhalten auf lingeren Zeitskalen
beschreibt.

Auf kurzen Zeitskalen &nderte sich die instantane Geschwindigkeit von kleinen und in-
termediiiren Phagosomen trotz fehlender Dynein Motoren kaum ((—0,1 #+ 0,1) pm min—!
bei 1pm Phagosomen) bis gar nicht (2 pm Phagosome) im Vergleich zu den Transport-
geschwindigkeiten in unbehandelten Zellen. Trotz reduziertem Anteil an aktiven Trans-
portphasen in Ciliobrevin A behandelten Zellen, vergleiche letzter Abschnitt, war die Ge-
schwindigkeit des aktiven Transportes selbst innerhalb der Transportphasen unveréndert.
Fiir grofse Phagosomen hingegen bewirkte ein Fehlen der Dynein Motoren eine Redukti-
on der instantanen Geschwindigkeit um (52 + 4) %, was bedeutet, dass auch auf kurzen
Zeitskalen der phagosomale Transport von 3 pm Phagosomen um mehr als die Hélfe ver-
langsamt war gegeniiber dem Transport in unbehandelten Zellen.

Auf langen Zeitskalen in der Gréfenordnung der experimentellen Beobachtungsdauer des
Phagosomentransportes war die Transportgeschwindigkeit deutlich reduziert, unabhéngig
vom Durchmesser der Phagosomen. Fiir kleine und intermedidre Phagosomen betrug die
effektive Geschwindigkeit lediglich veg = (0,09 & 0,02) pmmin~! (Mittelwert 4+ s.e.m.)
und veg = (0,10 £ 0,03) pmmin~! aufgrund des erhdhten Anteils an starkem zentrifuga-
len Transport sowie der starken Fluktuationen bei der Bewegung kleiner Phagosomen.
Die effektive Geschwindigkeit von Phagosomen mit einem Durchmesser von 3 pm war in
Zellen ohne Dynein-Aktivitiat ebenfalls um (74 £+ 9) % reduziert, allerdings ist hierbei zu
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beachten, dass die Geschwindigkeiten nur im Falle eines aktiven Phagosomentransportes
berechnet wurden und somit ein Grofteil der Bewegung grofser Phagosomen in den Cilio-
brevin A behandelten Zellen keine Beachtung fand, was die Aussagekraft der effektiven
Geschwindigkeit grofser Phagosomen mindert.

Anmerkung: Die hier angegebenen Werte der instantanen und effektiven Geschwindigkei-
ten entsprechen nicht den Werten von Keller u.a. [132], da eine andere Zeitspanne des
phagosomalen Transportes zugrunde lag. Weitere Erlduterungen hierzu siehe Abschnitt
8.3.

Persistenz der Phagosomenbewegung. Fiir die Quantifizierung der Fluktuationen wur-
de auch in Ciliobrevin A behandelten Zellen die Persistenz des Phagosomentransportes p
bestimmt, analog zu den unbehandelten Zellen, vergleiche Abbildung 7.13. Die Persistenz
war in Zellen ohne Dynein-Aktivitdt nahezu identisch zu der Persistenz in unbehandelten
Zellen mit p = (72 £4) % (Mittelwert + s.e.m.) fiir 2pum grofe Phagosomen, Abbildung
8.3F, und p = (80 £ 7) % fiir 3 pm grofke Phagosomen, Abbildung 8.3G. Lediglich die Per-
sistenz der kleinen Phagosomen, Abbildung 8.3H, war leicht erhoht mit p = (69 + 3) %,
aber dennoch kleiner als die der grofseren Phagosomen. Die Persistenz der Bewegung nahm
somit auch in Zellen ohne Dynein Motoren mit steigendem Phagosomendurchmesser zu,
wobei auch hier die reduzierte Transporteffizienz der 3 um Phagosomen zu beriicksichtigen
ist. Die grofseren Fehler der Mittelwerte lassen sich erklaren durch eine reduzierte Statistik
beziiglich der Trajektorien in Ciliobrevin A behandelten Zellen.

Abbildung 8.3. Groéfienabhiingige Charakteristika des phagosomalen Transportes in Cilio-
brevin A behandelten Zellen. Die Abbildung zeigt die Verénderungen der charakteristischen
Transporteigenschaften entsprechend des Phagosomendurchmessers in mit 50 pM Ciliobrevin A be-
handelten Zellen. Die Droge Ciliobrevin A vermindert dabei die ATPase-Aktivitdt des Motorpro-
teins Dynein und inhibiert somit langreichweitigen, Mikrotubuli-basierten Transport in Richtung
perinuklearer Region durch Dynein. Es wurde ein verstarkter Einfluss von Ciliobrevin A auf den
Transport grofer Phagosomen beobachtet. Die dargestellten Transporteigenschaften sind analog zu
denen unbehandelter Zellen, dargestellt in Abbildung 7.12 & 7.13. Grafik (A) zeigt den Prozentsatz
der Phagosomen, welche wihrend ihres Transportes den Nukleus erreichten in unbehandelten (Kon-
trolle) und Ciliobrevin A behandelten Zellen in Abhéngigkeit der Phagosomengrofie. Fiir grofe
Phagosomen wird der Nukleus ohne Dynein in weniger als 50 % erreicht. Grafik (B) zeigt den
Prozentsatz der Phagosomen, die nach Erreichen der perinuklearen Region diese wieder verlassen,
definiert als Prozentsatz starken zentrifugalen Transportes peentrifugal. Dieser ist in Ciliobrevin A
behandelten Zellen fiir 2 pm Phagosomen mit 83 % deutlich erhoht. Grafik (C) zeigt die relativen
Anteile an aktiven zentripetalen pn,. und aktiven zentrifugalen pper Transportphasen sowie pas-
siven Phasen ppass an der Bewegung der Phagosomen. Der Anteil an aktiven Transportphasen in
Richtung Nukleus hat dabei im Allgemeinen abgenommen, wiahrend der Anteil an passiven Phasen
zunahm, mit einem stérkeren Effekt fiir grofe Phagosomen. Grafik (D) zeigt die mittleren instanta-
nen Geschwindigkeiten vinst, welche fiir kleine und intermedidre Phagosomen in Zellen ohne Dynein
nahezu unveradndert sind im Vergleich mit unbehandelten Zellen. Fiir grofe Phagosomen ist sie
um mehr als 50 % reduziert. Grafik (E) visualisiert die mittleren effektiven Geschwindigkeiten des
Transportes ves, welche unabhéngig vom Phagosomendurchmesser stark reduziert sind gegeniiber
unbehandelten Zellen. Die Grafiken (F-H) zeigen die Verteilungen der Persistenz des Transpor-
tes p von 1pum, 2pm und 3 pm grofen Phagosomen, welche nur geringe Verdnderungen gegeniiber
natiirlichen Zellen aufweisen, wobei die mittlere Persistenz weiterhin mit steigendem Phagosomen-
durchmesser zunimmt. Grafik (I) stellt den Prozentsatz an ausgedehnten Pausenphasen pext-pauses
entsprechend der Phagosomengrofie dar. Dieser ist fiir alle Grofen durch die Dynein-Inhibierung
erhoht, mit dem drastischsten Anstieg fiir 3 um grofie Phagosomen auf (87 + 5) %. Die dargestellten
Fehler sind die Standardfehler der Mittelwerte. Analysiert wurden 15, 14 und 15 Trajektorien fiir
Phagosomen mit einem Durchmesser von 1pm, 2 pum und 3 pm.
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Ausgedehnte stationdre Phasen wdhrend des phagosomalen Transportes. Abschlie-
flend wurden analog zu den unbehandelten Zellen ausgedehnte passive Phasen wahrend
des Phagosomentransportes ohne Unterbrechung durch aktive Phasen in Zellen ohne
Dynein untersucht, vergleiche Abbildung 8.31. Die Definition ausgedehnter Pausenpha-
SeN Pext-pauses Pezieht sich auch hier nur auf die erste Phase des Transportes vom Ort
der Internalisierung bis zum erstmaligen Erreichen der perinuklearen Region. Im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen waren die Anteile an extensiven Pausenphasen unabhén-
gig der Phagosomengrofe in Ciliobrevin A behandelten Zellen auf iiber 60 % gestiegen
(Pext-pauses = (61 £6) % fir 1 pm Phagosomen, pext-pauses = (60 £ 7) % fiir 2 pm Phago-
somen und Pext-pauses = (87 £ 5) % fiir 3 pm Phagosomen, Mittelwert + s.e.m.). Dies ent-
spricht den Beobachtungen der vorherigen Abschnitte von einer reduzierten Transportef-
fizienz und erhohten Anteilen passiver Transportphasen im Allgemeinen in Ciliobrevin A
behandelten Zellen.

Der Anstieg der ausgedehnten Pausenphasen war dabei mit (65 £ 6) % fiir 3pm grofe
Phagosomen deutlich ausgeprégter als bei den anderen Phagosomendurchmessern. Somit
zeigte auch diese Transportcharakteristik einen stérkeren Einfluss des Dynein-Inhibitors
Ciliobrevin A auf den Transport grofser Phagosome mit einem Durchmesser von 3 pm im
Vergleich zu dem Transport von intermedi&ren und kleinen Phagosomen.

Anteil von Aktinfilamenten & auf Aktinfilamenten basieren-
der Motorproteine an dem grofsenabhingigen phagosomalen
Transport

Im Vergleich zu den Mikrotubuli ist der kurzreichweitige intrazellulére Transport eng ver-
kniipft mit Aktinfilamenten (AF) und deren assoziierten Motorproteinen, den Myosinen,
allen voran dem Motor Myosin Va [65]. Uber die Funktion von AF als Basis fiir Mo-
torenaktivitdt hinaus sind weitere potenzielle Einflussmdéglichkeiten von Aktin als mole-
kulare Basis auf den Transport von intrazelluldren Organellen existent. Zum einen eine
Organellenbewegung aufgrund auftretender Polymerisationskréfte der Aktinfilamente und
zum anderen eine Kopplung der zu transportierenden Objekte an den retrograden Aktin-
fluss |54, 55,117, 133]. Daher wurde zunéchst generell der Einfluss der AF auf die gro-
flenabhéngigen Transporteigenschaften untersucht, bevor eine detaillierte Betrachtung des
Myosin Va Motorproteins erfolgte.

Inhibierung der Polymerisation von Aktinfilamenten

Zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen intrazelluldren Aktinfilamenten und
dem grofenabhingigen Transport erfolgte eine Behandlung der Makrophagen mit der
Droge Cytochalasin D, einem Pilzmetaboliten, welcher die Polymerisation der Aktinfi-
lamente durch das Anlagern an die Filamentenden unterbindet [110]. Die Messungen des
Phagosomentransportes in Zellen mit verminderten AF erfolgten an einer Magnetischen
Pinzette [128] und wurde von Konrad Berghoff durchgefiihrt.

Durch die Wirkung von Cytochalasin D und die damit verbundenen Verkiirzungen der
AF kam es zu Verdnderungen der Zellmorphologie und Einschrankungen des intrazellulé-
ren Transportes. Abbildung 8.4 zeigt diese Morphologiedinderungen in Abhéngigkeit der
Konzentration der Droge. Fiir hohe Konzentrationen war der Aktinkortex unterhalb der
Zellmembran nahezu vollstéandig zerstort, was eine enorme Einschrankung der Zellperi-
pherie zur Folge hatte (8.4D), welche eine Messung des phagosomalen Transportes nicht
zulief. Zu geringe Cytochalasin D Konzentrationen (8.4B) schienen die Zellen nur gering-
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Abbildung 8.4. Zellmorphologie unter dem Einfluss von diversen Cytochalasin D Konzen-
trationen. Die Abbildung zeigt die Morphologie der Makrophagen unter dem Einfluss diverser
Cytochalasin D Konzentrationen. Die Droge verhindert eine Polymerisation der AF und somit den
Aufbau eines Aktinkortexes, was fiir hohe Konzentrationen deutlich sichtbar wird. Die verwendeten
Konzentrationen sind 1 pM (B), 2pM (C), 5puM (D) sowie Zellen ohne die Zugabe von Cytocha-
lasin D (A). Die dargestellten DIC-Aufnahmen wurden von Konrad Berghoff an dem Aufbau der
Magnetischen Pinzette erstellt.

fiigig zu beeinflussen. Es wurde sich daher fiir die hier vorgestellten Untersuchungen fiir
eine mittlere Konzentration Cytochalasin D von 2 pM entschieden (8.4C).

Die Nutzung einer Magnetischen Pinzette zur Untersuchung des phagosomalen Transpor-
tes war notwendig, weil die Zugabe von Cytochalasin D erst nach erfolgter Phagozytose der
Zielpartikel erfolgen konnte, da ein intaktes Aktinskelett der Zellen eine essenzielle Vor-
aussetzung fiir die phagosomale Aufnahme darstellt [134]. Aufgrund des effizienten und
persistenten Transportes grofer Phagosomen von der Peripherie zur perinuklearen Region
war der Transport dieser Organellen nach der notwendigen Einwirkdauer der Droge héu-
fig bereits abgeschlossen und die Mehrheit der grofsen Partikel befand sich in der Néhe
des Zellkerns. Um dennoch die Messung und Analyse des phagosomalen Transportes nach
gewiinschter Einwirkung von Cytochalasin D zu ermdéglichen, wurden die Partikel mittels
Magnetischer Pinzette zuriick in die periphere Region der Zellen gezogen. Nach dem Ab-
schalten der Pinzette wurde der phagosomale Transport, wie in Kapitel 5.8 beschrieben,
nachverfolgt. Abbildung 8.5 zeigt die Riickfiihrung eines Phagosomes von der perinuklearen
Region in die Zellperipherie schematisch (8.54) und in einer Hellfeld-Mikroskopieaufnahme
reeller Zellen (8.5C&D) sowie den anschlieflenden Transport des Phagosomes (8.5F). Ge-
nutzt wurden fiir die Messung phagosomalen Transportes in Cytochalasin D behandelten
Zellen superparamagnetische, mit IgG beschichtete Partikel mit einem Durchmesser von
1pm und 2,8 um. Weitere Details zu Aufbau und Durchfithrung der Experimente sind
in [132] ausfiihrlich beschrieben.

Die Analyse der Messungen des Transportes in Cytochalasin D behandelten Zellen im
Vergleich zum Transport identischer Partikel (superparamagnetisch, Durchmesser 1 pm &
2,8 pm) in unbehandelten Zellen nach den Standardkriterien des phagosomalen Transpor-
tes, wie beschrieben in Kapitel 5.9, zeigte im Allgemeinen einen stirkeren Einfluss der
Droge auf den Transport der kleineren Partikel als auf die Bewegung der 2,8 pm grofsen
Phagosomen. Generell kam es dabei zu einer Verminderung der Transportgeschwindigkeit
in Kombination mit einer Erhohung der passiven Phasen wahrend des Transportes, siehe
Abbildung 8.6. Die instantane Geschwindigkeit vt des Transportes von 1pum Phagoso-
men verminderte sich in Cytochalasin D behandelten Zellen um (51 £+ 9) % (Mittelwert +
s.e.m.) gegeniiber der instantanen Geschwindigkeit in unbehandelten Zellen (Abb. 8.6A4).
Die Geschwindigkeit des Phagosomentransportes auf kurzen Zeitskalen reduzierte sich hin-
gegen fiir 2,8 um grofse Phagosomen kaum, lediglich um (19 + 16) %. Der Anteil an passiven
Phasen ppass wihrend des Transportes in Zellen mit unzureichend polymerisierten AF er-
héhte sich fiir 1 pm grofse Phagosomen sowie fiir Phagosomen mit 2,8 pm Durchmesser um
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Abbildung 8.5. Analyse des Phagosomentransportes mit Hilfe einer Magnetischen Pinzette.
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Die Abbildung zeigt die Initiierung und Messung des phagosomalen Transportes in unbehandel-
ten und Cytochalasin D behandelten Zellen mittels einer Magnetischen Pinzette (MP). Grafik (A)
zeigt eine schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus. Nach erfolgreicher Phagozytose
superparamagnetischer Partikel wurden die Zellen je nach Messung mit Cytochalasin D behan-
delt. Anschliefiend wurde durch Anschalten der magnetischen Pinzettenspitze, welche nahe der
Zellmembran der Makrophagen platziert wurde, das Phagosom in die Zellperipherie gezogen. Nach
Abschalten erfolgt der Transport des Phagosomes in Richtung perinuklearer Region. Die urspriing-
liche Phagosomenposition ist durch einen gestrichelten violetten Kreis gekennzeichnet, die neue
bzw. aktuelle Position durch einen violetten durchgezogenen Kreis. Grafiken (B)-(E) zeigen eine
zugehorige, exemplarische Zeitserie des experimentellen Ablaufs. (B) zeigt eine DIC-Aufnahme von
J774-Zellen inklusive internalisierter 2,8 pm grofier, [gG-opsonisierter, magnetischer Partikel. Grafik
(C) visualisiert eine Hellfeldaufnahme der gleichen Zelle zum Zeitpunkt 0s, an dem die MP ange-
schaltet wurde und eine Auslenkung des Phagosomes aus seiner Ausgangsposition in Richtung der
MP Spitze folgte. Die finale Auslenkung des Phagosomes ist in Grafik (D) gezeigt. Nach Abschalten
der MP erfolgte der zentripetale Phagosomentransport, welcher aufgezeichnet und analysiert wurde,
exemplarisch gezeigt in Grafik (E). Die Aufnahmen (B-E) wurden von Konrad Berghoff erstellt.
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Abbildung 8.6. Einfluss von Cytochalasin D auf den grofienabhingigen, phagosomalen Trans-
port. Die Abbildung zeigt den Einfluss von 2nM der Aktinpolymerisation-inhibierenden Droge
Cytochalasin D (cytoD) auf die normalisierte, instantane Geschwindigkeit (A) und den Anteil an
passiven Phasen (B) des Phagosomentransportes im Vergleich zu diesen Transporteigenschaften
in unbehandelten Zellen (Kontrolle). Fiir kleine, 1 pm grofie Phagosomen war die Geschwindigkeit
auf (49 +£9) % reduziert gegeniiber unbehandelten Zellen. Fiir grofe Partikel mit 2,8 pm Durch-
messer war die Geschwindigkeit in Cytochalasin D behandelten Zellen hingegen noch immer bei
(81 £ 16) %. Der Anteil an passiven Phasen wéhrend des Transportes stieg durch die Behandlung
der Zellen mit Cytochalasin D im Vergleich zu unbehandelten Zellen an, fiir 1 pm grofen Phagoso-
men von (16 &+ 5) % auf (26 & 6) % und fiir 2,8 pm grofe Phagosomen von (21 & 4) % auf (35 £+ 5) %.
Die Messung und Analyse der Daten wurde durchgefiihrt von Konrad Berghoff. Analysiert wurden
16 & 22 Trajektorien fiir grofte und kleine Phagosomen in Cytochalasin D behandelten Zellen und
16 & 21 Trajektorien in unbehandelten Zellen. Die Fehlerbalken visualisieren den Standardfehler
des Mittelwertes.

einen Faktor von 1,7 im Vergleich zu deren Anteil in unbehandelten Zellen (Abb. 8.6B).
Fiir alle Phagosomentrajektorien in behandelten sowie unbehandelten Zellen erfolgte die
Analyse der instantanen Geschwindigkeit sowie dem Anteil der passiven Phasen hier nur
fiir den Transport der Phagosomen von der Zellperipherie bis zum erstmaligen Erreichen
der perinuklearen Region.

Inhibierung von Myosin V Motorproteinen

Neben einem grundlegenden Zusammenhang zwischen AF und dem grofsenabhéngigen,
phagosomalen Transport aufgrund diverser Mechanismen wird auch eine starke Korrelati-
on zwischen AF-assoziierten Motorproteinen, insbesondere von Myosin V und kurzreich-
weitigem Organellentransport, vor allem in der AF-reichen Zellperipherie erwartet [10,65].
Zur Untersuchung der Frage, ob diese Korrelation zwischen Myosin und kurzreichweitigem
Transport von der Grofte des Phagosomes beeinflusst wird und somit eine potenzielle Erkla-
rung grofenabhéngigen Transportverhaltens auf molekularer Basis liefern kann, wurden
die Makrophagen mit der Droge MyoVin-1 behandelt und die Messungen und Analy-
se der phagosomalen Trajektorien erneut durchgefiihrt, wie in Kapitel 5.6 beschrieben.
MyoVin-1 inhibiert die Myosin V Aktivitdt durch Inaktivierung der Motoren in ihrem
AF-gebundenen Zustand, da es die Hydrolyse von ADP aus dem Actomyosinkomplex un-
terbindet [109]. Die Quantifizierung der analysierten Transporteigenschaften erfolgte ana-
log zu den unbehandelten Zellen und den Zellen mit inaktiven Dynein Motoren (detailliert
beschrieben in Kapitel 5.9).
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Abbildung 8.7. Beispiele fiir phagosomale Transporttrajektorien fiir diverse Phagosomen-
durchmesser in MyoVin-1 behandelten Makrophagen. Die Abbildung zeigt reprasentative
Trajektorien des Transportes von Phagosomen mit einem Durchmesser von 1pm (A), 2pm (B)
und 3pm (C) in MyoVin-1 behandelten Zellen. MyoVin-1 fixiert Myosin V Motoren in ihrem AF-
gebundenen Zustand und unterbindet somit deren intrazellulare Aktivitat. Dargestellt sind in den
Grafiken jeweils der kiirzeste Abstand zwischen Partikeloberflaiche und der Nukleusmembran als
Funktion der Zeitdauer der Phagosomenbewegung, weitere Details siehe Beschreibung der Grafik
7.11, welche analoge Daten fiir den Transport in unbehandelten Zellen représentiert. Der Transport
aller Partikelgrofsen war gekennzeichnet durch eine verminderte Transporteffizienz basierend auf
einem hohen Anteil an passiven Phasen und ausgedehnten Pausen. Fiir 1 pm Phagosomen kam der
starke zentrifugale Transport zum Erliegen und der Phagosomentransport endete in der perinuklea-
ren Region.

Generelle Aspekte des Transportverhaltens. Die Abbildung 8.7 zeigt exemplarische Tra-
jektorien phagosomalen Transportes entsprechend der untersuchten Phagosomengrofse in
MyoVin-1 behandelten Zellen. Infolge einer Inaktivierung der Myosin V Motoren kam
es in den Zellen zu einer generellen Verlangsamung und haufigen Unterbrechungen des
Transportes aufgrund der Zunahme an passiven Phasen und ausgedehnter Pausen, was
zu einer Abnahme der Transporteffizienz fiihrte. Der in unbehandelten Zellen fiir kleine
Phagosomen beobachtete starke zentrifugale Transport der Phagosomen nach Erreichen
der perinuklearen Region kam zum Erliegen und alle Phagosomengréfien zeigten weitest-
gehend einen wohldefinierten Endpunkt des Phagosomentransportes in Ndhe des Nukleus.
Des Weiteren nahm die Aufnahmebereitschaft der Zellen mittels Phagozytose aufgrund
der fehlenden aktiven Myosin Motoren ab. Nicht oder nur teilweise aufgenommene Parti-
kel wurden nicht fiir die Auswertung verwendet.

Starker zentrifugaler Transport. Die Abbildung 8.8 zeigt die Quantifizierung des be-
schriebenen Transportverhaltens in MyoVin-1 behandelten Zellen und ist analog der Ab-
bildung 7.13 fiir die Transportcharakteristika in unbehandelten Zellen mit identischen
Kriterien zur Beschreibung des Transportes.

Nach erfolgreicher Internalisierung der Zielobjekte erreichten unabhéngig ihrer Gréfse mehr
als Dreiviertel aller Phagosomen die perinukleare Region trotz Inaktivitat der Myosin V
Motoren (Abbildung 8.84). Im Detail war der Prozentsatz an Phagosomen, welche den
Nukleus erreichten, leicht reduziert gegeniiber unbehandelten Zellen, um 1% bei 1pm
groken Phagosomen, um 10 % bei 2 um groffen Phagosomen und um 3 % bei 3 pm grofsen
Phagosomen.

Wurde die perinukleare Region erreicht, verliefen mindestens 80 % der Phagosomen diese
nicht mehr. Somit wies die Bewegung der Phagosomen aller Grofsen einen wohldefinierten
Transportendpunkt in der Nahe des Nukleus in Zellen ohne aktive Myosin V Motoren auf.
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Der starke zentrifugale Transport fiir intermedidre und grofe Partikel blieb vergleichbar
mit dem starken zentrifugalen Transport in unbehandelten Zellen, mit einer dezenten Re-
duktion auf peentrifugal = 11 % fiir 2 pm Phagosomen und peentrifugal = 0 % fiir 3 pm Phago-
somen. Bei kleinen Phagosomen wurde der starke zentrifugale Transport durch MyoVin-1
um 62 % verringert (8.8B).

Verteilung der Transportphasen wdhrend der Phagosomenreifung. Durch die Inakti-
vierung der Myosin V Motoren konnte ein genereller Anstieg der passiven Phasen fiir alle
Phagosomendurchmesser beobachtet werden, kombiniert mit einer Reduktion der aktiven
Phasen in zentripetaler Richtung (Abbildung 8.8 C'). Die Unterbrechungen des Transportes
aufgrund passiver Phasen ppass stiegen fiir kleine Phagosomen um (26 £ 6) %, fiir inter-
medidre Phagosomen um (15 £ 4) % und fiir grofe Phagosomen um (37 £+ 5) % gegeniiber
den Anteilen passiver Phasen in unbehandelten Zellen. Die Anteile des aktiven zentrifuga-
len Transportes pper verénderten sich lediglich maximal um +3 % und zeigten somit eine
vernachléssigbare Korrelation mit der Inhibierung der Myosin V Motoren. Im Vergleich zu
unbehandelten Zellen zeigten auch in MyoVin 1 behandelten Zellen 1 pym Phagosomen die
héufigsten Fluktuationen mit einem Anteil zentrifugalen Transportes von pper = (11 £ 2) %
(Mittelwert + s.e.m.). Die Phasen aktiven Transportes in Richtung der perinuklearen Re-
gion ppyec wurde hingegen aufgrund des inaktiven Myosin V deutlich reduziert, auf weniger
als 40 % unabhéngig vom Phagosomendurchmesser. Analog zu der Erhéhung der passiven
Phasen war auch hier der Einfluss von MyoVin-1 auf Phagosomen mit 2 pm Durchmesser
am geringsten, mit einer Reduktion der aktiven zentripetalen Phasen um (12 4 5) % gegen-
iiber unbehandelten Zellen. Die Verminderung dieser Phasen in 1 m Phagosomen belief
sich auf (24 4+ 6) % und in 3 pm Phagosomen auf (39 £ 5) %, was einen deutlich stérkeren
Einfluss inhibierter Myosin V Motoren auf kleine und grofe Partikel indiziert.

Geschwindigkeit des phagosomalen Transportes auf kurzen & langen Zeitskalen. Die
instantane Geschwindigkeit vinst war fiir alle gemessenen Phagosomengroéfsen in MyoVin-1
behandelten Zellen deutlich reduziert, auf weniger als 2 pm min~! gegeniiber natiirlichen
Zellen, was eine verminderte Beweglichkeit der Phagosomen auf kurzen Zeitskalen durch
das Fehlen aktiver Myosin V Motoren impliziert (8.8D). Die Reduktion der instantanen
Geschwindigkeit aufgrund der Inaktivierung von Myosin V betrug in intermediéren Zellen
(16 £ 7) % gegeniiber unbehandelten Zellen. Fiir kleine und grofe Phagosomen fiel diese
Verminderung der Geschwindigkeit mit (25 +9) % und (44 + 5) % deutlich grofer aus.
Auf langen Zeitskalen glichen sich die effektiven Geschwindigkeiten veg der diversen
Phagosomengrofsen aufgrund gestiegener Transportunterbrechungen und erhdhter pas-
siver Phasen bei groffen Phagosomen und fehlendem starken zentrifugalen Transport
bei kleinen Phagosomen merklich an (8.8F). Die effektiven Geschwindigkeiten erga-
ben veg = (0,9+0,2)pmmin~! (Mittelwert 4+ s.e.m.) fiir 1pm Phagosomen, veg =
(1,0 £0,2) pmmin~! fiir 2 pm und 3 m Phagosomen und entsprechen somit dem Niveau
der effektiven Geschwindigkeit intermedidrer Phagosomen in unbehandelten Zellen.

Persistenz der Bewegung. Korreliert mit dem geringen Einfluss der Myosin V Inakti-
vierung auf den Anteil der aktiven Transportphasen in Richtung der Zellperipherie zeigte
auch die Persistenz der phagosomalen Transportbewegung nur geringfiigige Anderungen
(8.8F-H). Es kam zu einem leichten Anstieg der Persistenz der kleinen Phagosomen auf
p = (69+£5)% (Mittelwert + s.e.m., Abbildung 8.8F) und einem leichten Abfall der
Persistenz grofser Phagosomen auf p = (74 +4) % (8.8 H) gegeniiber der Persistenz in un-
behandelten Zellen. Diese Entwicklung war identisch mit dem leichten Abfall zentrifugaler
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Phasen bei kleinen Phagosomen und deren dezentem Anstieg bei grofen Phagosomen. Die
Persistenz intermedidrer Phagosomen war mit p = (73 +3) % in MyoVin-1 behandelten
Zellen nahezu unveridndert gegeniiber unbehandelten Zellen (Abbildung 8.8 G).

Ausgedehnte stationdre Phasen wadhrend des phagosomalen Transportes. Parallel zu
dem Anstieg der passiven Phasen wahrend des Transportes in Zellen ohne aktives Myo-
sin V, unabhéngig der Phagosomengrofe, stiegen auch die Anteile ausgedehnter, statio-
nirer Phasen pext-pauses Wihrend des Transportes der Phagosomen von der Zellperipherie
zur perinuklearen Region fiir alle betrachteten Phagosomendurchmesser auf iiber 65 % an
(Abbildung 8.8 I'). Dabei war der Anstieg der ausgedehnten Pausenphasen fiir 2 pm grofe
Phagosomen mit (15 £ 6) % gegeniiber unbehandelten Zellen am geringsten verglichen mit
(30 £ 7) % Anstieg bei 1 pm Phagosomen und (54 + 6) % Anstieg bei 3 pm Phagosomen.
Allerdings war der Anteil ausgedehnter, stationdrer Phasen kleiner und grofer Phagoso-
men in unbehandelten Zellen auch deutlich geringer als bei intermedidren Phagosomen.
Der Anstieg an ausgedehnten Pausenphasen zeigte analog zu den anderen betrachteten
quantitativen Transportkriterien die Verlangsamung der Phagosomenbewegung in Zellen
ohne aktive Myosin V Motoren verglichen mit dem Phagosomentransport in natiirlichen
Zellen. Wobei die Auswirkungen von MyoVin-1 auf intermedidre Phagosomen geringer
waren als auf kleine und grofe Phagosomen. Der grundlegende Transport nach der Inter-
nalisierung der Phagosomen von der Zellperipherie in die perinukleare Region kam durch
eine Inaktivierung der Myosin V Motoren aber nicht zum Erliegen.

Abbildung 8.8. Groéfienabhingige Charakteristika des phagosomalen Transportes in
MyoVin-1 behandelten Zellen. Die Abbildung zeigt die Verinderungen der charakteristi-
schen Transporteigenschaften entsprechend des Phagosomendurchmessers in mit 100 pM MyoVin-1
behandelten Zellen. Die Droge MyoVin-1 inaktiviert intrazelluldre Myosin V Motoren in ihrem AF-
gebundenen Zustand. Die dargestellten Transporteigenschaften sind analog zu denen unbehandelter
Zellen, dargestellt in Abbildung 7.12 & 7.13. Grafik (A) zeigt den Anteil an Phagosomen, welche
nach erfolgreicher Internalisierung die perinukleare Region erreichten. Neben den Phagosomen in
MyoVin-1 behandelten Zellen sind vergleichsweise analoge Werte in unbehandelten Kontrollzellen
dargestellt. Ein Phagosomentransport war auch ohne aktive Myosin V Motoren mdglich. Grafik
(B) visualisiert die starke zentrifugale Bewegung Pcentrifugal Von Phagosomen nach Erreichen der
perinuklearen Region. Diese war aufgrund von MyoVin-1 fiir kleine Phagosomen deutlich reduziert.
Grafik (C) stellt die Verteilung der Transportphasen unterschieden in aktiven Transport in Rich-
tung Zellkern pnuc oder Zellperipherie pper und in passive Phasen ppass dar. Dabei waren die Anteile
an passiven Phasen deutlich erhéht, wiahrend sich die Anteile an zentrifugalem Transport kaum
dnderten im Vergleich zu unbehandelten Zellen, unabhingig des Phagosomendurchmessers. Grafik
(D) visualisiert die Geschwindigkeit der Phagosomen auf kurzen Zeitskalen vinst, welche aufgrund
von MyoVin-1 fiir alle Phagosomengréfien reduziert war im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die
effektive Geschwindigkeit ves, dargestellt in Grafik (E), hingegen zeigte eine Erhohung fiir kleine
und eine Reduktion der Geschwindigkeit fiir grofte Phagosomen auf die Gréfsenordnung der effek-
tiven Geschwindigkeit intermedidrer Phagosomen in MyoVin-1 sowie in unbehandelten Zellen. Die
Grafiken (F-H) visualisieren die Persistenz p des Transportes der betrachteten Phagosomengrofien,
welche aufgrund inaktiver Myosin V Motoren nur geringfiigige Verdnderungen zeigte. Grafik (I) zeigt
den Anteil an ausgedehnten, stationdren Phasen pext-pauses Wahrend des Transportes an, welcher fiir
alle Phagosomendurchmesser in MyoVin-1 behandelten Zellen deutlich erh6ht war. Die dargestell-
ten Fehler sind die Standardfehler der Mittelwerte. Analysiert wurden 21, 25 und 24 Trajektorien
fiir Phagosomen mit einem Durchmesser von 1pm, 2 pm und 3 pm.
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Vergleich zwischen Mikrotubuli- & Aktinfilament-basiertem
Transport fiir die Bewegung der Phagosomen

Dieser Abschnitt gibt einen abschliefsenden Vergleich des Einflusses von AF-basiertem und
MT-basiertem intrazellularen Organellentransport auf die beobachteten gréfsenabhéingigen
phagosomalen Transporteigenschaften. Dazu wurden zwei reprisentative Transporteigen-
schaften, die normalisierte instantane Geschwindigkeit vinst der Phagosomen und der An-
teil an passiven Phasen ppass, wihrend des Transportes herangezogen und fiir kleine, 1 pm
Phagosomen und grofe, 2,8 - 3pym Phagosomen in unbehandelten, natiirlichen Zellen,
in Zellen ohne Aktinskelett (Cytochalasin D behandelte Zellen), in Zellen mit inaktiven
Myosin V Motoren (MyoVin-1 behandelte Zellen) und in Zellen mit inaktiven Dynein Mo-
toren (Ciliobrevin A behandelte Zellen) verglichen. Im Gegensatz zu den vorangegangenen
Abschnitten wurden hier die betrachteten Transporteigenschaften nur fiir den Transport
von der Zellperipherie bis zum erstmaligen Erreichen der perinuklearen Region analysiert,
wie in Abbildung 8.9 dargestellt, um eine direkte Vergleichbarkeit der Eigenschaften zu
gewihrleisten. Auf die Darstellung intermedidrer Phagosomen wurde aus Griinden der
Ubersichtlichkeit verzichtet.

Die Abbildungen 8.9A4-C zeigen den Einfluss von AF- und MT-basiertem Transport auf
die Geschwindigkeiten der Phagosomen auf kurzen Zeitskalen. Wurde dieser Transport
durch die Zugabe von diversen Drogen reduziert oder gar unterbunden, kam es in diesen
Zellen zu einer generellen Reduktion der instantanen Geschwindigkeit gegeniiber unbe-
handelten Zellen. Es wurde deutlich, dass die Inaktivierung von intrazelluldrem Dynein
(Abb. 8.9A) einen weitaus groferen Einfluss auf die instantane Geschwindigkeit grofier
Phagosomen hat, mit einer Reduktion um (51 +4) %, im Vergleich zu der Geschwindig-
keitsabnahme um (23 £ 7) % bei kleinen Phagosomen. In Zellen ohne Aktinskelett (Abb.
8.9B) war das Verhalten antonym. Die Abnahme der Geschwindigkeit kleiner Phagosomen
betrug (51 + 9) %, wihrend sie bei grofen Phagosomen lediglich (19 4 16) % betrug. Dieses
Verhalten lasst auf eine Korrelation zwischen AF-basierter Mobilitdt und dem Transport
kleiner Phagosomen sowie zwischen MT-basierter Bewegung und dem Transport grofser
Phagosomen schlieffen. Betrachtete man allerdings den Einfluss der AF-basierten Myo-
sin V Motoren, zeigt sich, dass eine Inaktivierung dieser (Abb. 8.9C') einen vergleichbaren
Einfluss auf beide Phagosomengréfien hat, mit Tendenz zu stirkerem Einfluss auf grofse
Phagosomen. Die Reduktion der Geschwindigkeit gegeniiber unbehandelten Zellen betrug
hier (29 4+ 7) % fiir 1 pm Phagosomen und (42 £+ 4) % fiir 3 pm Phagosomen. Im Vergleich
zu den Cytochalasin D behandelten Zellen war hier das Aktinskelett noch vollsténdig in-
takt, was den grofsen Phagosomen deutlich weniger Raum fiir die Transportbewegung liefs.
Die Verdnderung durch Einschrénkungen des AF- & MT-basierten Transportes beziiglich
der Verteilung der passiven Phasen wéihrend des phagosomalen Transportes sind in den
Abbildung 8.9D-F dargestellt. Unspezifisch beziiglich der Droge stieg der Anteil an pas-
siven Phasen in allen behandelten Zellen gegeniiber natiirlichen Zellen an. Es kam somit
zu einem langsameren Transport inklusive haufiger Unterbrechungen der Bewegung. Da-
bei hatte die Inaktivierung von Motoren (Ciliobrevin A und MyoVin-1) einen stérkeren
Anstieg passiver Phasen zur Folge als die Zerstorung des intrazellularen Aktinskelettes,
da durch die Inaktivierung kein zusatzlicher Platz innerhalb des Zytosols gewonnen wurde
und auch die Motorproteine in den Zellen verblieben. Im Detail wirkte sich die Inaktivie-
rung von Dynein Motoren (Abb. 8.9D) mit einem Anstieg passiver Phasen von (56 +5) %
deutlich stérker auf das Transportverhalten grofser Phagosomen aus, statt einem Anstieg
von (21 £7) % bei kleinen Phagosomen. Dieses Verhalten war somit analog zu dem Ver-
halten der instantanen Geschwindigkeit in Ciliobrevin A behandelten Zellen im Vergleich
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mit unbehandelten Zellen. In Zellen ohne Aktinskelett stieg der Anteil passiver Phasen
unabhéngig der Phagosomengrofe um den Faktor 1,7 (Abb. 8.9F). Das Verhalten der
passiven Phasen in MyoVin-1 behandelten Zellen gegeniiber natiirlichen Zellen war eben-
falls analog dem Verhalten der Geschwindigkeiten auf kurzen Zeitskalen. Die passiven
Phasen stiegen fiir beide Phagosomengrofsen an, mit einer stiarkeren Tendenz zugunsten
grofser Phagosomen (Anstieg um (37 +4) %) verglichen mit dem Anstieg passiver Phasen
kleiner Phagosomen von (24 + 5) %.

Abschlieftend zeigte die Analyse, dass weder das Fehlen von AF-basiertem noch von MT-
basiertem Transport ein vollstdndiges Erliegen der intrazellularen Phagosomenbewegung
zur Folge hatte. Dies lasst auf ein Zusammenspiel beider Transportprozesse bei der Phago-
somenreifung in intakten Zellen schlieffen. Hierbei ist zu beachten, dass Aktin grundlegend
fiir die phagosomale Aufnahme der Zielobjekte von Néten ist und bei inaktiven Dynein
Motoren nur noch etwa die Hélfte aller Phagosomen nach der Aufnahme transportiert
wurden. (Dabei ist zu beachten, dass Trajektorien ohne aktive Phasen keine Beachtung
bei der Errechnung der phagosomalen Geschwindigkeiten aus Abb. 8.9 fanden, da sich
diese Grofen iiber den aktiven Transport definierten.)

Intrazellulire Verteilung von Mikrotubuli

Anhand der vorangegangenen Abschnitte wurde deutlich, dass die Bewegung grofser Pha-
gosomen eng mit Mikrotubuli-basiertem Transport verbunden ist und dass damit ein ge-
wisser Einfluss der MT sowie assoziierter Motoren auf die groffenabhéngige, phagosomale
Transportcharakteristik sehr wahrscheinlich ist. Zur detaillierteren Analyse dieser Korre-
lation soll im folgenden Abschnitt die Verteilung der MT innerhalb der Zellen genauer
betrachtet werden. Dazu wurden die intrazelluliren MT Strukturen fluoreszent markiert
und ihre Verteilung entlang der Oberfliche realer und hypothetischer Phagosomen mittels
Spinning Disk - Konfokalmikroskopie analysiert, wie in Kapitel 6.1 beschrieben.

Verteilung von MT entlang der Oberflache realer Phagosomen. Zunéchst wurde die
Verteilung der MT-Filamente entlang der Oberfliche realer Phagosomen analysiert. Die
Phagosomen befanden sich dabei an beliebiger Stelle innerhalb der Zelle nach erfolgreich
abgeschlossener Internalisierung. Die Abbildung 8.10A zeigt eine repréasentative Zelle in
Orthogonalprojektion inklusive eines phagozytierten 3 pm Partikels und fluoreszierendem
MT-Netzwerk. Essentiell bei der intrazelluliren MT-Verteilung war eine deutlich hohe-
re MT-Dichte in der perinuklearen Region verglichen mit der MT-Dichte in der Zellpe-
ripherie basierend auf der Organisation der MT im Mikrotubuli-Organisations-Zentrum
(MTOC), welches sich in Nukleusndhe befindet. Mit diesem grundlegenden Dichtegra-
dienten der MT wurden auch die Phagosomen innerhalb der Zelle konfrontiert. Dabei
war die Dichte der MT an der Kern-zugewandten Phagosomenoberfliche héher verglichen
mit der Zellperipherie-zugewandten Oberfliche. Zur Quantifizierung dieser Asymmetrie
der MT-Verteilung entlang der Phagosomenoberflaiche und dem Ungleichgewicht zwischen
Kern- & Peripherieseite wurde die normalisierte Intensitéatsverteilung der fluoreszenten
MT-Strukturen entlang der Phagosomenoberfliche bestimmt. Grafik 8.10B zeigt diese
Intensitdtsverteilung in Abhéngigkeit des Azimutalwinkels, welcher die Position auf der
Phagosomenoberfliche in 2D reprisentiert. Dabei entsprechen 0° dem Kern am néchs-
ten gelegenen Oberflichenpunkt und 180° dem der Zellperipherie am néchsten gelegenen
Oberflachenpunkt. Die Darstellung der Verteilung wurde in Absolutwerten des Azimu-
talwinkels gewéhlt, da Unterschiede zwischen positiven Azimutalwinkeln (0° — 180°)
und negativen (0° — —180°) entlang der Phagosomenaufenseite beziiglich der Inten-
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8.4. Intrazellulare Verteilung von Mikrotubuli

sitdt und somit der Dichte der MT weder zu erwarten waren noch in den Messungen
beobachtet werden konnten, vergleiche hierzu Grafik 8.10C. Die asymmetrische Vertei-
lung der MT, mit hoherer MT-Dichte entlang der Kern-zugewandten Phagosomenober-
fliche und niedriger MT-Dichte entlang der Peripherie-zugewandten Seite stieg mit zu-
nehmendem Durchmesser der Phagosomen an. So betrug das Ungleichgewicht in der nor-
malisierten Intensitdt der MT-Strukturen bei 1 pm Phagosomen AT phagosomes = 9 %.
Fiir 2pm Phagosomen stieg diese Asymmetrie auf 15 % und fiir 3 pm Phagosomen war
die MT-Dichte an der Kern-zugewandten Seite schlieflich 40 % hoher als auf der gegen-
iiberliegenden Phagosomenseite. Im Gegensatz zu grofsen und kleinen Phagosomen lag
das Maximum der MT-Fluoreszenzintensitat intermedidrer Phagosomen nicht entlang der
Kern-zugewandten Phagosomenoberflache, sondern an den Aufsenseiten der Phagosomen
(4,0( ﬁ%’)fphagosomes) ~ 45° — 900)‘

Da die in Grafik 8.10 gezeigten Werte auf der normalisierten Fluoreszenzintensitit der
MT basieren, konnen diese nicht mit quantitativen Werten fiir die Anzahl an vorhan-
denen MT-Filamenten assoziiert werden, sondern geben lediglich Auskunft iiber relative
Dichteunterschiede der MT beziiglich grofser und kleiner Phagosomen.

Verteilung von MT entlang der Oberfliche hypothetischer Phagosomen. Zur Kli-
rung der Fragestellung, ob die entlang der Oberfliche von realen Phagosomen gemessenen
Asymmetrien der MT-Dichte zwischen Kern- und Peripherie-zugewandter Phagosomen-
seite durch den intrazellularen Transport dieser Phagosomen initiiert wurden oder ob sie

Abbildung 8.9. Einfluss von MT-basiertem & AF-basiertem Transport auf reprisentative,
groflenabhingige phagosomale Transporteigenschaften. Die Abbildung zeigt den Einfluss
von Ciliobrevin A, Cytochalasin D (cytoD) und MyoVin-1 auf die phagosomalen Transporteigen-
schaften normalisierte instantane Geschwindigkeit vinst und dem Anteil an passiven Phasen wahrend
des Transportes ppass im Vergleich mit unbehandelten Zellen. Ciliobrevin A bewirkt eine Inaktivie-
rung der intrazellularen Dynein Motoren und unterbindet somit MT-basierten Transport. Cytocha-
lasin D verhindert den Aufbau des Aktinskelettes und MyoVin-1 inaktiviert AF-basierte Myosin
Motoren. Grafik (A) zeigt die Verminderung der instantanen Geschwindigkeit in mit 50 pM Cilio-
brevin A behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Geschwindigkeit der 1 pm
Phagosomen sank auf (77 &+ 7) % und die von 3 pm Phagosomen auf (49 £ 4) %. In mit 2pM Cy-
tochalasin D behandelten Zellen, Grafik (B), wurde die instantane Geschwindigkeit auf (49 £+ 9) %
bei kleinen Phagosomen sowie auf (81 & 16) % bei grofen Phagosomen reduziert. Grafik (C) zeigt
die Verdnderung der Geschwindigkeit in MyoVin-1 behandelten Zellen. Auch hier kam es zu ei-
nem Absinken dieser gegeniiber der Geschwindigkeit in unbehandelten Zellen auf (71 4+ 7) % und
(58 £4) % in 1pm und 3pm grofen Phagosomen. Im Vergleich dazu stiegen die Anteile an pas-
siven Phasen in Zellen unter Drogeneinfluss im Vergleich zu natiirlichen Zellen. Grafik (D) zeigt
den Anstieg unter Einfluss von Ciliobrevin A von (26 &+ 3) % auf (47 + 6) % bei kleinen und von
(27 £3) % auf (81 £4)% bei grofen Phagosomen. In Cytochalasin D behandelten Zellen, Grafik
(E), stieg der Anteil passiver Phasen von (16 £ 5) % auf (26 + 6) % bei 1 pm Phagosomen und von
(21 +£4) % auf (35+5)% bei 2,8 pm Phagosomen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Grafik
(F) zeigt die Erhohung der passiven Phasen in MyoVin-1 behandelten Zellen gegeniiber natiirli-
chen Zellen von (26 & 3) % auf (50 + 4) % bei kleinen und von (27 + 3) % auf (64 &+ 3) % bei grofen
Phagosomen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Zur Untersuchung des
Transportverhaltens in Ciliobrevin A behandelten Zellen wurden 15 Trajektorien kleiner und 15
Trajektorien grofer Phagosomen untersucht, fiir MyoVin-1 behandelte Zellen 26 & 25 Trajektorien
kleiner und grofier Phagosomen und in unbehandelten Zellen 51 & 53 Trajektorien der 1 pm & 3 pm
grofen Phagosomen. Fiir die Erhebung der Daten in cytoD behandelten Zellen wurden magnetische
Zielobjekte fiir die Phagosomenbildung verwendet, daher wurden hier auch die Referenzdaten in
unbehandelten Zellen mit magnetischen Zielobjekten erhoben, weshalb diese von den Daten der
iibrigen unbehandelten Zellen abweichen. Es wurden 16 & 22 Trajektorien fiir kleine und grofe
Phagosomen in cytoD behandelten Zellen und 16 & 21 Trajektorien fiir 1 pm & 2,8 pm grofe Pha-
gosomen in unbehandelten Zellen analysiert. Die Aufnahme und Analyse der Trajektorien in cytoD
Zellen erfolgte durch Konrad Berghoff.
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schen Phagosomen. Die Abbildung zeigt die qualitative und quantitative Verteilung von Mi-
krotubuli entlang der Oberfliache von realen und hypothetischen Phagosomen. Grafik (A) zeigt die
Verteilung fluoreszent markierter MT in einer reprisentativen Makrophage inklusive Phagosom in
Falschfarben-Orthogonalprojektion. Das Phagosom ist durch den Schnittpunkt der gelben geraden
gekennzeichnet, welche gleichzeitig die Ebenen der Orthogonalprojektion visualisieren. Markiert
wurde Alphatubulin mit Hilfe eines sekundéren Antikérpers per Immunfarbung. Der helle Punkt
in der Bildmitte entspricht dem MT-Organisationszentrum (MTOC). Die Lage des Zellkerns wird
im Bereich der perforierten weifsen Linie erwartet. Die MT-Dichte war in der perinuklearen Region
deutlich hoher als in der Zellperipherie. Die quantitative Verteilung der MT, reprasentiert durch
die gemittelte normalisierte Fluoreszenzintensitdt der MT, entlang der Phagosomenaufsenseite in-
nerhalb gemittelter Intensitdtsprojektionen diverser z-Bilderstapel, entsprechend Grafik (A), sind
in Grafik (B) dargestellt. Sie wurden fiir 1pm , 2pm & 3pm Phagosomen als Funktion des ab-
soluten Azimutalwinkles ¢ dargestellt, wobei ¢ = 0° der Richtung des Zellkerns und ¢ = 180°
der Richtung der Zellperipherie entspricht. Das Ungleichgewicht einer hohen MT-Dichte an der
Kern-zugewandten Phagosomenseite und einer niedrigen MT-Dichte an der Peripherie-zugewandten
Seite stieg mit steigendem Phagosomendurchmesser. Analysiert wurden mehr als 50 Phagosomen
jedes Durchmessers. Fehlerangaben entsprechen dem Standardfehler der Mittelwerte (s.e.m.). Gra-
fik 8.10C zeigt die identischen Werte wie Grafik (B), lediglich aufgetragen fiir Azimutalwinkel
von —180° bis 180°, daher wurde hier auf die vollstindigen Angaben der Achsenbeschriftungen
verzichtet. Die Intensitdtsverteilung entlang der Phagosomenaufsenseite war erwartungsgemafl sym-
metrisch fiir positive & negative Azimutalwinkel und kann daher in absoluten Winkelwerten, Grafik
(B), zusammengefasst werden. Grafik (D) zeigt die MT-Strukturen in einer weiteren reprisentativen
J774-Mausmakrophage exklusive internalisierter Fremdkorper, dargestellt als gemittelte Intensitéts-
projektion eines z-Bilderstapels in Falschfarben. Die weifse Linie entspricht der Lage des Nukleus.
Markiert wurde Alphatubulin. Die Dichte der MT war auch hier in der perinuklearen Region ho-
her im Vergleich zu der Zellperipherie. Der zentrale, helle Knotenpunkt entspricht dem MTOC. In
die Zelle eingebrachte, hypothetische Phagosomen mit Durchmesser von 1pum (gelber Kreis), 2 pm
(Kreis in Cyan) & 3pm (violetter Kreis) sind links neben dem Nukleus exemplarisch eingezeich-
net. Die quantitative, gemittelte, normalisierte Intensitétsverteilung der MT entlang des Umfangs
hypothetischer Phagosomen wurde in Grafik (E) als Polarplot fiir jeden analysierten Phagosomen-
durchmesser dargestellt. Die Farbkodierung der Phagosomendurchmesser ist analog zu den Kreisen
in Grafik (D). Analysiert wurde die MT-Intensitédtsverteilung von 444 hypothetischen Phagoso-
men fiir jeden Durchmesser. Die Asymmetrie in der MT-Dichte zugunsten der Kern-zugewandten
Phagosomenseite stieg auch hier mit dem Phagosomendurchmesser deutlich an.
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8.5. Intrazellulidre Verteilung von MT-assoziierten Motoren

eine grundlegende Eigenschaft aller Makrophagen sind, wurden zusétzlich fluoreszente MT-
Strukturen innerhalb von Zellen ohne internalisierte Fremdkorper gemessen. Grafik 8.10D
zeigt eine reprasentative Zelle inklusive fluoreszenter MT und exklusive Phagosomen. Auch
hier wurde die zentrale Organisation der MT durch das MTOC in Nahe des Zellkernes
deutlich und damit korreliert eine héhere MT-Dichte in der perinuklearen Region, ver-
glichen mit der Zellperipherie. Der beobachtete MT-Gradient ist somit eine Eigenschaft
aller Makrophagen und auch hypothetische Phagosomen, welche nachtréglich digital als
Kiigelchen innerhalb der Zellen platziert wurden und keine reelle intrazelluldre Beeinflus-
sung des MT-Netzwerkes bewirken konnten, wiirden mit einer hoheren MT-Dichte an ihrer
Kern-zugewandten Oberflache, verglichen mit der gegeniiberliegenden Seite, konfrontiert
werden. Die normalisierte Intensitétsverteilung der MT entlang der Oberfliche hypotheti-
scher Phagosomen ist in Abbildung 8.10F dargestellt. Auch hier stieg das Ungleichgewicht
zwischen Kern-zugewandter Seite mit einer hohen MT-Dichte und Peripherie-zugewandter
Seite mit wenigen MT mit zunehmendem Phagosomendurchmesser an. Fiir kleine Pha-
gosomen betrug die Asymmetrie Alyr-spheres = 12 %, fiir intermediére Phagosomen 22 %
und fiir 3 pm Phagosomen stieg Differenz zwischen der MT-Dichte der Kern-zugewandten
Seite und der Peripherie-zugewandten Seite auf 29 %. Die Beobachtung des Intensitéts-
maximums an den Auflenseiten der Phagosomen bei intermedidren, reellen Phagosomen
konnte bei den hypothetischen Phagosomen nicht verifiziert werden.

Intrazelluldre Verteilung von Mikrotubuli-assoziierten Moto-
ren

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, dass die Verteilung der
MT-Strukturen entlang der Oberflache von realen und hypothetischen Phagosomen von
dem Durchmesser des internalisierten Fremdkorpers abhéngt, wurde eine gleiche Analyse
fir MT-assoziierte Motorproteine durchgefiihrt. Das fiir langreichweitigen, zentripetalen
Transport verantwortliche Dynein und das fiir langreichweitigen, zentrifugalen Transport
notwendige Kinesin wurden fluoreszent markiert und ihre Dichte mittels korrelierter In-
tensitétsverteilung entlang der Phagosomenoberfliche ermittelt, wie in Kapitel 6.1 proto-
kolliert.

Verteilung von MT-assoziierten Motoren entlang der Oberflache realer Phagosomen.
Analog zu den Betrachtungen beziiglich der intrazellularen MT-Verteilungen wurden auch
fiir die Motorproteine zunéchst reale Phagosomen an beliebiger Position innerhalb der
Zelle betrachtet. Eine reprasentative, fixierte Zelle mit fluoreszent markiertem Dynein ist
in Abbildung 8.11A zu sehen. Der akquirierte Bilderstapel ist dabei als gemittelte In-
tensitatsprojektion dargestellt, wodurch sich spatere Messungen der Intensitatsverteilung
der Motoren entlang der Phagosomenoberfliche auf eine 2D-Analyse entlang des Um-
fanges der Phagosomen reduzieren liefen. Die Dynein Motoren zeigten Clusterbildungen
innerhalb der Zelle, wobei die Anzahl der Cluster und somit die Dichte der Motoren
von der perinuklearen Region ausgehend in Richtung Zellperipherie abnahm. Auch ent-
lang der Phagosomenoberfliche war eine hohere Motorenintensitat entlang der Nukleus-
zugewandten Oberflache verglichen mit der gegeniiberliegenden Seite zu erkennen. Eine
quantitative Analyse der normierten Intensitdtsverteilungen entlang der Phagosomenau-
fenseiten von mehr als 50 Phagosomen jedes Durchmessers ergaben, dass diese Asymmetrie
zwischen hoher Motorendichte auf der Kern-zugewandten Seite und niedriger Motoren-
dichte auf der Peripherie-zugewandten Seite mit steigender Phagosomengréfse ebenfalls
anstieg (Abb. 8.11B). Fiir grofse 3 pm Phagosomen betrug der Unterschied zwischen der
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realen & hypothetischen Phagosomen. Die Abbildung (A) zeigt die Verteilung des MT-
assoziierten Motors Dynein innerhalb einer reprisentativen Zelle sowie entlang der Oberfldche eines
Phagosomes (3 pm, weifer Pfeil) als Falschfarbenbild (gemittelte Intensitétsprojektion eines Bilder-
stapels). Dynein Motoren wurden mittels sekunddrem Antikorper per Immunfirbeverfahren fluores-
zent markiert. Die Lage des Nukleus wird mittels weifer durchgezogener Linie angezeigt. Grafik (B)
zeigt die normierte Intensitatsverteilung der Dynein Motoren entlang der Aufenseite realer Pha-
gosomen mit Durchmessern von 1pm, 2pm und 3pm als Funktion des Azimutalwinkels ¢, wobei
¢ = 0° die Richtung zum Nukleus und ¢ = 180° die Richtung zur Zellperipherie reprisentiert. Ana-
lysiert wurden mehr als 50 Phagosomen jeden Durchmessers. Eine analoge Intensitéitsverteilung
entlang hypothetischer Phagosomen ist in Grafik (C) dargestellt. Diese Phagosomen sind nach-
traglich digital eingefiigt und beeinflussen die natiirliche intrazellulare Verteilung der Motoren z.B.
durch Verdrangung nicht. Analysiert wurden 257 hypothetische Phagosomen. Die Asymmetrie in
der Dynein-Dichte zwischen Kern-zugewandter und Peripherie-zugewandter Phagosomenseite nahm
dabei bei realen sowie bei hypothetischen Phagosomen mit steigendem Phagosomendurchmesser zu.
Grafik (D) zeigt analog zu (A) die Verteilung von mittels sekunddrem Antikérper markierten Kine-
sin Motoren innerhalb einer J774-Makrophage und entlang der AuRenseite eines Phagosomes (3 pm,
weifier Pfeil) als Flaschfarbenbild (gemittelte Intensitétsprojektion, weife Linie kennzeichnet die Nu-
kleusposition). Die normierte Intensitédtsverteilung von Kinesin entlang der Phagosomenaufenseite
von 1um, 2 pm & 3 pm Phagosomen als Funktion von ¢ ist in Grafik (E) dargestellt. Analysiert wur-
den mehr als 50 Phagosomen jeden Durchmessers. Grafik (F) visualisiert die Intensitétsverteilung
der Kinesin Motoren innerhalb natiirlicher Zellen, entlang des Umfanges nachtréglich als Kiigelchen
digital eingebrachter hypothetischer Phagosomen. Der Gradient der Kinesin-Verteilung zwischen
Kern-zugewandter und gegeniiberliegender Phagosomenaufenseite ist hier deutlich geringer als bei
realen Phagosomen. Analysiert wurden 242 hypothetische Phagosomen. Angegebene Fehler sind der
Standardfehler des Mittelwertes.



8.5. Intrazellulidre Verteilung von MT-assoziierten Motoren

Dynein-Dichte auf Kern-zugewandter und Peripherie-zugewandter Phagosomen Seite etwa
AlIpynein = 20 % zugunsten der nukleusnahen Oberfliche. Fiir 2 um Phagosomen sank die
Differenz auf 14 % und fiir kleine Phagosomen mit 1 pm Durchmesser betrug sie lediglich
11 %.

Die Grafik 8.11D zeigt analog zu Grafik 8.11A eine représentative Zelle mit markierten
Kinesin Motorproteinen. Kinesin zeigte weniger ausgeprigte Clusterbildungen innerhalb
der Zelle, aber dennoch eine deutlich hohere Dichte in der perinuklearen Region vergli-
chen mit der Zellperipherie. Auch hier war diese asymmetrische Motorenverteilung ent-
lang der Phagosomenaufienseite erkennbar. Eine den Dynein Motoren identische Analy-
se der Intensitatsverteilung der Motorproteine entlang der Aufsenseite von mehr als 50
Phagosomen jedes Durchmessers zeigte eine Schwankung des Kinesin-Dichtegradienten
zwischen Kern-zugewandter und Peripherie-zugewandter Phagosomenoberflache von mehr
als 15 % in Abhéngigkeit der Phagosomengrofe (Abb. 8.11F). Dabei zeigten grofte Pha-
gosomen die hochste Verteilungsasymmetrie zugunsten der Kern-zugewandten Seite mit
ATkinesin = 30 %. Den geringsten Unterschied zeigten allerdings intermediire Phagoso-
men mit 14 %. Fiir kleine 1 pm Phagosomen betrug die Asymmetrie 18 %. Da auch hier
die Intensitdtsverteilungen der Motorproteine normiert wurden, um diverse individuelle
Schwankungen in der zellbasierten Exprimierung des Fluoreszenzfarbstoffes zu kompen-
sieren, lassen die Intensititsverteilungen der Motorproteine lediglich Riickschliisse auf re-
lative Dichtegradienten zu und nicht auf absolute Anzahlen der jeweiligen Motoren an der
Phagosomenoberflache.

Verteilung von MT-assoziierten Motoren entlang der Oberfliche hypothetischer Pha-
gosomen. Fiir die Verteilungen der Motorproteine Dynein und Kinesin wurden ebenfalls
Zellen ohne internalisierten Fremdkorper aufgenommen und nachtriglich digital iber 200
hypothetische Kiigelchen als Phagosomen eingefiigt entlang deren Oberflache die Dich-
teverteilung der Motorproteine bestimmt wurde, welche somit nicht durch den Phago-
somentransport beeinflusst werden konnte. Siehe Abbildung 8.11C fiir die Verteilung
der Dynein Motoren und Abbildung 8.11F fiir die Verteilung von Kinesin Motoren. Fiir
Dynein Motoren zeigte sich eine vergleichbare Steigerung des Gradienten zwischen hoher
Dynein-Dichte an der Kern-zugewandten Phagosomenseite und der gegeniiberliegenden
Seite mit zunehmendem Phagosomendurchmesser bei hypothetischen Phagosomen mit 7 %
verglichen mit realen Phagosomen mit 9 %. Dabei sind die Dynein-Gradienten bei realen
Phagosomen grundlegend mindestens 5 % hoher als bei hypothetischen Phagosomen, d.h.
in unbeeinflussten Zellen. Kleine, hypothetische Phagosomen zeigen dabei eine Differenz
zwischen Kern-zugewandter und Peripherie-zugewandter Phagosomenaufienseite beziiglich
der Dynein-Intensitat von 5%, intermedidre Phagosomen eine Unterschied von 8 % und
3nm Phagosomen einen Unterschied von 12 %.

Die Asymmetrie der Dichte der Kinesine entlang der Kern-zugewandten Phagosomenau-
fenseite und der Peripherie-zugewandten Seite fiel generell sehr gering aus und betrug
maximal 5 %. Die Asymmetrie nahm dabei im Vergleich zu der Kinesin Verteilung entlang
der Oberflache realer Phagosomen mit steigendem Phagosomendurchmesser zu, wobei der
Anstieg lediglich 3% betrug. Dabei war die Differenz der normierten Kinesin Fluores-
zenzintensitat zwischen Kern-zugewandter und gegeniiberliegender Phagosomenseite bei
kleinen Phagosomen 2 %, die Differenz bei intermedidren Phagosomen 4 % und bei grofsen
Phagosomen betrug der Unterschied 5 %.
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8.6 Intrazellulire Verteilung von Aktinfilamenten

Basierend auf den in den Abschnitten 8.2 & 8.3 analysierten Messreihen wurde deutlich,
dass AF-fundierte, intrazellulire Bewegung vor allem fiir den Transport kleinerer Phagoso-
men eine wesentliche Rolle spielt. Dieser Abschnitt beschéftigt sich darauf aufbauend mit
der Fragestellung, ob die gefundenen, von der Phagosomengréfte abhingigen Transport-
eigenschaften mit der intrazelluliren Anordnung der AF in Verbindung gebracht werden
kénnen. Dazu wurden analog zu den MT-Strukturen, beschrieben in Abschnitt 8.4, die
AF innerhalb der J774-Makrophagen fluoreszent markiert und ihre Verteilung entlang der
Oberflache realer und hypothetischer Phagosomen mittels Spinning Disk - Konfokalmi-
kroskopie analysiert (Details siche Kapitel 6.1).

Verteilung von AF entlang der Oberflache realer Phagosomen. Geméf der bisherigen
Vorgehensweise zur Analyse intrazelluldrer Strukturen wurde zunéchst die Verteilung der
AF entlang des Umfangs realer Phagosomen in gemittelten Intensitéatsprojektionen ausge-
wéahlter Ebenen der akquirierten Bilderstapel ausgewertet. Die Position der Phagosomen
nach vollstéandiger Phagozytose innerhalb der Makrophagen war dabei zuféllig. Die Ab-
bildung 8.12A4 zeigt einen der Analyse zugrunde liegenden, reprisentativen Bilderstapel
einer Zelle mit fluoreszenzmarkierten AF inklusive einem internalisierten 3 ym Phagosom
als Orthogonalprojektion. Die Projektion macht deutlich, dass das Phagosom in allen drei
Raumrichtungen von Aktin umschlossen war, wobei im Allgemeinen die Konzentration an
AF in der Zellperipherie im Vergleich zur ndheren Umgebung des Zellkerns merklich zu-
nahm. Dies entsprach der Erwartung einer erh6hten AF-Konzentration entsprechend des
Aktinkortex direkt unterhalb der Zellmembran [68]. Darauf basierend zeigte auch die Pro-
jektion der x-y-Ebene sowie der x-z-Ebene eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitéat durch
die AF entlang der vom Zellkern-abgewandten Phagosomenaufsenseite verglichen mit der
dem Kern-zugewandten Seite. Eine quantitative Analyse der AF-Dichteunterschiede zwi-
schen diesen Phagosomenseiten ist in Form der normalisierten AF-Fluoreszenzintensitét
als Funktion des Azimutalwinkels ¢ in Abbildung 8.12B dargestellt. Der Azimutalwinkel
¢ = 0° entspricht, analog zu vorherigen Betrachtungen, der Position der Phagosomeno-
berflache (représentiert durch den Phagosomenumfang, da es sich um eine Intensitétspro-
jektion der Bilderstapel handelt) mit dem geringsten Abstand zum Zellkern und ¢ = 180°
der Richtung der Zellperipherie. Auch hier zeigte die Verteilung der AF entlang der Pha-
gosomenoberfliche eine Asymmetrie zwischen der Kern-zugewandten und der Peripherie-
zugewandten Seite, welche mit steigendem Phagosomendurchmesser zunahm. Dies konnte
bereits fiir die Verteilung der MT (Abschnitt 8.4) beobachtet werden, allerdings war der
Gradient der AF-Verteilung, im Gegensatz zum MT-Gradienten, zugunsten der Peripherie-
zugewandten Phagosomenseite. Analysiert wurden mehr als 50 Phagosomen jeden Durch-
messers, wobei kleine Phagosomen einen AF-Gradienten zwischen Kern-zugewandter und
gegeniiberliegender Seite von etwa AIAF.-phagosomes = —0,5 % aufwiesen, welcher fiir in-
termedidre Phagosomen —1,5% und fiir 3 pm Phagosomen —2,4 % betrug. Im Gegensatz
zu den Gradienten der MT-Verteilung entlang realer Phagosomen waren die fiir AF ge-
messenen Differenzen der AF-Intensitdten sehr gering und einer Gleichverteilung der AF
entlang der Oberflache internalisierter Objekte sehr &hnlich (AIap_phagosomes = 0 %). Dass
eine Darstellung der normalisierten Intensitiatsverteilung in Abh&ngigkeit absoluter Azi-
mutalwinkel gerechtfertigt war, zeigt Abbildung 8.12C, welche eine dhnliche Verteilung
der Intensitét fiir positive und negative Azimutalwinkel entlang des Phagosomenumfanges
zeigt.

Da auch hier normalisierte Fluoreszenzintensitatswerte analysiert wurden, ist ein Riick-
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Abbildung 8.12. Intrazellulire Verteilung von Aktinfilamenten (AF) bei realen & hypo-
thetischen Phagosomen. Die Abbildung zeigt die qualitative und quantitative Verteilung
von AF entlang der Oberfliche von realen und hypothetischen Phagosomen. Grafik (A) zeigt die
Falschfarben-Orthogonalprojektion einer représentativen Mausmakrophage inklusive phagozytier-
tem 3pm Polystyrolpartikel (gelbes Kreuz) mit fluoreszentem AF, die mittels eines sekundéren
Antikorpers und Immunfarbung markiert wurden. Die gelben Linien geben die Lage der im jeweili-
gen Bild nicht gezeigten Ebenen an. Die Lage des Nukleus ist durch die weifte Linie gekennzeichnet.
Die Dichte an AF war dabei in der Region des Aktinkortex erhéht. Eine quantitative Analyse der
AF-Verteilung entlang der AuRenseite von 1um, 2 um & 3 pm Phagosomen ist in Grafik (B) in Form
der mittleren, normalisierten Fluoreszenzintensitit als Funktion des absoluten Azimutalwinkels ¢
dargestellt. Der Winkel ¢ = 0° entspricht dabei der Position auf der Phagosomenoberfliche mit
Orientierung Richtung Zellkern und ¢ = 180° der Richtung der Zellperipherie. Dass eine Darstel-
lung des absoluten Azimutalwinkels aufgrund einer dhnlichen Verteilung fiir positive & negative
Azimutalwinkel gerecht fertigt ist, zeigt Grafik (C), welche die gleiche Verteilung wie in (B) in Ab-
héngigkeit des tatsdchlichen Winkels darstellt. Fehlerangaben entsprechen dem Standardfehler des
Mittelwertes. Analysiert wurden mehr als 50 Phagosomen jeden Durchmessers. Grafik (D) zeigt die
mittlere Intensitdtsprojektion in z-Richtung einer reprasentativen Zelle mit fluoreszent markierten
AF exklusive internalisierter Fremdkorper. Die Phagosomen wurden nachtréglich digital eingefiigt
(hypothetische 1pm, 2pm & 3 pm Phagosomen exemplarisch visualisiert durch gelben, cyanfarbe-
nen & violetten Kreis) und hatten somit keinen Einfluss auf intrazelluldre Strukturen. Die Lage
des Zellkerns ist mittels weifer Linie gekennzeichnet. Die quantitative Analyse der AF-Verteilung
entlang der Aufenseite hypothetischer Phagosomen ist in Form der gemittelten, normalisierten Fluo-
reszenzintensitat als Polarplot in Abhéngigkeit des jeweiligen Phagosomendurchmessers in Grafik
(E) dargestellt. Analysiert wurden 385 hypothetische Phagosome.
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schluss auf die absolute Anzahl an AF entlang der Phagosomenoberflichen nicht méglich,
es werden lediglich relative Verteilungsgradienten aufgezeigt.

Verteilung von AF entlang der Oberfliche hypothetischer Phagosomen. Zur Analyse
des Einflusses eines innerhalb der Zelle transportierten Fremdkdrpers auf das intrazel-
luldre Aktinnetzwerk wurden die Messungen der AF-Verteilung in Makrophagen ohne
Phagosomen wiederholt. Abbildung 8.12D zeigt eine J774-Zelle mit fluoreszenzmarkier-
tem Aktin, exklusive Fremdkorper als Intensitdtsprojektion des akquirierten Bildersta-
pels. Die AF zeigten eine unregelmifige Verteilung innerhalb der Zelle, wobei teilweise
eine erhohte Dichte der Filamente im Bereich der Zellperipherie zu erkennen war. Der
Aktinkortex selbst wurde aufgrund der Intensitdtsprojektion nicht an jeder Stelle der Zell-
membran deutlich, da die Zellen eine kegelférmige Morphologie in z-Richtung aufwiesen.
Die unregelmifige Verteilung der AF entsprach nicht der Beobachtung eines negativen
AF-Dichtegradienten an der Aufsenseite reeller Phagosomen zugunsten der Peripherie-
zugewandten Seite, wie zuvor beschrieben, sondern liefsen vielmehr eine Gleichverteilung
entlang der Phagosomenoberfliche erwarten. (Diese Erwartung gilt in erster Linie fiir die
Analyse der Intensitdtsprojektionen aller relevanten Ebenen des Bilderstapels. Werden
nur einzelne oder wenige Ebenen ausgewéahlt oder eine dreidimensionale Analyse der AF-
Verteilung betrachtet, ist ein negativer Gradient zugunsten der Zellperipherie durchaus
zu erwarten.) Fiir die Uberpriifung dieser Erwartung wurden nachtriglich digital hypo-
thetische Phagosomen (1 pm, 2pm & 3pm) in die akquirierten Bilderstapel eingefiigt und
die Verteilung der AF entlang deren Umfang innerhalb der Intensitétsprojektion aller
relevanten Ebenen bestimmt. Die Verteilung der AF, représentiert durch die normalisier-
te Intensitéatsverteilung der markierten Strukturen, ist als Polarplot fiir die analysierten
Phagosomendurchmesser in Abbildung 8.12F dargestellt. Im Vergleich zur Verteilung der
MT entlang der Aufenseite hypothetischer Phagosomen (Abb. 8.10F) war die Anordnung
der AF entlang der Phagosomen relativ homogen ohne Préferenz einer bestimmten Sei-
te. Bei genauerer Betrachtung der 385 ausgewerteten Phagosomen konnte ein geringer
AF-Dichteunterschied zwischen der Kern-zugewandten und der Peripherie-zugewandten
Seite gemessen werden, welcher mit steigendem Durchmesser der Phagosomen ebenfalls
anstieg. Der AF-Dichtegradient zugunsten der Kern-zugewandten Seite betrug fiir kleine,
1 pm Phagosomen AIpp.spheres = 1%. Fiir 2um Phagosomen stieg der Unterschied auf
5% an und war abschliefend fiir groke Phagosomen 9 %.

Der negative AF-Dichtegradient der realen Phagosomen konnte fiir hypothetische Phago-
some nicht beobachtet werden, wobei hier die Analysemethode (sieche Kapitel 6.5) eine
wesentliche Rolle spielt, da fiir reale Phagosomen nur die Fokusebene der Phagosomen
sowie die Bildebene dariiber und darunter fiir die Messung der AF-Strukturverteilung
herangezogen wurden. Zur Analyse der AF an der Aufienseite hypothetischer Phagosomen
hingegen wurde die Intensitéatsprojektion der gesamten Zellebenen herangezogen.

Intrazellulire Verteilung von Aktinfilament-assoziierten Mo-
toren

Da fiir den intrazelluldren Transport nicht nur Aktinfilamente eine tragende Rolle spielen,
sondern auch AF-assoziierte Motorproteine, wurde exemplarisch die intrazelluldre Ver-
teilung des Motorproteins Myosin Va analysiert. Myosin V wurde ausgewéhlt, da es dem
Organellentransport innerhalb des Zytosols dient und Myosin Va an internalisierten Phago-
somen nachgewiesen werden konnte [65,135]. Das Analyseverfahren der Motorenverteilung
wurde mittels Markierung der Motoren durch einen fluoreszenten sekundéren Antikorper
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Abbildung 8.13. Intrazellulire Verteilung
von Aktinfilamenten(AF)-assoziierter
Motoren bei realen & hypothetischen
Phagosomen. Die Abbildung (A) zeigt
die Verteilung von mittels fluoreszentem se-
kundéaren Antikérper markierten Myosin Va
Motoren innerhalb einer reprasentativen
Mausmakrophage als Falschfarbendarstel-
lung (mittlere Intensitatsprojektion entlang
der z-Achse). Von besonderem Interesse war
dabei die Myosin-Verteilung entlang der
AuRenseite von Phagosomen (weifle Pfeile)
in Abhéngigkeit der Orientierung der Pha-
gosomen zum Nukleus (weife Linie). Ab-
bildung (B) zeigt die quantitative Analy-
se dieser Verteilung fiir Phagosomen mit
1pm, 2pm & 3 pm Durchmesser als gemit-
telte Fluoreszenzintensitdt des Myosins als
Funktion des Azimutalwinkels ¢ als Mafs fiir
die Position entlang der Phagosomenaufsen-
seite (¢ = 0° entspricht der Richtung des
Nukleus & 180° der Richtung der Zellperi-
pherie). Analysiert wurden circa 60 Phago-
somen jeden Durchmessers. Abbildung (C)
zeigt eine identische Analyse der Myosin Va
Motoren entlang der Aufenseite nachtrig-
lich digital in die Zellen eingefiigter hypo-
thetischer Phagosomen, welche somit kei-
nen Einfluss auf intrazellulire Strukturen
hatten. Analysiert wurden 407 hypotheti-
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und Aufnahme von Bilderstapeln mittels Spinning Disk - Konfokalmikroskopie durchge-
fithrt, analog der Analyse MT-basierter Motoren in Abschnitt 8.5 (Details siehe Kapitel
6.1).

Verteilung von AF-assoziierten Motoren entlang der Oberflache realer Phagosomen.
Zunichst wurde die Verteilung der Myosin Va Motoren innerhalb der Mausmakrophagen
im Allgemeinen und entlang der Phagosomenoberfliche im Speziellen betrachtet. Abbil-
dung 8.13A4 zeigt eine reprisentative Zelle nach der Internalisierung von drei 3pm IgG-
beschichteten Polystyrolpartikeln mit fluoreszent markierten Motoren. Der aufgenommene
Bilderstapel ist als gemittelte Intensitétsprojektion entlang der z-Achse dargestellt, wo-
durch sich fiir die spétere Analyse der Motoren entlang der Phagosomenoberfliche eine
2D-Verteilung entlang des Phagosomenumfanges ergab. Die allgemeine Anordnung des
Myosins innerhalb der Makrophage war inhomogen, ohne bekannte Strukturierung oder
einer erkennbaren Vorzugsregion wie der Zellperipherie oder der perinuklearen Region.
Die Verteilung der Motoren entlang der Phagosomenaufsenseiten wies ebenfalls Inhomo-
genitédten auf, welche keine Korrelation mit der Orientierung ihrer Position auf der Pha-
gosomenoberflidche zeigten. Eine quantitative Analyse der Myosin Va-Dichte entlang der
Aufsenseite von mehr als 50 unterschiedlichen Phagosomen ergab dabei einen Gradienten
in der Motorenverteilung mit héherer Motorendichte entlang der Nukleus-zugewandten
Phagosomenseite. Dieser Gradient ist als normalisierte Fluoreszenzintensitat der Myosin
Motoren als Funktion des Azimutalwinkels, reprasentativ fiir die Orientierung auf der Pha-

139



8.8

8. Zusammenspiel intrazelluldrer Filamente & assoziierter Motorproteine

gosomenoberflache, in Abbildung 8.13B dargestellt. Der Myosin-Gradient lag in der glei-
chen Grofenordnung wie der Gradient der Dynein-Verteilung (siehe Abschnitt 8.5), stieg
aber im Vergleich zu diesem nicht mit gréfser werdendem Phagosomendurchmesser an. Fiir
1 pm grofe Phagosomen war der Unterschied zwischen Myosin Motoren entlang der Kern-
zugewandten Phagosomenseite und der Peripherie-zugewandten Seite mit Alyiyosin = 11 %
am geringsten, fiir 2 pm Phagosomen mit 15 % am grofiten. Fiir grofe Phagosomen betrug
der Gradient 13 %. Der Unterschied in der Myosin-Asymmetrie innerhalb der betrach-
teten Phagosomendurchmesser von etwa 4 % war dabei deutlich geringer als fiir andere
Verteilungen (MT, AF, Dynein, Kinesin) beobachtet wurde. Ein ebenfalls essentieller Un-
terschied zu den Verteilungen der Dynein und Kinesin Motoren (Abschnitt 8.5) war die
Lokalisation des Maximums der Myosin-Dichte, welches sich fiir intermedidre und grofse
Phagosomen nicht an der Kern-zugewandten Phagosomenflache befand, sondern zwischen
Kern- und Peripherie-zugewandter Seite, bei einem Azimutalwinkel zwischen ¢ = 45° und
90°. Der Kurvenverlauf der Myosin-Verteilung der 2 pm und 3 pm Phagosomen war dabei
fiir alle Azimutalwinkel sehr &hnlich.

Verteilung von AF-assoziierten Motoren entlang der Oberfliche hypothetischer Pha-
gosomen. Fiir eine mogliche Verallgemeinerung der beobachteten Verteilungen der Myo-
sin Va Motoren entlang realer Phagosomen war auch hier eine grundlegende Analyse der
Verteilung des Myosins innerhalb von Zellen ohne Beeinflussung der intrazellularen Struk-
turen durch internalisierte Fremdkorper notwendig. Dazu wurden analog zu der bisheri-
gen Vorgehensweise Zellen ohne Phagosomen aufgenommen und in die mittleren Inten-
sitdtsprojektionen der Zellen entlang der z-Achse nachtréglich digital sphéarische Objekte
eingefiigt, um hypothetische Phagosomen zu simulieren. Die Verteilung der Myosin Va
Motoren entlang der Auflenseite von mehr als 400 solcher hypothetischer Phagosomen
ist in Abbildung 8.13C dargestellt. Auch hier konnte wie bereits fiir reale Phagosomen
ein Gradient beziiglich der Myosin Dichte zugunsten einer héheren Dichte auf der Kern-
zugewandten Phagosomenseite festgestellt werden. Der Gradient stieg dabei allerdings mit
groker werdendem Phagosomendurchmesser an. Er betrug fiir kleine Phagosomen 8 %, fiir
intermedidre Phagosomen 13 % und fiir grofse Phagosomen 17 % und war damit hoher als
der ermittelte Gradient MT-basierter Motorproteine oder der Gradient von AF entlang
der Aufsenseite hypothetischer Phagosomen. Die bei den realen Phagosomen beobachte-
te Lokalisierung des Maximums der Myosin-Dichte zwischen 45° und 90° Azimutalwinkel
der Phagosomenaufienseite konnte bei den hypothetischen Phagosomen nicht beobach-
tet werden und deutet auf eine Verschiebung der Motoren durch die Internalisierung von
Fremdkérpern und deren Transport hin.

Einfluss des Abstandes zwischen Phagosom & Nukleus auf
die intrazelluliare Verteilung der betrachteten Strukturen

Im abschliefenden Abschnitt dieses Kapitels wurde der Einfluss des Abstandes zwischen
Nukleus und dem phagozytierten Objekt auf die Verteilung der in den vorangegangenen
Abschnitten betrachteten Strukturen entlang der Phagosomenaufienseite analysiert und
ausgewertet. Zur Quantifizierung der Verteilung diente analog zu den anderen Abschnit-
ten die Fluoreszenzintensitit der zu untersuchenden intrazelluldren Strukturen. Bei diesen
Strukturen handelte es sich um Mikrotubuli, die MT-assoziierten Motoren Dynein und
Kinesin, Aktinfilamente sowie den AF-assoziierten Motorprotein Myosin V. Die dabei zu-
grunde liegenden Daten waren identisch mit den Daten aus den Abschnitten 8.4, 8.5, 8.6
und 8.7.
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Abbildung 8.14. Korrelation der Distanz zwischen Phagosom & Nukleus und der Verteilung
von MT & AF entlang der Aufienseite hypothetischer Phagosomen. Die Abbildung
zeigt die Asymmetrien (Differenz) der Fluoreszenzintensitdten von mit sekundiren Antikérpern
markierten MT- (A) und AF-Strukturen (B) zwischen der Kern-zugewandten Phagosomenseite
(0° < ¢ < 45°) und der Zellperipherie-zugewandten Phagosomenseite (135° < ¢ < 180°), auch
bezeichnet als Fluoreszenzintensitétsgradient. Bestimmt wurden die Intensitdten dabei entlang der
AuRenseite hypothetischer Phagosomen (nachtriglich digital in die Zellen eingefiigte sphérische
Objekte). Diese Asymmetrien wurden fiir 1 pm, 2pm & 3 pm Phagosomen bestimmt und in Ab-
héangigkeit des Abstandes zwischen Mittelpunkt des betrachteten Phagosomes und Nukleuszentrum
aufgetragen. Die Abstédnde sind in Intervalle von <10pm, 10-15pm & >15pm zusammengefasst.
Dargestellt ist die Verteilung der Fluoreszenzintensitédtsgradienten in Form eines Boxplots, wobei
die Box dem Bereich entspricht, in dem 50 % der Daten liegen (Intervalllinge dieses Bereiches als
Interquartilsabstand bezeichnet) und der horizontale Strich innerhalb der Box den Medianwert der
Verteilung représentiert. Die Lange der Antennen wurde auf den 1.5fachen Interquartilsabstand
beschrankt. Analysiert wurden bei den MT 220 Phagosomen im Intervall <10 pm, 158 im Inter-
vall 10-15pm & 66 im Intervall >15pm. Fiir AF betrug die Anzahl analysierter Phagosomen in
identischen Intervallen 186, 109 & 90.

Zunédchst wurde die Verteilung zytoskelettaler Strukturen detaillierter betrachtet. Abbil-
dung 8.14 zeigt die Verteilung der Fluoreszenzintensitatsgradienten von 1pm, 2 pm und
3 pum Phagosomen in Abhéngigkeit von Distanzintervallen zwischen dem Phagosomenmit-
telpunkt und dem Nukleuszentrum. Die Fluoreszenzintensitédtsgradienten wurden dabei
als Differenz zwischen der Fluoreszenzintensitét entlang der absoluten Azimutalwinkeln
zwischen 0° < ¢ < 45° entlang der Phagosomenoberfliche und der Fluoreszenzintensitit
entlang absoluten Azimutalwinkeln zwischen 135° < ¢ < 180° berechnet. Sie waren so-
mit ein Mak fiir die Asymmetrie in der Intensitidtsverteilung zwischen Kern-zugewandter
Phagosomenoberflache und Peripherie-zugewandter Oberflache. Die dargestellten Gradien-
ten wurden entlang der Aufsenseite hypothetischer Phagosomen bestimmt. Die Abbildung
8.14 A stellt die Gradientenverteilung von MT und die Abbildung 8.14B die Gradienten-
verteilung von AF dar. Da es sich hier um hypothetische Phagosomen handelt, existierte
zu jeder Distanz zwischen Nukleus und Phagosom ein Phagosom mit 1 pm, 2 pm und 3 pm
Durchmesser, was eine sehr gute Vergleichbarkeit der drei Phagosomengrofsen gewéahrleis-
tet. Unabhéingig von der Distanz und der betrachteten Struktur zeigten die Gradienten-
verteilungen eine steigende Tendenz fiir grofer werdende Phagosomen. Die Gradientenver-
teilung der MT wurde dabei fiir groker werdende Abstdnde zwischen Kern und Phagosom
fiir alle Phagosomendurchmesser geringer. Dies entsprach der natiirlichen intrazelluldren
Anordnung der MT, deren Dichte in Richtung der Zellperipherie abnahm, vergleiche Ab-
schnitt 8.4. Die Verteilung der AF hingegen zeigte kaum Abhéngigkeit von der Distanz
zwischen Nukleus und Phagosom. Entsprechend dem Abschnitt 8.6 wiirde aufgrund des
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Abbildung 8.15. Korrelation der Distanz zwischen Phagosom & Nukleus und der Vertei-
lung von Dynein & Kinesin entlang der Aufienseite hypothetischer Phagosomen. Die
Abbildung zeigt die Asymmetrien (Differenz) der Fluoreszenzintensitdten von mit sekundéren Anti-
kérpern markierten Dynein (A) und Kinesin (B) Motoren zwischen der Kern-zugewandten Phagoso-
menseite (0° < ¢ < 45°) und der Zellperipherie-zugewandten Phagosomenseite (135° < ¢ < 180°),
analog der Abbildung 8.14. Betrachtete Distanzintervalle, analysierte Partikeldurchmesser sowie
Aufbau der Boxplots sind ebenfalls identisch, fiir weitere Details sieche Bildunterschrift der Abb.
8.14. Analysiert wurden fiir die Dynein-Verteilung jeweils 187 1pum, 2pum & 3 pm Phagosome in
dem Intervall <10 pm, 62 im Intervall 10-15 pm & 8 im Intervall >15pm. Fiir Kinesin betrug die
Anzahl analysierter Phagosomen in identischen Intervallen 153, 60 & 29.

zellularen Aktinkortexes eine hohere Dichte an AF in der Zellperipherie erwartet werden.
Dabei ist allerdings zu beachten, dass sich die Region des Aktinkortexes einer kleinen Zelle
in einem geringeren Distanzintervall widerspiegelt als bei einer grofen Zelle, da die Zellen
keine einheitliche Grofsenverteilung aufwiesen. Der Unterschied zwischen den Gradienten
bei 3 pm Phagosomen und 1 pum Phagosomen war dabei bei AF deutlich geringer als bei
MT, unabhéngig des Distanzintervalls.

Die Abbildung 8.15 entspricht einer identischen Darstellung wie Abbildung 8.14 fiir die
MT-assoziierten Motorproteine Dynein, 8.15A4 und Kinesin, 8.15B. Dargestellt ist dabei
ebenfalls die Verteilung entlang der Aufienseite hypothetischer Phagosomen, sodass identi-
sche Bedingungen galten wie fiir die Betrachtung der MT- und AF-Gradientenverteilungen.
Beide Motorproteine zeigten beziiglich der Asymmetrie zwischen Kern-zugewandter Pha-
gosomenseite und gegeniiberliegender Seite eine drastische Reduzierung mit zunehmender
Distanz zwischen Kern und Phagosom. Dies korrelierte mit der Reduktion der MT-Dichte
im Bereich der Zellperipherie. Fiir grofse Abstdnde kam es dabei nahezu zum Ausgleich
der Asymmetrien, unabhéngig vom Phagosomendurchmesser oder betrachteten Motor-
proteinen. Die Abbildung 8.16 stellt die Gradientenverteilung aller Phagosomengréfsen in
Abhéngigkeit des Abstandes zwischen Kern und Phagosom bei AF-assoziierten Myosin V
Motoren dar. Auch hier galten identische Bedingungen wie bei den beiden vorangegange-
nen Abbildungen. Die Gradientenverteilung der Myosin V Motoren entlang der Aufenseite
hypothetischer Phagosomen erhohte sich mit steigendem Phagosomendurchmesser, unab-
héngig des Abstandes zum Nukleus. Die Asymmetrie im Allgemeinen reduzierte sich dabei
dezent mit grofer werdender Distanz zwischen Phagosom und Zellkern. Die Abhéngigkeit
der Gradientenverteilung beziiglich des Distanzintervalls war dabei bei Myosin Motoren
deutlich geringer als bei Dynein und Kinesin Motoren (Abb. 8.15), was mit der bereits
identifizierten Verteilung der Motoren innerhalb der Zelle ohne erkennbare Vorzugsregion
korrelierte, vergleiche Abschnitt 8.7.
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8.8. Einfluss des Abstandes zwischen Phagosom & Nukleus

Abbildung 8.16. Korrelation der Distanz
zwischen Phagosom & Nukleus und
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Si 50 Asymmetrien der Intensitidten von Fluores-
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'g = 25 Kern-zugewandten Phagosomenseite und
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<10 10-15 >15 116 im Intervall 10-15 pm & 124 im Intervall
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Die in diesem Abschnitt gezeigte Abhéngigkeiten der Asymmetrien struktureller Verteilun-
gen zwischen Kern-zugewandter und Peripherie-zugewandter Phagosomenoberfliche von
dem Abstand zwischen Phagosom und Nukleus konnten nicht mit einer Ortsabhéngigkeit
von Transporteigenschaften in Verbindung gebracht werden. Wie in Kapitel 7.14 gezeigt,
waren die extrahierten Transporteigenschaften unabhingig von der Phagosomenposition
innerhalb der Zellen.

Die Untersuchung der Zusammenhéinge zwischen Verteilung der Gradienten von MT, MT-
assoziierter Motoren, AF und AF-assoziierter Motoren und der Distanz zum Zellkern wur-
de ebenfalls fiir die Fluoreszenzintensitéiten entlang realer Phagosomen durchgefiihrt. Da-
bei konnte weder eine Tendenz noch eine Abhéngigkeit der Gradientenverteilung von der
Distanz beobachtet werden. Aufgrund grofser Schwankungen in den Positionen der Phago-
somen und somit einer schlechten Vergleichbarkeit der Phagosomenpositionen der diversen
Phagosomendurchmesser und grofen Schwankungen in den Verteilungen der Gradienten
ergab diese Analyse keine weiteren zusétzlichen Erkenntnisse.
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KAPITEL 9

Diskussion der experimentellen Grundlagen

Dieses Kapitel dient einer kritischen Auseinandersetzung
mit den in der vorliegenden Arbeit genutzten experimen-
tellen Methoden, etablierten Protokollen und genutzten
Parametern. Weiterhin werden Ansdtze zur Optimierung
der Messabldufe und Analyseroutinen aufgezeigt und er-
lautert. Die kritischen Parameter fir die hier durchge-
fiihrten Experimente und deren anschlieflende quantita-
tive und qualitative Auswertung sind: die Antikérper-
opsonisierung der Zielobjekte, die Verteilung der Fcy-
Rezeptoren auf der Zellmembran, die gréfSenabhdngigen
Sedimentationszeiten der Zielobjekte zur Initiierung der
Phagozytose, der Nachweis einer erfolgreichen Aufnahme der Zielobjekte sowie deren
Wahrscheinlichkeit, die Beeinflussung der Zellen in threr natirlichen Funktionsweise durch
die Aufnahme von unzersetzbaren Fremdkdrpern und die Abhdngigkeit der gewonnenen Er-
gebnisse von den wdhrend der Analyse gesetzten Schwellwerten.
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9.1

9.2

9. Diskussion der experimentellen Grundlagen

Opsonisierung der Zielobjekte

Die Grundlage fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchung zum gro-
fenabhéngigen Transport von Phagosomen war die Internalisierung von Fremdkorpern
durch Makrophagen. Um diese Internalisierung zu gewahrleisten, wurden die Zielobjekte,
hier 1-3 pm Polystyrolpartikel mit einer carboxylierten Oberflache, passiv mit Immuno-
globulin G (IgG) beschichtet. Eine passive Beschichtung bedeutet dabei eine Anlagerung
der Antikérper an der Oberfliche durch Adhésionskrifte ohne vorherige Aktivierung der
Oberfldche. Eine Kontrolle der Antikorperopsonisierung erfolgte mittels elektronenmikro-
skopischer Aufnahme der Partikel oder mittels fluoreszenter Markierung adhérenter An-
tikorper auf der Partikeloberfliche durch einen zweiten (sekundéren) Antikorper, spezi-
fisch bindend gegeniiber Immunoglobulin G. Anhand beider Nachweismethoden konnte
iberpriift werden, ob die Antikérperbeschichtung erfolgreich war und ob sie sich homo-
gen iiber die Partikeloberfliche verteilte. Aufgrund des hohen Aufwandes zur Erstellung
einer elektronenmikroskopischen Abbildung konnte dieser Nachweis nur einmalig durchge-
fiihrt werden. Auch ein Nachweis mittels sekunddrem Antikérper war nur stichprobenartig
moglich, da davon ausgegangen werden kann, dass der sekundéire Antikorper die Phagozy-
tosewahrscheinlichkeit der Zielobjekte reduziert. (Durch den sekundéren Antikorper wird
der primére Antikérper abgeschirmt und es kommt zu keiner IgG-Fcy-Rezeptor initiierten
Phagozytose, sondern nur zu einer zufélliger Aufnahme dhnlich wie bei carboxylierten Par-
tikeln, siche Abb. 7.9.) Beide Nachweismethoden zeigten eine homogene und erfolgreiche
Beschichtung der Zielobjekte mit IgG. Damit konnte die gezielte Aktivierung einer Fecvy-
Rezeptoren-basierten Phagozytose der Zielobjekte sichergestellt werden. Weiterhin konnte
aufgrund der homogenen IgG-Verteilung auf der Partikeloberfliche die Orientierung der
Zielobjekte gegeniiber den Zellen vernachlassigt werden. Die Wahrscheinlichkeit einer Ro-
tation bereits an Rezeptoren gebundener Zielobjekte aufgrund von IgG-Gradienten wurde
somit reduziert. Eine Methode zur direkten Uberpriifung der Antikérperopsonisierung des
zur Phagozytoseinitiierung verwendeten Zielobjektes ist derzeit nicht bekannt, eine intakte
Beschichtung spiegelte sich jedoch in einer erfolgreichen Aufnahme und dem intrazellul&-
ren Transport des Zielobjektes wieder.

Aufgrund der einfachen Durchfiithrbarkeit der Nachweismethode mittels sekunddrem An-
tikorper konnte diese Uberpriifung der Beschichtung von Zielobjekten zu jedem beliebigen
Zeitpunkt nach der Opsonisierung durchgefiihrt werden. Dadurch konnte die Qualitéat der
Zielobjektbeschichtung auch iiber langere Zeitrdume gesichert werden, um die Vergleich-
barkeit der Messreihen zu gewéhrleisten. Eine Optimierung der IgG-Opsonisierung der
Zielobjekte bietet hier die aktive Beschichtung der Partikel mit Antikérpern durch eine
vorausgehende chemische Aktivierung der Partikeloberfliche. Dies erh6ht die Bindungs-
kréfte zwischen Antikérpern und Partikelaufsenseite, war allerdings im Rahmen der hier
durchgefiihrten Experimente nicht notwendig, da nach initiierter Phagozytose die Zielob-
jekte vollstindig den Zellen iiberlassen wurden. Fiir die Lagerung der Zielobjekte erwies
sich eine passive Opsonisierung als ausreichend stabil.

Verteilung der Fcy-Rezeptoren

Neben der homogenen Verteilung des IgGs auf der Oberflache der Zielobjekte spielte auch
die Verteilung der Gegenspieler, die Fcy-Rezeptoren an der Aufsenseite der Zellmembran,
eine wesentliche Rolle fiir die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der durchgefiihrten
Experimente. Dazu wurden die Fcy-Rezeptoren mittels fluoreszentem Antikoérper markiert
und ihre Verteilung mittels konfokaler Mikroskopie analysiert (siehe Abb. 7.4). Dabei wur-
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9.3

9.4

9.3. Sedimentationszeiten der Partikel

de gezeigt, dass sich an jeder Aufenseite der Zellmembran eine ausreichende Menge an Fey-
Rezeptoren befand, ohne dass es dabei zur Ausbildung von Membranregionen mit stark
erhohter oder reduzierter Rezeptorendichte kam. Darauf basierend konnte fiir die Experi-
mentreihen angenommen werden, dass die Position entlang der Zellmembran, an welcher
die Phagozytose aktiv (HOT) oder passiv (Partikelsedimentation) initiiert wurde, keinen
Einfluss auf die Aktivierung des Phagozytoseprozesses durch Fcy-Rezeptoren-getriggerte
biochemische Signalkaskaden hatte. Ebenfalls konnte davon ausgegangen werden, dass die
Einleitung der Phagozytose grundlegend an jedem Ort der Zellauffenwand moglich ist. Auf
eine systematische Untersuchung der Rezeptorenverteilung in Abhéngigkeit diverser Zell-
eigenschaften wie Morphologie, Zellzyklus oder Kultivierungsdauer wurde hier verzichtet,
bietet aber eventuell die Moglichkeit zu einer Optimierung der Phagozytoseinitiierung.

Sedimentationszeiten der Partikel

Ein weiterer Faktor zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der durchgefiihrten Experi-
mente, nicht nur zwischen aktiver und passiver Einleitung der Partikelaufnahme, sondern
auch bezliglich der variierenden Durchmesser der Zielpartikel, war die grofenabhéingige
Sedimentationszeit der Zielobjekte innerhalb der Probe und somit ihr Erreichen der Zell-
aufsenseite nach ihrer Zugabe. Die mit reduziertem Zielobjektdurchmesser steigende Se-
dimentationszeit konnte fiir statistische Analysen wie beispielsweise der Bestimmung von
Phagozytosewahrscheinlichkeiten durch angepasste Startzeiten, Sedimentation der Partikel
auf Eis oder angepasste Partikelkonzentration ausgeglichen werden. Dazu wurde zunéchst
die Sedimentationszeit in Abhéngigkeit der Partikelgréfse bestimmt, wobei gezeigt werden
konnte, dass die tatsdchliche Sedimentationszeit den theoretischen Erwartungen fiir das
Absinken eines sphérischen Korpers bei kleinen Reynoldszahlen entspricht (siehe Abb.
7.3). Dabei konnte aukerdem gezeigt werden, dass die Dauer einer vollstdndigen Sedimen-
tation von 1pm grofen Partikeln sehr hoch war. Daraus folgte, dass die Durchfiihrung
der Sedimentation auf Eis (Abkiihlen der Proben auf 0 °C) trotz guter Reproduzierbarkeit
dieser Methode nicht ohne zusétzliche Anpassungen realisierbar war. Fiir diverse Experi-
mente wurde daher bei entsprechender Notwendigkeit zusétzlich die Ausgangskonzentra-
tion an Zielobjekten angepasst. Die kurzzeitige Lagerung der Proben auf Eis wurde, wenn
notwendig beibehalten, da sie auch einen identischen Startzeitpunkt der phagozytischen
Aufnahme der Zielobjekte gewéhrleistete. Eine Optimierung der gréfsenabhéngigen Sedi-
mentationszeiten kénnte durch die Verwendung von Zielobjekten aus Silikat anstelle von
Polystyrol erreicht werden, da sich aufgrund der hoheren Dichte von Silikat die Sedimen-
tationszeiten drastisch verkiirzen. Fiir Experimente, bei denen nur einzelne Zielobjekte
betrachtet wurden und ihr Transport innerhalb der Makrophagen analysiert wurde, war
es nicht notwendig eine identische Partikelkonzentration unabhangig der Zielobjektgrofe
im Umfeld der Zellen zu gewéhrleisten. Eine Diskussion der Beeinflussung der Zellen in
ihrer natiirlichen Funktionsweise durch bereits aufgenommene Zielobjekte findet sich in
Abschnitt 9.5.

Nachweis der erfolgreichen Phagozytose

Im Anschluss an die Initiierung der Phagozytose war es notwendig die erfolgreiche und
vollstdndige Aufnahme der Zielobjekte in ein Phagosom durch die Makrophagen nachzu-
weisen, um sicherzustellen, dass es sich bei dem spéter beobachteten Transport auch um
intrazellulare Phagosomenbewegung handelte. Dazu wurde exemplarisch an fixierten Zel-
len die Aufnahme der Fremdkorper mittels sekunddrem Antikorper, spezifisch fir das IgG
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9.5

9. Diskussion der experimentellen Grundlagen

der Partikeloberfliche, und mittels elektronenmikroskopischen Aufnahmen nachgewiesen
(sieche Abb. 7.7 & 7.6). Zuséatzlich wurde exemplarisch die Aufnahme einzelner Zielobjekte
in lebenden Zellen mit fluoreszent gekennzeichneter Zellmembran visualisiert (siehe Abb.
7.5). Dabei wurde festgestellt, dass die Aufnahmewahrscheinlichkeit der mit IgG opsoni-
sierten Zielobjekte sehr hoch war und nach initiierter Phagozytose auch meist eine Aufnah-
me der Zielobjekte bei hinreichend langer Zeitdauer erfolgte. Eine frustrierte Phagozytose,
d.h. ein Abbruch der Partikelaufnahme, oder eine erfolglose Phagozytoseinitiierung (kei-
ne oder abgebrochene Zellreaktion auf den Fremdkorper) wurde fiir die hier verwendeten
sphérischen Zielobjekte mit 1-3 pym Durchmesser und homogener IgG-Opsonisierung kaum
beobachtet. Es ergaben sich somit Anzeichen fiir eine erfolgreiche Aufnahme der Zielobjek-
te wie beispielsweise aktive intrazelluldre Bewegung, Entfernung von der Zellmembran oder
Position innerhalb der Zelle, welche fiir jede durchgefiithrte Messreihe zum Transportver-
halten der Phagosomen kontrolliert wurden. Durch wiederholten Abgleich dieser Indizien
mit den Methoden zum Nachweis der Aufnahme, konnte sichergestellt werden, dass es sich
bei dem beobachteten intrazellularen Transport mit hoher Wahrscheinlichkeit um die Be-
wegung von Phagosomen handelte. Um diese Wahrscheinlichkeit noch weiter zu verbessern,
wurde die generelle Aufnahmerate von Zielobjekten mit IgG-Opsonisierung nach erfolgtem
Kontakt zwischen Zielobjekt und Zellmembran gemessen. Diese wurde sowohl fiir mehrere
Zeitpunkte nach dem Kontakt als auch im Vergleich mit der Aufnahmerate von Zielob-
jekten ohne Antikérperbeschichtung bestimmt (siehe Abb. 7.9). Auch hier zeigten sich
Aufnahmeraten von iiber 80 % der opsonisierten Zielobjekte, selbst bei sehr kurzer Zeit-
dauer (~ 15min)) nach erfolgtem Partikel-Zellkontakt. Aufgrund der hohen Wahrschein-
lichkeit einer Aufnahme der IgG-beschichteten Zielobjekte durch die Makrophagen nach
initiiertem Partikel-Zellkontakt erwies sich das hier vorgestellte System von Rezeptoren
und Liganden als relativ sicherer Modellorganismus zur Beobachtung von phagosomalem
Transportverhalten. Um die Sicherstellung des phagosomalen Aufnahmeprozesses zu op-
timieren und fiir jede beobachtete Internalisierung visualisieren zu kénnen, empfiehlt sich
der dauerhafte Einsatz eines Membranfarbstoffes oder die Verwendung von stabil trans-
fizierten Zelllinien beispielsweise mit markiertem Aktinzytoskelett und der Akquirierung
von zuséatzlichen Fluoreszenzaufnahmen wihrend der Initiierung der Phagozytose. Aller-
dings gilt es dabei auch die mogliche Schiadigung der Zellen durch fluoreszenzinduzierte
Phototoxizitat zu beachten.

Potenzielle Storungen der Zellfunktionen

Da in der vorliegenden Arbeit auf den Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie wihrend der
Akquirierung von Bilderserien zur phagosomalen Transportanalyse verzichtet wurde, spiel-
te hier Phototoxizitét (Zellschddigungen durch freie Sauerstoffradikale) keine Rolle, da
keine fluoreszenten Molekiile in den Zellen vorhanden waren, welche mit molekularem
Sauerstoff hétten reagieren kénnen. Allerdings kann es dennoch zu einer Einschrinkung
der Zellen in ihrer natiirlichen Funktionsweise kommen beispielsweise durch die Aufnahme
und Ansammlung von Fremdkorpern, welche die Zellen nicht zersetzen kénnen, durch Be-
schadigung der Zellen mittels Laserstrahl oder durch Adhésion der Zellen auf Deckgldsern.
Eine Verdnderung der Zellfunktionen durch die Aufnahme der Polystyrolpartikel konnte im
Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche nicht festgestellt werden. Zellfunk-
tionen wie hohe Beweglichkeit, weitere Aufnahme von Fremdobjekten, Ausbildung von
Filopodien (Scheinfiifschen) oder Zytokinese blieben auch bei lingeren Beobachtungsdau-
ern von bis zu 3 h vollstindig erhalten, vergleiche hierzu Abb. 9.1. Es kam dabei lediglich
zu einer Aktivierung der Zelloberfliche durch das IgG, was dem natiirlichen Zellverhalten
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9.6. Diskussion der eingefiihrten Analyseparameter

174:30 min

Abbildung 9.1. Einfluss der Phagozytose von Fremdkoérpern auf die natiirliche Zellfunkti-
on. Die Abbildung zeigt an zwei repriasentativen Zellen die Auswirkungen der Aufnahme von
Fremdkorpern, welche die Zellen nicht zersetzten konnen, auf natiirliche Zellfunktionen, hier der
Morphologie, Ausbildung von Filopodien, Zellmobilitidt und Phagozytose (Zelle in der oberen Rei-
he) und Zytokinese (Zelle in der unteren Reihe). Die Zelle in der oberen Reihe zeigt im Zeitverlauf
die kontinuierliche Suche nach Fremdkérpern (gelbe Pfeile) mit Hilfe von Filopodien. Es folgt eine
Membran-basierte Anbindung an die Fremdkorper und eine Bewegung in deren Richtung. Diese
Zielobjekte werden anschliefend durch die Zelle internalisiert und intrazelluldr transportiert (gelbe
Kreise). Dabei sind weder beziiglich der Aufnahme von Fremdobjekten, der Beweglichkeit der Zellen
oder der Zellmorphologie Unterschiede zu Zellen ohne internalisierte, nicht zersetzbare Fremdkorper
festzustellen. Es findet lediglich eine Aktivierung der Zelloberfliche statt. Die Zelle in der unteren
Reihe zeigt nach der Internalisierung mehrerer Fremdkorper die Einleitung der Mitosephase, er-
kennbar durch das Aufrunden der Zelle. Anschlieffend folgt eine Teilung der Zelle, resultierend in
zwei Tochterzellen mit natiirlicher Morphologie und aufgeteilter Anzahl an Fremdkorpern. Eine Be-
eintréchtigung der Zytokinese wurde nicht beobachtet. Alle bereits aufgenommenen Fremdkorper
verblieben in der jeweiligen Zelle.

entspricht. Die Erhaltung der Zellfunktionen bei Messdauern von mehreren Stunden zeig-
te, dass auch potenzielle Zellschidigungen durch intensive Hellfeld- oder DIC-Beleuchtung
ausgeschlossen werden konnten. Eine maximale Aufnahmekapazitit der Zellen gegeniiber
den Zielobjekten konnte dabei ebenfalls nicht festgestellt werden. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen anderer Gruppen, z. B. von Kodali und Kollegen [88]. Um die Besché-
digung der Zellen durch den Fallenlaser zu minimieren, wurde eine Laserwellenldnge im
infraroten Bereich mit geringer biologisch schidlicher Wirkung gewéhlt [103]. Des Weiteren
wurde die Falle nach erfolgtem Partikel-Zellkontakt und initiierter Phagozytose umgehend
abgeschaltet. Der Einfluss des Lasers auf das natiirliche Zellverhalten wird somit als ver-
nachléssigbar gering abgeschétzt. Das Verhalten der betrachteten Zellen auf einem Unter-
grund mit geringerer Steifigkeit als Deckgléser, welcher somit auch besser der natiirlichen
Umgebung der Zellen angepasst wéire, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
Da es sich aber um eine kultivierte Zelllinie und nicht um Primérzellen handelt, konnte
bereits eine gewisse GewShnung der Makrophagen an das adhérente Zellwachstum auf
steifem Untergrund stattfinden.
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25:00 min 32:50 min

Abbildung 9.2. Veranschaulichung der perinuklearen Region. Zur Analyse der Daten wurde
ein Toleranzbereich entlang der Nukleusaufsenseite eingefiihrt, bezeichnet als perinukleare Region,
innerhalb derer sich die Partikel nach Erreichen des Nukleus bewegen konnten, ohne dass der dabei
auftretende zentrifugale Transport als starker zentrifugaler Transport charakterisiert wurde. Die in
der Abbildung dargestellte Makrophage zeigt, dass nach erfolgreicher Internalisierung eines Fremd-
objektes und phagosomalem Transport zum Nukleus (violette Trajektorie) die perinukleare Region
zur Umverteilung der phagozytierten Objekte entlang der Nukleusaufienseite genutzt werden konnte.
Dabei kam es zum Verlassen der Nukleusmembran durch das gekennzeichnete Phagosom um einen
Phagosomendurchmesser und anschliefsender Wiederherstellung des Partikel-Nukleuskontaktes. Ein
starker zentrifugaler Transport trat dabei nicht auf.

9.6 Diskussion der eingefiihrten Analyseparameter

Wiéhrend der Analyse der aufgenommenen Zeitserien des phagosomalen Transportes in
Abhéngigkeit der Grofe des Zielobjektes wurden diverse Schwellwerte festgelegt, wel-
che zur Definition der betrachteten Transportcharakteristika unerlésslich waren. Kriti-
sche Schwellwerte waren dabei die Geschwindigkeit zur Differenzierung zwischen aktiven
Transportphasen und passiven Phasen von 800 nm min~!, der wiedererlangte Mindestab-
stand zwischen Nukleusmembran und Phagosom zur Bestimmung von starkem zentrifu-
galen Transport und die damit verbundene zusétzlich analysierte Phagozytosedauer bei
Trajektorien mit auftretendem starken zentrifugalen Transport. Um den Einfluss dieser
Parameter auf die Analyse und die daraus resultierenden Ergebnisse zu untersuchen, wur-
den essentielle Transportcharakteristika unter Variation der kritischen Schwellwerte er-
neut bestimmt und mit den bereits bestehenden Ergebnissen verglichen (siehe Abb. 7.17
& 7.16). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Geschwindigkeit zur Differenzierung zwi-
schen aktiven Transportphasen und passiven Phasen keinen Einfluss auf das Verhéltnis der
Transportcharakteristika zwischen grofen und kleinen Phagosomen besafl. Gleiches galt
fiir die Definition der perinuklearen Region und somit den Mindestabstand zum Nukleus,
welchen ein Phagosom aufgrund zentrifugaler Bewegung nach Erreichen der perinuklea-
ren Region erreichen musste, dass die zugehorige Trajektorie als starken zentrifugalen
Transport aufweisend gezéhlt wurde. Auch hier existierte keine Korrelation zwischen dem
Verhéltnis essentieller Transportcharakteristika und der Ausdehnung der perinuklearen
Region. Lediglich die Gesamtanzahl der Phagosomen mit starkem zentrifugalen Transport
sank mit grofer werdender perinuklearer Region, wobei hier die Gesamtausdehnung der
Zellen sicherlich bereits eine Rolle spielte und nur ein endlich grofser Abstand zum Nu-
kleus bei endlicher Zellausdehnung von den Phagosomen realisiert werden konnte. Dass
eine generelle Definition einer perinuklearen Region sinnvoll und notwendig war, wird in
Abb 9.2 deutlich. Hier ist zu erkennen, dass 3pum grofe Phagosomen nach Erreichen der
Nukleusmembran einen Positionswechsel entlang der Nukleusaufenseite durchfithren. Um
anderen Phagosomen am Zellkern auszuweichen, verlassen die Phagosomen den Nukleus
um einen Phagosomendurchmesser wieder und kehren anschliefsend zuriick, wobei jedoch
kein starker zentrifugaler Transport auftritt. Die Einfiihrung einer Toleranzregion entlang
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der Zellkernaufenseite war somit unerldsslich und die Ausdehnung dieser Region sollte
dabei mindestens dem Durchmesser eines Phagosomes betragen. Dieser Toleranzbereich
entsprach im Weiteren in guter Naherung der perinuklearen Region. Eine alternative Ein-
fiihrung der perinuklearen Region, ebenfalls mit einem Abstand von 4-5pm findet sich
in der Quelle [65]. Die fiir Trajektorien mit starkem zentrifugalen Transport zusétzlich
analysierte Zeitspanne der Phagosomenbewegung zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf das
Verhéltnis reprasentativer Transportcharakteristika grofier und kleiner Phagosomen. Ein-
zige Ausnahme war dabei der komplette Wegfall einer zusétzlichen Zeitspanne fiir den
Phagosomentransport, da hier die Verweildauer von kleinen Phagosomen vor einem po-
tenziellen Riicktransport vom Zellkern in Richtung der Zellperipherie ignoriert wurde. Da
diese Verweildauer des Phagosomes am Nukleus potenzieller Bestandteil der Phagosomen-
reifung ist, wie in Abschnitt 10.5 diskutiert, wurde fiir die generelle Auswertung der in
dieser Arbeit vorgestellten Daten eine minimale zusétzlich analysierte Zeitspanne ange-
nommen und der Sonderfall von ¢ = 0 min vernachléssigt.

Zusammenfassend konnte dabei gezeigt werden, dass keiner der kritischen Parameter einen
essentiellen Einfluss auf die Verhéltnisse reprasentativer Transportcharakteristika zwischen
3um und 1pm Phagosomen hatte. Daraus ergibt sich qualitativ die Unabhéingigkeit der
Transportcharakteristika von den eingefiihrten und verwendeten Parametern und eine uni-
verselle Giiltigkeit der Transporteigenschaften fiir den Transport von 1pm, 2um & 3 pm
Phagosomen in J774-Mausmakrophagen.
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KAPITEL 10

Grofienabhangiger phagosomaler Transport

Dieses Kapitel dient der Interpretation der in der vorlie-
genden Dissertation beschriebenen, experimentellen Be-
obachtungen. Die Interpretation gibt einen Uberblick iiber
die Resultate beziiglich den groffenabhdngigen, phagoso-
malen Transporteigenschaften und erkldrt ihre potenziel-
len Ursachen. Weiterhin erfolgt eine Finordnung der Re-
sultate und Aussagen in den globalen, zelluldren Zusam-
menhang unter Beriicksichtigung maoglicher weiterer Fak-
toren mit Finfluss auf die Abhdngigkeit der Transportei-
genschaften vom Phagosomendurchmesser. Abschlieflend
folgt die Erstellung einer finalen Hypothese beziiglich der
biologischen Relevanz der untersuchten Groffenabhdngigkeit inklusive ihrer Schlussfolge-
rungen fiir weitere experimentelle Untersuchungen und die praktische Anwendung diverser
Transporteigenschaften basierend auf den Ausmaflen des Zielobjektes.
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10. Grokenabhingiger phagosomaler Transport

10.1 Diskussion des Transportverhaltens

Einleitung Basierend auf den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten zur Phagozyto-
se von IgG opsonisierten Zielobjekten im Gréfsenbereich von 1 bis 3 pm durch S&dugetierm-
akrophagen konnte gezeigt werden, dass der phagosomale Transport in Makrophagen sehr
stark von der Grofe des Phagosomes abhéngig ist (siche Abb. 7.11, 7.13, 7.15). Dies gilt
sowohl fiir qualitative als auch fiir quantitative Aspekte des Transportes. Die intrazellulire
Bewegung grofser Phagosomen mit 3 pm Durchmesser war durch Transport mit hochster
Persistenz und grofiter effektiver Geschwindigkeit von der Zellperipherie in die perinukleare
Region dominiert verglichen mit den anderen Phagosomengrofen. In Kombination mit dem
grofsten Anteil an aktiven Transportphasen in Richtung Nukleus und geringstem Anteil
aktiver Transportphasen in Richtung Zellperipherie sowie einem vernachlédssigbaren An-
teil an Trajektorien mit starkem zentrifugalen Transport nach Erreichen der perinuklearen
Region resultierte dies in der hochsten Effizienz des phagosomalen Transportes. Interme-
didre Phagosomen zeigten eine reduzierte Transportpersistenz und eine geringere effektive
Geschwindigkeit gegeniiber den 3 pm Phagosomen. Die Ursache dafiir war der héchste ge-
messene Anteil an passiven Transportphasen wiahrend der Phagosomenbewegung von der
Peripherie zum Zellkern. Diese hdufigen Unterbrechungen verursachten eine Reduktion der
Transporteffizienz bei 2 pm Phagosomen. Nach dem Erreichen der perinuklearen Region
kam es nur bei einem kleinen Anteil aller Phagosomen zu einem Verlassen dieser Regi-
on und dadurch zu starkem zentrifugalen Transport. Dieser wohldefinierte Endpunkt des
phagosomalen Transportes, wie er bei 2 & 3 pm Phagosomen gefunden wurde, verschwand
bei kleinen Phagosomen, welche in einem Grofteil der Messungen starken zentrifugalen
Transport aufwiesen. Dies galt auch fiir Beobachtungsdauern weit {iber die typische Zeit-
skala des phagosomalen Transportes hinaus, mit Messzeiten von bis zu 24 h. Des Weiteren
war das generelle Transportverhalten 1 pm grofer Phagosomen charakterisiert durch die
geringste Persistenz und die niedrigste effektive Geschwindigkeit. Fiir kleine Phagosomen
resultierte daraus die geringste gemessene Transporteffizienz. Weiterhin verursachten der
h6chste Anteil an zentrifugalen Transportphasen in Kombination mit dem zweithéchsten
Anteil an aktiven, zentripetalen Transportphasen hiufige Richtungswechsel des Transpor-
tes und starke Fluktuationen wéhrend der Bewegung.

Trotz hohem Anteil zentrifugaler Transportphasen und starkem zentrifugalen Transport
der kleinen Phagosomen verglichen mit sehr persistentem Transport bei grofen Phago-
somen erreichten mehr als 4/5 aller internalisierten Zielobjekte, unabhéngig ihrer Grofe
die perinukleare Region (siche Abb. 7.12). Auferdem zeigten alle Phagosomen auf kurzen
Zeitskalen vergleichbare instantane Geschwindigkeiten, was auf identische Transportpro-
zesse auf diesen Zeitskalen hindeutet, wie es bei motorbasiertem intrazelluldren Transport
der Fall ist (sieche Abb. 7.13C).

Diskussion physikalischer Faktoren. Als mogliche Ursache fiir die Einflussnahme der
Phagosomengrofe auf das intrazellulare phagosomale Transportverhalten kamen, neben
komplexen, bisweilen weitgehend unbekannten grofenabhéngigen biochemischen Signal-
kaskaden, auch einfache physikalische Faktoren in Frage. Potenzielle Faktoren, basierend
auf physikalischen Eigenschaften der Zielobjekte kdnnten zum Beispiel die zelluldre Span-
nung durch den Aktinkortex, welche sich auf das Phagosom auswirkt oder vom Phago-
somendurchmesser abhéngige, variierende Stokes-Reibung innerhalb der Zellen seien. Das
kortikale Aktinnetzwerk befindet sich direkt unterhalb der Plasmamembran und gibt in
Kombination mit AF basierten Motoren der Zelle die Mo6glichkeit zur Erzeugung kortikaler
Spannungen [68,136]. Entsprechend der Zellgeometrie mit einer grofsen Hohenausdehnung
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in der perinuklearen Region und geringer Hohenausdehnung in der Zellperipherie wiirde
eine stirkere Interaktion zwischen Phagosom und Aktinkortex in der Peripherie erwar-
tet werden. Der Einfluss der Kortexspannung, welche den Transport des Fremdkorpers in
Richtung Nukleus unterstiitzt, nimmt zu, je weniger Raum dem Phagosom innerhalb des
kortikalen Netzwerkes zur Verfiigung steht. Daraus resultiert eine erhéhte Transportge-
schwindigkeit und Persistenz fiir ein Phagosom, wenn es sich in der Zellperipherie befindet
(grofer Abstand zum Nukleus) sowie ein Anstieg dieses Effektes mit zunehmender Pha-
gosomengrofse. Wie aus den Abbildungen 7.18 und 7.19 hervorgeht, konnte dies fiir die
beobachteten Phagosomen nicht verifiziert werden. Da sich im Rahmen der Standardab-
weichungen kein Einfluss des Abstandes zwischen Phagosom und Nukleus auf die ana-
lysierten Transporteigenschaften ergab, konnte der Einfluss der Aktinkortexspannung als
Ursache fiir grofsenabhéngigen phagosomalen Transport weitestgehend ausgeschlossen wer-
den. Dariiber hinaus ergab sich bei der Betrachtung der Abstandsabhéngigkeit innerhalb
der Standardabweichung des Mittelwertes (Abb. 7.18) ein groferer Einfluss des Abstandes
zwischen Phagosom und Nukleus auf die Transporteigenschaften von 1 pm Partikeln, was
der oben genannten Hypothese explizit widerspricht.

Aufgrund des natiirlichen Aufbaus einer Sdugetierzelle mit einer Vielzahl an Makromole-
kiilen und membranumschlossenen Organellen innerhalb des Zytosols, welche einen weiten
Grofkenbereich abdecken, ist ein nicht unerheblicher Einfluss dieses dichten zelluldren Flui-
des auf die Transporteigenschaften der Phagosomen zu erwarten [136,137]. Dieser kann
mit Hilfe der Stokes-Reibung (Fsiokes = 6mRnv) charakterisiert werden, welche einer Ab-
schéitzung des viskosen Widerstandes dient. Dabei beschreibt 7 die Viskositét des Fluides,
welche innerhalb der Zellen fiir alle Phagosomen identisch ist, und fiir Zytosol in etwa dem
100-fachen Wert von Wasser entspricht und v der Geschwindigkeit des betrachteten Objek-
tes. Da die Geschwindigkeit der beobachteten Phagosomen auf kurzen Zeitskalen identisch
war, ist eine Zunahme des viskosen Widerstandes mit steigendem Phagosomendurchmes-
ser R gegeben. Die Beobachtungen in den vorliegenden Experimenten zeigten aber eine
deutliche Verbesserung der Transporteffizienz mit grofer werdendem Phagosomendurch-
messer, trotz erhohtem viskosen Widerstand, womit die Stokes-Reibung als Ursache fir
die vorliegenden gréfsenabhéngigen Transporteigenschaften ausgeschlossen werden kann.

10.2 Diskussion beteiligter Filamente und Motoren

Mikrotubuli. Da auf kortikalen Spannungen oder viskoser Reibung basierende Ursachen
fiir die Phagosomendurchmesser bedingte Diversitdt der Transporteigenschaften ausge-
schlossen werden konnten, wurden intrazelluldre Filamentstrukturen und die auf ihnen
basierenden Motorproteine als mogliche Grundlage fiir die groffenabhéngigen Unterschiede
detailliert betrachtet. Da fiir die generelle, langreichweitige Bewegung von Phagosomen in-
nerhalb von Zellen Mikrotubuli-basierter Transport eine wesentliche Rolle spielt, wurde zu-
néchst das intrazelluldre MT-Netzwerk mittels Nocodazol depolymerisiert [10,54,61,62,65].
Ahnlich der Beobachtungen von Blocker u.a. konnten hier keine quantitativen Messungen
des phagosomalen Transportes in Zellen nach ihrer Behandlung mit Nocodazol durchge-
fithrt werden, da sich die Zellmorphologie zu stark &nderte [38]. Analog zu ihrer Feststel-
lung, dass Phagosomen in Nocodazol behandelten NRK-Zellen (Nierenzellen der Wander-
ratte) zufillig im Zytosol oder in der Zellperipherie verteilt und nicht konzentriert in der
perinuklearen Region vorliegen, konnte auch in den hier vorgestellten Experimenten be-
obachtet werden, dass die internalisierten Zielobjekte zufallig in den Zellen verteilt waren
(siehe Abb. 8.1). Sie zeigten keine Akkumulation in der Nihe des Nukleus, wie dies fiir
3pm grofe Phagosomen nach ausreichender Phagozytosedauer in unbehandelten Zellen
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der Fall war. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass ein intrazelluldrer Transport ohne
MT nicht in dem Umfang mdoglich ist, wie er in natiirlichen Mausmakrophagen beobachtet
wurde. Weiterhin konnte Bridgman zeigen, dass der Transport von Organellen in Nocoda-
zol behandelten SCG-Zellen (Zellen des Halsganglions) nicht vollig zum Erliegen kommt,
sondern durch AF-basierte Mobilitdt mit geringerer Geschwindigkeit aufrecht erhalten
wird [64].

MT-assoziierte Motoren. Um den Einfluss MT-basierter Mobilitdt auf das phagoso-
male Transportverhalten besser untersuchen zu kénnen, wurde statt der Depolymerisa-
tion der MT mittels Nocodazol das Motorprotein Dynein mittels Ciliobrevin A in den
Makrophagen inhibiert. Dynein ist ein MT-basiertes Motorprotein, welches fiir den zen-
tripetalen Transport innerhalb der Zellen verantwortlich ist und somit einen wesentli-
chen Anteil an dem phagosomalen Transport von der Peripherie zur perinuklearen Re-
gion tréagt [10,54,55,62,65|. Es konnte gezeigt werden, dass der phagosomale Transport
bei verminderter Aktivitdt von Dynein Motoren eine deutlich geringere Transporteffizienz
aufwies, welche sich unter anderem durch einen Anstieg an passiven Transportphasen in
Kombination mit einem Abfall aktiver zentripetaler Transportphasen sowie einer Redu-
zierung der Geschwindigkeit der Phagosomenbewegung duferte (sieche Abb. 8.2 & 8.3).
Unabhéngig der Phagosomengrofie zeigte die effektive Geschwindigkeit einen deutlichen
Abfall, wihrend der Prozentsatz ausgedehnter Pausenphasen erhéht war. Der Einfluss der
Dynein-Inhibierung war grundlegend am gréfiten auf den effektiven persistenten Transport
grofser Phagosomen im Vergleich zum Einfluss auf den Transport von Phagosomen mit ge-
ringerem Durchmesser. Durch die Zugabe von Ciliobrevin A erreichten nur noch 40 % der
internalisierten Phagosomen mit 3 pm Durchmesser die perinukleare Region im Vergleich
zu mehr als 85 % aller Phagosomen mit kleinem oder intermedidrem Durchmesser. Wei-
terhin stieg der Anteil an passiven Phasen bei grofen Phagosomen um mehr als 50 %,
wahrend der Anteil an aktiven zentripetalen Transportphasen um mehr als 50 % abfiel. Im
Vergleich dazu erhohten sich die passiven Phasen bei kleinen Phagosomen um circa 20 %
und die aktiven zentripetalen Phasen sanken um 25 %. Auch die instantane Geschwindig-
keit war bei kleinen Phagosomen nicht signifikant verdndert. Dass die Geschwindigkeit des
Transportes auf kurzen Zeitskalen fiir kleine Phagosomen nahezu unveréndert ist, wéh-
rend sie sich fiir grofse Phagosomen stark verlangsamt, deutet darauf hin, dass fiir kleine
Phagosomen weitere Motorproteine eine essentielle Rolle bei deren Transport spielen, wah-
rend die Dynein Motoren eine dominierende Rolle fiir den Transport grofter Phagosomen
tragen.

Zusammenfassend deuteten die oben genannter Beobachtungen auf einen generellen Ein-
fluss MT-basierter Mobilitdt auf den phagosomalen Transport hin, wobei bei kleineren
Phagosomen weitere Motoren und Filamente zunehmend involviert zu sein scheinen. Da
die Dynein Motoren essentiell fiir den Transport groffer Phagosomen sind, ist auch eine
entsprechende Beteiligung von Kinesin Motoren an dem Transport von 3 pm Phagosomen
zu erwarten. Da diese jedoch primér fiir den Transport von der perinuklearen Region in
Richtung der Zellperipherie verantwortlich sind, spielen sie fiir eine hohe Transporteffizienz
in Richtung des Nukleus nur eine untergeordnete Rolle, weswegen hier auf Experimente in
Zellen mit inhibierten Kinesin Motoren verzichtet wurde [10]. Dass Kinesin dennoch einen
gewissen Einfluss auf den phagosomalen Transport hat, deutet sich aber bereits in den
Experimenten unter Zugabe von Ciliobrevin A zu den Zellen an. Der Anteil an aktiven
zentrifugalen Transportphasen war innerhalb der Zellen ohne aktive Dynein Motoren na-
hezu unverandert. Intermedidre Phagosomen zeigten dafiir in mehr als 80 % dieser Zellen
einen starken zentrifugalen Transport nach Erreichen der perinuklearen Region (siehe Abb.
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8.3B). Neben dem zentripetalen Transport scheinen Dynein Motoren ebenfalls eine wichti-
ge Rolle fiir einen wohldefinierten Endpunkt des phagosomalen Transportes intermediérer
Phagosomen einzunehmen.

Aktinfilamente Wie bereits im vorherigen Abschnitt diskutiert wurde, ist fiir den Trans-
port kleiner Phagosomen nicht MT-basierte Mobilitat der dominante Mechanismus. Da-
her wurden im Rahmen dieser Arbeit auch die Zusammenhénge zwischen AF-basiertem
Transport und den groffenabhéngigen, phagosomalen Transporteigenschaften untersucht.
Der AF-basierte Transport spielt dabei vor allem bei kurzen Distanzen und in Regionen
mit geringer MT-Dichte eine wesentliche Rolle [10,54,55,64]. Dabei kann AF-basierte Mo-
bilitdt auf mehrere Arten mit dem phagosomalen Transport gekoppelt sein. Neben einer
direkten aktiven Beteiligung durch AF-assoziierte Myosin V Motoren besteht zum Beispiel
auch die Moglichkeit, dass der retrograde Aktinfluss von der Zellperipherie in Richtung
perinuklearer Region den Transport der Phagosomen beeinflusst. Die gemessenen Trans-
portgeschwindigkeiten der Phagosomen zwischen 30 und 40 nms~! (1,9 bis 2,5 pm min—1)
entsprechen den gemessenen Geschwindigkeiten von Aktin innerhalb des retrograden Flus-
ses [138,139]. Zu beachten ist dabei allerdings, dass der retrograde Fluss vor allem zwischen
der fiihrenden Zellmembrankante wihrend der Migration und dem Zellzentrum auftritt
und die Geschwindigkeiten von Aktin von ~ 25nms~! in den Lamellipodien der Zellen
gemessen wurden und im Zellkérper die Aktingeschwindigkeit auf circa 2nms~! reduziert
war [139]. Dennoch wurden die Experimente zur Charakterisierung der grofsenabhéngigen,
phagosomalen Transporteigenschaften in Zellen ohne AF wiederholt. Dabei wurde die Po-
lymerisation der AF mittels Zugabe von Cytochalasin D unterbunden. Es konnte gezeigt
werden, dass AF-basierte Mobilitdt eine Rolle fiir den Transport der Phagosomen aller
Grofen spielt, da es durch den Wegfall der AF zu einem generellen Anstieg an passiven
Transportphasen in Kombination mit einer Reduzierung der instantanen Geschwindig-
keiten kam. Dabei hatte das Cytochalasin D einen stédrkeren Einfluss auf den Transport
kleiner Phagosomen, wiahrend die AF-basierte Bewegung nicht der dominierende Mecha-
nismus fiir den Transport grofser Phagosomen gewesen ist. Dies wurde besonders deutlich
an einer Reduzierung der instantanen Geschwindigkeiten in Zellen ohne AF um knapp
50 % verglichen mit circa 20 % Verlangsamung bei groferen Phagosomen (siehe Abb. 8.6).
Da der grundlegende phagosomale Transport aber auch in Zellen ohne AF nicht zum Er-
liegen kam und der Einfluss AF-basierter Mobilitéat auf kleine Phagosomen deutlich grofer
war als auf grofte Phagosomen, konnte eine Kopplung der Phagosomen an den retrograden
Fluss als Ursache fiir die beobachteten Transporteigenschaften ausgeschlossen werden. Ein
Zusammenhang zwischen den Transporteigenschaften und intrazellularer Polymerisations-
kréfte der Aktinfilamente konnte aus denselben Griinden als nicht gegeben angenommen
werden [117].

AF-assoziierte Motoren. Um den Zusammenhang mit AF-assoziiertem Transport und
der Bewegung kleiner Phagosomen detaillierter beschreiben zu kénnen, wurde auch fir
die AF-basierte Mobilitdt die Aktivitédt eines der wichtigsten Motorproteine fiir den Or-
ganellentransport, das Myosin V, unterbunden [62|. Die Experimente zur Charakterisie-
rung grofenabhéngiger Transporteigenschaften wurden in Makrophagen unter Zugabe von
MyoVin-1, einem Inhibitor von Myosin V, wiederholt. Dabei konnte gezeigt werden, dass
der generelle, phagosomale Transport durch eine geringere Effizienz, unabhingig der Pha-
gosomengrofe gekennzeichnet war. Anders als von Al-Haddad u.a. (Messung einer zweimal
schnelleren Akkumulation von 1pm Partikeln in der perinuklearen Region in Zellen oh-
ne Myosin V Motoren) beobachtet, kam es hier zu einer Verlangsamung der Transportes
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von der Zellperipherie in Richtung des Nukleus aufgrund haufiger Unterbrechungen des
Transportes und einem Anstieg der kurzreichweitigen Fluktuationen wiahrend der Bewe-
gung |54, 65]. Fiir alle drei betrachteten Phagosomendurchmesser, 1 pm, 2pm & 3pm,
stieg der Anteil an passiven Phasen auf mehr als 50 %, wahrend der Anteil an aktiven,
zentripetalen Transportphasen auf weniger als 40 % fiel (siche Abb. 8.8). Zusétzlich sank
die instantane Geschwindigkeit auf unter 2 pmmin~!, die effektive Geschwindigkeit wurde
auf maximal 1 pmmin~"' reduziert und die Anteile ausgedehnter Pausenphasen stiegen auf
mehr als 60 %. Diese generelle, grofenunabhéingige Verlangsamung des Transportes und
die Reduzierung seiner Effektivitdt zeigt, dass Myosin V grundlegend den phagosomalen
Transport unterstiitzt zum Beispiel durch zusétzliche Kraftauswirkung auf das Zielobjekt
oder als Unterstiitzung beim Ausweichen von Hindernissen [10,71,72,74].

Ein grofes Problem bei den Experimenten mit MyoVin-1 war, dass die Motorproteine
nicht aus den Zellen verschwanden, sondern nur der Bewegungsapparat inaktiviert wurde.
Somit konnte Myosin eine Ankerfunktion zwischen zu transportierenden Phagosomen und
vorhandenem AF-Netzwerk einnehmen [70]. Im Vergleich dazu wurde das AF-Netzwerk
bei Experimenten mit Cytochalasin D depolymerisiert und vorhandene Myosin V Mo-
toren hatten keine Moglichkeit mit AF zu interagieren. Eine weitere Aufgabe der Myo-
sin V Motoren neben der Hilfestellung bei Ausweichmanévern ist womdglich die Unter-
stiitzung der MT-assoziierten Motorproteine auf der Phagosomenoberfliche bei dem Auf-
finden von MT und dem Uberwinden von MT-armen Regionen, vor allem in der Zellpe-
ripherie [54,63,64,71,74]. Dieser Aspekt wurde auch durch das verstirkte Auftreten von
Fluktuationen wiahrend des Transportes ohne Myosin V sowie den hadufigen Unterbrechun-
gen unterstiitzt (siche Abb. 8.7).

Hinsichtlich der Persistenz der Phagosomenbewegungen waren allerdings keine starken
Veranderungen messbar zwischen MyoVin-1 behandelten und unbehandelten Zellen, da die
Persistenz nur die Wahrscheinlichkeit fiir einen Transportschritt in die gleiche oder entge-
gengesetzte Richtung zwischen zwei Zeitschritten angibt, nicht aber geringfiigige Wechsel
in der Transportrichtung erfasst. Zur Optimierung der Analyse der Transportpersistenz
von Phagosomen wére hier eine erweiterte Definition der Persistenz als Orientierungswin-
kel zwischen allen Tripeln aufeinanderfolgender Punkte entlang der Trajektorie, wie von
Gal und Kollegen vorgeschlagen, moglich [140].

Der Wegfall der motorisierten intrazellularen Unterstiitzung bei Ausweichvorgingen und
Suchprozessen zeigte sich deutlich durch den stirksten Anstieg an passiven Phasen und
dem stéarksten Abfall an aktiven zentripetalen Phasen von jeweils fast 40 % bei dem Trans-
port von 3 pm grofen Phagosomen. Wahrend der auch in unbehandelten Zellen vor allem
durch Pausen und Unterbrechungen gekennzeichnete Transport intermedidrer Phagosomen
in MyoVin-1 behandelten Zellen die geringsten Verdnderungen zeigte, war der Wegfall von
Myosin V Motoren bei der Bewegung kleiner Phagosomen deutlich realisierbarer, insbe-
sondere die Reduktion des Anteils an Phagosomen, die nach Erreichen der perinuklearen
Region diese wieder verliefen auf 20 %. Somit zeigten nahezu alle Phagosomen in Zellen
ohne aktive Myosin V Motoren einen wohldefinierten Endpunkt ihres Transportes in der
Né&he des Nukleus. Aufierdem schien im Zusammenhang mit diesem starken zentrifuga-
len Transport Myosin V eine wesentliche Rolle als treibende Kraft, Dynein hingegen als
Anker der Phagosomen in der perinuklearen Region zu spielen. Aufgrund der ebenfalls
starken Verdnderungen beziiglich der Transportphasenverteilung bei 1pm Phagosomen
und den Ergebnissen der Messungen des phagosomalen Transportverhaltens in Zellen oh-
ne AF, schien Myosin V bei dem Transport kleiner Phagosomen einen wesentlichen Anteil
als Transportunterstiitzer und Kraftinitiator auf das Phagosom zu haben. Aufgrund ihres
geringeren Durchmessers beziehungsweise Volumens ist das Scheitern von kleinen Phagoso-
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men an intrazelluldren Hindernissen unwahrscheinlicher als bei 2 pm grofsen Phagosomen,
da ihnen mehr Platz zum Ausweichen zur Verfiigung steht und sie weniger Freiraum be-
nétigen um eine Kreuzung oder eine Blockade zu passieren. Das bedeutet, dass bei 1 pm
Phagosomen die Funktion zum Ausweichen von Barrikaden oder Uberbriicken von Kreu-
zungen mittels Myosin V im Vergleich zu intermedidren und grofsen Phagosomen weniger
notwendig zu sein scheint.

Der generelle, phagosomale Transport kam in Zellen ohne aktive Myosin V Motoren aller-
dings nicht zum Erliegen, denn mehr als 75 % der internalisierten Zielobjekte erreichten die
perinukleare Region (siehe Abb. 8.8). Das bedeutet, dass Myosin V der Unterstiitzung des
Transportes dient aber nicht der alleinigen Realisierung der intrazellularer Organellenbe-
wegung. Abschlieffend konnte gezeigt werden, dass sich unabhéngig der Phagosomengrofe
der Anteil an aktiven zentrifugalen Transportphasen um weniger als 5 % andert, was auch
fiir die Ciliobrevin A behandelten Zellen der Fall ist und somit ein deutliches Indiz dafiir
ist, dass dieser Anteil an Transportphasen hauptséichlich durch Kinesin Motoren verursacht
werden konnte.

Zusammenfassung der bisherigen Resultate. Aufgrund der Analyse des Transportes von
Phagosomen diverser Grofien konnte gezeigt werden, dass die Transporteffizienz mit stei-
gendem Phagosomendurchmesser zunimmt, MT-assoziierte Mobilitdt eine wichtige Rolle
fiir den Transport grofler und AF-basierte Bewegung eine wichtige Rolle fiir den Trans-
port kleiner Phagosomen spielt sowie dass Myosin V zur Transportunterstiitzung aller
Phagosomen dienlich ist.

10.3 Diskussion der intrazelluliren Filamentanordnung und Mo-
torenverteilung

Zur weiteren Analyse dieser beobachteten Zusammenhénge wurden in fixierten Zellen MT,
Dynein, Kinesin, AF und Myosin V angeférbt und ihre Verteilung entlang der Auflensei-
te von realen und hypothetischen Phagosomen quantifiziert. Dabei konnte im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass neben bislang unbekannten phagosomengréfienabhén-
gigen biochemischen Signalkaskaden auch einfache architektonische intrazellulire Merk-
male einen groflenabhéngigen Einfluss auf den Transport von Phagosomen haben kénn-
ten. Primér relevantes Merkmal ist dabei die Symmetrie bzw. Asymmetrie in der Ver-
teilung der betrachteten Strukturen beziiglich der perinuklearen Region oder auch der
Kern-zugewandten Aufienseite der Phagosomen und der gegeniiberliegenden Seite, der
Zellperipherie-zugewandten Aufsenseite.

Mikrotubuli & MT-assoziierte Motoren bei realen Phagosomen. Bei der Betrachtung
der MT und MT-assoziierten Motoren ergab sich fiir alle Phagosomendurchmesser ei-
ne wesentlich héhere Dichte dieser Strukturen entlang der Nukleus-zugewandten Pha-
gosomenoberfliche verglichen mit der Zellperipherie-zugewandten Phagosomenoberflache.
Diese Asymmetrie nahm mit steigender Phagosomengrofe deutlich zu (siehe Abb. 8.10
und 8.11). (Einzige Ausnahme war hier die Verteilung der Kinesin Motoren bei kleinen
und intermedidiren Phagosomen, was im weiteren Verlauf separat diskutiert wird.) Der
Gradient (definiert als Fluoreszenz- bzw. Dichteunterschiede der betrachteten Struktu-
ren, AI) zwischen Kern-zugewandter Phagosomenseite und gegeniiberliegender Seite war
beispielsweise fiir Dynein Motoren bei 3 pym Phagosomen nahezu doppelt so grofs wie bei
1pm Phagosomen. Die erh6hte Anzahl von MT und Dyneinen an der Kern-zugewandten
Phagosomenseite verglichen mit der Peripherie-zugewandten Seite, welche mit steigendem
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Phagosomendurchmesser zunimmt, ist insbesondere fiir die Dynein Motoren von aufieror-
dentlicher Relevanz. Rai und Kollegen konnten zeigen, dass Dyneine auf der Oberfldche
isolierter Phagosomen Cluster bilden, welche fiir den Transport und die Reifung der Pha-
gosomen von Bedeutung sind [78]. Dabei haben die Dyneine innerhalb der Cluster die
Moglichkeit als Teams zu interagieren und grofte kollektive Kréfte zu generieren, was fir
Kinesin Motoren nicht beobachtet wurde [76,79]. Die Kréfte zeigen dabei eine lineare Ver-
besserung der Grofe und Wirkungsdauer in Abhéngigkeit von der Anzahl der Motoren [78].
Eine hohere Dichte von Dynein Motoren bedeutet somit eine grofere Wahrscheinlichkeit
fiir die Entstehung von Dynein-Clustern und kollektiven Kréften. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass die Dynein-Cluster entlang der
Kern-zugewandten Seite bei grofsen Phagosomen aufgrund einer starken asymmetrischen
Dynein-Verteilung entlang der Phagosomenoberfliche zur Entstehung grofer kollektiver
Krifte entlang der Kern-zugewandten Seite fiihrten, welche zum Minusende der MT und
somit zur perinuklearen Region gerichtet waren. Diese Kréfte resultierten in einem persis-
tenten, aktiven, zentripetalen Transport mit wenig Unterbrechungen oder Fluktuationen
in der Transportrichtung. Die Dynein generierten Kréafte sind dabei den Kraften ande-
rer Motoren iiberlegen. Diese Dominanz sinkt aufgrund abnehmender Strukturgradienten
und somit abnehmender Clusterformation und kollektiver Dynein- Aktivitat bei verringer-
tem Phagosomenradius. Dadurch nimmt die Wahrscheinlichkeit der Einflussnahme anderer
Motorproteine auf den Transport kleinerer Phagosomen zu. Ein weiterer Hinweis auf das
Vorkommen grofer (kollektiver) Kréfte bei grofen Phagosomen ergab sich aus Messun-
gen der Transportkrifte, welche auf das Phagosom ausgeiibt wurden. Die Kraftmessungen
fiihrten Magdalena Haaf, Solange Hofbauer und Simon Wieland im Rahmen ihrer Ab-
schlussarbeiten in lebenden Zellen mittels magnetischer Pinzette durch. Dabei konnten
fiir 3 pm Phagosomen Krifte von (30 4= 11) pN und fiir 1 pm Phagosomen lediglich Kréfte
von (7 £ 4) pN vorlaufig gemessen werden [141-143].

Die Asymmetrie in der MT-Dichte an sich spielte dabei vor allem als Grundlage fiir die
Motorproteine und Basis fiir die Krafterzeugung eine wichtige Rolle. Hendriks u.a. beob-
achtete, dass in Zellen aufgrund ihrer viskoelastischen Umgebung die Verweildauer von
Transportobjekten in der Ndhe der MT durch die Ausbildung von Bindungen zwischen
Motoren und MT geférdert wurde [72]. Es ist zu erwarten, dass diese Ausbildung der
Bindung durch mehr zur Verfiigung stehende Filamente und Motoren sowie der Grofe
des Transportobjektes verstérkt wird. Eine hohere Dichte an MT bietet somit auch mehr
Motorproteinen die Moglichkeit zur Interaktion und Kraftausiibung, wodurch der Team-
bildungseffekt zur kollektiven Krafterzeugung bei Dynein Motoren zusétzlich unterstiitzt
wird. Auch Kinesin Motoren kénnen leichter Bindungen ausbilden, was allerdings keine
verstirkten Kréfte durch interne Zusammenarbeit impliziert [78]). Generell wurde fiir bei-
de MT-basierten Motorproteine, Dynein und Kinesin, eine dhnliche Verteilung der Motoren
entlang der Phagosomenoberfliche gemessen, wobei der Unterschied einer hohen Dichte
entlang der Kern-zugewandten Seite verglichen mit einer geringeren Anzahl an Proteinen
entlang der Peripherie-zugewandten Aufsenseite bei 3 pym Phagosomen am ausgeprégtes-
ten war. Dabei ldsst sich die Vermutung aufstellen, dass die intrazelluldre Verteilung der
Motoren stark mit der im MTOC zentrierten Anordnung der MT korreliert. Die grofse
Ahnlichkeit in der Gradientenverteilung von Dynein und Kinesin zeigt, wie essentiell die
Clusterformation und Ausbildung kollektiver Krifte seitens der Dyneine fiir die Persistenz
und Effizienz des Transportes grofser Phagosomen ist. Da der Dichtegradient der Struktu-
ren stark von dem Phagosomendurchmesser abhingt, folgt auch eine starke Abhéngigkeit
der Transporteffizienz von der Phagosomengréfe, wie sie beobachtet wurde. Die geringere
Clusterbildung der Kinesin Motoren war auch qualitativ in den Fluoreszenzaufnahmen zu
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beobachten.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Verteilung der Strukturen entlang der Au-
flenseiten der Phagosomen vergleichbar war und nur die Kern-zugewandte Seite sowie
die gegeniiberliegende, der Peripherie-zugewandten, Seite eine Rolle spielten und keine
relevanten Unterschiede zwischen den beiden Bereichen der Aufienseiten dazwischen auf-
traten. Ob Unterschiede zwischen der Zellboden-zugewandten und Zelldecke-zugewandten
Phagosomenhaélfte bestehen, konnte im Rahmen der hier vorgestellten Experimente nicht
untersucht werden. Aufgrund der intrazelluliren MT-Anordnung liegt die Vermutung aber
nahe, dass Differenzen vorhanden sind, welche eine Rotation der Phagosomen bewirken
konnten [75]. Interessanterweise lag das Maximum der MT-Strukturen bei 2 pm Phagoso-
men nicht an der Kern-zugewandten Phagosomenseite, wie dies fiir 1 pm und 3 pm beob-
achtet wurde, sondern an den Phagosomenaufienseiten dazwischen, zwischen Kern- und
Peripherie-zugewandter Seite. Da die MT die Basis fiir die Motoren zur Kraftausiibung
bilden, kénnten diese MT-Maxima héufige Krafte seitlich an den Phagosomen zur Folge
haben. Dieser Sachverhalt kénnte eine potenzielle, teilweise Erklarung fiir die vermehrte
Haufigkeit passiver Phasen und ausgedehnter Pausen bei dem Transport der intermediéren
Phagosomen liefern.

Eine weitere Besonderheit ist, dass die Verteilung der Kinesin Motoren entlang der Ober-
flache realer Phagosomen als einzige Ausnahme einen dezent stérkeren Gradienten bei klei-
nen Phagosomen als bei intermedidren Phagosomen aufwies. Kombiniert mit der geringen
kollektiven Dynein-Aktivitdt bei 1 pm Phagosomen folgt daraus eine erhohte Wahrschein-
lichkeit Kinesin basierter, zentrifugaler Transportphasen, wie sie beobachtet wurde.

Mikrotubuli & MT-assoziierte Motoren bei hypothetischen Phagosomen. Um die ge-
nerelle Verteilung der MT, Dyneine und Kinesine innerhalb der Makrophagen und die
Einflussnahme der Internalisierung von Fremdkorpern auf diese Strukturen zu diskutieren,
wurden hypothetische, nachtriglich digital eingefiigte Phagosomen innerhalb von Zellen
ohne tatséchlichen Phagosomen analysiert (sieche Abb. 8.10 und 8.11). Dabei zeigte sich
entlang der Aufenseite dieser hypothetischen Phagosomen ebenfalls eine Gradientenbil-
dung der analysierten Strukturen mit einer hohen Dichte entlang der Nukleus-zugewandten
Phagosomenseite und einer geringen Dichte entlang der Peripherie-zugewandten Seite.
Dieser Gradient nahm mit steigendem Phagosomendurchmesser zu und war somit eine
Eigenschaft aller Makrophagen unabhéngig von intrazelluliren Verdnderungen durch den
Transport von Phagosomen. Die Internalisierung von Fremdobjekten verstarkte den gene-
rellen, grofenabhingigen Gradienten der MT, wobei der MT-Gradient durch 1 pm Pha-
gosomen reduziert und der MT-Gradient durch 3 pm Phagosomen erhéht wurde. Dies
unterstiitzt ebenfalls die Clusterbildung und kollektive Kraftausiibung der Dynein Moto-
ren zur Erzeugung einer hohen Transporteffizienz bei grofen Phagosomen. Eine maximale
Anzahl an MT-Strukturen entlang der Aufenseiten von intermediiren Phagosomen (zwi-
schen Nukleus- und Peripherie-zugewandter Seite) konnte fiir hypothetische Phagosomen
nicht beobachtet werden und war somit ein Resultat der Aufnahme und des Transportes
von 2 um grofsen Zielobjekten.

Fiir Dynein und Kinesin Motoren war der Gradient entlang hypothetischer Phagosomen
kleiner als bei realen Phagosomen. Im Falle von Kinesin verschwand der Gradient génz-
lich auf weniger als 5%. Dabei nahm auch hier die Asymmetrie zwischen Zellkern- und
Peripherie-zugewandter Seite mit steigendem Phagosomendurchmesser zu. Die Internali-
sierung von Zielobjekten und der Transport von Phagosomen fiihrte innerhalb der Zellen
zu einer Steigerung der Asymmetrie beziiglich der MT-assoziierten Motorproteine, mit der
Besonderheit, dass der Kinesin-Gradient kleiner Phagosomen den Kinesin-Gradient inter-
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medidrer Phagosomen iiberbot. Ob diese Verdnderung, zumeist Verstirkung der intrazel-
luldren Strukturgradienten zugunsten der Nukleus-zugewandten Phagosomenseite durch
Verdrangung und vor-sich-her Schieben der MT und den assoziierten Motoren beim Trans-
port oder durch gezielte und regulierte Umverteilung der Strukturen stattfand, konnte da-
bei nicht geklart werden. Die grofsen Abmessungen der Zielobjekte (1-3um) im Vergleich
zu den Abmessungen der Zellen (10-30 pm, Abschétzung anhand der akquirierten DIC
Bilder) lassen die Vermutung zu, dass die Verdrangung und Verschiebung der MT und
Motoren wahrend des Transportes eine wesentliche Rolle spielte.

Aktinfilamente & AF-assoziierte Motoren bei realen Phagosomen. Im Gegensatz zu
den MT und den assoziierten Motoren zeigten AF und Myosin V Motoren eine relativ ho-
mogene Verteilung entlang der Phagosomenoberfliche. Betrachtet man die AF Verteilung
entlang der Aufenseite realer Phagosomen, zeigt sich eine dezent hohere Dichte an AF
entlang der Peripherie-zugewandten Phagosomenseite als auf der Nukleus-zugewandten
Seite. Dieser, im Vergleich zur MT-Verteilung, inverse Gradient resultiert aus der hohen
AF-Dichte im Bereich des Aktinkortexes unterhalb der Zellmembran. Grofe und interme-
didre Phagosomen zeigten relativ &hnliche Verteilungen der AF-Asymmetrie zugunsten der
Zellperipherie, wohingegen diese Ungleichverteilung bei kleinen Phagosomen kaum ausge-
priagt war (siehe Abb. 8.12). Die Verteilung der Myosin V Motoren entlang der realen
Phagosomen zeigte ebenfalls nur eine geringe Ausbildung von Gradienten, welche keinem
linearen Zusammenhang mit dem Phagosomendurchmesser folgte, wie dies bei Dynein
Motoren der Fall war (siche Abb. 8.13). Fiir kleine Phagosomen war die Dichte an Myo-
sin V Motoren an der Kern-zugewandten Phagosomenseite am grofiten und an der ge-
geniiberliegenden Seite am geringsten. Fiir intermedidre und grofse Phagosomen war das
Maximum der Myosin V Motoren jedoch an den Bereichen der Phagosomenaufsenseiten
zwischen Kern- und Peripherie-zugewandter Seite. In Kombination mit der Verteilung der
AF erginzt dies die Vermutung aufgrund der MyoVin-1 Experimente, dass AF-basierte
Mobilitat und Myosin V bei grofseren Phagosomen lediglich dem Ausweichen von Hinder-
nissen und dem Uberbriicken von Kreuzungen dient, wohingegen es bei kleinen Partikeln
den Transport im Allgemeinen unterstiitzt.

Des Weiteren ist AF-basierte Mobilitdt vor allem in Regionen mit geringer MT-Dichte not-
wendig, um den Phagosomen das Suchen und die Anbindung an MT zu erleichtern |[54,65].
Das Uberbriicken solcher Regionen ist aufgrund ihrer endlichen Ausdehnung fiir Phago-
somen mit gréferem Durchmesser schneller moglich. Die Notwendigkeit einer homogenen
oder einer zugunsten der Nukleus-zugewandten Seite asymmetrischen Verteilung von AF
und assoziierten Motoren zum Auffinden von MT und zur Unterstiitzung des Transportes
nimmt daher mit steigender Phagosomengrofie ab. Auch der komplette Verlust des Kontak-
tes zwischen allen MT-assoziierten Motoren auf der Phagosomenoberfliche und den MT
wird aufgrund der Anzahl an Motoren mit steigender Phagosomengréfse unwahrscheinli-
cher. Eine langanhaltende Bindung zwischen Motoren und MT fordert ein effizientes und
persistentes Transportverhalten und verringert die Notwendigkeit AF-basierter Mobili-
tat zur generellen Unterstiitzung des Transportes. Nur das Ausweichen von intrazelluldren
Hindernissen kann ohne AF-assoziierte Motoren nicht gewéhrleistet werden. Analog zu den
MT waren auch fiir die Verteilung der AF entlang realer Phagosomen keine Unterschiede
zwischen den beiden Hélften der Phagosomen entlang der horizontalen Ebene festzustellen,
was die Wahrscheinlichkeit fiir eine Vorzugsrichtung zum Ausweichen von Hindernissen bei
2 & 3pm grofen Phagosomen oder fiir die Transportunterstiitzung kleiner Phagosomen
drastisch reduziert. Eine Analyse der Verteilung der Strukturen beziiglich der oberen und
unteren Phagosomenhiélften (beziiglich der Zellh6he) wurde nicht durchgefiihrt, wird aber
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aufgrund der kegelférmigen Zellmorphologie in z-Richtung und der dementsprechenden
Anordnung des Aktinkortex erwartet, mit einer héheren AF-Dichte zugunsten der oberen
Phagosomenhélfte.

Aktinfilamente & AF-assoziierte Motoren bei hypothetischen Phagosomen. Entspre-
chend der Kegelmorphologie und einer Integration der Fluoreszenz der AF-Strukturen
in z-Richtung ergab sich fiir die AF-Verteilung entlang der Aufsenseiten hypothetischer
Phagosomen ein geringerer Einfluss des Aktinkortex entlang der Zellperipherie [140]. Das
bedeutet, dass der AF-Gradient zugunsten der Peripherie-zugewandten Phagosomenseite
in Zellen ohne tatséchlich internalisierte Fremdkorper verschwand (siehe Abb. 8.12). Auch
die Verteilung der Myosin V Motoren entlang nachtréglich in unbeeinflusste Zellen ein-
gefligter hypothetischer Phagosomen zeigte eine Asymmetrie mit mehr Motoren entlang
der Kern-zugewandten Phagosomenseite im Vergleich zur gegeniiberliegenden Seite (sie-
he Abb. 8.13). Dieser Gradient stieg fiir Myosin V sowie auch fiir AF mit zunehmendem
Phagosomendurchmesser an. Das bedeutete, dass dhnlich wie bei MT und MT-assoziierten
Motoren die Verteilung der Myosin V Motoren in Zellen ohne internalisierte Fremdkor-
per sehr stark mit der Verteilung der AF korreliert war. Es zeigte aber auch, dass die
Internalisierung von Fremdkdrpern zu einer Verschiebung oder einer Verdrangung der AF
und assoziierten Motoren fiihrte, vor allem bei 2 ym und 3 pm grofien Phagosomen. Dabei
kommt es nicht wie bei MT und assoziierten Motoren zu einem Aufstauen der Strukturen
entlang der Nukleus-zugewandten Phagosomenseite, sondern eher einem Verdrangen nach
aufken oder in Richtung der Peripherie-zugewandten Seite. Im Falle der AF liegt die Ver-
mutung nahe, dass die Ursache hierfiir wieder in der Anordnung des Aktinkortex entlang
der Zellmembran und einer aktinarmen perinuklearen Region lag. Fiir Myosin V Motoren
scheint eine Verteilung der Motorproteine entlang der Phagosomenoberfliche entsprechend
ihrer Funktion (zum Ausweichen oder zur generellen Transportunterstiitzung) denkbar.

Zusammenfassung der bisherigen Resultate. Beide durchgefiihrte Experimentkategori-
en zur gezielten Unterbindung MT- oder AF-basierter Mobilitdt oder zur Fluoreszenzmar-
kierung von MT und AF sowie assoziierter Motorproteine deuten darauf hin, dass es ent-
lang der Phagosomenoberflache zu einer gemeinsamen Anlagerung diverser Motorproteine
kommt, deren Kréfte sich iiberlagern. Die Beitrige der motorenbedingten Einzelkréfte zur
Gesamtkraft sind dabei je nach Phagosomendurchmesser unterschiedlich stark ausgepragt.
Bei grofien Phagosomen spielt eine hohe Dynein-Dichte entlang der Kern-zugewandten
Phagosomenseite verglichen mit der gegeniiberliegenden Seite und die damit verbundene
erhohte Wahrscheinlichkeit zur Clusterbildung und Generierung kollektiver Krafte eine do-
minante Rolle. Myosin V Motoren werden anscheinend eher an die seitlichen Fléchen der
Phagosomen gedrangt und dienen dem Ausweichen von intrazelluldren Hindernissen wéh-
rend des Transportes. Mit abnehmender Phagosomengrofie sinkt hingegen die Dominanz
der kollektiven Dynein-Aktivitdt und die Verteilung der Myosin Motoren und AF entlang
der Phagosomenaufsenseiten spielen eine zunehmend relevante Rolle fiir die Transportun-
terstiitzung. Dabei scheint eine homogene Verteilung von AF und assoziierten Motoren
entlang der Phagosomenseiten hilfreich zu sein. Allerdings fiihrt die fehlende Vorzugs-
richtung bei der Myosin V-Bewegung zu vermehrten Richtungsdnderungen wahrend des
Transportes [54]. Auch ein zunehmender Prozess der Gleichberechtigung aller ausgeiibten
Motorenkréfte entlang MT sowie entlang AF ist fiir kleiner werdende Phagosomendurch-
messer denkbar, welche sich in Form eines Tauziehens entlang der Basisfilamente der Mo-
toren dufsert, wie von Schroder und Kollegen beobachtet [71]. Bereits 2011 konnte in einer
theoretischen Abhandlung gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der Motoren auf
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Lastpartikeln mit einem Durchmesser von weniger als 500 nm einen wesentlichen Einfluss
auf das Transportverhalten hat [144]. Weiterhin deutet der inverse Gradient entlang der
Auflenseite realer Phagosomen von AF, welcher mit steigendem Phagosomendurchmesser
zunimmt, an, dass auch der zur Verfiigung stehende Platz innerhalb der Zelle eine Rolle
spielt, da die Inversion der AF-Gradienten in Zellen ohne internalisierten Fremdkorper
nicht beobachtet werden konnte.

10.4 Diskussion des Einflusses der Phagosomenposition innerhalb
der Makrophage

Da die Experimente der fluoreszenzmarkierten intrazelluldren Strukturen auf einen Ein-
fluss der zentralen Organisation der MT sowie der dezentralen Organisation der AF zu
einem Kortex auf die beobachteten Gradienten der Strukturen entlang der Phagosomeno-
berflache schliefsen liefsen, wurde zusétzlich der Einfluss des Abstandes zwischen hypothe-
tischen Phagosomen und Nukleus auf die Asymmetrien beziiglich der MT und AF sowie
assoziierter Motorproteine untersucht (siehe Abb. 8.14, 8.15 & 8.16). Es konnte gezeigt
werden, dass die absoluten Werte der Gradienten mit zunehmendem Abstand geringer
wurden, aber dass das Verhéaltnis der Gradienten von kleinen zu grofsen Phagosomen na-
hezu unveréndert blieb. Die Gradienten von MT und assoziierten Motoren zeigten dabei
aufgrund der zentralen Organisation der MT eine stidrkere Reduzierung der Gradienten
mit zunehmendem Abstand zwischen Nukleus und Phagosom als AF und AF-basierte Mo-
toren. Auf die Darstellung, Auswertung und Diskussion der Untersuchung des Einflusses
des Abstandes zwischen realen Phagosomen und Nukleus auf die Asymmetrie von MT und
AF wurde verzichtet, da keine vergleichbaren Phagosomenpositionen und Zellstrukturen
gewahrleistet werden konnten. Ursache hierfiir war, dass sich an einer Position in einer
Zelle nicht drei reale Phagosomen unterschiedlichen Durchmessers befinden kénnen. Eine
Auswertung der vorhandenen Zellen und Phagosomenpositionen wies grofse Schwankungen
zwischen den einzelnen Phagosomen auf. Vorherige Messungen zeigten aber bereits, dass
die Internalisierung von Fremdkérpern die Anordnung der Strukturen verdnderte, wodurch
wahrscheinlich nicht nur die Position der Phagosomen zum Zeitpunkt der Fixierung eine
Rolle spielt, sondern auch der bis dahin zuriickgelegte Weg.

10.5 Diskussion besonderer Transportcharakteristika

Transportgeschwindigkeiten. Betrachtet man die ermittelten Geschwindigkeiten des
phagosomalen Transportes auf kurzen Zeitskalen und vergleicht diese mit den fiir motorba-
sierten Transport zu erwartenden Geschwindigkeiten, so féllt auf, dass sie deutlich geringer
ausfallen als die Geschwindigkeiten reiner Motorenbewegungen. Die in dieser Arbeit ge-
messenen instantanen Transportgeschwindigkeiten lagen im Bereich von circa 30-40 nms—!
(2-2,5 pm min—!). Fiir Dynein Motoren-basierten Transport wurden in vitro Geschwindig-
keiten im Bereich von 200-700nms ™!, fiir Kinesin-basierten Transport Geschwindigkeiten
zwischen 150-750 nm s~! und fiir Myosin-basierten Transport Geschwindigkeiten zwischen
300-450 nm gemessen (fiir Ladungen < 1pm) [145-149|. Aufgrund der dichten und visko-
elastischen Umgebung innerhalb von Zellen und dem damit verbundenen Auftreten von
viskosen Reibungskréften (Stokeskréfte im Falle sphérischer Transportobjekte) kommt es
zu einer Reduzierung der effektiven Transportgeschwindigkeiten, welche von den Motor-
proteinen generiert werden konnen [137,140]. Zusétzlich kommt es zu einem Tauziehen
der involvierten Motorproteine Dynein, Kinesin und Myosin V, welches ebenfalls Einfluss
auf den Transport der Zielobjekte nimmt [74]. Die in dieser Arbeit beobachteten Trans-
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portgeschwindigkeiten befinden sich in Einklang mit den in der Literatur angegebenen
Geschwindigkeiten fiir Lasttransport entlang MT und AF innerhalb diverser Zelltypen
von 25-130nms~! [38, 59,65, 88]. Des Weiteren stellten Klumpp und Lipowsky in einer
theoretischen Abhandlung fest, dass neben der Anzahl der Motoren auch die Lastkraft
eine wesentliche Rolle fiir den Transport spielt und mit steigender Lastkraft die Trans-
portgeschwindigkeit reduziert wird [150]. Diese Verlangsamung der Geschwindigkeit spielt
sicherlich eine grofte Rolle bei dem Vergleich zwischen Motoren-basiertem Transport in
vitro und in vivo, allerdings konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Erhéhung
des Phagosomenradius um den Faktor drei und somit eine Erhéhung des viskosen Wi-
derstandes verbunden mit einer Erhéhung der fiir den Transport aufzubringenden Kraft
keinen Einfluss auf die instantane Transportgeschwindigkeit des Phagosomes hat.

Starker zentrifugaler Transport. Der fehlende Endpunkt des intrazelluldren Transpor-
tes kleiner Phagosomen in der perinuklearen Region und der damit verbundene, starke
zentrifugale Transport in iiber 80 % aller betrachteten 1 pm Phagosomentrajektorien (sie-
he Abb. 7.13) legt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei nicht um einen zufalligen
Prozess handelt, sondern um einen von den Zellen genutzten und biologisch relevanten
Vorgang. Bereits Zhang u.a. beschrieb die Beobachtung von zentrifugalem Transport bei
1pm grofen Phagosomen [59]. Im Vergleich zu ihrer Vermutung, dass der zentrifugale
Transport eine grundlegende Eigenschaft aller Phagosomen darstellt, konnte in dieser Ar-
beit gezeigt werden, dass es sich dabei um eine Eigenschaft nahezu ausschlieflich kleiner
Phagosomen handelt. Der zentrifugale Transport von 2 & 3um grofsen Phagosomen sank
auf unter 20 %. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass dieser Riicktransport kleiner Pha-
gosomen zu einem wesentlichen Teil in Zusammenhang mit der Aktivitdt von Myosin V
Motoren steht, wiahrend Dynein Motoren einen Endpunkt des Transportes in Kernnédhe
und die Reduzierung von starkem zentrifugalen Transport unterstiitzen.

Eine biologisch relevante Erkldrung dieses starken zentrifugalen Transportes liefert die
Tatsache, dass bei Wirbeltieren die Moglichkeit zur Ankopplung von Verdauungsproduk-
ten an die Maschinerie der Antikorperprasentation besteht [53|. Dies bedeutet, dass ein
Transport von der perinuklearen Region zur Zellperipherie nach vollendeter Verdauung
und Zersetzung des phagosomalen Inhaltes, die Exozytose von Verdauungsendprodukten,
die Présentation von Antikérpern, die membrangebundene Ausstellung von bakteriellen
Peptidfragmenten und das Recycling von Fc-Rezeptoren unterstiitzt [10, 20, 41]. Tjelle
und Kollegen duflerten dabei die Vermutung, dass neben der Antigenprésentation mittels
Haupthistokompatibilitatskomplexen (engl. Major Histocompatibility Complex, MHC) der
Klasse II auch fiir die Présentation der AK durch MHC Klasse I Komplexe ein alternativer
Pfad zum Durchlaufen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) existiert [20]. Dieser Pfad,
unter Beteiligung des ER direkt an der Antigenprozessierung, bietet die Moglichkeit eines
vakuolaren Transportes vom Phagolysosom zur Zellplasmamembran (siche Abb. 2.8) [53].
Zusitzlich konnte bei in vitro-Experimenten gezeigt werden, dass Phagosome eine akti-
ve Rolle bei der Regulation ihres Reifungsprozesses einnehmen [48,49]. Daraus ldsst sich
die Schlussfolgerung ziehen, dass Zellen gezielt die Internalisierung und den zentripetalen
Transport groffer Phagosomen fordern, wahrend fiir bereits zersetzten phagosomalen In-
halt, verbunden mit kleineren Phagosomendurchmessern, der Abtransport und die damit
verbundene, grofsenbeschrankte Exozytose der Restprodukte, wie unverdauliches Material,
Rezeptoren und Antigene, in Richtung der Zellperipherie unterstiitzt wird.

Pausenphasen in der perinuklearen Region. Die dem starken zentrifugalen Transport
vorausgehende Pause der 1 pm Phagosomen in der perinuklearen Region von einigen Mi-
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nuten (siche Abb. 7.11) konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht auf Basis der Motorenver-
teilung entlang der Phagosomenoberfliche und der Beteiligung AF- oder MT-gestiitzter
Mobilitat erkléart werden. Daraus folgend kann angenommen werden, dass es sich hier
vorrangig um eine biochemische Regulierung des phagosomalen Reifungsprozesses in Ab-
héngigkeit von weiteren intrazelluldren Prozessen, beispielsweise der Vorbereitung der An-
tigenprésentation oder der Exozytose, handelt. Fiir die MHC Klasse II basierte Antigen-
prasentation wird eine Dauer von mindestens 20 bis 30 min benétigt, um die Peptid-MHC
Klasse II Komplexe an der Zelloberfliche zu generieren. Aufferdem muss die ausreichende
Zersetzung der Bakterien fiir eine Ausstellung der bakteriellen Peptid-Epitope entlang der
Membranaufienseite gewéhrleistet werden [20]. Alternativ wére auch eine geometrische,
zytoskelettbasierte Erklarung fiir das Verhalten der kleinen Phagosomen denkbar. Simula-
tionen ballistischer Bewegung entlang von polarisierten Filamenten, welche, verglichen mit
der Zellperipherie, eine hohere Filamentdichte innerhalb der perinuklearen Region aufwie-
sen, zeigten, dass spezielle Arrangements der Filamente zur Fallenbildung fiir Phagosome
in Kernnéhe fiihren kénnen. Die Folge dessen sind Zeitverzogerungen der zu transportie-
renden Zielobjekte in dieser Region [61]. Die Simulationen wurden dabei unabhingig von
den Ausmafien der zu transportierenden Ladung durchgefiihrt, wodurch der Einfluss des
Ladungsdurchmessers auf auftretende Zeitverzégerungen wahrend des Transportes offen
bleibt.

10.6 Zusammenfassung
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Abbildung 10.1. Illustration des Sortiermechanismus. Die Abbildung zeigt die Illustration der
aufgestellten Hypothese des intrazelluldren Sortiermechanismus basierend auf der Phagosomengro-
fe.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Transport von Pha-
gosomen in Makrophagen sehr stark von der Groéfse des Phagosomes beeinflusst wird.
Insbesondere steigt die Transporteffizienz in Richtung Nukleus mit steigendem Phagoso-
mendurchmesser signifikant an. Es wurde herausgefunden, dass grofse Phagosomen mit
einem Durchmesser von 3 pm einen sehr persistenten Transport von der Zellperipherie zur
perinuklearen Region aufweisen, welcher kaum durch Pausen oder bidirektionale Trans-
portphasen gestort wird. Der Transport intermedidrer Phagosomen hingegen ist charak-
terisiert durch héufige Unterbrechungen und passive Phasen. Kleine Phagosomen zeigen
haufige Fluktuationen der Transportrichtung wéhrend der intrazellularen Bewegung und
lassen einen wohldefinierten Endpunkt des Transportes in Kernndhe vermissen. Durch wei-
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terfithrende Untersuchungen der molekularen Ursachen fiir dieses grofienabhéngige pha-
gosomale Transportverhalten konnte gezeigt werden, dass MT-gestiitzte Mobilitdt eine
wesentliche Rolle fiir den Transport grofser Phagosomen spielt, wihrend AF-basierte Be-
wegung wichtiger fiir den Transport von kleinen Phagosomen ist. Eine detaillierte Analyse
der Filamentstrukturen- und Motorenverteilung entlang der Phagosomenoberfliche ergab,
dass vor allem bei groffen Phagosomen die starke Asymmetrie zwischen hoher MT- und
Dynein-Dichte entlang der Nukleus-zugewandten Phagosomenseite verglichen mit geringer
Dichte entlang der Peripherie-zugewandten Seite eine grofie Bedeutung zukommt. Verbun-
den mit dieser Asymmetrie ist dabei eine erhhte Wahrscheinlichkeit zur Clusterbildung
der Motoren bei hoher Dynein-Dichte und zur Ausbildung kollektiver Dynein-Kréfte in
dieser Region. Diese unausgeglichene Verteilung liefert neben bislang unbekannten bioche-
mischen Regulationen eine potenzielle, teilweise Erklarung fiir die hohe Transporteffizienz
grofter Phagosomen im Vergleich zur Transporteffizienz der Phagosomen mit geringerem
Durchmesser.

Auch konnte beobachtet werden, dass der molekulare Motor Myosin V, trotz Dominanz
der AF-basierten Mobilitdt bei dem Transport kleiner Phagosomen, eine wichtige Funktion
fiir den Transport aller Phagosomen hat. Die hier gezeigten Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass es zu einer Anlagerung aller wichtigsten intrazelluldren Transportmotoren Dynein,
Kinesin und Myosin V entlang der Phagosomenoberfliche und einer Superposition ihrer
Krifte kommt. Dabei kann die Zusammensetzung bzw. die Anzahl sowie die Clusterbil-
dung der Motorproteine in Abhéngigkeit des Phagosomendurchmessers stark variieren. Ein
dominanter Einfluss von nicht motorgestiitzten intrazelluliren Bewegungen und Prozes-
sen auf das grofenabhéngige Transportverhalten konnte fiir offensichtliche Ursachen wie
beispielsweise kortexspannungsinduzierte Krafte durch die Zellgeometrie oder Diffusion
innerhalb des Zytoplasmas basierend auf den vorliegenden Messergebnissen weitestgehend
ausgeschlossen werden.

Auf Grundlage dieser Resultate folgt die Hypothese, dass innerhalb der Zellen ein Sor-
tiermechanismus existiert, welcher sich nur nach der physikalischen Grofe des Zielobjek-
tes richtet. Dieser dient ergidnzend zur biochemischen Regulation der Optimierung der
Phagozytose von Fremdkérpern und Bakterien. Es kommt zu einer gleichzeitigen Unter-
stlitzung des Transportes von grofen internalisierten Bakterien von der Zellperipherie in
Richtung des Nukleus, zur Forderung der Verdauung und Zersetzung dieser und der Un-
terstiitzung des Transportes von kleinen bakteriellen Fragmenten und Recyclingprodukten
nach erfolgreicher Zerstérung der Bakterien von der perinuklearen Region in Richtung der
Zellmembran zu Zwecken der Exozytose oder Préasentation dieser Produkte.

10.7 Anwendungen und weiterfiithrende Projekte

Der in dieser Arbeit vorgestellte intrazelluldre Sortiermechanismus basierend auf dem Pha-
gosomendurchmesser ertffnet diverse Mdoglichkeiten fiir die gezielte Lokalisation von par-
tikelbasierter intrazelluldrer Medikamentenverabreichung und deren Wirkungsstéatte bei-
spielsweise in der Zellperipherie oder in der perinuklearen Region. Sollte der Sortiermecha-
nismus zusétzlich auch eine schnellere und effektivere Reifung, Verdauung und Zersetzung
grofter Objekte oder Bakterien implizieren, so wére eine Zusammenfiihrung von Bakterien
oder das gezielte Herstellen von Bakterienclustern mittels Medikamenten eine Mdglichkeit
die Beseitigung von Fremdobjekten durch Makrophagen zu beschleunigen und zu opti-
mieren. Des Weiteren verdeutlicht der Mechanismus, dass die Zellen neben komplexen
biochemischen Signal- und Regulationskaskaden auf einfache physikalische Eigenschaften
der Zielobjekte zuriickgreifen konnen, um die essentielle Funktion der intrazelluldren Pha-
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gosomenreifung zu gewéahrleisten.

Fiir eine weiterfilhrende Diskussion und Deutung der hier beobachteten und analysier-
ten grokenabhéngigen phagosomalen Transporteigenschaften ist es zunéchst notwendig
die Korrelation zwischen der Transporteffizienz und der Effektivitdt der Phagosomenrei-
fung, insbesondere der Verdauung und Zersetzung der Zielobjekte, zu analysieren. Eine
Moglichkeit bietet dabei die Analyse des pH-Wertes des phagosomalen Inhaltes, welcher
ein Mafs fiir den Sauregehalt des Phagosomes und somit fiir das Stadium des Phagosomes
innerhalb des Reifungsprozesses darstellt. Aufgrund h&ufiger Fusion zwischen Phagosomen
und Endosomen oder Lysosomen entspricht ein sehr niedriges pH-Level einer bereits stark
vorangeschrittenen Phagosomenreifung [151]. Dazu wurde im Rahmen der Bachelor-Arbeit
von Gurbet K&se die Ansduerung von 2 & 3 pm Phagosomen wihrend des intrazelluldren
Transportes untersucht und um die Untersuchung der Ansduerung von 1 pm Phagosomen
im Rahmen eines Nebenprojektes zu der vorliegenden Arbeit erweitert. Dabei ergab sich
die Notwendigkeit zu weiterfiihrenden Messungen allen voran beziiglich der Bewegung 1 pnm
grofser Phagosomen parallel zur z-Achse der Zellen sowie die Notwendigkeit zur Nutzung
eines quantifizierbaren Indikators fiir den phagosomalen pH-Wert. Eine Beschreibung der
durchgefiihrten Experimente sowie die Darstellung und Diskussion der Ergebnisse findet
sich in der Bachelorarbeit von Gurbet Kose [152].

Weitere ergénzende Projekte zu dieser Arbeit wiren die Unterbindung der Produktion
der analysierten Motorproteine Dynein und Myosin mittels siRNA anstelle einer Inakti-
vierung der Motoren durch Zugabe diverser Medikamente. Eine vollstdndige Loschung der
Motorproteine innerhalb der Zellen verhindert die Einflussnahme der Motoren durch pas-
sive Funktionen wie beispielsweise einer Ankerfunktion oder als intrazelluldre Hindernisse
gegeniiber dem Lasttransport. Auflerdem konnte mittels detaillierter Untersuchung des
Einflusses von Kinesin Motoren auf den phagosomalen Transport die in obiger Diskussion
aufgestellten Hypothesen beziiglich der Kinesin-Funktionen wiahrend der gréfenabhingi-
gen Phagosomenbewegung verifiziert oder dementiert werden. Dazu kann eine Inaktivie-
rung mittels Medikamenten oder eine Léschung mittels siRNA der Kinesine sinnvoll sein.
Ein potenzieller ndchster Schritt wére die Priifung des gefundenen und charakterisierten
intrazelluldren Sortiermechanismus auf Universalitit. Dafiir wire die Analyse des phagoso-
malen Transportes in diversen weiteren Zelllinien beispielsweise RAW 264.7 Makrophagen
pradestiniert. Interessant wére ebenfalls die Fragestellung, ob der Sortiermechanismus ba-
sierend auf den physikalischen Eigenschaften der Zielobjekte allein ausreichend ist, um
grofenabhéngige Transporteffizienz zu generieren. Dies kdnnte durch die Inhibierung di-
verser intrazelluldrer biochemischer Signalkaskaden analysiert werden, da diese Signalkas-
kaden einen wesentlichen Einfluss auf die Fusion mit zeitigen und spaten Endosomen und
Lysosomen mit dem Phagosom und somit auf die Reifung des Phagosomes haben [10].
Ebenfalls noch offen steht die Frage, ob es sich um kontinuierliche Veranderung der Trans-
porteffizienz skalierend mit der Phagosomengréfse handelt oder ob ein diskretes Verhalten
vorherrscht, d.h., ob ein konkreter Phagosomendurchmesser existiert, welcher den Uber-
gang zwischen einem hocheffizienten und einem weniger effizienten Transport markiert.
Zunéchst deuten die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen beziiglich des Transpor-
tes von intermedifiren Phagosomen auf einen kontinuierlichen Ubergang hin, dennoch sind
diverse Transporteigenschaften ausschliefslich auf eine Phagosomengréfie beschriankt wie
beispielsweise der starke zentrifugale Transport bei 1 pm Phagosomen. Dazu wurden im
Rahmen eines Nebenprojektes zu dieser Arbeit Untersuchungen des phagosomalen Trans-
portes von 1,5 pm grofen Phagosomen begonnen, welche aber zugunsten anderer Messun-
gen nicht weitergefiihrt und analysiert wurden. Auch ist noch nicht bekannt, bei welcher
Phagosomengrofse die Grenzen des hier vorgestellten Sortiermechanismus und der Effizi-
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enzsteigerung des Transportes mit zunehmendem Phagosomendurchmesser liegen. Dazu
kénnten die durchgefiihrten Experimente und Analysen des Phagosomentransportes von
Zielobjekten mit Durchmessern < 1pum oder > 3 pm reproduziert werden.

Fiir eine technische Anwendung des gefunden Sortiermechanismus wére eine Nutzung von
Partikeln lohnenswert, welche iiber die Zeit ein Medikament freisetzen wie sie beispielswei-
se fiir Experimente zur Chemotaxis genutzt werden [153]. Mit ihrer Hilfe kann tiberpriift
werden, ob eine lokale Freisetzung einer Droge oder eines Medikamentes in der Zellpe-
ripherie oder in der perinuklearen Region basierend allein auf dem Partikeldurchmesser
moglich ist.
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ANHANG A

Protokolle

Dieser Anhang enthdlt im Rahmen der Arbeit verwendete und etablierte Laborprotokolle
mit detaillierter und schrittweiser Auflistung der Vorgehensweise.

A.1. Passives Adsorptionsprotokoll . . . . . . .. ..o XII
A.2. Nachweis der Opsonisierung . . . . . . . . . . .. ... .. XIII
A3, Zellfixierung . . . . . .. XIV

A.4. Immun- & Partikelfdrbung . . . . . . .. .. ... L XV



A. Protokolle

Passives Adsorptionsprotokoll - Opsonisierung von Partikeln

Anmerkung: nach Vorlage Life Technologies (invitrogen.com)

Praparation der Partikel & Waschen der Partikel

Anmerkung: Das Protokoll setzt die Verwendung von Partikeln mit Oberflichenbeschich-
tung voraus, getestet anhand von carboxylierten Silika- € Polystyrolpartikeln.

1.
2.

4.
d.

200 pul Partikellésung (50 mg/ml) in 1 ml MES-Puffer (0.025M pH 6) 16sen

20 min bei 2000 g zentrifugieren
(Achtung: fiir Partikel < 2pm: 10min Ultraschallbad (20°), anschlieffend 30 min
bei 3500 g zentrifugieren)

Uberschuss abnehmen & Partikelpellet in 1 ml MES-Puffer suspendieren
Erneut zentrifugieren & iiberschiissige Fliissigkeit entfernen & Uberschuss abnehmen

Pellet vollstdndig in 500 pl MES-Puffer suspendieren

Anmerkung: Partikelsuspension mit ca. 40 mg,/ml

Zugabe der primdren Antikorper (AK)

1.

XII

Herstellung von 500l Antikorperlosung: gewiinschte Menge Antikérper in MES-
Puffer 16sen mit einer finalen Konzentration von 1 mg/ml (++ ca. 0,5 mg Antikérper
& 0,495 ml MES-Puffer)

Empfehlung: Menge der Antikorper so wdhlen, dass eine theoretische 200 %-ige Ober-
flichenbeschichtung aller suspendierten Partikel mdglich ist.

Anmerkung: Exakte Menge Antikérper richtet sich nach Hersteller, Antikorperkon-
zentration € -grofie sowie Partikelkonzentration € -grofie in der Partikelsuspension.

. Zugabe der Partikelsuspension zur Antikérperlosung (Verhéltnis 1:1)

Inkubation der Partikel in der Suspension fiir ca. 12h (iiber Nacht), bei vorsichtigem
Durchmischen

. Zentrifugation der Partikel-Antikorpersuspension fiir 20 min bei 2000g (Achtung;:

fiir Partikel < 2 pm Zentrifugationsgeschwindigkeit & -dauer anpassen)

. Uberschuss abnehmen

Anmerkung: Zur Kontrolle der Opsonisierung kann die Konzentration der im Uber-
schuss verbliebenen (ungebundenen) Antikorper bestimmt werden.

Partikelpellet in 1 ml PBS suspendieren & erneut zentrifugieren & Uberschuss ab-
nehmen (3 Wiederholungen)

Abschlieffend Partikelpellet in 1 ml Lagerungspuffer suspendieren

Anmerkung: Lagerungspuffer: 0,1 M PBS (pH-Wert: 7.2), inklusive 0.1% Glycin (De-
aktivierung ungebundener reaktiver Stellen) € optional 0.1% NaNs (gegen Bakteri-
en, aber auch zellschidigend)



A.2. Nachweis der Opsonisierung

A.2 Nachweis der Opsonisierung mittels sekundarer Antikorper-
farbung

Anmerkung: Voraussetzung ist Partikelbeschichtung nach Protokoll A.1.

1.

Vorbereitung: Verdiinnung der finalen Partikelsuspension (Protokoll A.1) mit PBS
im Verhéltnis 1:20

. Zugabe von gelosten sekundéren Antikérpern (verwendete Losung entspricht der

Herstellerlosung, Details siehe Text, Kapitel 5.4) zur verdiinnten Partikelsuspension
im Verhéltnis 1:200

Inkubation der Losung (60min bei Raumtemperatur, abgedunkelt, vorsichtiges
Durchmischen/ Lagerung auf Wippe)

. Zentrifugation der Losung (1000g 20 min, Achtung: Lage des Eppendorf-Tubes in

Zentrifuge kennzeichnen, da teilweise kein sichtbares Partikelpellet erzeugt wird),
Uberstand abnehmen & Partikelpellet in 1 ml PBS 16sen (3 Wiederholungen)

Weitere Verdiinnung der antikdrpergefarbten Partikelsuspension mit PBS fiir sinn-
volle Konzentrationen wihrend der Messungen moglich
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A.3 Fixieren der Zellen

Anmerkung 1: Details zur Zellfixierung mit PFA siehe Text, Kapitel 5.7.

Anmerkung 2: Alle Mengenangaben beziehen sich auf eine Vertiefung einer Standard-
Zwélflochplatte (Arbeitsvolumen: 2ml , Kulturfliche: 3,5 cm?).

1.

10.
11.

12.

XIV

Vorbereitung 1: Aussden der Zellen auf Deckglisern in einer Zwolflochplatte (ein
Deckglas pro Vertiefung) mit Zellkulturmedium, Inkubationszeit: 1-2 Tage bei 37 °C,
5% CO9 Gehalt

. Vorbereitung 2 (bei Bedarf): Zugabe der Partikellosung in gewtiinschter Konzentra-

tion & Inkubation der Zellen in der Partikellosung fiir die gewiinschte Dauer

Anmerkung: Fir identische Phagozytosezeiten der Zellen bei unterschiedlichen Par-
tikelgrofien oder -materialien muss die Sedimentation der Partikel bei 0° erfolgen.

Abnahme des Kulturmediums (& der Partikellosung)

Zugabe von 1ml PBS & vorsichtiges Schwenken der Lochplatte (ca. 1min) & PBS
abnehmen (3 Wiederholungen)

. Zugabe von 1ml 4% PFA (Raumtemperatur)

PFA-L6sung 15 min bei Raumtemperatur inkubieren lassen
PFA-Losung abnehmen

Zugabe von 1ml PBS & vorsichtiges Schwenken der Lochplatte (ca. 1 min) & PBS
abnehmen (3 Wiederholungen)

Anmerkung: An dieser Stelle kann bei Bedarf die Immunfirbung oder Partikelfirbung
(siehe Protokoll A.4) durchgefiihrt werden.

Zugabe von 1 ml destilliertem Wasser
5 pl Fluoromunt-G auf Objekttréger geben

Deckglas aus Lochplatte herausnehmen, tiberschiissiges Wasser abtropfen lassen &
mit der Seite, auf welcher sich die Zellen befinden, auf Objekttrager flach ablegen &
unter Entfernung etwaiger Luftblasen vorsichtig anpressen

Objekttrager inkl. Deckglas min. 12 h austrocknen lassen



A.4. Immun- & Partikelfdrbung

A.4 Immunfiarbung & Partikelfirbung

Anmerkung 1: Fixierung der Zellen nach Protokoll A.8 notwendig.

Anmerkung 2: Details zur Immunfarbung siehe Text, Kapitel 6.2, oder Quelle [98].

Anmerkung 3: Details zur Anfirbung von beschichiteten Partikeln siehe Text, Kapitel 5.4.

Immunfarbung

Anmerkung: nach Vorlage Cell Signaling (cellsignal.com — Immunofluorescence General
Protocol)

10.

11.

. Vorbereitung: Durchfithrung der Zellfixierung (A.3) bis einschliefilich Schritt 8

Zugabe von 1ml Blocking Buffer & Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur
Anmerkung: Blocking Buffer: 94,7% PBS, 03% Trition X 100 & 5% Ziegenserum
Zugabe primérer Antikorperlosung (primérer Antikorper in Ldsungspuffer in ge-

wiinschter Konzentration gelost), so dass Grundfliche der Lochplatte (Zellen) be-
deckt ist

Anmerkung 1: Konzentration primdrer Antikdrper je nach Herstellerangabe, gingige
Empfehlung: 1:200 bis 1:500

Anmerkung 2: Losungspuffer: 98,7 % PBS, 0,3% Trition X 100 € 1% BSA
Inkubation der Antikoérperlosung fiir 24 h bei 4 °C
Abnehmen der Antikoérperlésung

Zugabe von 1ml PBS & vorsichtiges Schwenken der Lochplatte (ca. 1 min) & PBS
abnehmen (3 Wiederholungen)

Zugabe sekundirer Antikorperlosung (sekundérer Antikorper in Lésungspuffer in
gewiinschter Konzentration gelost), so dass Grundfliche der Lochplatte (Zellen) be-
deckt ist

Anmerkung: Konzentration sekunddrer Antikorper je nach Herstellerangabe, gingige
Empfehlung: 1:100 bis 1:1000

Inkubation der Antikérperlosung fiir 1-2h bei Raumtemperatur, abgedunkelt
Abnehmen der Antikérperlésung

Zugabe von 1ml PBS & vorsichtiges Schwenken der Lochplatte (ca. 1 min) & PBS
abnehmen (3 Wiederholungen)

Anmerkung: Fortsetzung mit weiteren Immunfdrbungen, Anfirbung des Zellkerns
oder Anfarbung nicht phagozytierter Partikel (folgende Abschnitte) an dieser Stelle
maglich

Zellfixierung (Protokoll A.3) mit Schritt 9 fortsetzen

XV



A. Protokolle

Farbung des Zellkerns

1.

2.

Vorbereitung: Durchfiihrung der Zellfixierung (A.3) bis einschlieflich Schritt 8

Zugabe von Hochst-Losung (Losung des Farbstoffes Hochst in Losungspuffer mit der
Konzentration 1:1000)

Anmerkung: Léosungspuffer: 98,7 % PBS, 0,3% Trition X 100 & 1% BSA
Inkubation der Héchst-Losung flir 2min bei Raumtemperatur, abgedunkelt

Abnehmen der Hochst-Losung

. Zugabe von 1ml PBS & vorsichtiges Schwenken der Lochplatte (ca. 1 min) & PBS

abnehmen (3 Wiederholungen)

Anmerkung: Fortsetzung mit Anfarbung nicht phagozytierter Partikel (folgender Ab-
schnitt) an dieser Stelle moglich

Zellfixierung (Protokoll A.3) mit Schritt 9 fortsetzen

Farbung der Partikel mit sekundaren Antikorpern

Anmerkung: Nachweis nicht phagozytierter Partikel

1.

2.

7.

Vorbereitung: Durchfithrung der Zellfixierung (A.3) bis einschlieflich Schritt 8
Zugabe von 500 pl PBS

Zugabe von 5 pl gelostem sekundéren Antikérper (verwendete Losung entspricht der
Herstellerlosung, Details siehe Text, Kapitel 5.4)

Inkubation der Antikérpersuspension fiir 60 min (abgedunkelt, auf EIS/ 0°, vorsich-
tiges Schwenken der Lochplatte)

. Antikorperlosung entfernen

Vorsichtige Zugabe von 1ml PBS & vorsichtiges Schwenken der Lochplatte (ca.
1min) & PBS vorsichtig abnehmen (3 Wiederholungen)

Anmerkung: Vorsichtige Verfahrensweise beim Spiilen hier dringend notwendig.

Zellfixierung (Protokoll A.3) mit Schritt 9 fortsetzen

Anmerkung: Objekttriger anschlieffend abgedunkelt bei 4°C lagern.

XVI
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