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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Endosymbiosen sind ein héufiges Phidnomen und innerhalb nahezu aller
Organismengruppen zu finden. Besonders in Ciliaten sind diese Assoziationen sehr
vielfdltig und abundant. In zahlreichen Untersuchungen wurden viele dieser
Interaktionen ndher charakterisiert. Dennoch ist wenig tliber die mechanistischen
Urspriinge bekannt, die zur Etablierung von Endosymbiosen fiihren, und es liegt nahe,
dass bereits seit langem bestehende Beziehungen nur wenig Riickschliisse auf deren
Entstehung zulassen. Um die initialen Schritte solcher Interaktionen studieren zu
konnen, bedarf es eines Labormodells, das die Untersuchung der Initiation solcher
Ereignisse ermdglicht. Ein geeignetes Modell hierfiir stellt die Interaktion von

Tetrahymena pyriformis mit Escherichia coli dar.

Ein logischer und notwendiger erster Schritt auf dem Weg zu Endosymbiosen stellt das
Entkommen des potentiellen Symbionten aus den Nahrungsvakuolen des Wirts dar.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass Escherichia coli ohne zusétzliche
Manipulation in der Lage ist, die Verdauung durch Tetrahymena pyriformis zu umgehen
und sogar aus deren Nahrungsvakuolen zu entkommen. Transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahmen bestitigten diese Beobachtung. Somit ist die erste,
zwingende Bedingung zum Studium der Etablierung von Endosymbiosen mit diesem

Modell erfullt.

Auflerdem lieBen sich beide Partner durch selektiv gewéhlte Bedingungen zu einer
langerfristigen, endosymbiontischen Assoziation zwingen. Nach Zugabe des
Antibiotikums Paromomycin hatten vor allem solche Tetrahymena pyriformis Kulturen
Vorteile beim Uberleben der toxischen Bedingungen, die mit Transformantenstimmen
von Escherichia coli vergesellschaftet waren, die Resistenzgene fiir das Antibiotikum
beherbergten. Fluoreszenz- und transmissionselektronenmikroskopisch wurden die
Bakterien nach Antibiotikumbehandlung im Cytoplasma von Tetrahymena pyriformis
nachgewiesen. Des Weiteren konnte iiber die Polymerase-Kettenreaktion bis zu zwei
Wochen nach der Applikation von Paromomycin bakterielle DNA innerhalb der
Ciliaten detektiert werden. Die Kultivierbarkeit von Escherichia coli war nach der
Internalisierung allerdings beeintrdchtigt und Ergebnisse hierzu waren nicht

durchgédngig reproduzierbar. Dennoch sind zusammengenommen die grundlegenden
-4-



1 Zusammenfassung

Anspriiche an ein Labormodell zum Studium der Entstehung von Endosymbiosen
erfiillt, da Escherichia coli einerseits aus Nahrungsvakuolen entkommen kann,
andererseits aber auch iiber einen lidngeren Zeitraum in Tetrahymena pyriformis

persistiert.

Um kldren zu konnen, wie Escherichia coli aus den Nahrungsvakuolen entkommen
kann, wurden mehrere experimentelle Linien verfolgt. Da sich die gezielte, genetische
Manipulation der Bakterienoberfliche als schwierig herausstellte, wurden die Effekte
biochemisch und biophysikalisch definierter Oberflichen auf Ingestion und Verdauung
von Tetrahymena pyriformis zundchst anhand synthetischer Mikropartikel untersucht.
Uber verschiedene Firbetechniken und die Erstellung von Wachstumskurven wurde
deutlich, dass Tetrahymena pyriformis die angebotenen Partikel ingestiert und verdaut,
diese also folglich als Nahrungsquelle akzeptiert. Daraus resultiert, dass die
synthetischen Mikropartikel als kiinstlicher Nahrungsersatz zum Studium der Effekte
definierter Oberflichen eingesetzt werden konnen. Dabei haben unterschiedliche,
kovalent gebundene Substanzen einen erheblich Effekt auf die Ingestion, aber auch auf

die Verdauung von Tetrahymena pyriformis.

Auf der Basis dieser Modellexperimente wurde der Modifikationsprozess so angepasst,
dass Escherichia coli prinzipiell vergleichbar chemisch modifiziert wird und dennoch
diesen Prozess iiberleben kann. Vor allem solche Substanzen, die zu einer gesteigerten
Hydrophobie der Zelloberflache fiihrten, erhéhten die Frequenz des Entkommens aus
Nahrungsvakuolen erheblich. Auch Substanzen, die nach der Kopplung basisch sind,
beeintrichtigten die Verdauung von Tetrahymena pyriformis und bewirkten das
Entkommen der Bakterien aus den Nahrungsvakuolen. Ursdchlich hierflir ist das
Verhindern des Ansduerns von Nahrungsvakuolen, wie die Farbung mit einem pH-

Indikatorfarbstoff zeigte.

Auch die Fihigkeit zur Bildung von Sex-Pili beeinflusst das Entkommen aus
Nahrungsvakuolen. Somit ist zusammenfassend festzuhalten, dass bakterielle
Oberflacheneigenschaften eine bedeutende Rolle fiir die Initiation von Endosymbiosen

spielen, da sie die Entkommensraten aus Nahrungsvakuolen stark beeinflussen.



1 Zusammenfassung

Summary

Endosymbiosis is a common phenomenon among almost all groups of organisms. These
associations occur frequently and in considerable variety especially among ciliates.
Numerous studies characterised a lot of these interactions in detail. Until now, however,
little is known about the mechanistic origins that give rise to establishing endosymbiotic
associations. It appears logical that endosymbioses existing for a long time reveal no
further clues on their origins and initiation. Therefore, a laboratory model is required for
studying very initial steps in endosymbiosis establishment. This model is possibly

provided by the interaction between Tetrahymena pyriformis and Escherichia coli.

A logical and necessary step towards establishing an endosymbiotic association is the
escape from food vacuoles of the host by food bacteria. Fluorescence micrographs
showed that Escherichia coli is able to evade digestion and subsequently to leave food
vacuoles of Tetrahymena pyriformis without any manipulation. Transmission electron
microscopy confirmed this observation. In consequence, the first necessary prerequisite

for studying endosymbiotic establishment is fulfilled.

Furthermore, by applying selective conditions, both partners could be forced into a
long-term endosymbiotic association. After applying the antibiotic Paromomycin, such
cultures of Tetrahymena pyriformis showed advantages in handling the toxic conditions,
which were associated with transformant strains of Escherichia coli conferring
resistance genes for the antibiotic. Fluorescence and transmission electron microscopy
identified bacteria in the cytoplasm of Tetrahymena pyriformis after treatment with
Paromomycin. Additionally, polymerase chain reaction detected bacterial DNA inside
the ciliates until two weeks after application of the antibiotic. Cultivation of Escherichia
coli on solid media was impaired after internalisation and results were not reproducible
in every case studied. However, taking all evidence together, the basic requirements for
a laboratory model for studying the development of endosymbiosis are accomplished,
since Escherichia coli, on the one hand, is able to escape from food vacuoles of
Tetrahymena pyriformis. On the other hand, the bacterium is able to persist within the

ciliate for a longer duration.



Different approaches were used to clarify how Escherichia coli manages to escape from
food vacuoles. Since defined genetic surface manipulation turned out not being feasible,
the effects of defined biochemical and biophysical surface traits on ingestion and
digestion of Tetrahymena pyriformis were initially studied by feeding synthetic
microparticles. Different staining techniques as well as growth curves revealed that
Tetrahymena pyriformis ingests and digests the offered particles and, thus, accepts these
particles as food source. In consequence, the particles serve as synthetic food for
studying the effects of defined surface traits. Different substances, covalently coupled to

the surface of the particles, affect ingestion as well as digestion of Tetrahymena

pyriformis.

Based on these observations, the process of chemical surface modification was adapted
to alter the surface of Escherichia coli in such a way that the bacteria remain viable in
sufficient numbers. Especially substances leading to increased surface hydrophobicity
were highly effective in enhancing the frequency of bacterial escapes from food
vacuoles. Additionally, substances conferring alkaline properties after coupling, impair
the digestion of Tetrahymena pyriformis, resulting in increased escape rates. This effect
is caused by hindering the proper acidification of food vacuoles, shown by staining with
a pH-indicator. Also the ability to form sex-pili of Escherichia coli influences the
frequency of escape events. In summary, bacterial surface traits play an important role

in initiation of endosymbiosis, since they highly affect escape rates from food vacuoles.
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2 Einfiithrung

Die nachfolgenden Anfiilhrungen sollen dem Leser einen Uberblick iiber die
Hintergriinde vermitteln, die einerseits den Stand des Wissens und somit den
Ausgangspunkt flir das Thema dieser Dissertation beschreiben, und andererseits die

Beweggriinde fiir die experimentellen Studien verdeutlichen.
2.1 Tetrahymena pyriformis

Tetrahymena pyriformis (Ehrenberg, 1830) Lwoff, 1947 ist ein heterotropher,
einzelliger Organismus und gehdrt zum Taxon Ciliophora, welche wiederum zu den
Alveolata gezihlt werden (Adl ef al., 2005). Das namensgebende Merkmal der Ciliaten
sind die zumeist iiber die gesamte Zelloberfldche verteilten, oft in Reihen angeordneten
Cilien, bei Tetrahymena pyriformis normalerweise 17 bis 21 Reihen (Corliss, 1973), die
der gerichteten Fortbewegung dienen. Sie sind unterhalb der komplexen Cortexstruktur
bestehend aus Plasmamembran, Alveoli (flache Vesikel unterhalb der Zellmembran)
und Microfilamenten mit dem Cytoskelett verankert. Aufgrund dieses komplexen
Aufbaus ist Phagocytose nur in einem definierten und spezialisierten Bereich der
Zelloberfliche mdglich, dem Cytostom. Es besteht, zumindest bei Tetrahymena, aus
vier membranartig angeordneten Cilienenreihen, die durch koordinierte Schlagrhythmen
dem Einstrudeln von Nahrungspartikeln in entstehende Nahrungsvakuolen dienen (siehe
folgende Kapitel). Ein weiteres gemeinsames Merkmal der Ciliophora stellt der
Zellkerndimorphismus dar. Der Micronucleus libernimmt generative, der Macronucleus
somatische Funktionen. Im Macronucleus konnen etliche Gene in mehreren Kopien
vorliegen. Im Anschluss an die Konjugation wird er aus den macronuclearen Anlagen,
Teilungsprodukte des micronuclearen Synkaryons, neu gebildet, wihrend der alte

degeneriert (Martindale et al., 1982).
2.1.1 Morphologie und Zellzyklus

Das namensgebende Merkmal der Gattung Tetrahymena ist das Membransystem, das

das Cytostom umgibt (Abb. 2-1).
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Cytostom
7
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Abb. 2-1: Schematische Darstellung von Tetrahymena pyriformis. Das Cytostom ist rechts von der
undulierenden Membran umgrenzt, links liegen die drei Membranellen. Die gesamte Zelloberflache ist
mit in Reihen angeordneten Cilien bedeckt (an der AuBlenseite dargestellt, die gestrichelten Linien
entsprechen den Cilienreihen). Mittig liegen sowohl Micro- als auch Macronucleus. Nahrungsvakuolen
sind im gesamten Organismus je nach Verdauungsstadium verteilt. Posterior liegen Cytoproct und die

kontraktile Vakuole.

Die vier Membranen setzen sich jeweils aus Cilienreihen zusammen. Die grofere, das
Cytostom rechtsseitig umgebende, ist die undulierende Membran, links liegen die drei
kleineren = Membranellen. Alle zusammen dienen dem Einstrudeln von
Nahrungspartikeln, die phagocytotisch am Cytostom aufgenommen werden. Aufgrund
der komplexen Struktur des Cortexes ist Phagocytose ausschlieBlich in diesem
speziellen Bereich moglich. Die Nahrungsvakuolen werden wéhrend der Verdauung an
das posteriore Ende der Zelle transportiert und deren Inhalt wird iiber den dort
befindlichen Cytoproct ausgeschieden. Ebenfalls posterior und ventrolateral liegt die
pulsierende Vakuole, die iiber zwei Poren iiberschiissiges Wasser aus dem Ciliaten

pumpt.
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Der Artname pyriformis leitet sich vom birnenformigen Habitus von Tetrahymena
pyriformis ab. Die Zellen sind durchschnittlich etwa 50 pm lang und 30 um breit, dabei
lauft das anteriore Ende eher spitz zu, wihrend das posteriore abgerundet ist. In
Abhingigkeit von Kulturbedingungen dndert sich die Zellform allerdings (Corliss,
1973; Abb. 2-2).

Abb. 2-2: Lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlich kultivierter Individuen von Tetrahymena
pyriformis. A: Individuum aus axenischer Kultur. B: Individuum nach Zugabe von Futterbakterien. Der
Vergleich beider Individuen verdeutlicht den Einfluss von Kultivierungsbedingungen auf den Habitus des

Ciliaten. Mafistab: 20 um.

Die eher langliche Form findet sich vor allem bei axenischer Kultivierung oder in
Hungerkulturen. In Anwesenheit von Futterbakterien oder anderem partikuldrem
Material zeigt Tetrahymena pyriformis die typische, rundliche Form, weil mehr

Nahrungsvakuolen gebildet werden.

Tetrahymena pyriformis weist tiblicherweise einen Zellkerndimorphismus auf. Durch
lang andauernde axenische Kultivierung kann der Micronucleus allerdings verloren

gehen. Der in dieser Arbeit verwendete Stamm ist amicronucleat (Abb. 2-3).

-10 -
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Abb. 2-3: Mikroskopische Aufnahmen eines axenisch kultivierten Individuums von Tetrahymena
pyriformis nach der Fiarbung mit dem fluoreszierenden DNA-Farbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI). A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme. C: Mischbild aus
Licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. In der Fluoreszenzaufnahme ist nur der Macronucleus
gefarbt und sichtbar. Die leichte Fluoreszenz einiger Nahrungsvakuolen zeigt, dass vermutlich DNA-
Reste lysierter Zellen aus dem Kulturmedium aufgenommen wurden. CS: Cytostom. MN: Macronucleus.

MaBstab: 20 pm.

Amicronucleate Stdmme sind steril, konnen also nicht mehr mit einem
Kreuzungspartner konjugieren. Vor Zellteilungen wird deshalb der Macronucleus, der
sich meist leicht posterior der Mittellinie befindet, repliziert. Tetrahymena pyriformis

teilt sich entlang der Querachse (Abb. 2-4).

/ CS /
/ /
Mi — !
Ma \
\

Abb. 2-4: Schematische Darstellung der Zellteilung von Tetrahymena pyriformis. A: Darstellung vor der
Zellteilung. CS: Cytostom. Ma: Macronucleus. Mi: Micronucleus. P: Pore der kontraktilen Vakuole. B:

Darstellung eines spéteren Stadiums der Zellteilung. Das Cytostom der posterioren Tochterzelle sowie die

-11 -
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kontraktile Vakuole und deren Pore der anterioren Tochterzelle sind bereits fertig ausgebildet. Die
mitotisch geteilten Micronuclei migrieren in die Tochterzellen und der Macronucleus befindet sich in der
Teilungsphase. Die Teilungslinie ist bereits sichtbar. C: Stadium kurz vorm Beenden der Zellteilung.
Beide Nuclei sind jeweils auf die Tochterzellen verteilt und nur noch eine schmale Briicke verbindet

beide miteinander.

Der Zellzyklus von Tetrahymena pyriformis wurde umfangreich untersucht (Scherbaum
und Zeuthen, 1954; Holz, 1960; Frankel, 1967; Sleigh, 1973). Sobald der Macronucleus
in die S-Phase des Zellzyklus eintritt, beginnen die Vorbereitungen fiir die Zellteilung.
Die erste sichtbare Verdnderung ist die Bildung neuer Basalkorper der Cilienreihen des
Cytostoms posterior der Zellteilungslinie. Die anterior gelegene Tochterzelle behilt in
der Regel die bereits vorhandene Buccalregion. Die Fertigstellung des neu gebildeten
Cytostoms geht zeitlich mit der micronuclearen Mitose einher, falls ein Micronucleus
vorhanden ist. In etwa zeitgleich bildet sich eine neue kontraktile Vakuole in der spéter
anterioren Tochterzelle aus, die mit der Migration der Micronuclei ihre Funktion
aufnimmt. Die posteriore Tochterzelle behilt die bereits vorhandene kontraktile
Vakuole. Auch die Initiation der Teilung des Macronucleus sowie die Erscheinung der
dquatorialen Teilungslinie der Zelle fallen in diesen Zeitraum. Entlang der Teilungslinie
liegen Microfibrillen, die die Verbindung zwischen beiden Tochterzellen durch
Kontraktion kontinuierlich verengen, bis nur noch eine schmale Briicke {ibrig bleibt.

Sobald diese reif}t, ist die Zellteilung abgeschlossen (Sleigh, 1973).
2.1.2 Ingestion und Verdauung

Sowohl Ingestion als auch Verdauung wurden an Tetrahymena pyriformis recht
umfangreich untersucht. Das Verstdndnis beider Prozesse ist essentiell bei der
Identifikation von Prozessen, an denen aufgenommene Bakterien intervenieren, um der

Verdauung zu entgehen oder sogar aus Nahrungsvakuolen zu entkommen.

Tetrahymena pyriformis kann auf Basis von Pinocytose nur schwer iiberleben (Holz,
1973) und nimmt Nahrstoffe hauptsdchlich phagocytotisch am Cytostom auf. Dabei ist
der Ciliat auf Partikel im umgebenden Medium als Anreiz fiir die Ingestion angewiesen
(Rasmussen und Kludt, 1970). Die Autoren verglichen das Wachstum von Tetrahymena
pyriformis in autoklaviertem und sterilfiltriertem Proteose-Pepton-Medium. Die

Filtration entfernt selbst kleinste Partikel aus dem Medium. Die Generationszeit erhohte

-12 -



2 Einflihrung

sich in diesem Fall auf 40 Stunden im Gegensatz zu etwa fiinf Stunden im
autoklavierten Medium. Die Zugabe biotischer oder abiotischer Partikel zum Medium
bewirkt ebenfalls die Verkiirzung der Generationszeit (Rasmussen und Kludt, 1970;
Rasmussen und Modeweg-Hansen, 1973). Partikuldres Material stimuliert die Bildung
von Nahrungsvakuolen. Je mehr Nahrungsvakuolen gebildet werden, desto mehr
Partikel und sie umgebendes Medium werden aufgenommen, sodass sich Tetrahymena

pyriformis schneller vermehren kann.

Tetrahymena pyriformis kann vor der Ingestion zwischen biotischen und abiotischen
Partikeln unterscheiden. Wenn einer Hungerkultur Bakterien und kolloidales Gold
gleichzeitig dargeboten werden, werden ausschlieBlich die Bakterien aufgenommen, das
Gold wird nur in Abwesenheit von Bakterien eingestrudelt (Elliott und Clemmons,
1966). Vergleichbare Ergebnisse erhielt Ricketts (1971a) beim Verfiittern von
Latexpartikeln an Hungerkulturen von Tetrahymena pyriformis, die im Gegensatz zu
einer Hefe-Suspension oder Pepton kaum aufgenommen wurden. In Vollmedien zeigte

Tetrahymena pyriformis dieses Selektivverhalten nicht.

Tetrahymena pyriformis kann nicht nur zwischen biotischen und abiotischen Partikeln
unterscheiden, sondern erkennt auch unterschiedliche Substanzen vor der Ingestion.
Wihrend Peptide, wie z. B. Proteose-Pepton oder Rinderserumalbumin, Polypeptide
oder RNA die Ingestionsrate effektiv erhohen, beeinflussen Aminosidure-Mixturen,
Glutamat, Polysaccharide oder Glucose die Aufnahmerate kaum, Natriumacetat gar
nicht (Ricketts, 1972). Die Ladung der angebotenen Stoffe spielt nur eine
untergeordnete Rolle beim Stimulieren der Nahrungsvakuolenbildung (Rasmussen und
Modeweg-Hansen, 1973). Partikel mit positiver, negativer oder neutraler Nettoladung
bei gleicher GroBe hatten alle einen &hnlich positiven Effekt auf Aufnahme und
Wachstumsrate von Tetrahymena pyriformis, wenn sie dem sterilfiltrierten Proteose-

Pepton-Medium hinzugegeben wurden.

Wie Tetrahymena pyriformis unterschiedliche Nahrungsquellen erkennen kann, ist
bislang unklar. Studien an anderen Protozoen zeigen mehrere Moglichkeiten.
Verschiedene Lectine sind an der Erkennung und Bindung von Nahrung beim
Dinoflagellaten Oxyrrhis marina (Wootton et al., 2007) und bei der Amobe
Vermamoeba (friher Hartmannella) vermiformis (Venkataraman et al., 1997) beteiligt.
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Bei Acanthamoeba castellanii ist ein mannosebindendes Protein beim Erkennen und
Internalisieren von Hefezellen involviert (Allen und Dawidowicz, 1990). Eine
Bindungsstudie =~ mit  Euplotes  mutabilis  zeigte = mehrere  verschiedene
Lectinbindungsstellen am Cytostom. Insgesamt acht von neun getesteten Lectinen
binden an das Cytostom und/oder die Nahrungsvakuolen. Zudem bindet das Lectin
Weizenkeimagglutinin an den basalen Teil frontaler Membranellen, die an der
Nahrungsaufnahme beteiligt sind. Die verschiedenen Lectinbindungsstellen sind
vermutlich an der selektiven Aufnahme von Nahrungspartikeln beteiligt (Wilks und

Sleigh, 2004).

Tetrahymena pyriformis nimmt Nahrung hauptsichlich phagocytotisch am Cytostom
auf. Die Nahrungsvakuolenbildung ist in vier Phasen eingeteilt (Nilsson, 1977; Abb. 2-
5).

Abb. 2-5: Schematische Darstellung der Nahrungsvakuolenbildung bei Tetrahymena pyriformis. A:
Ubersicht der Buccalregion von Tetrahymena pyriformis. C: mikrofilamentreiches Cytoplasma im
Bereich der cytostomalen Lippe. CS: Cytostom. M: Membranelle. NV: Nahrungsvakuole. OR: oral ridge.
TF: Tiefe Faser. B: Darstellung des Ablaufs der Vakuolenbildung. Die entstehende, zum Cytostom hin
gedffnete Nahrungsvakuole wird sukzessiv erweitert (1) und anschlieBend befillt, wenn sie
ausgewachsen ist (2). Sobald sie voll ist, wird sie verschlossen und leicht nach anterior verschoben (3).
Abschliefend wird die fertige Nahrungsvakuole entlang der Pfeilrichtung nach posterior transportiert (4)
und die Verdauung initiiert. Der am Cytostom verbleibende schlauchformige Rest dient als Grundlage fiir

die nachste Nahrungsvakuole (modifiziert nach Nilsson, 1977).
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Die naszierende Nahrungsvakuole liegt links und posterior vom Cytostom. Zunichst
wird der schlauchférmige Fortsatz am Cytostom erweitert. Dieser Prozess dauert fiinf
bis zehn Sekunden. Die expandierte Nahrungsvakuole wird anschlieBend durch
gleichmiBiges Schlagen von undulierender Membran und der Membranellen mit
Nahrungspartikeln gefiillt (ca. 20 sec) und verschlossen. Dabei wird sie leicht nach
anterior verschoben. Sobald sie vollstindig vom Cytostom geldst ist, wird sie nach
posterior, vermutlich entlang der tiefen Faser, transportiert. Der gesamte Prozess dauert

etwa 20 bis 60 Sekunden (Nilsson, 1977).

Nachdem sich die Nahrungsvakuole vollstindig vom Cytostom geldst hat, kann der
Verdauungsprozess initiiert werden. Ingestion allein reicht aber nicht als Stimulus aus.
Die Verdauung wird nur eingeleitet, wenn sich verdaubares Material in den
Nahrungsvakuolen befindet, wie Ricketts (1971a) durch Messung des Anstiegs der
sauren Phosphatase-Aktivitit zeigte. Die Verdauung ist in acht Phasen unterteilt

(Nilsson, 1977; 1987; Abb. 2-6).
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Abb. 2-6: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Nahrungsvakuolen von Tetrahymena
pyriformis in verschiedenen Verdauungsstadien nach der Fiitterung mit Escherichia coli. b: Bakterien. dv:
defecation vacuole. h: halo. Phase 1 der Verdauung bezeichnet Nahrungsvakuolen, die entweder noch mit
dem Cytostom verbunden sind (1) oder sich gerade eben gelost haben. Im néchsten Stadium werden die
Nahrungsvakuolen dehydriert und der Inhalt folglich verdichtet (2), die Vakuolenmembran liegt dicht an
den Bakterien an (Pfeilkopf) und einige Bakterien lysieren bereits (Pfeil). In Phase 3 liegen die Bakterien

in einer elektronendichten Matrix in den Vakuolen vor (3). Ein Lysosom (Pfeil) befindet sich in der Néhe
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einer Vakuole in Phase 2 (Pfeilkopf). Im Folgestadium (4) sind einige noch intakte Bakterien von einem
halo aus lysiertem Material umgeben und Verdauungsprodukte werden pinocytotisch aus den Vakuolen
geschleust (Pfeile). In Phase 5 kommt es zur Massenlyse von Escherichia coli (5). Darauf folgt ein
weiteres halo-Stadium (6) mit Pinocytoseaktivitdt (Pfeile). In Phase 6 sind verbliebene, lysierende
Bakterien von einer weichen, schmierigen Matrix umgeben (7). Im vorletzten Stadium sind die Bakterien
vollstandig lysiert und vesikelartige Strukturen, vermutlich Membranreste, liegen in der Nahrungsvakuole
vor (Pfeil, 8). Die letzte Phase beschreibt Vakuolen kurz vor der Egestion (9), die unverdauliche Reste
enthalten. Vorm Ausscheiden konnen mehrere Vakuolen fusionieren, wie die Vertiefung in der

Vakuolenmembran (Pfeil) indiziert (aus Nilsson, 1987).

Die erste Phase wird durch die neu gebildete Nahrungsvakuole definiert, in denen die
Nahrungspartikel, in diesem Fall Escherichia coli, recht lose in der Vakuole verteilt
liegen. In etwa dieser Phase beginnt auch das Ansduern des Nahrungsvakuoleninhalts.
Es ist bis dato unklar, wie genau dieser Prozess ablauft. Vermutlich sind Vesikel, die in
der Néhe parasomaler Sidcke gebildet werden und mit der frithen Nahrungsvakuole
fusionieren, daran beteiligt (Nilsson, 1977; Nilsson und van Deurs, 1983). Fiir
Paramecium wurde gezeigt, dass Acidosomen iiber Fusion mit Nahrungsvakuolen V-
ATPasen in deren Membran integrieren (Ishidia et al., 1997). Eine Phagosom-Proteom-
Analyse von Tetrahymena thermophila identifizierte drei Untereinheiten von
membrangebundenen = V-ATPasen, die mdglicherweise am  Ansduern der
Nahrungsvakuolen beteiligt sind (Jacobs ef al., 2006). Der maximal saure pH von 3,5

bis 4,0 wird nach etwa einer Stunde erreicht (Nilsson, 1977).

In Phase zwei werden die Nahrungsvakuolen dehydriert, sodass die Bakterien, die zum
Teil bereits in Lyse iibergehen, dichter beieinander liegen und eng von der
Vakuolenmembran umschlossen sind. Deshalb sind Nahrungsvakuolen in diesem
Stadium eher unregelmifBig geformt. Oft sind sie mit Lysosomen assoziiert. Im
Folgestadium ist der GroBteil der Bakterien noch intakt und hebt sich deutlich von der
umgebenden, elektronendichten Matrix aus lysiertem Material ab. In Phase vier wird
erstes verdautes Material pinocytotisch aus den Nahrungsvakuolen geschleust. Noch
intakte Bakterien liegen eher mittig und sind von einem /alo aus verdautem Material
umgeben. Im fiinften Stadium lysieren {iblicherweise fast alle Bakterien, die wenigsten
zeigen eine intakte Zellumgrenzung. Meist folgt ein weiteres halo-Stadium, bevor die
sechste Phase der Verdauung erreicht wird, in der noch einige Bakterien gefunden

werden, die aber bereits in Lyse iibergegangen sind. Sie sind von einer homogenen
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Matrix umgeben. In der vorletzten Phase zeigen sich viele vesikelartige Strukturen
innerhalb der Nahrungsvakuolen. Es handelt sich dabei vermutlich um
Membraniiberreste. Bakterien sind nicht mehr auffindbar. Das letzte Stadium definiert
Vakuolen unmittelbar vor der Egestion, die nur noch unverdauliche Reste und
Zelltrimmer enthalten. Vor der Ausscheidung wird der pH-Wert des
Nahrungsvakuoleninhalts wieder neutralisiert. Dieser wird ohne umgebende Membran
am Cytoproct entlassen. Die Dauer der einzelnen Phasen kann variieren, aber der

gesamte Verdauungsprozess selbst dauert etwa zwei Stunden (Nilsson, 1977; 1987).
2.1.3 Tetrahymena als Modellorganismus

Tetrahymena spp. haben sich im Laufe der Zeit als Modellorganismen fiir tierische
Zellen oder Organismen etabliert. Einige Autoren sprechen sogar iiber Tetrahymena als
Escherichia coli unter den nicht photosynthetischen Eukaryoten (nach Hutner et al.,
1972; zitiert aus Corliss, 1973). Die einfache axenische Kultivierung in definierten
Medien sowie relativ schnelle Generationszeiten in Verbindung mit recht hoher
genetischer Stabilitdt durch den Zellkerndimorphismus machen Tetrahymena spp. zu
einem geeigneten Modell fiir biochemische, physiologische, genetische, entwicklungs-
und zellbiologische Untersuchungen. Zudem wurden Genome einiger Spezies teilweise

oder vollstindig sequenziert.

Die wohl bekanntesten Erkenntnisse, die mit Tetrahymena thermophila als Modell
errungen wurden, sind die Entdeckung katalytischer Eigenschaften von RNA
(Nobelpreis fiir Chemie 1989) und der Telomeraseaktivitéit (Nobelpreis fiir Physiologie
oder Medizin 2009). Tetrahymena pyriformis spielt vor allem bei Untersuchungen zur
Nahrstoff- oder Partikelaufnahme eine Rolle als Modellorganismus oder bei
Untersuchungen, wie sich spezifische Substanzen oder die Zusammensetzung des
Mediums auf Organismen auswirkt. Tetrahymena pyriformis hat sich beispielsweise als
Modell fiir toxikologische Studien etabliert, in denen der Einfluss spezifischer
Wirkstoffe auf tierische Zellen oder Organismen gepriift wird (Sauvant et al., 1999).
Ebenso fungiert Tetrahymena pyriformis als Modell fiir Macrophagen bei
Wirksamkeitstests neuer Bakteriostatika in situ (z. B. Benghezal et al., 2007). Auch die
Auswirkung verschiedener Wirbeltierhormone auf Tetrahymena pyriformis wird
untersucht, um hormonelle Netzwerke in Einzellern zu verstehen oder gar Modelle fiir
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Hormonsysteme in Vielzellern zu etablieren (Csaba und Pallinger, 2008; Csaba et al.,
2011). Aufgrund der hervorragenden Ingestionsrate (Holz, 1973) wird Tetrahymena
pyriformis seit mehreren Dekaden flir Studien zu selektivem Fressverhalten frei
lebender Protisten oder zu Einfliissen verschiedener Substanzen auf die Aufnahmerate
genutzt (z. B. Seaman, 1961; Elliott und Clemmons, 1966; Ricketts, 1971a; Rasmussen
und Modeweg-Hansen, 1973; Boenigk und Novarino, 2004; Thurman et al., 2010).
Ebenso gibt es zahlreiche Untersuchungen zu Interaktionen mit anderen
Mikroorganismen sowie dem Uberleben pathogener und nicht pathogener Bakterien
(siehe folgendes Kapitel 2.1.4). Aufgrund der angefiihrten Studien, aber auch wegen der
detailreichen Untersuchungen zum Ingestions- und Verdauungsprozess wurde in dieser

Arbeit mit Tetrahymena pyriformis gearbeitet.
2.1.4 Tetrahymena in Interaktionen mit Mikroorganismen

Bisher ist nichts {iber natiirlich vorkommende Endosymbionten in Tetrahymena
pyriformis bekannt. Die nachfolgend dargestellten Interaktionen stellen daher eher

modellhafte Assoziationen dar.

Die wohl am héaufigsten untersuchten Modellinteraktionen mit Tetrahymena pyriformis
widmen sich dem Uberleben pathogener Mikroorganismen in Protozoen sowie deren
Effekte auf das Pathogen. Hierbei gibt es verschiedene Abstufungen, vom Umgehen der
Verdauung durch den Wirt ohne Vermehrung, tiber die Vermehrung des Pathogens im
Wirt ohne diesen zu toten, bis hin zur Vermehrung und den erzwungenen Zelltod des
Wirts (Barker und Brown, 1994). Dabei ist das Wirt-Parasitenspektrum recht breit; nicht
jedes Pathovar kann jeden Stamm infizieren (Steele und McLennan, 1996; Smith et al.,

2012).

Zu den pathogenen Bakterien, die die Verdauung seitens Tetrahymena pyriformis
umgehen konnen, gehdrt unter anderem das bodenbewohnende, endosporenbildende
Insektenpathogen Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Manasherob et al., 1998).
Nachdem dem Ciliaten Endosporen verfiittert wurden, wurde der Inhalt der Féakalpellets,
den Ausscheidungsprodukten aus Nahrungsvakuolen, auf Keimung der Endosporen
untersucht. Nach dem vegetativen Wachstum bildet Bacillus thuringiensis erneut

Endosporen. Bei Inkubation der Sporen in Medium ohne Tetrahymena pyriformis
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keimen und sporulieren diese mit einem anderen, verzogerten zeitlichen Verlauf. Bei
Zugabe von Hitzeschock-getoteten Tetrahymena pyriformis Zellen, dhnelt der Verlauf
den Kulturen mit lebendigen Ciliaten, sodass diese den Verlauf von Keimung,

Wachstum und Sporulation positiv beeinflussen zu scheinen (Manasherob et al., 1998).

Neben Bacillus thuringiensis sind auch verschiedene Pathotypen von Escherichia coli
in der Lage, die Verdauung durch Tetrahymena sp. zu umgehen (Smith et al., 2012).
Sowohl iiber Lebendzellfarbung der Bakterien in Tetrahymena sp. als auch iiber die
Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten (colony forming units, cfu) aus
Fékalpellets wurde nachgewiesen, dass die getesteten Pathotypen von Escherichia coli
die Verdauung durch den Ciliaten {ibelerleben. Propidiumiodid-Féarbung zeigt an, dass
nur etwa 1 % der in Fékalpellets ausgeschiedenen Bakterien nicht lebensfahig ist.
Interessanterweise konnte dhnliches auch fiir den nicht pathogenen Escherichia coli
Stamm K12 gezeigt werden (Smith ef al., 2012). Fiir den pathogenen Escherichia coli
Stamm O157 wurde iiber Biolumineszenzmessung gezeigt, dass die Bakterien die
Verdauung durch Tetrahymena pyriformis fir einige Zeit iiberstehen (Nelson et al.,
2003). Da die Messung der Uberlebensfihigkeit hier nur indirekt erfolgt, bleibt unklar,

ob die Bakterien spiter vollstindig verdaut werden oder nicht.

Ein interessanter Effekt tritt auf, wenn Campylobacter jejuni, ein Pathogen, das
Menschen hiufig tiber den Verzehr rohen Gefliigelfleisches infiziert, von Tetrahymena
pyriformis aufgenommen wurde. Die Bakterien tliberleben nicht nur die Verdauung
durch den Ciliaten, sondern sind nach der Internalisierung gegeniiber
Desinfektionsmitteln in Wasseraufbereitungsanlagen deutlich resistenter und ldnger
lebensfahig als nicht internalisierte Bakterien. Somit scheint die Aufnahme durch
Tetrahymena pyriformis physiologische Anderungen bei Campylobacter jejuni zu
induzieren (Snelling ef al., 2005). Vergleichbare Ergebnisse erhielt man mit Salmonella
enterica und einem nicht ndher bestimmten Bodenisolat von Tetrahymena.
Phagocytierte und anschlieBend ausgeschiedene, in Vesikeln aggregierte Bakterien sind

widerstandsfahiger gegeniiber Calciumhypochlorit (Brandl ef al., 2005).

Neben dem Entgehen der Verdauung gibt es Pathogene, die in der Lage sind, sich im
Wirt, in diesem Fall Tetrahymena pyriformis, zu vermehren, ohne ihn zu schidigen. Ein
Beispiel hierfiir sind Mycobacterium spp. (Strahl et al., 2001), zu denen unter anderem
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die Erreger von Tuberkulose und Lepra zdhlen. Diese wurden in der Studie aber nicht
untersucht. Die getesteten Spezies der Gattung Mycobacterium vermehrten sich
innerhalb von fiinf Tagen in Tetrahymena pyriformis 4- bis 40fach, ohne die
Lebensfahigkeit des Ciliaten zu beeinflussen. Selbst nach 25 Tagen der Internalisierung
war die intrazelluldre Bakterienzahl konstant. Dabei gibt es kleinere Unterschiede
zwischen den getesteten Spezies. Wiahrend Mycobacterium avium und Mycobacterium
intracellulare sich recht schnell in Tetrahymena pyriformis vermehrten, wuchs
Mycobacterium  scrofulaceum langsamer. Leider bleibt unklar, in welchem
Kompartiment der Zelle die Mycobakterien persistieren. Aullerdem {iberlebt
Mycobacterium avium die Encystierung und Keimung von Tetrahymena pyriformis
(Strahl et al., 2001). Allerdings ist fiir Tetrahymena pyriformis beschrieben, dass es
Cystenbildung nicht gibt bzw. sie ein abnormales Phdnomen innerhalb dieser Spezies

darstellt (Corliss, 1973).

Andere Pathogene nutzen Protozoen nicht nur zur Vermehrung, sondern induzieren
nach Abschluss den Zelltod des Wirts. Hierunter fallen die humanpathogenen Bakterien
Legionella spp. und Listeria monocytogenes (Barker und Brown, 1994). Legionella
longbeachae, die in Australien sehr hdufig fiir den Ausbruch von Legionellosen
verantwortlich ist, infiziert Tetrahymena pyriformis sehr effektiv und zwingt den
Ciliaten innerhalb von fiinf Tagen zur Lyse, wihrend sich das Bakterium um einen
Faktor von bis zu 10 vermehrt. Dabei ist die Wachstumsrate des Bakteriums abhingig
vom Ausgangsverhiltnis von Protozoon zu Pathogen. Zudem sinkt die Infektionsrate
bei niedrigem Néhrstoffangebot (Steele und McLennan, 1996). Listeria monocytogenes
infiziert Tetrahymena pyriformis in vitro und vermehrt sich innerhalb des Ciliaten. Nach
acht bis 15 Tagen lysiert das Protozoon und gibt teilungsfahige Listerien frei (Ly und
Miiller, 1990).

Wie pathogene und nicht pathogene Bakterien der Verdauung seitens Tetrahymena
pyriformis oder anderen Protozoen entgehen, ist bisher unklar. Fiir Listeria
monocytogenes wurde der hamolytische, Poren bildende, cholesterinabhingige
Virulenzfaktor Listeriolysin O (Geoffroy et al., 1987) als eine mdgliche Ursache
identifiziert. Listeriolysin O wird vom hly Gen kodiert und ermoglicht es Listeria

monocytogenes, nach der Phagocytose aus Nahrungsvakuolen zu entkommen und
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folglich im Cytoplasma zu persistieren, wohingegen Defektmutanten im 4/y Gen dies
nicht mehr konnen. Erst nach Komplementierung des Gens ist die Virulenz von Listeria
monocytogenes wiederhergestellt (Dramsi und Cossart, 2002). Es gibt vergleichbare
Beobachtungen mit Defektmutanten und der erzwungenen Lyse bei Tetrahymena
pyriformis (Pushkareva und Ermolaeva, 2010). Wird die Permeabilitit der Zellwand
von Mpycobacterium smegmatis, eine opportunistische Spezies der Mycobakterien,
reduziert, indem die Poringene mspA und mspC deletiert werden, zeigen sie verstirkte
Resistenz  gegeniiber der Verdauung durch Acanthamoeba castellanii  oder
Makrophagen; folglich kénnen sie ldnger in den Zellen persistieren (Sharbati-Tehrani et
al., 2005). Mycobacterium avium hingegen verhindert iiber einen unbekannten
Mechanismus die Lysosomfusion mit Nahrungsvakuolen in Acanthamoeba castellanii
und ist dadurch in der Lage, linger in der Amdbe zu persistieren und sich zu vermehren.
Zudem ist die Virulenz intrazelluldr gewachsener Bakterien hoher als bei Kultivierung

in Medium (Cirillo et al., 1997).

Untersuchungen zur Uberlebensfihigkeit pathogener Bakterien sind oft darin begriindet,
dass die Krankheitserreger Wasseraufbereitung, z. B. in Kliniken oder
Tierzuchtanlagen, iiberstehen, weil sie internalisiert in Protozoen geschiitzt sind.
Deswegen bezeichnen Barker und Brown (1994) Protozoen als Trojanische Pferde. Es
gibt sogar endosymbiontische Formen pathogener Mikroorganismen, z. B. eine Unterart
des Fischpathogens Francisella noatunensis 1im Ciliaten Euplotes raikovi
(Schrallhammer et al., 2011). Die Internalisierung pathogener Mikroorganismen hat
Effekte auf deren Physiologie. Die Resistenz gegeniiber Desinfektionsmitteln kann
gesteigert (Brandl et al., 2005; Snelling et al., 2005) oder die Virulenz erhoht werden
(Cirillo et al., 1997). So konnte man vermuten, dass die Fahigkeit mancher Bakterien,
der Verdauung durch Protozoen zu entgehen, eine treibende Kraft in der Evolution

pathogener Mikroorganismen gewesen sein konnte.

Neben Untersuchungen zu Interaktionen zwischen Tetrahymena und Pathogenen gibt es
auch Studien mit nicht pathogenen Mikroorganismen. Néheres dazu findet sich in

Kapitel 2.2.2 (Endosymbiosemodelle).
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2.2 Endosymbiosen

In dieser Arbeit wird der Begriff Symbiose [griechisch: (cvv, syn) zusammen (iog
bios) Leben)] basierend auf der Definition nach Anton de Bary benutzt. Auf einer
naturwissenschaftlichen Konferenz 1878 verwendete er das Wort Symbiose erstmals als
Beschreibung fiir das Zusammenleben zweier ungleichnamiger Organismen (Goff,
1982). Dabei ist es unerheblich, ob die Assoziation der beteiligten Lebewesen
mutualistisch, kommensalistisch oder parasitisch ist. Einerseits ist in etlichen
Vergesellschaftungen unklar, welche Art des Zusammenlebens diese verkorpern,
andererseits kann oftmals auch innerhalb einer Interaktion zweier Organismen das
Spektrum von Mutualismus bis Parasitismus auftreten oder sich in Abhéngigkeit
wechselnder Bedingungen dndern (Schmidt ez al., 1988; Gortz, 2010; Bosch und Miller,
2016). Die Definition der Symbiose sensu latu, also ohne die Annahme des
gegenseitigen Nutzens, ist zudem auch géngige Praxis in der Symbioseforschung

(Schweikert et al., 2013).
2.2.1 Endosymbiosen in Ciliaten

Protozoen, insbesondere aber Ciliaten, sind hiufig mit anderen, pro- oder
eukaryotischen Mikroorganismen endo-, aber auch ectosymbiontisch assoziiert. Seit
mehr als einem Jahrhundert sind diese Interaktionen Gegenstand zahlreicher
wissenschaftlicher Untersuchungen, was unter anderem in ihrer groBen Vielfalt
begriindet ist. Mehr als 200 (Fokin, 2004) bzw. 250 (Germond und Nakajima, 2016)
Ciliatenspezies sind bisher gefunden worden, die endosymbiontische Mikroorganismen
beherbergen. Dabei kann ein Individuum sogar zeitgleich mehrere Endocytobionten
innerhalb verschiedener Zellkompartimente in sich tragen, wie z. B. in der Gattung
Spirostomum (Fokin et al., 2005a). Eine Ursache fiir die Haufigkeit und Vielféltigkeit
von Endosymbiosen in heterotrophen Einzellern ist deren phagotrophe Lebensweise.
Als bakterielle Prddatoren setzen sie sich einem hoheren Risiko aus, von
Mikroorganismen infiziert zu werden (Gortz, 2010). Dazu miissen phagocytierte
Bakterien oder andere Mikroorganismen die Verdauung seitens des Wirts iiberleben.
Bisher werden hierfiir drei mogliche Strategien benannt, nimlich 1) das Entkommen aus
den Nahrungsvakuolen vor der Lysosomfusion, 2) das Verhindern der Fusion von

Nahrungsvakuole und Lysosom und 3) das Uberstehen der Verdauung nach
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Lysosomfusion (Kodama und Fujishima, 2016). Fiir eine dauerhafte Etablierung von
Endosymbiosen erscheint das Entkommen aus den Nahrungsvakuolen allerdings
unerldsslich, da deren Inhalt am Ende des Verdauungsprozesses wieder ausgeschieden
wird. In den meisten Féllen scheint der Weg tiber Endocytose und Entkommen aus den
Phagosomen des Wirts der typische fiir Endosymbionten zu sein. Eine Ausnahme bildet
hierbei der Symbiont, von den Autoren als Xenosom bezeichnet, des marinen Ciliaten
Parauronema acutum. Dieser infiziert den Wirt direkt {iber die Zellmembran. Innerhalb
von ein bis zwei Minuten nach Exposition entert das Xenosom, ein Gram-negatives
Bakterium, das Protozoon. Dabei scheint es die Zellmembran des Wirts kurzfristig
aufzulosen, dauerhafte Schiden sind allerdings nicht sichtbar; die Membran wird
offenbar sofort wieder geschlossen. Nach der Infektion liegt es ,,nackt®, also ohne von
einer zusitzlichen Wirtsmembran umgeben zu sein, im Cytoplasma von Parauronema
acutum. Uber den Weg der Phagocytose kénnen diese Bakterien den Ciliaten nicht

infizieren, da sie verdaut werden (Soldo et al., 1993).

Endosymbionten liegen entweder mit oder ohne zusétzliche Membran des Wirts vor.
Zudem konnen sie auch diverse Zellkompartimente besiedeln. Neben beiden Nuclei, die
z. B. in Paramecium von Bakterien der Gattung Holospora infiziert werden, finden sich
intrazelluldre Bakterien zwischen beiden Kernmembranen des Macronucleus, im
Cytoplasma, assoziiert mit Mitochondrien oder gar in diesen sowie im Lumen des
Endoplasmatischen Reticulums oder mit Cortexstrukturen assoziiert und in
Nahrungsvakuolen. Die Ciliatenzelle stellt somit einen Mikrokosmos fiir intrazelluldre

Mikroorganismen dar (Fokin, 2004; Schweikert et al., 2013).

Neben fakultativen Symbiosen, z. B. zwischen Paramecium bursaria und der Alge
Chlorella, ist die intrazellulire Lebensweise fiir die Mehrheit prokaryotischer
Symbionten obligat. Sie kdnnen nicht mehr auBerhalb des Wirts kultiviert werden und
haben hiufig reduzierte Genome (Gortz, 2010; Schweikert et al. 2013; Kodama und
Fujishima, 2016). Eine sehr seltene Ausnahme stellt ein aus dem Macronucleus des
Ciliaten Spirostomum ambiguum isoliertes Bakterium dar, das immerhin auf Blutagar
kultiviert werden kann (Harrison et al., 1976a; b). Im Gegensatz zur obligat
intrazelluldren Lebensweise sind die Symbionten, zumindest unter Laborbedingungen,

fiir den GroBteil ihrer Wirte entbehrlich. Ein Beispiel flir gegenseitige Abhédngigkeit
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voneinander ist die Endosymbiose von Euplotes aediculatus und Polynucleobacter
necessarius (friiher Omikron; Heckmann, 1975; Heckmann und Schmidt, 1987). Wenn
der Ciliat mit Antibiotikumbehandlung oder Rontgenstrahlen von seinem
cytoplasmatischen Endosymbionten kuriert wird, ist er nicht mehr teilungsfahig und
stirbt schlieBlich mehrere Tage nach der letzten Teilung. Erst nach der Reinfektion kann
sich Euplotes aediculatus wieder vermehren (Heckmann, 1975). In anderen
StiBwasserspezies von Euplotes, die das Gleiche fronto-ventrale Cirrusmuster wie
Euplotes  aediculatus  aufweisen, finden sich ebenfalls Omikron-dhnliche
Endosymbionten, wohingegen Spezies mit abweichendem Muster diese nicht in sich
tragen. Auch diese Assoziationen sind fiir beide Partner obligat. Deshalb wird vermutet,
dass diese Spezies auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickgehen, der bereits {iber ein
Defizit verfiigte, das mit Hilfe eines Endosymbionten kompensiert wurde. Folglich
gingen auch Polynucleobacter necessarius sowie die Omikron-dhnlichen Bakterien auf
einen gemeinsamen Vorfahren zuriick  (Heckmann et al., 1983). Rezentere
phylogenetische Analysen mehrerer Stimme lassen allerdings vermuten, dass Euplotes
spp. wiahrend ihrer Evolution mehrfach unabhingig Polynucleobacter-éhnliche

Endosymbionten rekrutiert haben (Vannini ef al., 2012).

Polynucleobacter necessarius ist ein Gram-negatives Bakterium, das mehrere
Nucleoide aufweist (meist 3 bis 9; Heckmann, 1975) und zu den B-Proteobakterien
gehort (Springer et al., 1996). Weiterhin wurden in den vergangenen Jahren freilebende
Bakterien in diversen SiiBwasserhabitaten isoliert, die eine starke Sequenzéhnlichkeit
des 16S rRNA Gens zu Polynucleobacter necessarius aufweisen (99,1 — 99.4 %). Dies
fiihrte zu einer verdnderten Beschreibung der Gattung Polynucleobacter und der Spezies
Polynucleobacter necessarius, innerhalb deren sowohl die endosymbiontische (subsp.
necessarius) als auch die freilebende Art (subsp. asymbioticus) auf dem Subspezieslevel
unterschieden werden (Hahn er al., 2009). Sowohl das Genom des Typusstamms der
freilebenden Form Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus (QLW-
PIDMWA-1; 2,16 Mbp; Meincke et al. 2012) als auch das Genom der symbiontischen
Form isoliert aus Euplotes aediculatus STIR1 (1,56 Mbp; Boscaro et al., 2013a) wurden
sequenziert. Obwohl die Gesamtgenomgrdéfle des Symbionten nur um 27,7 % reduziert
ist, zeigt sich ein dramatischer Verlust von 42,3 % codierender DNA im Vergleich zum

freilebenden Isolat, was mit dem groflen Anteil an Pseudogenen begriindet wird. Einen
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Nachweis fiir horizontalen Gentransfer von Symbiont zu Wirt gibt es bisher nicht
(Boscaro et al., 2013a). Kiirzlich wurde, basierend auf Genomsequenzierungen und -
Analysen von vier freilebenden Isolaten sowie einer Neutypisierung, weil der
urspriingliche Typus ist nicht mehr verfiigbar ist, des symbiontischen Stammes von
Polynucleobacter necessarius, eine Reklassifizierung der Spezies vorgenommen. Die
Multilocusanalysen legen nahe, dass es sich bei den getesteten Stimmen eher nicht um
Stimme derselben Art handeln kann. Folglich werden fiir die vier Isolate, die vorher als
Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus gefithrt wurden, vier neue Spezies
vorgeschlagen, ndmlich Polynucleobacter asymbioticus comb. nov., Polynucleobacter
duraquae sp. nov., Polynucleobacter yangtzensis sp. nov. und Polynucleobacter
sinensis sp. nov.; die Artbeschreibung von Polynucleobacter necessarius wurde

angepasst (Hahn et al., 2016).

Im Gegensatz zur obligaten Endosymbiose von Euplotes und Polynucleobacter sind die
meisten Wirte, zumindest unter Laborbedingungen, nicht auf ihren Symbionten
angewiesen. Dennoch finden sich z. B. bei der Gattung Paramecium in frischen
Naturisolaten in einem Grofteil der Félle intrazelluldre Bakterien (Beale et al., 1969;
Schweikert et al., 2013). Eine mogliche Ursache dafiir stellen physiologische Effekte
dar, die iiber die Endosymbionten vermittelt werden und eventuell einen selektiven
Vorteil bringen. In diesem Zusammenhang ist der von Endosymbionten hervorgerufene
Killer-Phénotyp ein interessantes Phdnomen (Schrallhammer und Schweikert, 2009).
Aus Feldstudien geht hervor, dass Killerzellen von Paramecium tetraurelia in
natiirlichen Habitaten im Vergleich zu sensitiven Stdammen ohne Symbionten hdhere
Zelldichten erreichen und innerhalb eines untersuchten Bereichs selten Killerzellen und
Sensitive gleichzeitig gefunden werden. Beide Ergebnisse deuten auf einen selektiven
Vorteil fiir Paramecium mit Endosymbionten, die den Killerphidnotyp hervorrufen
(Landis, 1981). Dieser wird oft, aber nicht ausschlieBlich, von Bakterien der Gattung
Caedibacter verursacht. Eine der vermutlich bekanntesten Spezies innerhalb dieser
Gattung ist Caedibacter taeniospiralis (frither Kappa), weil sie zunédchst zur
Entwicklung der ,,Plasmagenhypothese® Sonneborns fiihrte (Sonneborn, 1950; Beale
und Preer, 2008). Beim Kultivieren verschiedener Stimme von Paramecium aurelia
entdeckte er, dass einige Stdmme andere toten konnten und teilte sie in Killer, die

zeitgleich resistent gegeniiber den Toxinen sind, und Sensitve ein. Nach der

-6 -



2 Einflihrung

Konjugation zwischen einem sensitivem Stamm und dem Stamm mit Killerphénotyp
zeigten die Nachkommen jeweils beide Phénotypen. Dabei wurden diejenigen zu
Killerzellen, die das Cytoplasma des Killerelters erhielten, was schlieBlich dazu fiihrte,
dass Sonneborn annahm, dass ein iiber das Cytoplasma vererbter Faktor unter anderem
fiir den Killerphdnotyp verantwortlich ist. Daneben spielt aber auch ein kerncodiertes
Gen des Wirts, das in zwei Allelen, K und k, vorliegen kann, eine Rolle beim Erwerb
bzw. Erhalt des Killerphdnotyps, da nur Paramecien mit mindestens einem K-Allel den
Killerphénotyp zeigten, aber auch nur, wenn der cytoplasmatische Faktor mit {ibertragen
wurde. Das Allel K allein reichte nicht, um die Killerfahigkeit zu induzieren
(Sonneborn, 1943a; b). Im Laufe der Zeit stellte sich heraus, dass es sich beim
»Plasmagen* Kappa und dhnlichen Partikeln um Bakterien handelt und den zunichst
mit griechischen Buchstaben benannten Bakterien wurden binominale Namen
entsprechend den Nomenklaturregeln gegeben (Preer et al., 1974). Bisher sind flinf
Spezies der Gattung Caedibacter giiltig beschrieben (Preer und Preer, 1982;
Quackenbush, 1982; Schmidt et al., 1987). Die Caedibacter spp. besiedeln verschiedene
Zellkompartimente in Paramecium spp. und rufen unterschiedliche Totungsmodi bei
Sensitiven hervor (Beale und Preer, 2008; Schrallhammer und Schweikert, 2009;
Schweikert et al., 2013). Caedibacter varicaedens, ein cytoplasmatischer Symbiont aus
Paramecium biaurelia, und Caedibacter pseudomutans aus Paramecium tetraurelia
sind sogenannte Spin-Killer. Paramecium biaurelia mit Caedibacter varicaedens
verursacht aber auch starke Vakuolisierung sowie Paralyse in Sensitiven Stimmen.
Caedibacter caryophilus (Synonym mit Caedibacter caryophila) verwandelt seinen
Wirt ebenfalls in Paralyse-Killer. Caedibacter caryophilus kommt sowohl im
Macronucleus von Paramecium caudatum als auch im Cytoplasma von Paramecium
novaurelia vor (Kusch et al., 2000). Um einen toxischen Effekt auf Sensitive
auszulosen, ist fir Paramecium biaurelia mit dem cytoplasmatischen Endosymbionten
Caedibacter paraconjugatus erforderlich, mit dem sensitiven Stamm zu konjugieren,
weshalb diese auch als Kreuzungskiller bezeichnet werden. Die Gattung Caedibacter ist
vermutlich polyphyletisch. Aus DNA-Sequenzvergleichen des 16S rRNA Gens ergibt
sich, dass Caedibacter taeniospiralis aus Paramecium tetraurelia in die Gruppe der y-
Proteobakterien gehort (Beier ef al., 2002), wohingegen Caedibacter caryophilus zu den
a-Proteobakterien zahlt (Springer et al., 1993).
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Eine Gemeinsamkeit der Caedibacter spp. ist die Fahigkeit zur Bildung sogenannter R-
Korper (von Englisch: refractile — lichtbrechend), proteindse Zelleinschliisse, die
oftmals mit Plasmid-DNA oder Bakteriophagen assoziiert sind, die Gene fiir die R-
Korper-Synthese tragen (z. B. Pond et al., 1989; Schrallhammer und Schweikert, 2009).
Bei geeigneten Triggern, wie dem Ansduern der Nahrungsvakuolen nach Phagocytose
R-Korper-haltiger Bakterien, konnen sich diese aufrollen und die Phagosomenmembran
durchstoBen (Preer et al., 1974). Die R-Korper scheinen fiir die Toxizitdt der
Killerstimme mit verantwortlich zu sein, da nur Caedibacter spp. mit R-Korpern
Sensitive téten konnen (Mueller, 1963; Smith-Sonneborn und Van Wagtendonk, 1964).
Des Weiteren wirken manche isolierten R-Korper toxisch auf sensitive Paramecien
(Preer et al., 1972). Ein zusitzlicher Beweis fiir die Beteiligung der R-Korper am
Killerphénotyp des Wirts sind Mutanten von Caedibacter taeniospiralis, die die
Féhigkeit der R-Kdrper-Bildung verloren haben und nicht mehr toxisch auf Sensitive
wirken. Auf die Resistenz gegeniiber Killerzellen hat der Verlust der R-Korper keinen
Einfluss, sodass diese dafiir wahrscheinlich nicht bendtigt werden (Dilts und
Quackenbush, 1986). Was genau die toxischen Effekte hervorruft, ist bis dato unklar.
Untersuchungen mit rekombinanten Escherichia coli Zellen, die R-Korper von
Caedibacter taeniospirals synthetisieren konnen, zeigen keine cytotoxischen Effekte
auf sensitive Zellen von Paramecium tetraurelia. Vermutlich dienen die R-Korper als
Transportsystem fiir ein bisher unbekanntes, von Caedibacter taeniospiralis gebildetes

Toxin (Schrallhammer et al., 2012).

Wihrend fiir eine groBe Mehrheit der Symbionten unklar ist, vom vertikalen Transfer an
die Tochterzellen abgesehen, wie sie ihre Wirte infizieren, gibt es mit Holospora eine
Gattung, die hochgradig infektios ist und einen daran angepassten Lebenszyklus
aufweist (Schweikert et al., 2013; Kodama und Fujishima 2016). Holospora ist ein
obligat intrazelluldr lebendes Bakterium, das fiir den Wirt entbehrlich ist. Allerdings
gewinnt Paramecium mit Holospora als Endosymbionten Stressresistenzen, etwa
gegenliber Hitzeschocks (Hori und Fujishima, 2003; Hori et al., 2008) und
osmotischem  Schock (Duncan et al., 2010). In Abhingigkeit von
Kultivierungsbedingungen und der Wachstumsphase des Wirts hat Holospora sowohl
positive als auch negative physiologische Effekte. So kann z. B. innerhalb derselben

Kultur die Teilungsrate wéihrend der exponentiellen Wachstumsphase gesteigert, wohl
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aber die Gesamtzelldichte in der stationdren Phase im Vergleich zu symbiontenfreien
Kulturen reduziert sein, womit innerhalb einer Kultur das Spektrum von Mutualismus

bis Parasitismus abgedeckt ist (Bella et al., 2016).

Holospora spp. sind Gram-negative Bakterien aus der Gruppe der a-Proteobakterien
und gehoren innerhalb dieser Gruppe zu den Rickettsiales (Amann et al., 1991; Lang et
al., 2005; Boscaro et al., 2013b). Holospora spp. infizieren beide Nucleustypen in
verschiedenen Paramecium spp. Dabei ist die Infektion sowohl Nucleus- als auch
Spezies-spezifisch, wobei manche Holospora spp. auch verschiedene Wirtsstimme
befallen konnen; so ist z. B. Holospora caryophila in Macronuclei von Paramecium
caudatum, Paramecium biaurelia und Paramecium novaurelia zu finden. Beispiele fiir
Micronucleus-spezifische Endosymbionten sind Holospora elegans und Holospora
undulata aus Paramecium caudatum (Fokin et al., 1996). Die Wirtsspezifitit konnte
von den Wirten selbst mitbestimmt sein, da Holospora nach der Infektion in ,,falschen*
Wirten aktiv wieder entfernt wird (z. B. Fokin und Skovorodkin, 1997; Skovorodkin et
al., 2001; Fokin et al., 2005b).

Eine Gemeinsamkeit aller Holospora spp. stellen die zwei moglichen Formen dar, die
sie innerhalb ihres Lebenszyklus annehmen koénnen, eine kurze, reproduktive Form
sowie eine langere, infektiose Form (Fokin et al., 1996). Wihrend die reproduktive
Form, die sich innerhalb der Wirtsnuclei vermehrt, vertikal tiber die Kernteilung an die
Tochterzellen weitergegeben werden kann, konnen freigesetzte, infektiose Formen
lateral iibertragen werden, wenn sie iiber Phagocytose aufgenommen werden. Bis dato
sind zwei mogliche Infektionsmodi beschrieben. Eine Moglichkeit stellt der Transport
zum Nucleus in Vesikeln dar (Gortz und Wiemann, 1989; Schweikert et al., 2013), eine
zweite die Penetration der Nahrungsvakuolenmembran mit anschlieBendem, {iber
Actinfilamente des Wirts vermitteltem Transport zum Zielnucleus (Fujishima, 2009;
Kodama und Fujishima, 2016). Infektiose Formen von Holospora weisen eine unter
Endosymbionten einzigartige Morphologie und polare Organisation auf. An einem Ende
befindet sich das Cytoplasma, das nur etwa die Hélfte des Gesamtvolumens einnimmt.
Somit besteht der Rest der Zelle aus Periplasma, dem Raum zwischen innerer und
duBerer Membran, das stark osmiophiles Material enthilt, das lediglich an der Spitze

weniger elektronendicht ist (Gortz et al., 1989). Uber diese spezialisierte Struktur
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infiziert Holospora die Nuclei des Wirts (Fujishima und Fujita, 1985). Das Periplasma
enthélt vermutlich einige infektionsphasenabhingige Proteine, die an der Interaktion
zwischen Wirt und Symbiont beteiligt sind, deren Zusammensetzung bzw. Lokalisation
sich wihrend der Differenzierung innerhalb des Infektionsprozesses éndert (z. B. Gortz
et al., 1990; Fujishima et al., 1990; Wiemann und Gortz, 1991; Iwatani et al., 2005;
Abamo et al. 2008). Die Differenzierung beginnt bereits innerhalb der
Nahrungsvakuolen und wird vermutlich vom Ansduern des Vakuoleninhalts oder
Lysosomfusion getriggert (Kodama und Fujishima, 2016). Protein-Protein-Interaktionen
sind wahrscheinlich an der Erkennung von Wirt und Symbiont beteiligt (Wiemann und
Gortz, 1991; Fujishima et al., 1997; Ehrsam und Gortz, 1999; Iwatani et al., 2005).
Zudem scheinen an der Bakterienoberfliche liegende Lipopolysaccharide in die
Rezeption des Zielnucleus involviert zu sein (Fujishima und Kawai, 2004). Sobald die
infektiose Form von Holospora den Nucleus erreicht hat, wird die Differenzierung zur
reproduktiven Form abgeschlossen. Die reproduktive Form bindet mit hoher Affinitét
an das Wirtschromatin und nutzt so den Zellteilungsapparat fiir den vertikalen Transfer
auf die Tochterzellen (Fokin et al., 1996; Ehrsam und Gortz, 1999). Sobald der Wirt
hungert oder dessen Proteinsynthese inhibiert ist, differenzieren die reproduktiven zu
den infektiosen Formen (Schweikert et al., 2013; Kodama und Fujishima 2016). Fiir die
Freisetzung der infektiosen Formen gibt es mehrere Moglichkeiten. Einerseits konnen
die Symbionten die Nuclei in einer so grolen Anzahl befallen, dass der Wirt sich nicht
mehr teilen kann, in Folge dessen stirbt und die Symbionten frei gibt (Kodama und
Fujishima, 2016), andererseits konnen infektiose Formen auch intakte Nuclei in
lebenden Wirten verlassen. Hierbei teilen sich die Holospora spp. in zwei verschiedene
Gruppen. Ein Teil der Spezies, unter anderem Holospora obtusa, Holospora undulata
und Holospora elegans, wird wihrend der Kernteilung im Verbindungsteil beider
Tochternuclei akkumuliert, welcher sich schlieSlich von beiden 16st und die infektiGsen
Formen von Holospora umgibt. Das Vesikel wird abschliefend {iber den Cytoproct an
das umgebende Medium abgeben. Bei Holospora caryophila, Holospora bacillata und
Holospora curvata ist dies nicht der Fall (Fokin et al., 1996). Fiir Holospora bacillata
und Holospora curvata ist eine Art Umkehr des Infektionsprozesses als moglicher
Mechanismus beschrieben (Fokin und Sabaneyeva, 1997). Die Einteilung in diese
beiden Gruppen bestitigt sich ebenfalls dadurch, dass spezifisch fiir Holospora obtusa

generierte Proben fiir in situ Hybridisierung nicht an Holospora bacillata, Holospora
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caryophila und Holospora curvata binden, wohl aber an andere Spezies, die wie
Holospora obtusa aus den Wirtszellen geschleust werden. Folglich gehdren die Spezies
der Gattung Holospora vermutlich in zwei verschiedene Bakteriengruppen (Fokin et al.,

1996).

Die gro3e Mehrheit der prokaryotischen Endosymbionten gehort zu verschiedenen
Untergruppen der Proteobakterien. Es gibt aber auch, speziell bei Ciliaten in anaeroben
Umgebungen, methanogene Endosymbionten. So sind z. B. Metopus contortus und
Trimyema compressum mit methanogenen Archaeen assoziiert (z. B. van Hoek et al.,
2000). AuBerdem gibt es nicht nur prokaryotische Endosymbionten, sondern auch
eukaryotische. Das wohl bekannteste Beispiel stellt vermutlich die Interaktion zwischen
Paramecium bursaria und Chlorella sp. dar. Diese Assoziation ist auch deshalb von
Bedeutung, weil durch das Studium der Reetablierung dieser Endosymbiose
Erkenntnisse iiber die Erkennung beider Partner sowie dem Erhalt dieser Assoziation
gewonnen wurden. Die intrazelluldren Algen liegen umgeben von einer Wirtsmembran,
die die Lysosomfusion verhindert, im Cytoplasma und assoziiert am Cortex vor (Gu et
al., 2002; Kodama und Fujishima 2009a). Etwa 30 Minuten nach dem Mischen von
Algen und symbiontenfreien Zellen von Paramecium bursaria beginnen die Algen iiber
Knospung aus den Nahrungsvakuolen, in denen die Verdauung ungestort ablduft, zu
entkommen (Kodama und Fujishima, 2009b). Der Knospungsprozess ist einerseits
groflenabhingig, da auch durch Hitze getdtete oder fixierte Algen sowie Mikropartikel
mit einem Durchmesser von 3,0 um oder groBer die Knospung induzieren, wihrend
kleinere Mikropartikel, Bakterien oder Farbpartikel dies nicht kénnen (Kodama und
Fujishima, 2012). Andererseits scheint auch die Erkennung der Algenzellwand am
Erkennungsprozess beteiligt zu sein, da mit Concanavalin A oder Antikdrpern
ummantelte Algen verdaut und ausgeschieden werden (Germond und Nakajima, 2016).
Nach der Knospung differenziert sich die die einzelne Alge umgebende
Nahrungsvakuolenmembran innerhalb von etwa 15 Minuten, sodass die Alge vor der
Verdauung des Wirts geschiitzt ist. Zeitgleich wird die Alge Richtung Cortex
transportiert (Kodama und Fujishima, 2009b). Ob internalisierte Algen verdaut werden
oder nicht, ist vermutlich zusétzlich von ihrer vorherigen photosynthetischen Aktivitét

abhingig, weil Algen aus vorheriger konstanter Kultivierung in Dunkelheit nahezu
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vollstdndig verdaut werden, Algen mit konstanter Lichtzufuhr jedoch nicht (Kodama

und Fujishima, 2014).

Natiirlich sind Endosymbiosen in Ciliaten noch weitaus vielfdltiger, als in den
vorangegangen Ausfiihrungen dargestellt, fiir mehr Informationen empfiehlt sich die

Konsultation der zitierten Original- und Review-Artikel.
2.2.2 Endosymbiosemodelle

Eine interessante Studie zur Untersuchung von entstehenden Endosymbiosen stellt die
Interaktion zwischen dem D-Stamm von Amoeba proteus und einem nicht ndher
charakterisierten Gram-negativen, stdbchenformigen, nicht kultivierbaren Bakterium
dar. Die Amoebe wurde spontan von diesen Bakterien infiziert und im Laufe der Zeit
entwickelte sich aus anfinglich negativen Effekten fiir den Wirt eine obligate

Endosymbiose (Jeon, 1987; 1995; 2006).

Nach spontaner Infektion liegen die Bakterien in groBer Zahl (60 000 bis 150 000
Bakterien pro Zelle) in Vesikeln verpackt im Cytoplasma von Amoeba proteus vor.
Zunichst beeinflussen die Bakterien den infizierten Stamm, genannt xD, negativ. So ist
die ZellgroBe reduziert, die Generationszeit verlangert, die Amoeben sind fragiler und
sensitiver gegeniiber Hungerbedingungen. AuBerdem fiihrt die Infektion zuvor
bakterienfreier Stimme von Amoeba proteus zu deren Zelltod (Jeon und Lorch, 1967).
Bereits nach einem Jahr der Kultivierung des xD-Stammes mit seinen Endosymbionten
verringern sich die negativen Effekte auf den Wirt und die Bakterien sind weniger
virulent, da sie nach der Infektion in vorher symbiontenfreien Zelllinien nicht mehr zum
Tod fiihren. Nach etwa fiinf Jahren ist die Assoziation beider Organismen obligat (Jeon,
1972). Wenn die Symbionten entfernt werden, ist der xD-Stamm nicht langer
lebensfahig (Jeon und Jeon, 1976; Jeon und Hah, 1977). Nur die Reinfektion mit den X-
Symbionten fiihrt zum Uberleben des xD-Stammes von Amoeba proteus (Lorch und
Jeon, 1980). Wenn ein symbiontenfreier Stamm von Amoeba proteus mit den Bakterien
aus dem xD-Stamm infiziert wird, zeigt sich bereits nach 200 Generationen bzw. 18
Monaten eine Abhdngigkeit des Wirts vom Bakterium (Jeon, 1987). Allerdings gibt es
bereits nach wenigen Zellteilungen physiologische Anpassungen des Wirtsnucleus an

den Symbionten, wie Nucleus-Transplantationsexperimente zeigen (Lorch und Jeon
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1981; 1982). Diese Anpassungen konnten im Zusammenhang mit einem 29 kDa grof3en
Protein stehen, das vom Symbionten exprimiert und in den Wirtsnucleus transportiert

wird (Kim und Jeon, 1986; 1987; Pak und Jeon, 1997).

Eine weitere interessante Studie befasst sich damit, wie sich eine Cokultivierung von
Escherichia coli, zwei Kreuzungstypen von Tetrahymena thermophila und der Alge
Micractinium sp. (vorher bestimmt als Chlorella vulgaris; Germond et al., 2013a) {iber
eine Dauer von flinf Jahren auf die Entwicklung der beteiligten Organismen auswirkt
(Nakajima et al., 2009; Sano et al., 2009; Germond et al., 2013b; Nakajima et al., 2013;
Nakajima et al., 2015). Das Medium zur Kultivierung enthielt keine organischen
Substanzen, sondern nur Mineralsalze. Micractinium sp. wéichst photoautotroph; zudem
sekretiert es photosynthetisch gebildete, organische Substanzen ins Medium, die
wiederrum von Escherichia coli verstoffwechselt und zur Vermehrung genutzt werden.
Tetrahymena thermophila phagocytiert die Bakterien als Nahrungsgrundlage. Nach
etwa 100 Tagen der Cokultivierung enthalten 80 bis 90 % der Ciliaten intrazelluldre
Algen. Dieser Anteil bleibt in etwa gleich hoch bis zum Ende des
Betrachtungszeitraums nach drei Jahren (Nakajima et al., 2009). Beim Vergleich dieser
Cokulturen mit frisch zusammengefiihrten Kulturen aus Tetrahymena thermophila und
Micractinium sp. zeigt sich, dass Tetrahymena thermophila aus den dlteren Cokulturen
den Entzug von Escherichia coli als Nahrungsgrundlage langer iiberleben kann. Jedoch
verringert sich der Anteil an Protozoen mit intrazelluldren Algen. Ahnliche Ergebnisse
erhidlt man beim Vergleich der Auswirkung konstanter Dunkelheit auf die
verschiedenen Kulturen (Sano et al., 2009). So scheint es, dass sich nach lingerer
Cokultivierung Anpassungen von Symbiont und Wirt aneinander ergeben, die beiden
Partnern ermdglichen, mit plotzlichem Néhrstoffentzug umzugehen. Neben
intrazelluldren Formen treten auch extrazelluldre Aggregate mehrerer Micractinium-
Zellen mit Escherichia coli auf, die als eine Art Ectosymbiose beschrieben werden
(Nakajima et al., 2009). Isoliert man intrazellulire Micractinium sp. und gibt sie in
Kulturen mit Tetrahymena thermophila aus Cokulturen oder den urspriinglichen
Ciliaten, erhdhen sie deren Lebensfihigkeit in Abwesenheit von Escherichia coli,
wihrend aus den extrazelluldren Aggregaten isolierte Algen diesen Effekt nicht haben
(Nakajima et al., 2013). AuBerdem sekretieren intrazellulire Isolate groere Mengen

von Photosyntheseprodukten ins Medium als extrazelluldre Isolate (Germond et al.,
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2013b). Die Ergebnisse zeigen, dass sich sympatrisch aus einem Ausgangsorganismus
zwei verschiedene auto-heterotrophe Assoziationen innerhalb von flinf Jahren
entwickelt haben. Zudem haben sich beide Typen der Algen an ihre jeweilige
Lebensweise angepasst. Isolate aus aggregierten, extrazelluldren Micractinium sp.
konnen in Abwesenheit von Tetrahymena thermophila besser Tlberleben als
intrazelluldre Isolate. Dies deutet darauf hin, dass sich aus dem Ciliaten isolierte Algen

bereits an die intrazelluldre Lebensweise adaptiert haben (Nakajima et al., 2015).

2.3 Ziele dieser Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines experimentellen Systems zur
Untersuchung der Initiation endosymbiontischer Assoziationen am Beispiel der
Interaktion von Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli. Dabei soll festgestellt
werden, ob es Escherichia coli moglich ist, der Verdauung zu entgehen und aus den
Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis zu entkommen. Zusdtzlich wird
gepriift, ob Tetrahymena pyriformis unter selektiv gewihlten Bedingungen von der

Internalisierung der Bakterien profitieren kann.

Da die Erkennung von Wirt und Symbiont in einigen Féllen oberflichenabhingig ist,
wird der Einfluss biochemischer Oberflichenmodifikation von synthetischen
Mikropartikeln und Bakterien auf die Ingestion und Verdauung durch Tetrahymena
pyriformis im Hinblick darauf untersucht, ob bestimmte, im Experiment manipulierbare
Oberflacheneigenschaften das Entkommen aus Nahrungsvakuolen des Ciliaten fordern

konnen.

Zur Untersuchung wurden unterschiedliche experimentelle Techniken angewandt.
Internalisierte Bakterien aus verschiedenen Cokulturen wurden einerseits mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion detektiert, andererseits wurden sie iiber Fluoreszenz- und
Transmissionselektronenmikroskopie innerhalb der Ciliatenzelle lokalisiert. Der
Einfluss verschiedener Oberflichenkompositionen wurde ebenfalls mit Fluoreszenz-
und Elektronenmikroskopie untersucht. Da alle diese experimentellen Techniken
jeweils eine begrenzte Auflosung haben, miissen die Ergebnisse im Zusammenhang

betrachtet, ausgewertet und diskutiert werden.
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3 Material und experimentelle Techniken

Die nachfolgenden Kapitel sollen dem Leser nicht nur die Reproduktion der Versuche

ermdglichen, sondern die Griinde fiir die angewandten Techniken sowie deren Rationale

verdeutlichen.

3.1 Geriate und Verbrauchsmittel

In der nachfolgenden Liste sind alle Gerdte und Verbrauchsmittel sowie deren

Hersteller in alphabetischer Reihenfolge aufgefiihrt, die zur Durchfiihrung der

Experimente in dieser Arbeit verwendet wurden. Die mit einem Stern (*) markierten

Gerite und Verbrauchsmittel wurden fiir die Transmissionselektronenmikroskopie an

der Universitdt Stuttgart verwendet.

Brutschréinke
Crimper
Dampfsterilisator
Dampfkochtopf Sitramax
Varioklav Typ 400 E
Dialyseschlauch VISKING
Diamantmesser
Einbettungskapseln Grofle 00, pyramidenformig
Einmalkaniilen, steril
Einmalspritzen, steril
Geldokumentationsanlage INTAS GDS
Gelelektrophoresekammer
Glasmesserbrecher EM KMR2
Heizblock Thermostat 5320
Heiz-und Magnetriihrgerit
Jessen-Zahlkammer
Kolbenhubpipetten, Finnpipette®
(0,5—10 pl, 10 —40 pl, 40 — 200 pl,
200 — 1000 ul)
Kupfergrids, 100 mesh

Kelvitron®, Heraeus; Memmert (*)

DuPont

Sitram

H+P Labortechnik GmbH

Roth

Diatome *
Beem® (*)

B. Braun

B. Braun
INTAS®

GNA 200, Pharmacia
Leica *
Eppendorf
IKAMAG® RET
Assistent

ThermoLabsystem

Agar Scientific *
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Mikroskope:
Durchlichtmikroskop BX300
Durchlichtmikroskop, Standard
Elektronenmikroskop EM10

Fluoreszenzmikroskop Axiophot

Negativfilme, 3 x 4 Zoll
Netzgerdt UNIPACK 250
Oltest-Zentrifugengliser
Pasteurpipetten
PCR-Gerite:

Trockenblock-PCR, Primus

Wasserbad-PCR, Autogene I1
Petrischalen
pH-Meter pH 523
Photometer1101 M
Pipettenspitzen
Pipettierhilfe acu-jet®pro
Probentrimmer EM Trimm
Rasierklingen
ReagenzgefaBschiittler Vortex-Genie 2
Reagenzglasroller TC-7
Reaktionsgefille, Eppendorf-Typ

(0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml)

(2 ml)
ReaktionsgefaBschiittler
Rotoren:

Rotor SLA-1500

Rotor SS-34

Rotor TV-860
Sterilfilter, 0,45 pm
Thoma-Zihlkammer
Trockensterilisator

Ultramikrotom UltraCut UCT

Will, Wetzlar

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Oberkochen *
Carl Zeiss, Jena

Kodak *

UNIEQUIP

Schott

MWG Biotech

Grant

Greiner GmbH, Sarstedt
WTW

Eppendorf

DASLAB®

Brand

Leica *

Wilkinson *

Scientific Industries
New Brunswick Scientific C.O.

DASLAB®

Sarstedt *

Eppendorf

Sorvall® DuPont

Sorvall® DuPont

Sorvall® DuPont
Schleicher & Schuell
Feinoptik Bad Blankenburg
Heraeus Instruments

Leica *
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Ultra Turrax T18 digital mit IKA Labortechnik
Dispergierwerkzeug SI8N-19g
Waagen Sartorius, Kern
Wasserbader GFL 1083, Haake D1, MLW W1
Zentrifugen:
Biofuge A Heraeus Christ *
Biofuge 13 Heraeus Instruments
Laborzentrifuge 6-10 Sigma *
Kiihlzentrifuge Sorvall® RC 6 Thermo-Electron-Corporation
Ultrazentrifuge Sorvall® WX Ultra Thermo-Electron-Corporation
Zentrifugenbecher SLA Sorvall®
Zentrifugenrohrchen SS-34 Sorvall®
Zentrifugenréhrchen TV-860 Sorvall®

3.2 Chemikalien

Alle Chemikalien, die fiir die experimentellen Arbeiten bendtigt wurden sowie deren
Bezugsquellen sind in der folgenden alphabetischen Auflistung zu finden. Die mit
einem Stern (*) markierten Chemikalien wurden zur Durchfiihrung der

Transmissionselektronenmikroskopie an der Universitit Stuttgart verwendet.

Aceton Roth (*)
Agar-Agar, Kobe Roth

Agarose peqlab
7-Amino-4-methyl-3-cumarinylacetat (AMCA)  Sigma
Ampicillin, Natriumsalz Roth
Bleicitrat-trihydrat Serva
Bromphenolblau BioRad
Butylamin Merck
Cacodylsdure (Natriumsalz Trihydrat) Serva; Roth *
Cadaverin Sigma-Aldrich
Cadmiumchlorid Sigma-Aldrich
Calciumchlorid, Dihydrat Roth
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Caesiumchlorid

Chloramphenicol

Chloroform

4',6-Diamidin-2-phenylindol-
Dihydrochlorid (DAPI)

Diaminopropan

Desoxy-Nucleosidtriposphate

Di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat

DNA-GroBlenmarker, 1 kb DNA-Leiter

DNase I, aus Rinderpankreas

Endo-Porter

Entwickler D19

Epoxidharz Spurrs Resin Einbettungs-Kit
Diglycidylether aus Polypropylenglycol

Dimethylaminoethanol

ERL 4221 (Vinylcyclohexendioxid)

Nonenylsuccinylanhydrid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Essigsdure 100 %

Ethanol 100 %
Ethanolamin
Ethidiumbromid
Ethylendiamin

Fixierer superfix Plus
Glycerin

Glycin

Glutamin
Glutardialdehyd
Hefeextrakt, pulverisiert
Hexylamin
Isopropyl-p-D-galactopyranosid (IPTG)
Isopropanol

Isoleucin

Roth

Sigma

Roth *
Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Fermentas

Boehringer Mannheim
Gene-Tools

Kodak *

Sigma-Aldrich; Polysciene *

Roth
Merck
Roth
Merck
Serva
Merck
Tetenal *
Roth
Roanal
Ferak
Sigma (*)
Roth
Merck
Roth
Roth

Sigma
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Lactose

Lysozym

Lysin

Magnesiumchlorid, Hexahydrat

Methanol

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*
-ethylcarbodiimid (EDAC)

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat, Monohydrat

Nilrot

Osmiumtetroxid

Octylamin
Paromomycin
Pentylamin

Pioloform

Phenylalanin

Primer, Oligonucleotide
Propylamin
Proteose-Pepton
Putrescin
Rinderserumalbumin
Saccharose

Salzsaure, 32 %
Spermidin

Spermin
Taq-Polymerase
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Trypton

Tween 20

Sigma

Serva

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich

Roth

Merck

Merck

VK- Labor- und Feinchemikalien
Sigma-Aldrich
Sigma; Electron Microscopy
Sciences *

Merck

Sigma

Merck

Plano *

Roanal
Biomers.net GmbH
Merck
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Roth
Roth

Roth
-39



3 Material und experimentelle Techniken

Uranylacetat, Dihydrat Ted Pella Inc. *
Xylencyanol BioRad

3.3 Stimme, Stammbhaltung und Kultivierung
3.3.1 Tetrahymena pyriformis

Tetrahymena pyriformis CCAP 11630/1W (Culture Collection of Algae and Protozoa,
Argyll, Schottland) ist ein Isolat aus dem Jahr 1939 und kann axenisch gehéltert
werden. Dieser Stamm ist amicronucleat und folglich steril. Tetrahymena pyriformis
wurde in sterilisiertem, fllissigem Proteosepepton-Hefeextrakt-Medium (PPY)
kultiviert. PPY (modifiziert nach Curds und Cockburn, 1968) setzt sich folgendermal3en

zusammen:

20 g Proteosepepton
2,5 g Hefeexktrakt

ad 1000 ml deionisiertes Wasser
Das Medium wurde fir 20 min bei 121 °C autoklaviert.

Zur Stammbhaltung von Tetrahymena pyriformis wurden Reagenzgldser mit 10 ml PPY
genutzt. Alle zwei bis sechs Wochen wurden die Zellen subkultiviert. Hierzu wurden je
nach Zelldichte 0,5 — 2 ml Kultur in frisches PPY {ibertragen. Die Inkubation erfolgte
bei 20 °C und natiirlichem Tag-Nacht-Rhythmus. Unter denselben Bedingungen wurde
Tetrahymena pyriformis fir Experimente gehiltert; unterschiedlich alte Kulturen
wurden vorgehalten. Falls fiir Untersuchungen sehr groe Mengen benétigt wurden,

wurde Tetrahymena pyriformis in grofleren Volumina in Erlenmeyerkolben kultiviert.

Da die Nahrungsaufnahme in Tetrahymena pyriformis vom Zellzyklus abhingig ist
(Chapman-Andresen und Nilsson, 1968; Nilsson, 1972) und um Vergleichbarkeit
zwischen verschiedenen Fiitterungsexperimenten zu gewdhrleisten, sollten die
Zellzyklen der Individuen in einer Tetrahymena pyriformis Kultur synchronisiert
werden. Dazu wurde die Hungermethode nach Cameron und Jeter (1970) angewandt.
Diese schafft eine Synchronie von etwa 70 % nach erneuter Fiitterung. Je nach Bedarf
wurden Tetrahymena pyriformis Kulturen entweder in 1,5 ml Reaktionsgefdlle oder

15 ml Falcon-Réhrchen gegeben und 3 min bei 300 — 7 000 g zentrifugiert, um sie vom
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umgebenden PPY zu separieren. Der Zellniederschlag wurde in Phosphatpuffer bei pH
6,5 aufgenommen und suspendiert. Nach drei Waschschritten mit diesem Puffer wurden
die Zellen schlieBlich darin suspendiert und fiir mindestens 16 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Da der Puffer (Zusammensetzung nachfolgend) keine organischen

Substanzen enthélt, hungern die Ciliaten aus.

Phosphatpuftfer pH 6,5 (Cameron und Jeter, 1970):

0,6 g/l KH2POg4
0,15 g/l K2HPO4
0,25 g/l MgS0O4

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mit NaOH auf 6,5 eingestellt.
3.3.2 Escherichia coli

Fiir alle Experimente in dieser Arbeit wurde Escherichia coli XL1-blue verwendet, ein
nicht pathogener K12 Stamm, der unter anderem durch das F-Plasmid F*::Tnl10-Tet?
gekennzeichnet ist, das sowohl Tetracyclinresistenz vermittelt als auch die Fihigkeit,
Sex-Pili fiir aktive Konjugation zu bilden (Bullock et al. 1987). Escherichia coli XL1-
blue diente als Kontroll- und Vergleichsstamm in verschiedenen Experimenten sowie
als Rezipient fiir verschiedene Transformationsexperimente (néhere Charakterisierung
unter 3.3.2.1). AuBBerdem wurde Escherichia coli XL1-blue vom F-Plasmid kuriert
(siehe Abschnitt 3.3.2.2), um den Einfluss der Sex-Pili auf die Interaktion zwischen
beiden Organismen zu priifen, da einerseits gezeigt wurde, dass die Aufnahme durch
Protozoen die Konjugation zwischen den Futterbakterien induziert (Schlimme et al.,
1995), und andererseits, dass Escherichia coli auch Konjugationsbriicken zu

Zelloberflachen anderer Spezies bildet (Heinemann und Sprague, 1989).

Escherichia coli wurde auf Luria-Bertani Medium (LB; Miller, 1977) kultiviert:

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

15 g Agar-Agar, entfillt bei Fliissigmedium

ad 1 000 ml deionisiertes Wasser
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Das Medium wurde fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Dem Medium wurde bei Bedarf
nach dem Autoklavieren Ampicillin (50 pg/ml) oder Isopropyl-f-D-galactopyranosid
(IPTG; 0,5 mM) zugegeben.

Zur Stammbhaltung von Escherichia coli wurden zwei alternative Moglichkeiten
angewandt. Die Bakterien wurden auf Schriagagarréhrchen (5 ml festes LB in 20 ml
Reagenzgldsern mit Schiittkappen) kultiviert. Sobald nach dem Beimpfen erste
Kolonien wuchsen, wurden die R6hrchen mit Parafilm verschlossen. Diese MalBnahme
sowie die Lagerung bei Raumtemperatur an einem Ort ohne intensive Lichteinstrahlung
verhindern das Austrocknen der Kulturen. AuBlerdem wurden Glycerinr6hrchen (5 ml
Schraubverschlussrohrchen) zur Stammhaltung angelegt. Hierflir wurde zu 2 ml einer
frischen, aber stationdren Escherichia coli Kultur Glycerin zu einer Endkonzentration
von 20 % gegeben. Nach 1 h Inkubation auf Eis wurden die Rohrchen bei -20 °C im
Tieftkiihlschrank aufbewahrt.

Fiir den Laboralltag wurden Einzelkolonieausstriche von Escherichia coli auf festem
LB in Petrischalen angefertigt. Zur Selektion auf den Plasmiderhalt der
Transformantenstimme wurde dem Medium 50 pg/ml Ampicillin (LBamp) zugesetzt.
Die Kulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C bebriitet. Mit Parafilm verschlossen kdnnen
die Petrischalen fiir mehrere Wochen im Kiihlschrank aufbewahrt werden, jedoch

sollten etwa alle vier Wochen frische Einzelkolonieausstriche angefertigt werden.

Fiir Experimente wurden grundsitzlich frische Ubernachtkulturen von Escherichia coli
benutzt. Eine Einzelkolonie wurde in 3 ml fliissiges LB in einem Reagenzglas tiberfiihrt
und anschlieBend iiber Nacht bei 37 °C auf einem Reagenzglasroller inkubiert. Fiir die
Uberexpression bestimmter Gene der Transformantenstimme konnen die Induktoren

bereits den Vorkulturen beigegeben werden (siehe 3.3.2.1).
3.3.2.1 Charakterisierung der Transformanten von Escherichia coli

Je nach Fragestellung wurden verschiedene Transformantenstimme von Escherichia

coli genutzt, die nachfolgend niher charakterisiert werden.
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3.3.2.1.1 Escherichia coli pBS-neoTet

(3690) PsiI
(3565) DralIIl
(3562) BsaAl XmnI (316)
(3557) BtgZL BsaHI (376)
Tatl (433)
(3459) Nael SEar (a95)

(3457) NgoMIV

(3136) Kpnl
(3132) Acc65I
(3130) Apal
(3126) Eco0109I - PspOMI
(3117) AbsI - PaeR7I - PspXI - TliI - XhoI
(3113) HincIl
(3112) Accl
(3111) Sall
(3103) BspDI - Clal
(3096) HindIII

(2932) BpuloI
(2892) PshAI
(2827) Ncol - Styl
(2786) AFIII

NmeAIII (769)

Bsal (850)

AhdI (916)

pBS-neoTet
3789 bp

-o,bth

oter &t
A&

/ lac prol’“o

Z

(2663} BfuAl - BspMI

(2513) PFIFI - Tth111I
(2483) Agel - SgrAl

(2254) Pstl
(2219) Eagl - NotI AlWNI (1395)

2213) Sacll
(22031 2ac BseYI (1500)

(2212) Alel
(2206) Sacl PspFI (1504)

(2204) Eco53kI

AfIILI - Pcil (1804)

(1921) BspQI - Sapl NspI (1808)

Abb. 3-1: Plasmidkarte von pBS-neoTet. Auf dem Vektor pBlueskriptSK (+) liegt das hinsichtlich des
Codongebrauchs fiir Tetrahymena thermophila optimierte Neomycinresistenzgen neoTet. Die Plasmid-

Karte wurde mit SnapGene® Viewer (GSL Biotech LLC) erstellt.

Das Grundgertist des transformierten Plasmids bildet der Vektor pBlueskript SK(+), der
aufgrund des bla"-Gens, das fiir B-Lactamase kodiert, Ampicillinresistenz vermittelt
(Abb. 3-1). Zusitzlich trigt es ein Derivat des npt/I"-Gens, ein Neomycinresistenzgen,
das aus dem bakteriellen Transposon Tn5S stammt. Dieses Gen codiert fiir das Enzym
Aminoglycosid-3-phosphotransferase I, das  Aminoglycosidantibiotika  der
Neomycinfamilie iiber Phosphorylierung deaktiviert (Beck et al., 1982). Das nptlI"-Gen
wurde in diesem Fall fiir den Codongebrauch des Ciliaten Tetrahymena thermophila
optimiert und trdgt den Namen neoTet (Mochizuki, 2008). Das Plasmid pBS-neoTet
wurde von Kazufumi Mochizuki (Wien) zur Verfligung gestellt.
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3.3.2.1.2 Escherichia coli pNeo4

(4776) Dralll
(4768) BtgZI

(4670) Nael
(4668) NgoMIV

(4347) KpnI

(4343) Acc651

(4341) Apal

(4337) Eco0109I - PspOMI

(4328) AbsI - PaeR7I - PspXI - TIiI - XhoI
(4323) Accl

(4322) Sall

(4314) BspDI - Clal

(4307) HindIII

XmnI (316)
BsaHI (376)

NmeAIII (7569)

Bsal (850)
AhdI (916)

(3811) BpulOI

(3771) PshAI

(3706) Ncol - Styl —
(3665) AFIII

pNeod
5000 bp

T AlWNI (1395)

BseYI (1500)
PspFI (1504)

(3542) BfuAl - BspMI
(3392) PFIFI- Tth111I

(3362) Agel - SgrAl
BspQI - SapI (1921)

lac operator!

Eco53KkI (2204)
Sacl (2206)

Alel (2212)

SacII (2213)

Eagl - NotI (2219)

PstI (2254)

Abb. 3-2: Plasmid-Karte von pNeo4. Dem pBlueskript-Riickgrat wurde die Neo4-Kasette bestehend aus
dem Tetrahymena thermophila Promotor MTT1, dem NeoTet-Gen und der untranslatierten Region BTU2
aus Tetrahymena thermophila hinzugefiigt. Die Plasmid-Karte wurde mit SnapGene® Viewer (GSL
Biotech LLC) erstellt; die zugrunde liegende Sequenz ist auf NCBI unter folgender Nummer abrufbar:
EU606202.

Das Plasmid beruht auf pBS-neoTet (Abb. 3-2), allerdings wurden zusétzliche
Optimierungen fiir die Expression in Tetrahymena thermophila unternommen
(Mochizuki, 2008). Das Resistenzgen neoTet steht unter der Kontrolle des MTTI-
Promotors aus Tetrahymena thermophila. Dieser ist mit Schwermetallen induzierbar,
sodass den Kulturen zur Induktion des Promotors 1,0 pg/ml Cadmiumchlorid zugesetzt
wurde. Am 3°‘-Ende des Gens wurde die untranslatierte Region des BTU2-Gens
hinzugefiigt, das in Tetrahymena fiir -Tubulin codiert. Auch dieses Plasmid wurde von

Kazufumi Mochizuki (Wien) zu Verfiigung gestellt.
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3.3.2.1.3 Escherichia coli pNeo4-DsRed

(5442) BtgZl Dralll (5450)

(5344) Nael
(5342) NgoMIV

(5021) Kpnl
(5017) Acc65I
(5015) Apal
(5011) PSPOMI — =
(5002) AbsI - PaeR71I - PspXI - TIiI - XhoI
(4997) Accl
(4996) Sall
(4988) BspDI - Clal
(4981) HindILI

(4485) BpulOI
(4445) PShAI ——

XmnI (316)

(4329) AFIIT —— |

pNeo4-DsRed
5674 bp

(4216) BfuAl - BspMI

(4066) PfIFI- Tth111I -
(4036) Agel - SgrAl

FspAI (2269)
BstEIL (2361)

BseRI (2541)
Sbfl (2561)
Stul (2653)
SexAL* (2738)

(2800) Bsgl Mscl (2767)

NmeAIIl (769)

AlwNI (1395)

BspQI - SapI (1921)

lac operator)

Eco53kI (2204)
SacI (2206)
Sacll (2213)

" Eagl - Notl (2219)

Abb. 3-3: Plasmid-Karte von pNeo4-DsRed. Es basiert auf pNeo4, dem zusitzlich das Gen fiir die

Expression des rot fluoreszierenden Proteins DsRed unter der Kontrolle des /ac-Promotors hinzugefiigt

wurde. Die Plasmid-Karte wurde mit SnapGene® Viewer (GSL Biotech LLC) erstellt.

Dieses Plasmid (Abb. 3-3) beruht auf pNeo4 und triagt zusitzlich das Gen fiir das rot

fluoreszierende Protein DsRed aus der Anthozoen-Gattung Discosoma unter der

Kontrolle des lac-Promotors (Baird et al., 2000; Behnsen et al., 2007), sodass es durch

Zugabe von Lactose bzw. 0,5 mM Isopropyl-pf-D-galactopyranosid (IPTG) induziert

werden kann. Die Stoffe binden an den lac-Repressor und ermoglichen so die

Transkription des nachfolgenden Gens. Das Plasmid pNeo4-DsRed wurde am Lehrstuhl

von Anke Burmester (Jena) konstruiert und zur Verfligung gestellt.
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3.3.2.1.4 Escherichia coli pEGFP-neo

(4024) AfIIII - Pcil lac operator

HIindIII (234)
PstI - Shfl (250)
Sall (252)
AcclI (253)
HincIl (254)
(3615) AlwNI BamHI (264)
Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (269)
BmeT110I (270)
Smal (271)
Acc65I (273)
Agel (276)
KpnL (277)
BseRI (319)

BsrGI (998)

(3136) AhdI pEGFPNeo - Mfel (1004)
4149 bp KasI (1130)

(3070) Bsal NarI (1131)
Sfol (1132)

PluTI (1134)

MscI (1213)
PFIFI - Tth111I (1249)

BsaAI (1435)
(2767) Pvul NgoMIV (1631)

Nael (1633)

RsrII (1647)

(2655) Scal NotI (1805)
Apol - EcoRI (1819)
(2536) XmnI Stul (15879)
(2331) SspI Spel (1883)

BsiWI (1893)
PspOMI (1898)
Apal (1902)

(2217) AatIl
(2215) Zral
(2151) AfIIL
(2095) BstAPI Ndel (2094)

Abb. 3-4: Plasmid-Karte von pEGFPNeo. Unter der Kontrolle des lac-Promotors liegt das Gen, das fiir
ein Fusionsprotein aus dem griin fluoreszierenden Protein GFP und der Neomycinphosphotransferase

codiert. Die Plasmid-Karte wurde mit SnapGene® Viewer (GSL Biotech LLC) erstellt.

Das Grundgeriist dieses Plasmids bildet pBlueskript SK(+) (Abb. 3-4). Es codiert
zudem fiir ein Fusionsprotein aus dem griin fluoreszierenden Protein eGFP (Zhang et
al., 1996) und der Neomycinphosphotransferase (nptll; Beck et al., 1982). Das Gen
steht unter der Kontrolle des /ac-Promotors, sodass die Expression durch Zugabe von
0,5 mM IPTG induziert werden kann. Das Plasmid wurde von Anke Burmester (Jena)

zur Verfligung gestellt.
3.3.2.2 Kurieren des F-Plasmids

Wie unter 3.3.2 erwdhnt, wurde Escherichia coli vom F-Plasmid kuriert, um den
Einfluss der Sex-Pili auf die Interaktion zwischen Bakterium und Tetrahymena
pyriformis zu priifen. Die angewandte Methode wurde von Hirota (1960) beschrieben.

Zum Kurieren wurden etwa 10* Zellen einer frischen Ubernachtkultur von Escherichia
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coli XL1-blue in fliissiges LB {iiberfiihrt, dessen pH mit Natriumphosphatpuffer auf 7,6
eingestellt wurde. Dem Medium wurde zusétzlich noch 20 pg/ml Acridinorange
beigegeben und die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C unter guter Beliiftung inkubiert.
Eine dekadische Verdiinnungsreihe wurde auf LB ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C
bebriitet. Anschliefend wurden 249 Klone auf LB und zusitzlich auf LB mit 50 pg/ml
Tetracyclin (LBre) gepickt, um fiir Bakterien ohne F-Plasmid zu screenen, da diese
nach Plasmidverlust nicht mehr auf tetracyclinhaltigem Medium wachsen kdnnen. Die
Verlustrate lag bei 3,2 %. Um solche Bakterien zu erkennen, die nur das
Tetracyclinresistenzgen, nicht aber das gesamte Plasmid verloren haben, wurden die
sensitiven Bakterien mit dem Bakteriophagen M13 infiziert, der bei der Infektion auf
die Bindung an F-Pili angewiesen ist (Salivar et al., 1964; Henry und Pratt, 1969). Zur
Infektion wurden 100 pl einer frischen Ubernachtkultur der Teststimme mit 100 pl des
Phagenlysats vermischt und fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Mischung wurde im
Anschluss mit 3 ml LB-Weichagar (6 g/l Agar-Agar) versetzt und das Gemisch auf LB
Platten gegossen. Nach Bebriitung {iber Nacht bei 37 °C wurden die Platten hinsichtlich
des Vorhandenseins der M13-typischen triiben Plaques iiberpriift. Als Kontrolle wurde
Escherichia coli XL1-blue infiziert. Lediglich auf den Kontrollplatten wurden Plaques
gefunden. Somit hatten alle getesteten Stimme das F-Plasmid verloren und konnten
folglich keine Sex-Pili mehr bilden. Der erhaltene F~ Stamm wurde mit allen unter

1.3.2.1 aufgefiihrten Plasmiden transformiert.

Um zusitzlich zu priifen, ob die gemessenen Effekte tatsédchlich urséchlich mit den Sex-
Pili verbunden sind, wurde der F~ Stamm mit dem F-Plasmid reinfiziert. Als Rezipient
fungierte der Transformantenstamm Escherichia coli F~ pNeo4-DsRed, als Spender
Escherichia coli XL1-blue. Dies ermoglichte die Selektion auf mehrere Merkmale. Um
Rezipienten von Empfangern zu unterscheiden, wurde mit der auf dem Plasmid pNeo4-
DsRed codierten Ampicillinresistenz gearbeitet, die der Spenderorganismus nicht
aufweist. Zusétzlich erhalten Rezipienten die Tetracyclinresistenz durch das F-Plasmid.
Fir die Reinfektion wurden jeweils frische Ubernachtkulturen beider Stimme
zusammen in 5 ml LB zu einer finalen Verdiinnung von 1:100 gegeben und fiir 15 min
bei 37 °C sanft geschiittelt. Danach wurde die Kultur fiir weitere 15 min bei 37 °C ohne
Agitation bebriitet. Nach weiteren 15 min bei Raumtemperatur wurde die Mischkultur

schlieBlich auf LB plattiert, so dass etwa 100 Kolonien pro Platte zu erwarten waren.
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Nach Bebriitung iiber Nacht bei 37 °C wurden rétliche Kolonien auf LBtet, LBAmp und
LB gepickt. Die rotlichen Kolonien wurden gewihlt, da diese wegen der dsRed-
Expression definitiv dem genetischen Hintergrund des Rezipienten entsprechen. Nur
solche Klone, die auf beiden Selektivmedien wachsen, sind reinfizierte F~ Stimme. Die

Reinfektionsrate lag mit dieser Technik bei 15,4 %.
3.3.2.3 Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration von Paromomycin

Um zu testen, ob die verschiedenen Neomycinresistenzgenkonstrukte zu unterschiedlich
starker Resistenz der Escherichia coli Transformanten gegen Paromomycin fiihren,
wurde mit dem Plattendiffusionstest die minimale Hemmstoffkonzentration bestimmt
(Hewitt und Vincent, 1989). Paromomycin wurde verwendet, da es zusitzlich das
Wachstum von Tetrahymena pyriformis hemmt und deshalb in verschiedenen
Cokultivierungsversuchen mit Transformanten festgestellt wurde, ob die Cokultivierung

die Uberlebensfihigkeit des Ciliaten erhoht.

Fiir den Plattendiffusionstest wurden 200 pl frischer Ubernachtkulturen aller
Transformantenstimme sowie Escherichia coli XL1-blue und des F-Derivats mit
jeweils 3 ml LB-Weichagar (6 g/l Agar-Agar) vermischt und auf LB Platten gegeben.
Nach Erkalten und Verfestigen des Weichagars wurden mit einer sterilen Pasteur-
Pipette je vier Locher in das Medium gestanzt. In diese wurden unterschiedlich hohe
Konzentrationen an Paromomycin bei gleichbleibendem Volumen gegeben. Nach
Bebriitung iiber Nacht bei 37 °C bildeten sich um die ausgestanzten Locher Hemmhofe
im Bakterienrasen, da an diesen Stellen das Bakterienwachstum durch das Antibiotikum
unterdriickt wurde. Die Hemmhofdurchmesser wurden gemessen. Nach Abzug des
Lochradius wurde der Radius der Hofe gegen die Konzentration aufgetragen und die
minimale Hemmstoftkonzentration durch Extrapolation auf den Hemmhofdurchmesser

Null bestimmt. Die Tests wurden mindestens in Triplikaten durchgefiihrt.
3.3.3 Cokultivierung von Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli

Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli wurden zu verschiedenen Zwecken und
fiir unterschiedlich lange Dauer in PPY cokultiviert. Zur besseren Sauerstoffversorgung
wurden Erlenmeyerkolben als Kulturgefdlle verwendet, da die groere Oberflache den

Gasaustausch zwischen Atmosphédre und Medium erhéht. Die Volumina waren an den
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Bedarf angepasst. Zum Beimpfen wurde eine hinreichend dichte Vorkultur von
Tetrahymena pyriformis (ca. 10° Zellen/ml) im Verhiltnis 1:4 bis 1:5 angeimpft. Eine
frische Ubernachtkultur von Escherichia coli oder deren Transformanten wurde 200fach
verdiinnt hinzugegeben. Nach etwa zwei Tagen Inkubation bei sanfter Agitation und
Raumtemperatur wurden die Kulturen ohne Schiitteln weiterhin bei Raumtemperatur
bebriitet, da die Bakterien Tetrahymena pyriformis sonst liberwachsen, wie in fritheren
Cokultivierungsversuchen im Rahmen meiner Diplomarbeit ermittelt wurde. Die
Standkultur ruhte so lange, bis der Ciliat die fiir Experimente erforderliche Zelldichte
erreichte. Im Falle von Langzeitcokultivierung, die auf die hier beschriebene Weise
initiiert wurde, wurden alle zwei bis drei Wochen frische Subkulturen angefertigt und

regelméBig auf Kontaminationen tliberpriift.
3.4 Transformation von Escherichia coli

Escherichia coli weist keine natlirliche Kompetenz zur Aufnahme freier DNA auf,
sodass vor der Transformation die Kompetenz artifiziell induziert werden muss. Hierfiir
wurden die Zellen mit eiskaltem Calciumchlorid behandelt (Cohen et al., 1972). Eine
frische Ubernachtkultur von Escherichia coli wurde in einer Verdiinnung von 1:100 zu
100 ml LB in einem 500 ml Erlenmeyerkolben gegeben. Die Zellen wurden bis zu einer
ODs78 nm von 0,4 unter starker Beliiftung bei 37 °C wachsen gelassen und anschlieBend
durch Schwenken in Eiswasser abgekiihlt. Die Zellsuspensionen wurden in Sorvall-
SS34 Zentrifugenbecher iiberfiihrt und fiir 7 min bei 5 000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und der Zellniederschlag aus je einem Becher in 5 ml
einer eiskalten, filtersterilisierten Losung aus 60 mM CaClz, 15 % Glycerin, 10 mM
Tris-Cl pH 7,2 suspendiert und fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurden die Bakterien erneut fiir 5 min bei 2 500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Niederschlag wurde in 1 ml der oben genannten Losung suspendiert. Zu ca. 0,5 pug
Plasmid-DNA wurden 0,2 ml Aliquots der kompetenten Zellen gegeben und diese
Mischung wurde fiir 40 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit bindet die Plasmid-DNA an
die Oberflidche von Escherichia coli. Durch einen Hitzeschock fiir 3 min bei 42 °C wird
diese dann in die Zellen aufgenommen. Um die Expression der auf dem Plasmid
codierten Resistenzgene zu ermdglichen, wurden die Zellen mit 1 ml LB versetzt und

fir 1 h bei 37 °C inkubiert, bevor jeweils 0,2 ml des Transformationsansatzes auf
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Selektivmedium (LB mit 50 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C
bebriitet wurden. Am Folgetag wurden Einzelkolonieausstriche individueller

Transformanten auf LBamp angefertigt.
3.5 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung der Plasmide aus den Transformanten wurden zwei verschiedene
Techniken angewandt. FEine Prozedur basiert auf dem  Prinzip der
Gleichgewichtsdichtezentrifugation im Caesiumchloridgradienten, das in der
Erstbeschreibung zur Darstellung von Supercoil-DNA beschrieben wurde (Clewell und

Helinski, 1969).

200 ml LB in 1 000 ml Erlenmeyerkolben wurden mit einer frischen Ubernachtkultur
der Transformanten zu einer Verdiinnung von 1:100 beimpft und bei 37 °C unter
kontinuierlichem Schiitteln bis zu einer ODs78 nm von 0,6 wachsen gelassen, die in etwa
die frithe exponentielle Wachstumsphase von Escherichia coli markiert. Den Kulturen
wurde beim Erreichen dieser Phase Chloramphenicol zu einer Endkonzentration von
200 pg/ml hinzugegeben, da alle Plasmide in dieser Arbeit auf dem ColE1-ori basieren
und die Zugabe von Hemmstoffen der Translation die Amplifikation der Plasmide
bewirkt. Die Kulturen wurden fiir mindestens 4 h weiter geschiittelt, bevor sie in
Sorvall-SLA-Zentrifugenbecher iiberfiihrt und fiir 10 min bei 6 000 rpm (Rotor SLA
1500) und 4 °C zentrifugiert wurden. Der Niederschlag wurde in 8 ml einer Losung aus
25 % (w/v) Saccharose, 50 mM Tris-Cl pH 8,0 suspendiert. Dem Gemisch wurde 0,8 ml
10 mg/ml Lysozym in 50 mM Tris-Cl pH 8,0, 0,01 M EDTA hinzugegeben und die
Reaktion wurde auf Eis fiir 30 min inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml 0,25 M Tris-Cl pH
8,0, 0,25 M EDTA wurde die Reaktion fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Zuletzt
wurde dem Lyseansatz 12 ml 50 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA, 2 % Triton X-100
zugegeben. Nach Inkubation fiir 10 min auf Eis wurde das Lysat fiir 1 h bei 20 000 rpm
und 2 °C zentrifugiert. Dieses cleard lysate wurde in einen sterilen Erlenmeyerkolben
iiberfiihrt und pro ml Lysat mit 0,95 g CsCl sowie 0,02 ml 10 mg/ml Ethidiumbromid
versetzt. Die Mischung wurde in Zentrifugenrohrchen fiir den Vertikalrotortyp TV-860
tiberfiihrt, die nach dem Tarieren mit dem Crimper verschlossen wurden. Die Proben
wurden flir 20 h bei 44 000 rpm und 25 °C zentrifugiert. Dabei bildet sich ein
Caesiumchlorid-Dichtegradient, in dem sich die Plasmid-DNA ihrer Dichte
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entsprechend einordnet. Aufgrund ihrer kompakten Konformation lagert sie erheblich
weniger Ethidium-Ionen ein, ist somit dichter als die lineare genomische DNA und
bildet folglich eine Bande an einer niedrigeren Position im Zentrifugenrdhrchen. Die
Plasmid-DNA wurde unter langwelligem UV-Licht mit sterilen Einmalkaniilen und
Spritzen geerntet. Zur Entfernung des Ethidiumbromids wurden die Proben mit NaCl-
gesdttigtem Isopropanol eluiert und anschlieend in Dialyseschldauche iiberfiihrt. Die
Plasmid-DNA wurde sukzessive fiir 3 h, 6 h und iiber Nacht gegen jeweils 1 1 10 mM
Tris-Cl pH 8,0, 0,1 mM EDTA dialysiert. Zur Konzentrationsbestimmung wurden
Absorptionsspektren zwischen 200 nm und 400 nm am UV-Spectrophotometer

aufgenommen.

Diese Technik zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli fand Anwendung,
wenn groflere und Mengen sowie sehr saubere Plasmid-DNA bendtigt wurden. Fiir
kleinere Mengen wurde eine Plasmidprédparation im Alkalischen nach Birnboim und
Doly (1979) durchgefiihrt. Hierfiir wurde 1 ml einer frischen Ubernachtkultur eines
Transformantenstammes in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 tiberfiithrt und fiir 2 min bei
12 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 pl 50
mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-Cl pH 8,0 suspendiert. Nach Zugabe von
20 ul Lysozym (10 mg/ml in 50 mM Tric-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA wurde die
Suspension fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Zellwand zu verdauen.
Anschlieend wurden zundchst 300 ul 0,2 M NaOH, 1 % SDS und nach vorsichtigem
Mischen 300 pul 3 M Kaliumacetat pH 4,8 hinzugegeben. Die Reaktion wurde
mindestens 30 min auf Eis inkubiert, bevor sie bei 12 000 rpm 10 min zentrifugiert
wurde. 400 pl des Uberstands wurden in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit 400 pl
Chloroform vermischt und 1 min bei 12 000 rpm zentrifugiert, um die restlichen
proteindsen Bestandteile zu entfernen. Die anorganische Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefdll gegeben und mit einem gleichen Volumen Isopropanol vermischt. Nach
20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe 15 min bei 12 000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag 2 x mit 70 %
Ethanol gewaschen (Zentrifugation bei 12 000 rpm fiir 5 min). Nach der vollstdndigen
Trocknung des Niederschlags wurde die Plasmid-DNA in 25 ul doppelt deionisierten

Wasser aufgenommen und bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert.
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3.6 Zellzahlbestimmung und Wachstumskurven

Es gibt verschiedene Verfahren, die Zellzahl in Kulturen zu bestimmen. Man
unterscheidet direkte und indirekte Methoden. Zur direkten Messung eignet sich das
Zahlen der Zellen in Zahlkammern, die aufgrund der definierten Flidche des Zahlnetzes
sowie der Tiefe der Zahlkammer die Ermittlung der Zellzahl in einem definierten
Volumen ermoéglichen. Fiir Tetrahymena pyriformis wurde die Jessen-Zahlkammer
genutzt. Die Kleinquadrate haben eine Fldche von 0,0625 mm?, die Kammer eine Tiefe
von 0,4 mm, sodass sich ein Kleinkammervolumen von 0,025 mm? ergibt. Im Regelfall
wurden sechs GroBlquadrate ausgezdhlt. Da die Motilitdt lebender Tetrahymena
pyriformis Kulturen das Zahlen erschwert, wurden die Zellen unmittelbar vor der
Titerbestimmung mit dem Atmungsgift Natriumazid getdtet. Dennoch konnte zwischen
vorher lebenden und toten Individuen unterschieden werden, weil letztere schnell

lysieren und sich folglich von intakten Zellen unterscheiden.

Fiir Escherichia coli wurde die Zahlkammer nach Thoma genutzt, deren Kleinquadrate
eine Flache von 0,0025 mm? haben. Die Kammertiefe ist mit 0,1 mm angegeben,
sodass das Kleinkammervolumen 0,00025 mm? betrdgt. Anders als bei Tetrahymena
pyriformis kann mit dieser Technik nicht zwischen lebenden und toten Bakterien
unterschieden werden. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl (colony forming units/ml;
cfu/ml) von Escherichia coli wurden geeignete Verdiinnungen auf LB ausplattiert und
nach Bebriitung liber Nacht bei 37 °C Kolonien gezéhlt und die Lebendzellzahl

berechnet.

Ein indirektes Verfahren zur Zellzahlbestimmung ist das Messen der optischen Dichte
(OD) einer Kultur mit einem Photometer bei einer Wellenldnge, bei der weder das
Medium noch die Zellen Licht absorbieren, hier 578 nm. Das Photometer misst folglich
im Fall von Zellkulturen, wie stark das einfallende Licht gestreut wird. Je dichter eine
Kultur ist, desto stirker wird das Licht gestreut und desto weniger erreicht die
Photozelle. Mit dieser Technik kann nicht zwischen lebenden und toten Zellen
unterschieden werden. Zudem muss die Korrelation zwischen der OD und der
Zellzahl/ml ermittelt werden. Hierfir wurden OD-Werte mit den in Zdhlkammern
gemessenen Titern verglichen. Fiir Tetrahymena pyriformis entspricht die ODs78 nm von

1,0 einer Zellzahl von 5,8 - 10° Zellen/ml. Fiir die in der Arbeit verwendeten
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Escherichia coli-Stimme wurde aus den Vergleichen beider Werte abgeleitet, dass die

Zellzahl/ml bei einer ODs7s nm von 1,0 etwa 2 - 108 betrigt.

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurde die Zellzahl, zumeist mit Bestimmung der
OD, iiber einen zeitlichen Verlauf gemessen. Zusétzlich oder alternativ wurden die Titer
mit Zdhlkammern, bzw. die Lebendzellzahl der Bakterien durch Ausplattieren
bestimmt. Die ermittelten Werte (OD oder Titer) wurden logarithmisch gegen die Zeit
aufgetragen, um die Bestimmung der exponentiellen Wachstumsphase sowie der
Generationszeit zu erleichtern. Wachstumskurven wurden von unterschiedlichen
Tetrahymena pyriformis Kulturen ermittelt. Neben axenischen Kulturen wurden
Cokulturen mit verschieden Bakterien angelegt. Mikropartikel wurden in PPY und
Phosphatpuffer pH 6,5 verfiittert, um ihre Eignung als Nahrungsquelle sowie deren
Einfluss auf die Ingestion und Verdauung von Tetrahymena pyriformis zu prifen. Jede

dieser Kulturen wurde sowohl stehend als auch unter Agitation inkubiert.

Tetrahymena pyriformis weist diverse Auxotrophien auf (Holz, 1973). Um zu sehen, ob
die Zugabe der benétigten Substanzen das Wachstum von Tetrahymena pyriformis mit
Mikropartikeln in Phosphatpuffer verbessert, wurden in Anlehnung an ein fiir
Tetrahymena spp. definiertes Medium (Holz, 1973) verschiedene Kulturansitze
angelegt und die Entwicklung der Zellzahl {iber mehrere Tage gemessen. Die
essentiellen Aminosduren sind durch die Rinderserumalbumin-haltigen Mikropartikel
abgedeckt. Fiir den Bedarf an Spurenelementen wurde einer Kultur sterile SL8-Losung
pH 6,5 (Biebl und Pfennig, 1978) zu folgender Konzentration zugegeben: 26 mg/l
EDTA, 7,5 mg/l FeCl,, 350 pg/l ZnCl, 500 pg/l MnCl, x 4 H>0, 310 pg/l H3BO3, 950
ug/l CoCla x 6 H20, 85 pg/l CuClx x 2 H>O, 120 pg/l NiCl> x 6 H2O, 180 pg/l
NaxMoO4 x 2 H20. Einer weiteren Kultur wurden 40 mg/l Uracil und 41 mg/l Guanin
zugegeben. Eine dritte Kultur erhielt eine Vitaminlosung mit folgender Konzentration:
10 pg/l Folsdure, 10 ng/l Liponsédure, 1 pg/l Biotin, 100 pg/l Pyridoxamin, 150 pg/l
Riboflavin, 500 pg/l Thiamin, 750 pg/l Pantothensdure, 900 pg/l Nikotinsdure. Eine

vierte Kultur enthielt alle Zusatzstoffe.
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3.7 Herstellung synthetischer Mikropartikel

Die Synthese der Rinderserumalbumin-Polymethacrylat-Mikropartikel basiert auf der
von Seljelid et al. (1997) publizierten Prozedur. Als Methacrylat wurde Poly(methyl-
methacrylat-co-butylmethacrylat) mit der mittleren Molmasse 75000 verwendet
(Sigma-Aldrich). 8 ml einer Losung von 20 g Rinderserumalbumin in 100 ml Wasser
wurden in einem 100 ml Becherglas mit 50 ml Methacrylat versetzt, das in 66 ml Toluol
und 66 ml Chloroform geldst wurde. Die Mischung wurde zunéchst unter stdndiger
Kiihlung im Eisbad fiir 4 min bei 10 000 rpm ohne Zusédtze mit dem Ultra Turrax
dispergiert. Wahrend der ndchsten drei Minuten wurden tropfenweise 7 ml einer
Mischung von 100 ml Toluol und 25 % Glutaraldehyd zugegeben. Der Ansatz wird in
dieser Zeit etwa 50°C warm. Nach Abkiihlen im FEisbad bei langsamer
Riihrgeschwindigkeit wurde nochmals fiir 3 Minuten bei 15 000 rpm dispergiert. Die
Viskositét steigt in dieser Zeit stark an. Nach Verdiinnung mit weiteren 100 ml der
Toluol/Chloroform-Mischung wurde der Ansatz nochmals fiir 2 min dispergiert. Im
mikroskopischen Bild sieht man nahezu ideal kugelférmige, homogene Partikel. Die
Partikelpriaparation wurde nach dem Absetzen iiber Nacht bei Zimmertemperatur mit ca.
5000 g zentrifugiert und zundchst in 150 ml Toluol/Chloroform, dann in 150 ml Aceton
und schlieBlich in 150 ml Wasser gewaschen. AnschlieBend werden die Mikropartikel
zunichst auf dem Schiittler, anschliefend fiir 5 min mit dem Ultra Turrax bei 10 0000

rpm in Wasser suspendiert.

Zum Férben der Mikropartikel wurden 10 ml der Partikelsuspension mit 1 ml 1 mg/ml
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) vermischt und fiir 1 h bei Raumtemperatur schiittelnd
inkubiert. Nach 30 min wurde der pH-Wert mit 0,05 M NaOH auf 8,5 eingestellt. Die
Mikropartikel wurden anschlieBend 2 x mit sterilem demineralisierten Wasser

gewaschen.

Die Oberflichenmodifikation der Mikropartikel beruht auf einer Prozedur, die von
Drabick et al. (1998) publiziert wurde und folgendermaBlen modifiziert wurde. 1 ml
einer Partikel-Suspension wurde mit 10 mg/ml des zu bindenden Liganden versetzt. 30
mg/ml N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid (EDAC) wurden fiir die
kovalente Bindung der Liganden an die Oberfldche hinzugegeben. Hierbei wird das

EDAC selbst kein Bestandteil des fertigen Produkts. Der Kopplungsansatz wurde fiir
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70 min auf einem ReaktionsgefaBschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 15 min
wurde der pH-Wert mit 0,05 M HClI auf 5,5 -eingestellt, um optimale
Kopplungsbedingungen zu schaffen. Nach zweimaligem Waschen der Partikel mit
Wasser wurden diese in steriler Saline suspendiert und im Kiihlschrank autbewahrt. Die

Mikropartikel wurden von Johannes Wdostemeyer (Jena) hergestellt.
3.8 Chemische Oberflichenmodifikation von Escherichia coli

Da die modifizierten Mikropartikel einen erheblichen Einfluss auf die Ingestion und
Verdauung von Tetrahymena pyriformis hatten, wurde die Methode auf die
Oberflaichenmodifikation von  Escherichia coli {bertragen (Siegmund und
Wostemeyer, 2016).  Fir die  Arbeiten wurde der rot fluoreszierende
Transformantenstamm pNeo4-DsRed verwendet. 25 ml LB mit 0,5 mM IPTG in einem
100 ml Erlenmeyerkolben wurden mit einer frischen Ubernachtkultur von Escherichia
coli (Verdliinnung 1:100) beimpft und iiber Nacht unter Schiitteln bei 37 °C in einem
Wasserbad inkubiert. Aliquots von 1 ml wurden in Reaktionsgefa3e tiberfiihrt und bei
10 000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Nach drei Waschschritten mit steriler Saline wurden
die Zellen erneut in Saline suspendiert und mit EDAC zu einer Endkonzentration von
1 mg/ml versetzt. Die Reaktion wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur auf dem
ReaktionsgefaBschiittler inkubiert, bevor die Liganden zu einer finalen Konzentration
von 1 mM zugefiigt wurden. Fiir optimale Kopplungsbedingungen wurde der pH-Wert
mit Kaliumphosphatpuffer auf 4,9 eingestellt. Nach erneuter Inkubation von 20 min
wurden die modifizierten Zellen 3 x mit steriler Saline gewaschen, in Saline mit 1 mM
Glycin suspendiert und schlieflich fiir 10 min bei Raumtemperatur auf dem
Reaktionsgefafschiittler inkubiert, um EDAC-Reste zu binden. Bevor die modifizierten
Bakterien an Tetrahymena pyriformis verfiittert wurden, wurden sie nach drei weiteren
Waschschritten in Saline suspendiert und tiiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank
aufbewahrt. Zusétzlich wurde eine Kontrolle mitgefiihrt, die zwar wie die modifizierten
Bakterien behandelt wurde, allerdings nur mit sterilem Wasser anstelle von
Kopplungsreagenz und Liganden versetzt wurde. Zur Uberpriifung der
Uberlebensfihigkeit von Escherichia coli nach der Kopplung und Lagerung im

Kiihlschrank wurden dekadische Verdiinnungen der behandelten und unbehandelten
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Bakterien an drei aufeinander folgenden Tagen auf LB plattiert und nach Bebriitung

iiber Nacht bei 37 °C Kolonien gezéhlt (Abb. 3-5).

Uberlebensrate von Escherichia coli
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Abb. 3-5: Semilogarithmische Darstellung der Lebendzellzahl von Escherichia coli gegen die Zeit. Die
Uberlebensrate der Bakterien wurde am Beispiel der Kopplung mit 7-Amino-4-methyl-3-cumarinylacetat

(AMCA) bestimmt (verdndert aus Siegmund und Wostemeyer, 2016).

Am Beispiel der Kopplung mit dem Farbstoff 7-Amino-4-methyl-3-cumarinylacetat
(AMCA) wurde die Uberlebensfihigkeit von Escherichia coli nach der
Oberflichenmodifikation ermittelt. Etwa 10° Zellen/ml iiberleben die Kopplung und
sind in der Lage, sich zu teilen. Auch die Lagerung im Kiihlschrank senkt die Zahl an
teilungsfdhigen Bakterien nicht erheblich, sodass fiir Fiitterungsexperimente mit
Tetrahymena pyriformis hinreichende Mengen lebensfdhiger, modifizierter Bakterien

vorhanden sind.
3.9 Fiitterungsexperimente mit Tetrahymena pyriformis

Tetrahymena pyriformis wurde zu verschiedenen Zwecken mit Escherichia coli oder
synthetischen Mikropartikeln gefiittert. Hauptsédchlich sollte der Einfluss von
biochemischen und biophysikalischen Oberflicheneigenschaften auf Ingestion und
Verdauung des Ciliaten untersucht werden. Fiir die Fiitterungsexperimente wurden
synchronisierte Kulturen verwendet, wie unter 3.3.1 beschrieben wurde. Dies dient vor

allem der Vergleichbarkeit verschiedener Experimente.
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Zur Untersuchung der Oberflicheneinfliisse wurden einer Hungerkultur von
Tetrahymena pyriformis entweder modifizierte Mikropartikel oder Bakterien im
Verhiltnis 1:10 hinzugegeben und flir mindestens 15 min bei Raumtemperatur

inkubiert, bevor sie mikroskopisch untersucht wurden (Kapitel 3.10).

In einem weiteren Fiitterungsexperiment sollte der Einfluss der Sex-Pili auf die
Interaktion zwischen Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli iiberpriift werden.
Basierend auf der Erkenntnis, dass die Membrankomposition der Nahrungsvakuolen
sich beim Abkiihlen der Zellen auf 10 °C é&ndert, um die Fluiditdt zu erhalten
(Wunderlich et al., 1973; Nozawa und Kasai, 1978), wurde Tetrahymena pyriformis mit
rot fluoreszierenden Transformanten mit und ohne F-Plasmid sowie den reinfizierten
F*-Bakterien gefiittert und zunéchst bei Raumtemperatur fiir I — 2 h inkubiert. Vor dem
Abkiihlen wurden die Kulturen mikroskopisch untersucht. Nach 16 h bei 10 °C ist der
Prozess der Membranadaption abgeschlossen und die Ciliaten beginnen erneut mit der
Nahrungsaufnahme. Die Kulturen wurden im Anschluss wéhrend der Kiihlung sowie
nach erneuter Erwidrmung auf Raumtemperatur mikroskopiert, um die Annahme zu
bestitigen, dass durch die erhohte Fluiditdt der Membran Bakterien hdufiger aus den
Nahrungsvakuolen entkommen und ob die Fihigkeit, Konjugationsbriicken zu bilden,

diesen Effekt zusitzlich verstarkt.
3.10 Mikroskopie

Mikroskopische Aufnahmen wurden entweder digital oder analog angefertigt. Bei
analogen Aufnahmen wurden die Negative bzw. Dias anschlieBend eingescannt. Zur
Bilderbearbeitung wurden Axio Vision (Zeiss) und PhotoFiltre 7 verwendet. Alle
Abbildungen in dieser Arbeit sowie die dazugehorigen Originale finden sich auf der

beigefiigten DVD.
3.10.1 Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie

Fiir mikroskopische Untersuchungen von Tetrahymena pyriformis wurden je nach
Aufgabenstellung verschiedene Mikroskope verwendet. Zur Bestimmung von
Zellzahlen und zum Uberpriifen der Kulturen auf Kontaminationen wurde ein einfaches
Durchlichtmikroskop benutzt. Zum Erstellen mikroskopischer Aufnahmen der

verschiedenen Experimente sowie zur Verfolgung fluoreszenzmarkierter Bakterien oder
-57-



3 Material und experimentelle Techniken

Mikropartikel diente ein Auflichtfluoreszenzmikroskop, das zusitzlich Phasenkontrast-

und Interferenzkontrastoptik besitzt.

Soweit nicht anders angegeben, wurde Tetrahymena pyriformis lebend beobachtet. Um
die Motilitdit der Ciliaten einzuschrainken und so Aufnahmen mit lédngerer
Belichtungszeit zu ermdglichen, wurden Objekttrager benutzt, deren Oberfliche mit
2 % (w/v) Agarose in Wasser bedeckt wurde (modifiziert nach Glaser et al., 1997,
Hoppert, 2003). Da die Fluoreszenz der transformierten Escherichia coli Staimme
(DsRed Filterkombination III, eGFP Filterkombination IV) nicht immer genutzt werden
konnte, wurden die Bakterien mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert.
AuBlerdem wurden die Mikropartikel mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gefarbt, da
sie einen dhnlichen Lichtbrechungsindex wie Tetrahymena pyriformis aufweisen. Eine

Ubersicht iiber die verwendeten Farbstoffe findet sich in Tabelle 3-1.

Tab. 3-1: Ubersicht iiber die verwendeten Farbstoffe fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Farbstoff Gefarbte Struktur  Filter Konzentration Losungsmittel
DAPI DNA LI 5—10 pg/ml Ethanol
FITC Mikropartikel v 0,1 mg/ml Wasser
Nilrot Membranen I 0,5 pg/ml Aceton

Die Filterkombinationen wurden wie folgt verwendet:

I: Anregungsfilter BP 365, Farbteiler FT 395, Sperrfilter LP 397

- II: Anregungsfilter BP 436, Farbteiler FT 460, Sperrfilter LP 470

- III: Anregungsfilter LP510-KP560, Farbteiler FT 580, Sperrfilter LP 590

- IV: Anregungsfilter BP 485, Farbteiler FT 510, Sperrfilter 515-565
Die Farbstoffe wurden als konzentrierte Stammldsungen in den in der Tabelle
aufgefithrten Losungsmitteln angesetzt. Fir die Anwendung wurden entsprechend
verdiinnte Losungen in 40 mM Natriumphosphat-gepufferter Saline, pH 7,0 (PBS)
genutzt. Vor dem Mikroskopieren wurden die Farbstoffe hinzugegeben und die

Organismen fiir 30 min im Dunkeln inkubiert.
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Um die Verdauung von Tetrahymena pyriformis zu untersuchen, wurden die Ciliaten
nach der Fiitterung mit Bakterien oder Mikropartikeln mit dem pH-Indikator Neutralrot
gefarbt, da das Ansduern von Nahrungsvakuolen eine wichtige Voraussetzung fiir
optimale Verdauungsbedingungen darstellt (Nilsson, 1977). Hierfiir wurde Neutralrot
zu einer Endkonzentration von 2,5 pg/ml direkt auf den Objekttrager gegeben (Mohr,
1981).

3.10.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Alle Proben wurden mit Glutardialdehyd und Osmiumtetroxid fixiert und anschlieend

in Epoxidharz eingebettet. Eine Ubersicht der diversen Proben findet sich in Tab. 3-2.

Tab. 3-2: Ubersicht iiber die fiir die Elektronenmikroskopie eingebetteten Kulturen. Angegeben sind nur

solche Priparate, von denen Aufnahmen fiir diese Dissertation angefertigt wurden.

Name Organismen Inkubation vor der Einbettung
Axenisch Tetrahymena pyriformis Die Kulturen wurden ca. 2 Wochen in 100 —
200 ml PPY in 500 ml-Erlenmeyerkolben
bei Raumtemperatur kultiviert.
Kurzzeitcokultur  Tetrahymena  pyriformis Beide Organismen wurden fiir ca. 1 Woche
und Escherichia coli XLL1- in 100 — 200 ml PPY bei Raumtemperatur
blue pNeo4 cokultiviert.
Kurzzeitcokultur  Tetrahymena  pyriformis Beide Organismen wurden fiir 1 Woche in
kuriert und Escherichia coli XL1- 100—-200 ml PPY bei Raumtemperatur
blue pNeo4 cokultiviert. Nach Zugabe von 250 pg/ml
Paromomycin zur Kurierung externer
Bakterien wurde die Cokultur in frisches
PPY iiberfiihrt und 1 Woche kultiviert.
Langzeitcokultur  Tetrahymena  pyriformis Beide Organismen wurden fiir ca. 1 Jahr in
und Escherichia coli XLL1- PPY cokultiviert. Zur Einbettung wurde eine
blue pNeo4 ca. 2 Wochen alte Subkultur verwendet.
Langzeitcokultur  Tetrahymena  pyriformis Beide Organismen wurden fiir ca. 1 Jahr in
kuriert und Escherichia coli XL1- PPY cokultiviert. Eine Subkultur wurde

blue pNeo4

nach Zugabe von 250 pg/ml Paromomycin
in frisches PPY fberfithrt und 1 Woche
kultiviert.
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Kontrolle

Putrescin

Cadaverin

Spermin

Spermidin

Hexylamin

Octylamin

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli XL1-
blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli X1.1-
blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli X11-
blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli XL1-
blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli XL1-
blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli X1.1-
blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli XL1-
blue pNeo4-DsRed

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
Bakterien im Verhiltnis 1:10 hinzugegeben.
3 h nach Fiitterung wurde die Probe fixiert.
Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit Putrescin behandelte Bakterien im
Verhiltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach
Fiitterung wurde die Probe fixiert.

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit Cadaverin behandelte Bakterien im
Verhéltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach
Fiitterung wurde die Probe fixiert.

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit Spermin behandelte Bakterien im
Verhiltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach
Fiitterung wurde die Probe fixiert.

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit Spermidin behandelte Bakterien im
Verhiltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach
Fiitterung wurde die Probe fixiert.

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit Hexylamin behandelte Bakterien im
Verhiltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach

Fiitterung wurde die Probe fixiert.

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit Octylamin behandelte Bakterien im
Verhiltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach

Fiitterung wurde die Probe fixiert.
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1 pM Endo-Porter

Tetrahymena  pyriformis
und Escherichia coli XL1-

blue pNeo4-DsRed

Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit 1 uM Endo-Porter behandelte Bakterien

im Verhiltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach
Fiitterung wurde die Probe fixiert.

10 pM Endo- Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena

pyriformis
und Escherichia coli XL1-

blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
10 puM  Endo-Porter behandelte

Porter
mit
Bakterien im Verhiltnis 1:10 hinzugegeben.
3 h nach Fiitterung wurde die Probe fixiert.
5 uM Endo-Porter
ohne EDAC

pyriformis Zu einer Hungerkultur von Tetrahymena
und Escherichia coli XL1-

blue pNeo4-DsRed

Tetrahymena
pyriformis in Phosphatpuffer pH 6,5 wurden
mit 5 uM Endo-Porter behandelte Bakterien
im Verhéltnis 1:10 hinzugegeben. 3 h nach

Fiitterung wurde die Probe fixiert.

Vor der Fixierung wurden die Zellen mit sanfter Zentrifugation (300 g, 5 bis 10 min)
konzentriert und in ein Reaktionsgefdl {berfiihrt. Nach Zugabe von 2,5 %
Glutardialdehyd und 0,1 M Cacodylatpuffer pH 7,4 (Endkonzentrationen) wurden die
Proben 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde dreimal mit 0,1 M
Cacodylatpuffer gewaschen (Zentrifugation bei 300 g, 5 min). Die Zellen wurden in
1 % Osmiumtetroxid und 0,1 M Cacodylatpuffer aufgenommen und 1 h bei
Raumtemperatur fixiert und kontrastiert. Nach drei Waschschritten in 0,1 M
Cacodylatpuffer mussten die Proben vor der Einbettung dehydriert werden. Hierzu
wurden die Proben fiir jeweils 15 min in Aceton mit ansteigender Konzentration [30 %,

50 %, 70 %, 90 % (v/v) und 2 x 100%] schrittweise entwéssert.

Die entwisserten Proben wurden abschlieBend konsekutiv in das Epoxidharz
eingebettet. Zundchst wurden die Zellen in eine Mischung aus 1/3 Volumen Spurr
(Standard Medium, 4,1 g ERL 4221, 1,43 g D.E.R., 5,9 g NSA, 0,1 g DMAE; Spurr,
1969) und 2/3 Volumen 100 % Aceton iiberfiihrt und fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Proben iiber Nacht mit gedffnetem Deckel des
Reaktionsgefdles ruhen gelassen, sodass durch die Verdunstung des Acetons die

Konzentration des Epoxidharzes stetig anstieg. Am Folgetag wurden die Proben noch
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zweimal fiir 1 — 2 h in frischem Spurr aufgenommen, bevor sie jeweils auf mehrere
Einbettungskapseln verteilt wurden. Abschlieend harteten die eingebetteten Proben fiir

2 d bei 60 °C im Trockenschrank aus.

Bevor Ultradiinnschnitte der Proben angefertigt wurden, musste die Spitze des Préparats
entweder mit einem Probentrimmer oder konventionellen Rasierklingen auf die richtige
GroBe und den korrekten Bereich zurechtgeschnitten werden. Die Ultradiinnschnitte (ca.
70 nm) wurden mit Glasmessern oder einem Diamantmesser am Ultramikrotom

gefertigt und auf ein mit 0,8 % (w/v) Pioloform-befilmtes Kupfergrid aufgenommen.

Vor der Betrachtung der Schnitte im Elektronenmikroskop wurden die Proben zum
Zweck der optimalen Sichtbarkeit der Strukturen nachkontrastiert. Dazu wurden die
Grids mit der Schnittseite fiir 6 min auf einen Tropfen 1 % (w/v) Uranylacetat und fiir 4
min auf einen Tropfen 0,1 — 0,4 % (w/v) Bleicitrat gelegt (Venable und Coggeshall,
1965).

Die verschiedenen Proben wurden an einem Zeiss EM10 bei 60 kV mikroskopiert und
Aufnahmen auf 3 x 4 Zoll Filme angefertigt. Die Negative wurden anschlieend fiir 5

min entwickelt und 10 min fixiert.
3.11 Polymerase-Kettenreaktion

Zusitzlich zu mikroskopischen Techniken wurden intrazelluldre Bakterien mit der
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) detektiert. Der Nachweis
bestimmter Gensequenzen iiber Amplifikation mit der PCR ist duBBerst empfindlich, da
spezifisch an Zielsequenzen bindende Primerpaare entworfen wurden (Tab. 3-3). Die
Sequenzen, auf deren Grundlage die Primer entworfen wurden, finden sich im

Appendix.
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Tab. 3-3: Ubersicht iiber die Primerpaare

Zielgen Primer 1 Primer 2 Grofle des
Amplifikats

Phosphoglyceratkinase 5’ ttctaatagattctcctcc 5’ ggtgttatgtttaactct 756 bp

(PGK)-Gen, kerncodiert cagg 3’ attgge 3’

Cytochrom-Oxidase 5’ aggatggaattagcaca 5’ gcagcgtatcaaaaa 517 bp

Untereinheit I (COI)-Gen, ccceg 3¢ gattcaggg 3’

mitochondrial

Ampicillinresistenzgen 5’ cgtgtagataactacgat 5’ actcattactctagcttc 198 bp

(bla,Amp"), Plasmid acggg 3’ ccgge 3’

Neomycinresistenzgen 5¢ gettgggtcgaaagactt  5° gcacgtacgatacgat 389 bp

(nptll, neoTet), Plasmid

ttcgg 3°

gtttgge 3°

Der Nachweis der DNA beider Organismen erfolgte jeweils mit zwei verschiedenen
Zielgenen. Fiir Tetrahymena pyriformis wurden das kerncodierte Einzelkopiegen PGK
und das mitochondriale Multikopiegen COI genutzt. Die Transformantenstimme von
Escherichia coli sollten mit zwei plasmidcodierten Genen nachgewiesen werden. Dabei
wurde einerseits das Gen neoTet gewidhlt, das dem Druck des selektiven Systems
unterliegt, andererseits diente die Sequenz des bla-Gens als Grundlage. Diese beiden
Gene wurden gewihlt, um zu priifen, ob das Plasmid die Integritdt wihrend ldngerer

Cokultivierung verliert.

Als Template-DNA diente nicht wie iiblich isolierte und gereinigte DNA, sondern
aufgeschlossene Proben, die aus den Kulturen entnommen wurden. DNA-Isolation und
Reinigung konnten zu artifiziellen Verschiebungen im Verhéltnis von Protozoen- und
Bakterien-DNA fithren. Vor dem Aufschluss der Kulturen wurden die Proben lediglich
mit DNase I behandelt, um auszuschliefen, dass detektierte DNA aus lysierten Zellen
im Kulturmedium stammt. Hierfiir wurde die entnommene Kultur mit 2 pg/ml DNase I,
10 mM CaClp, 25 mM MgCl versetzt und fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 10 000 rpm wurde der Uberstand verworfen und der Zellniederschlag
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in etwa gleichem Volumen deionisiertem Wasser geldst. Zur Inaktivierung der DNase
und zum Zellaufschluss wurde die Probe fiir 10 min auf 95 °C erhitzt und bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fiir alle Primerpaare lieBen sich die Reaktionsbedingungen der PCR standardisieren.

Der Reaktionsansatz enthielt:

- 2,5 ul Template

- 0,4 uM Primer 1

- 0,4 uM Primer 2

- 2,5l 10x PCR Puffer

- 2mM MgCl,

- 0,2 mM Desoxynukleosidtriphosphat-Mix
- 5 units Tag-Polymerase

- Ad 25 pl deionisiertes Wasser

Der 10x konzentrierte PCR Puffer enthielt 750 mM Tris-Cl pH 8,8, 200 mM
(NH4)2S04, 0,1 % (v/v) Tween 20.

Die Reaktionsbedingungen der PCR lagen bei (1) 5 min Denaturierung bei 95 °C, (2) 45
sec Primerbindung bei 55 °C, (3) Extension fiir 1 min bei 72 °C gefolgt von (4) 30 sec
Denaturierung bei 95 °C. Die Schritte (2) bis (4) wurden insgesamt 30x wiederholt und

enden mit der Extension fiir 2 min bei 72 °C.

Zur Visualisierung der PCR-Ergebnisse wurden die Proben nach der Amplifikation
gelelektrophoretisch getrennt. Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-
Fragmente nach der Grofe getrennt, da das Agarose-Polymer eine Art
Maschennetzwerk bildet, das groBere Fragmente nur langsamer als kiirzere
durchwandern konnen. Um zu ermitteln, ob es sich um die korrekten Amplifikate

handelt, wurde eine GroBenreferenz (kb-Leiter) genutzt (Abb. 3-6).
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Abb. 3-6: GroBenverteilung der kb-Leiter unter Angabe der prozentualen und absoluten Anteile der

Banden im Gesamtgemisch (Bild: Fermentas Onlinekatalog).

Fiir die elektrophoretische Auftrennung wurden die PCR-Produkte vor dem Auftragen
auf das Agarose-Gel mit 1/6 Volumen DNA-Ladepuffer [6x konzentriert: 10 mM Tris-
Cl pH 7,7, 0,03 % (w/v) Bromphenolblau, 0,03 % (w/v) Xylencyanol, 60 mM EDTA,
60 % Glycerin] versetzt. Das Agarose-Gel enthielt 1 % (w/v) Agarose in Ix
konzentriertem Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE; 10x konzentrierte Stammlosung: 48,8
g/l Tris-Base, 16,4 g/l Natriumacetat, 3,8 g/l EDTA, der pH-Wert wurde mit Essigsdure
auf 7,8 eingestellt, bevor mit demineralisiertem Wasser auf 1 1 aufgefiillt wurde). Die
DNA wurde bei einer Feldstirke von 2 V/em fiir 2 — 3 h aufgetrennt. Zur Visualisierung
und Dokumentation der Banden unter UV-Licht wurde das Gel fiir 20 min mit

1,0 pg/ml Ethidiumbromid in 1x konzentriertem TAE gefarbt.
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4 Ergebnisse und Auswertung

Im Sinne der Lesbarkeit dieses Kapitels sind dltere eigene Ergebnisse sowie Ergebnisse
aus der von mir mitbetreuten Masterarbeit von Hendrike Diirichen integriert und als

solche gekennzeichnet.

Die Abbildungen mikroskopischer Aufnahmen und deren korrespondierende Originale

finden sich auf der beigelegten DVD.
4.1 Cokultivierung von Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli

Fiir die Etablierung eines experimentellen Systems zur Untersuchung von entstehenden
Endosymbiosen sind das Vermeiden der Verdauung und das Entkommen aus den
Nahrungsvakuolen seitens des potentiellen Symbionten unerldssliche Voraussetzungen.
Um festzustellen, ob Escherichia coli dazu in der Lage ist, wurde eine Cokultur aus
Bakterien und Tetrahymena pyriformis fiinf Stunden nach Zugabe der Bakterien
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Da die verwendete Transformante von
Escherichia coli das rot fluoreszierende Protein DsRed exprimiert, war fiir die

Untersuchung keine zusitzliche Farbung notig (Abb. 4-1).

Abb. 4-1: Mikroskopische Aufnahmen eines Individuum von Tetrahymena pyriformis finf Stunden nach

der Fiitterung mit Escherichia coli. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B — E: Fluoreszenz-
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mikroskopische Aufnahmen (Emission: DsRed). Cs: Cytostom. Der schwarze Pfeil markiert die
observierte Region, der weille Pfeil das entkommende Bakterium. Zunéchst sieht es so aus, als ob sich ein
Vesikel an der Nahrungsvakuole bildet, das sich schlieBlich vollstdndig von dieser 16st und ein einzelnes,
fluoreszierendes Bakterium enthdlt. MafBstab: 20 pm. Die Aufnahmen sind im Rahmen meiner

Diplomarbeit entstanden (modifiziert aus Siegmund et al., 2013).

Wihrend der Lebendbetrachtung eines Individuums von Tetrahymena pyriformis iiber
etwa 15 Minuten entkam ein einzelnes Bakterium aus einer Nahrungsvakuole. Zunichst
scheint es, als ob sich ein Vesikel von der Nahrungsvakuole abschniirt (Abb. 4-1 B),
welches sich sukzessive von dieser 10st, bis es vollstindig getrennt im Cytoplasma
vorliegt (Abb. 4-1 E). Die fluoreszierende Struktur korrespondiert in Form und Grofe
mit Escherichia coli. Somit ist die Voraussetzung des Entkommens aus
Nahrungsvakuolen in der Modellinteraktion von Tetrahymena pyriformis und

Escherichia coli erfillt.

Zusitzlich zZu den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sollten
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen verschiedener Cokulturen
Klarheit dariiber schaffen, ob Escherichia coli der Verdauung durch Tetrahymena
pyriformis entgeht, aus den Nahrungsvakuolen entkommt und folglich im Cytoplasma
persistiert. Auflerdem sollte hierbei gezeigt werden, wie das Bakterium vorliegt, ob es
also von einer zusdtzlichen Membran des Ciliaten umgeben ist oder nicht. Um die
Bakterien sicher von anderen Zellkompartimenten unterscheiden zu konnen, ist es
essentiell, die typischen Zellbestandteile von Tetrahymena erkennen zu koénnen. Hierfiir
wurde eine axenische Kultur von Tetrahymena pyriformis transmissions-

elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen einer axenischen Tetrahymena pyriformis
Kultur. Beide Aufnahmen zeigen die typischen Zellbestandteile. Cs: Cytostom. ER: Endoplasmatisches
Reticulum. Ly: Lysosom. Ma: Macronucleus. Mi: Mitochondrium. Mu: Mucocysten. Nv:

Nahrungsvakuolen. Ve: Vesikel.

Die beiden elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen zwei verschiedene
Individuen bei unterschiedlicher VergroBerung. Alle typischen Zellbestandteile kdnnen
identifiziert werden. Abbildung 4-2 A ist ein Querschnitt durch die Cytostomregion.
Neben der oral ridge sind auch die Cilien der undulierenden Membran und die
cytostomale Lippe angeschnitten. Posterior des Cytostoms befinden sich mehrere
Nahrungsvakuolen sowie der Macronucleus. An einer der Vakuolen (links) steht die
Fusion mit einem Vesikel unmittelbar bevor. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um

ein Vesikel, das am Ansduern der Nahrungsvakuolen beteiligt ist (Nilsson, 1977).
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Zahlreiche Mitochondrien sind im Cytoplasma sichtbar, auBlerdem findet sich im

Bereich des Cytostoms Endoplasmatisches Reticulum.

Die untere Aufnahme (Abb. 4-2 B) zeigt einen Schnitt im Bereich des Cortexes. Neben
Mitochondrien sind auch zwei reife Mucocysten und einige angeschnittene
Nahrungsvakuolen erkennbar. Oberhalb der mittleren Nahrungsvakuole liegt vermutlich
ein Lysosom. Es wird angenommen, dass Lysosomen als Erweiterungen des
Endoplasmatischen Reticulums entstehen (Elliot und Kennedy, 1973), was auch erklart,

dass das Lysosom nicht von einer kontinuierlichen Membran umgeben ist.

Neben der Kenntnis der Morphologie Tetrahymenas ist es zusétzlich von Vorteil zu
wissen, wie Escherichia coli aussieht, bevor es von Tetrahymena pyriformis ingestiert

wurde. In Abb. 4-3 sind nicht aufgenommene Bakterien abgebildet.

Abb. 4-3: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Escherichia coli. Die mit 10 uM
Endo-Porter behandelten Bakterien wurden an Tetrahymena pyriformis verfiittert, aber zum Zeitpunkt der

Fixierung noch nicht aufgenommen.

Die Abbildungen zeigen, dass Escherichia coli eine ausgepragte Pleiomorphie aufweist.
Wihrend der Durchmesser der Bakterien konstant 0,4 — 0,6 pm betrdgt, variiert die
Lange erheblich zwischen 1,0 pm bis zu 2,5 um oder mehr. Normalerweise ist
Escherichia coli als Gram-negatives Bakterium von zwei Membranen umgeben.
Allerdings ist in diesem Fall die dulere Membran nicht mehr oder nur unvollstindig
vorhanden. Bei der spiteren Identifizierung innerzelluldrer Bakterien ist diese

Information entscheidend, da Bakterien folglich von maximal zwei Membranen
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umgeben sein konnen. Das Zellinnere der Bakterien ist meist recht homogen. Dabei gibt

es Bereiche, die etwas osmiophiler als andere sind.

Wihrend fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen wurde beobachtet, dass einige
Bakterien, die kurz zuvor verfiittert wurden, der Verdauung durch Tetrahymena
pyriformis entgangen sind und ins Cytoplasma iibertraten. Farbungen zeigten auerdem,
dass einzelne Escherichia coli Zellen auflerhalb von Nahrungsvakuolen liegen, wenn sie
fiir kiirzere oder lingere Zeit mit Tetrahymena pyriformis cokultiviert wurden. Um
diese Ergebnisse zusitzlich zu stiitzen und Kenntnisse dariiber zu erlangen, wie
Escherichia coli im Cytoplasma vorliegt, wurden verschiedene Cokulturen fiir die

Elektronenmikroskopie eingebettet und untersucht.

Eine wenige Tage alte Cokultur von Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli mit

und ohne Antibiotikumbehandlung zum Entfernen externer Bakterien ist in Abbildung

4-4 dargestellt.

Abb. 4-4: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis aus einer
Kurzzeitcokultur mit Escherichia coli ohne (A) und mit Paromomycinbehandlung (B bis D). Die mit
Pfeilen gekennzeichneten Strukturen sind in axenisch kultivierten Organismen nicht vorhanden und
zumeist von einer Doppelmembran umgeben. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Mi: Mitochondrium.

Nv: Nahrungsvakuolen.
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Sollte keine zusitzliche Membran von Tetrahymena pyriformis hinzukommen, ware
Escherichia coli nur von der eigenen Membran umgrenzt, so wie in Abbildung 4-4 A,
die ein Individuum aus einer Kurzzeitcokultur zeigt. Die mit dem Pfeil markierte
Struktur scheint nur von einer Membran umgrenzt zu sein und ist in axenisch
kultivierten Organismen nicht zu finden. Mit einer Linge von 0,7 um und einem
Durchmesser von 0,2 — 0,3 um ist die angezeigte Struktur zwar recht klein, dennoch

spricht die GroBe nicht gegen Escherichia coli.

Sollten die Bakterien zusétzlich zur eigenen Membran noch von einer Membran des
Wirts umgeben sein, miissten sie von einer Doppelmembran umschlossen sein. In
Tetrahymena pyriformis gibt es nur wenige Strukturen, die von zwei Membranen
begrenzt werden, ndmlich Mitochondrien, der Zellkern und parasomale Sicke, die am
Cortex assoziiert sind. Von diesen Strukturen lassen sich die von einer Doppelmembran
umgebenen in Abbildung 4-4 (B bis D) klar unterscheiden. Die dargestellten Individuen
stammen aus einer mit Paromomycin behandelten, einige Tage alten Cokultur. Mit
Grofen von 0,3 pm tber 0,4 pm bis zu 0,6 um sind alle gekennzeichneten Strukturen
sehr klein. In Abbildung 4-4 B und C scheinen sie zudem mit erweitertem, weichem
Endoplasmatischen Reticulum assoziiert zu sein. In allen Fallen enthdlt das Zellinnere
wenig osmiophiles Material und unterscheidet sich von extern beobachteten Bakterien.
Allerdings ist nicht klar, welchen physiologischen Anderungen die internalisierten
Bakterien unterliegen oder in welchem Bereich sie angeschnitten wurden, sodass es sich
mit einiger Wahrscheinlichkeit um aus Nahrungsvakuolen entkommene Escherichia

coli Bakterien handelt.

Ahnliche Strukturen finden sich auch in Langzeitcokulturen von Tetrahymena
pyriformis und Escherichia coli nach Paromomycinbehandlung (Abb. 4-5). Mit einer
GroBe von 0,4 pm (A) und 0,3 um (B) sind auch diese sehr klein und enthalten ebenso
wenig elektronendichtes Material. Die sie umgebenden Membranen liegen eng
aneinander und unterscheiden sich ultrastrukturell, was fiir eine Bakterienmembran

(innen) und einer zusitzlichen Membran von Tetrahymena pyriformis (aullen) spricht.
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Abb. 4-5: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis aus einer
Langzeitcokultur mit Escherichia coli nach Paromomycinbehandlung. Die mit Pfeilen gekennzeichneten
Strukturen sind in axenisch kultivierten Organismen nicht vorhanden und von einer Doppelmembran

umgeben. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Ma: Macronucleus. Mi: Mitochondrium.

In Langzeitcokulturen ohne Antibiotikum finden sich neben den bisher observierten

Strukturen (B) auch andere (Abb. 4-6).
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Abb. 4-6: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis aus einer
Langzeitcokultur mit Escherichia coli. Die mit Pfeilen gekennzeichneten Strukturen sind in axenisch
kultivierten Organismen nicht vorhanden und zumeist von einer Doppelmembran umgeben. ER:

Endoplasmatisches Reticulum. Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.

Die in Abbildung 4-6 A gekennzeichnete Struktur ist etwa 0,6 um gro3 und von zwei
morphologisch verschiedenen Membranen umgeben. Interessanterweise finden sich im

Inneren drei weitere membranartige Strukturen.

Interessanter ist die gekennzeichnete Struktur in Abbildung 4-6 C. Sie ist nur von einer
Membran umgeben und mit einer Lénge von 0,9 um recht nah an der Groe externer
Escherichia coli Zellen und fillt in jedem Fall in den Toleranzbereich der Pleiomorphie.
Auch das Zellinnere mit mehr osmiophilem Material entspricht eher dem externer
Bakterien. Sollte es sich um Escherichia coli handeln, liegt dieses ohne Wirtsmembran

im Cytoplasma vor. Dieser Status ist nicht auszuschlie3en.

Die Struktur in Abbildung 4-6 D hingegen ist von einer Doppelmembran umgeben. Mit
einer Lange von 0,6 um ist sie zwar etwas kleiner, aber das Zellinnere entspricht dem
externer Bakterien. Zudem liegen beide Membranen recht dicht beieinander, was eine

Kommunikation beider Organismen ermoglicht.
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4.2 Paromomycinvertriglich in Abhiingigkeit der Kultivierung

Tetrahymena pyriformis reagiert sensitiv auf das Aminoglykosid-Antibiotikum
Paromomycin, ein chemischer Verwandter des Neomycins. Mit
Cokultivierungsversuchen sollte ermittelt werden, ob der Ciliat einen selektiven Vorteil
erhilt, wenn er unterschiedliche Transformantenstimme von FEscherichia coli
internalisiert, die ein Neomycinresistenzgen exprimieren. Dabei ist entscheidend, ob
sich die Transformanten hinsichtlich der Paromomycinresistenz unterscheiden. Hierzu
wurde die minimale Hemmstoftkonzetration mit dem Plattendiffusionstest bestimmt
(siehe Kapitel 3.3.2.3). Die minimale Hemmstoffkonzentration ergibt sich durch
Auftragung des Hemmbhofradius gegen die Antibiotikumskonzentration mit
anschlieBender linearer Regression und Extrapolation auf den Hemmhofradius 0 mm
(Beispiel in Abb. 4-7). Die minimalen Hemmstoffkonzentrationen fiir alle getesteten

Bakterienstamme finden sich in Tabelle 4-1.

Escherichia coli pNeo4 induziert
10

6

y=0,699x - 1,13

Hemmbhofradius - Lochradius in mm
Vo]

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Konzentration an Paromomycin in pug

Abb. 4-7: Graphische Darstellung des Hemmhofradius abziiglich des Lochradius gegen die
Paromomycinkonzentration am Beispiel von Escherichia coli pNeo4 mit Promotorinduktor im Medium.
Durch Extrapolation der von Excel ermittelten Funktion auf den Hemmhofradius 0 mm ergibt sich die

minimale Hemmstoffkonzentration fiir Paromomycin von 1,6 pg/ml.
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Tab. 4-1: Mininimale Hemmstofkonzentrationen von Paromomycin fiir die verschiedenen verwendeten

Bakterienstimme. Der Stern (*) markiert Kulturen, denen Promotorinduktoren beigegeben wurden.

Bakterienstamm Minimale Hemmstoffkonzentration [pg/ml]
Escherichia coli XLL1-blue 1,2
Escherichia coli pBS-neoTet 1,7
Escherichia coli pNeo4 1,3
Escherichia coli pNeo4 * 1,6
Escherichia coli pNeo4-DsRed 2,0
Escherichia coli pNeo4-DsRed * 1,7
Escherichia coli pEGFP-Neo 6,7
Escherichia coli pEGFP-Neo * 9,6
Escherichia coli F 2,0
Escherichia coli F pBS-neoTet 2,4
Escherichia coli - pNeo4 2,1
Escherichia coli F pNeo4 * 2,9
Escherichia coli F pNeo4-DsRed 3,3
Escherichia coli F- pNeo4-DsRed * 3,8
Escherichia coli F- pEGFP-Neo 4,9
Escherichia coli F- pEGFP-Neo * 5,3

Insgesamt ist die minimale Hemmstoffkonzentration fiir Paromomycin in allen
Stammen sehr niedrig, die Bakterien sind folglich sehr sensitiv gegeniiber dem
Antibiotikum. Einzig die Bakterien mit dem Plasmid pEGFP-Neo sind etwas resistenter,
was darin begriindet ist, dass das Neomycinresistenzgen unter der Kontrolle des
bakterieneigenen /ac-Promotors steht, wahrend in den anderen Fillen ein Tetrahymena-

Promotor das Gen kontrolliert.

Verschiedene Cokulturen wurden im Hinblick auf die Parmomycinsensitivitit

untersucht (Abb. 4-8 und 4-9).
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Abb. 4-8: Graphische Darstellung der Entwicklung der Zellzahl/ml von Tetrahymena pyriformis iiber die Zeit nach Uberfiihrung in Medium mit 500 pg/ml Paromomycin. A:
Axenische Kultur, Langzeitcokultur (LZC; mit Escherichia coli pNeo4) und Cokulturen mit Bakterien, die zur Pili-Bildung beféhigt sind. B: Cokulturen mit Bakterien ohne F-

Plasmid. Der Stern (*) markiert Kulturen mit Promotorinduktoren im Medium. Kulturen mit transformierten Bakterien iiberleben zumeist in groBerer Anzahl, dabei scheint die
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Abb. 4-9: Graphische Darstellung der iiberlebender Zellen von Tetrahymena pyriformis (in Abhingigkeit vom Vortag) iiber die Zeit nach Uberfiihrung in Medium mit 500 pg/ml
Paromomycin. A: Axenische Kultur, Langzeitcokultur (LZC; mit Escherichichia coli pNeo4) und Cokulturen mit Bakterien, die zur Pili-Bildung beféhigt sind. B: Cokulturen mit
Bakterien ohne F-Plasmid. Der Stern (*) markiert Kulturen mit Promotorinduktoren im Medium. Kulturen mit transformierten Bakterien zeigen meist einen groBeren prozentualen

Anteil iiberlebender Zellen. Die Bildung von Konjugationspili scheint keinen starken Einfluss zu haben.
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Die Bestimmung der Paromomycinsensitivitdt verschiedener Kulturen wurde mehrfach
durchgefiihrt. Da sich Zellzahlen und davon abhidngige GroBen schwer mitteln lassen,
wurde ein reprisentativer Versuchsdurchlauf zur Darstellung und Auswertung
ausgewdhlt. Eine Bestimmung iiber insgesamt mehr als vier Tage war nicht sinnvoll, da
bei Paromomycin, dhnlich wie bei vielen Aminoglykosidantibiotika, eine
physiologische Adaption der Mikroorganismen an das Antibiotikum stattfindet. Zudem
wird die Toxizitdt des Mediums durch lysierte Zellen immer hoher, sodass diese Effekte

zusitzlich die Zelldichte und Uberlebensrate beeintrichtigen.

Insgesamt sind die Titer von Tetrahymena pyriformis aus Cokulturen mit
transformierten Bakterien, unabhédngig ob mit oder ohne F-Plasmid, hoher als die der
axenischen Kultur oder Cokulturen mit untransformierten Bakterien, wobei die
Cokultur mit Escherichia coli XL1-blue in diesem Versuchsdurchlauf ungewdhnlich
hohe Zellzahlen bzw. Uberlebensraten aufweist. Auch die drastische Reduktion der
Zellzahlen in der axenischen Kultur und den Cokulturen mit Escherichia coli pNeo4

(induziert), pNeo4-DsRed mit und ohne Induktion ist eher untypisch.

Mit Ausnahme der Langzeitcokultur vermehrt sich Tetrahymena pyriformis in allen
Kulturen einen Tag nach der Uberfiihrung in das paromomycinhaltige Medium. Ab dem
Folgetag sinkt die Zelldichte in allen Kulturen, aufler der Cokultur mit F~ pBS-neoTet
mit einem Tag Verzogerung, mehr oder weniger drastisch ab, im Falle der axenischen
Kultur und den Cokulturen mit Escherichia coli pNeo4 (induziert), pNeo4-DsRed mit
und ohne Induktion sogar auf Null, ein fiir alle betroffenen Kulturen eher untypischer
Verlauf. Von Tag zwei zu Tag drei nach Uberfiihrung in paromomycinhaltiges Medium
steigen die Zellzahlen in der induzierten Langzeitcokultur sogar wieder leicht an, in der
nicht induzierten Langzeitcokultur ist die Reduktion der Zellzahl weniger drastisch.
Generell sind die Zellzahlen dennoch sehr unterschiedlich, da die Inokulationsdichten
der Kulturen stark variierten. Um dafiir zu korrigieren und den Vergleich etwas zu
vereinfachen, wurde der prozentuale Anteil {iberlebender Zellen im Verhiltnis zum
Vortag berechnet und dargestellt (Abb. 4-9). Die Kurvenverldufe dhneln denen mit
Zellzahlen, insgesamt liegen sie aber dichter beieinander. Tetrahymena pyriformis
vermehrt sich mit Ausnahme der Langzeitcokultur vom Tag der Inokulation auf den

Folgetag, aber zum zweiten Tag nimmt der prozentuale Anteil iiberlebender Zellen
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mehr oder weniger stark ab. Ausgenommen der axenischen Kultur sowie den
Cokulturen mit Escherichia coli pNeo4 (induziert), pNeo4-DsRed (induziert und nicht
induziert) und Escherichia coli F~ stabilisieren bzw. erhdhen sich die Uberlebensraten
von Tag zwei zu Tag drei. Letzteres trifft vor allem auf die induzierte Langzeitcokultur
sowie die Cokulturen mit Escherichia coli F- pNeo4-DsRed (induziert) und pEGFP-
Neo zu. Mit Ausnahme der Cokultur mit XL1-blue, die im gezeigten Versuch keinen
typischen Verlauf aufweist, dhnlich wie die Cokulturen mit Escherichia coli pNeo4
(induziert), pNeo4-DsRed (induziert und nicht induziert), aber ebenso der axenischen
Kultur, sind die Uberlebensraten von Tetrahymena pyriformis mit transformierten
Bakterien hoher als die der axenischen Kultur und der Cokultur mit Escherichia coli F .
Sie liegen am Ende des Versuchs etwa 5 bis 40 % iiber der axenischen Kultur bzw. den
Cokulturen mit untransformierten Bakterien. Dies deutet auf einen selektiven Vorteil

des Internalisierens der Bakterien mit Neomycinresistenzgen hin.

Neben der Uberlebensfihigkeit von Tetrahymena pyriformis wurde auch die
Lebendzellzahl von Escherichia coli bestimmt. Weil leider nur in etwa 30 % der
Versuche koloniebildende Bakterien nach dem Ausplattieren und Inokulieren gefunden
wurden, sind die Ergebnisse nicht reproduzierbar und nicht reprdsentativ. Anhand der
ermittelten minimalen Hemmstoffkonzentration ldsst sich nur mit Sicherheit sagen, dass
die sichtbaren Bakterienkolonien internalisierten Bakterien entstammen, da die externe
Antibiotikumkonzentration diese um ein Vielfaches iibersteigt. Eine mogliche Ursache
fiir diese Ergebnisse stellen physiologische Anderungen der internalisierten Bakterien
dar. Dies spiegelt auch die Beobachtung wider, dass die maximale Zahl der cfu/ml erst
nach zwei bis drei Tagen Bebriitung sichtbar war. Normalerweise teilt sich Escherichia
coli unter den gegeben Inokulationsbedingungen so schnell, dass nach Bebriitung iiber

Nacht jede koloniebildende Zelle gefunden werden kann.

Eine weitere Moglichkeit zur Detektion internalisierter Bakterien stellt die
Fluoreszenzmikroskopie dar. Da nicht alle Transformantenstimme fluoreszierende
Proteine exprimieren und zudem deren Fluoreszenz nach einiger Zeit der
Cokultivierung  nicht  zuverldssig  detektierbar war, wurden verschiedene

Fluoreszenzfarbstoffe zur Wiederfindung genutzt (Abb. 4-10 und 4-11).
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1 Tag 3 Tage

nach Paromomycinzugabe

Axenisch Cokultur

Abb. 4-10: Mikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis aus verschiedenen Kulturen nach
der Fiarbung mit dem Membranfarbstoff Nilrot. A bis D: Lichtmikroskopische Aufnahmen. E-H:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Die weilen Pfeile markieren vermutlich einzeln im Cytoplasma
vorliegende Bakterien. Diese mikroskopischen Aufnahmen entstanden wéhrend meiner Diplomarbeit.

MaBstab: 20 pm (modifiziert aus Siegmund et al., 2013).

Axenisch kultivierte Organismen fluoreszieren nach der Farbung mit Nilrot gleichmafBig
(Abb. 4-10 E); die Bereiche des Cytostoms, der einzelnen Nahrungsvakuole und des
Macronucleus fluoreszieren nicht. Nilrot scheint in diesem Fall nur die Zellmembran
von Tetrahymena pyriformis zu farben; in jedem Fall aber markiert der Farbstoff keine
Mitochondrien, die man aufgrund ihrer Groe und Form mit intrazelluldren Bakterien
verwechseln konnte. Im Individuum aus einer unbehandelten Cokultur mit Escherichia
coli sind neben der Plasmamembran ebenso die in den Nahrungsvakuolen befindlichen
Bakterien gefarbt (Abb.4-10 F). Die beiden Individuen aus den Cokulturen nach
Paromomycinzugabe zeigen sehr viele einzeln liegende und mit Nilrot gefdrbte
Bakterien (Abb. 4-10 G und H). Ob diese im Cytoplasma vorliegen oder doch in

Vakuolen ldsst sich am Abgleich mit den lichtmikroskopischen Aufnahmen nicht in
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jedem Fall zweifelsfrei sagen. Zudem ist die Anzahl der Bakterien in beiden Individuen
unterschiedlich. Einen Tag nach der Uberfiihrung zeigen sich mehr mit Nilrot gefirbte
Bakterien als nach drei Tagen. Dies deutet darauf hin, dass sich die Bakterienzahl pro
Zelle durch Teilung von Tetrahymena pyriformis verringert. Es ist unklar, ob
internalisierte Zellen von Escherichia coli weiterhin teilungsfahig sind oder deren

Teilungsrate unterhalb derer der Ciliaten liegt.

3 Tage
Axenisch Cokultur nach
Paromomycinzugabe

Abb. 4-11: Mikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis aus verschiedenen Kulturen nach
der Farbung mit dem DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff DAPI. A bis C: Lichtmikroskopische
Aufnahmen. D bis F: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Der weifle Pfeil markiert vermutlich
einzeln im Cytoplasma vorliegende Bakterien. Diese mikroskopischen Aufnahmen entstanden wahrend

meiner Diplomarbeit. Maf3stab: 20 pym (modifiziert aus Siegmund et al., 2013).

Vergleichbare Ergebnisse erzielt man nach der Farbung mit dem DNA-spezifischen
Farbstoff DAPI. In axenisch kultivierten Organismen féarbt er ausschlieBlich den

Macronucleus (Abb. 4-11 D). Beim Individuum aus einer unbehandelten Cokultur mit
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Escherichia coli sind zudem innerhalb von Nahrungsvakuolen befindliche Bakterien mit
DAPI sichtbar (Abb. 4-11 B). Bei Tetrahymena pyriformis aus der Cokultur mit
Escherichia coli drei Tage nach Zugabe von Paromomycin sind neben mit Vakuolen
assoziierten Bakterien oder deren DNA auch einzelne, vermutlich nicht innerhalb einer
Vakuole liegende Bakterien sichtbar, wie sich aus dem Vergleich licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen zeigt (Abb. 4-11 C und F). Fiir beide
Firbetechniken gilt, dass detektierte Bakterien vermutlich bereits vor der Uberfiihrung
in Medium mit Paromomycin internalisiert wurden, da externe Bakterien als Folge der

sehr hohen Konzentration des Antibiotikums zuverldssig und schnell lysieren.

Eine zusitzliche Moglichkeit zur Wiederfindung internalisierter Bakterien stellt die
Detektion ihrer DNA mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit anschlieBender
Gelelektrophorese zur Trennung und Visualisierung der erhaltenen Amplifikate dar. Um
externe, im Medium befindliche DNA lysierter Zellen oder Bakterien zu entfernen,
wurden die Proben vor der Zentrifugation mit DNase I behandelt (siche Kapitel 3.11).
Beim Vergleich des so erhaltenen Kulturiiberstands und dem aufgeschlossenen
Zellniederschlag zeigt sich, dass detektierte DNA ausschlieBlich aus dem Zellinneren
stammt (Abb. 4-12).

A B
bp 12 341 2 3 4

Abb. 4-12: Dokumentation der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proben aus Zellniederschlag (A) und
Kulturiiberstand (B) nach DNase I Behandlung am Beispiel der Cokultur aus Tetrahymena pyriformis und
Escherichia coli pNeo4 zwei Tage nach Applikation von 500 pg/ml Paromomycin. Im Kulturiiberstand
konnte im Gegensatz zum Zellniederschlag kein Amplifikat gefunden werden. bp: GroBenreferenz. 1:

Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das Phosphoglyceratkinase-Gen aus Tetrahymena pyriformis
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(kerncodiert). 2: Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das Cytochrom-Oxidase-I-Gen aus Tetrahymena
pyriformis (mitochondriales Gen). 3: Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das plasmidcodierte b/a-Gen aus
Escherichia coli. 4. Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das plasmidcodierte Gen Neo4 aus Escherichia

coli (aus Siegmund et al., 2013).

Mit der DNase-Behandlung ist also sichergestellt, dass positive PCR-Signale
ausschlieBlich mit intrazelluldrer DNA erhalten werden. Bakterielle DNA ldsst sich bis
zu 14 Tage nach Kultivierung in paromomycinhaltigem Medium nachweisen (Abb. 4-
13). Innerhalb der 14 Tage wurden die Kulturen einmal in frisches,

paromomycinhaltiges Medium {ibertragen, um toxische Effekte lysierter Zellen auf die

intakten Zellen zu vermeiden.

kb1 2 3 4

1,0
0,5
0,23

Abb. 4-13: Dokumentation der gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Proben am Beispiel der Cokultur
aus Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli pNeo4 14 Tage nach Kultivierung in Medium mit 500
pg/ml Paromomycin. Alle Gene konnten mit der PCR detektiert werden. kb: GroBenreferenz in
Kilobasenpaaren. 1: Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das Phosphoglyceratkinase-Gen aus Tetrahymena
pyriformis (kerncodiert). 2: Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das Cytochrom-Oxidase-I-Gen aus
Tetrahymena pyriformis (mitochondriales Gen). 3: Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das
plasmidcodierte bla-Gen aus Escherichia coli. 4: Amplifikat mit dem Primerpaar fiir das plasmidcodierte

Gen Neo4 aus Escherichia coli (modifiziert aus Siegmund et al., 2013).
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4 Ergebnisse und Auswertung

Der Nachweis bakterieller DNA nach 14 Tagen der Kultivierung in
paromomycinhaltigem Medium deutet mindestens auf die Persistenz von Escherichia
coli in Tetrahymena pyriformis hin. Dieses Ergebnis konnte mit allen Transformanten
bestdtigt werden. Diese Beobachtung ist bemerkenswert, da iiber 14 Tage keine
externen Bakterien zugefiihrt wurden. Zwar ldsst die Intensitit der erhaltenen
bakteriellen PCR-Signale im Vergleich zu denen mit Tetrahymena pyriformis etwas
nach, dennoch scheinen die Bakterien sich auch innerhalb des Ciliaten, wenngleich auch
sehr langsamen, teilen zu konnen, da sie ansonsten nach der langen Kultivierungszeit
und anhaltender Zellteilung von Tetrahymena pyriformis vermutlich nicht mehr

nachweisbar wiren.

Insgesamt betrachtet, scheint die Cokultivierung von Tetrahymena pyriformis und
Escherichia coli unter den selektiv gewdhlten Bedingungen die andauernde

Internalisierung, also folglich eine Endosymbiose, zu befordern.
4.3 Verfiitterung synthetischer Mikropartikel an Tetrahymena pyriformis

Da sich die gezielte, genetisch bedingte Oberflaichenmanipulation von Escherichia coli
als schwierig erwies, aber auch gezeigt ist, dass Zelloberfldchen in die Erkennung von
Symbiont und Wirt involviert sind, wurde der Einfluss verschiedener definierter
Oberfldchen zunichst anhand synthetisch hergestellter Mikropartikel auf der Basis von
Rinderserumalbumin untersucht. Dabei musste zunidchst festgestellt werden, ob diese

Partikel von Tetrahymena pyriformis als potentielle Nahrung wahrgenommen wurden.
4.3.1 Eignung synthetischer Mikropartikel als Nahrungsquelle

Die Mikropartikel ohne Oberflichenmodifikationen wurden von Tetrahymena

pyriformis ingestiert und verdaut (Abb. 4-14 und 4-15).
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20 pm

Abb. 4-14: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Fiitterung mit FITC-gefarbten Mikropartikeln. a und b: 30 min. ¢ und
d: 1 h. eund f: 2 h. g und h: 5 h. Der Nahrungsvakuolendurchmesser sowie die Intensitit der Fluoreszenz
verringern sich mit der Zeit. Die weillen Pfeile markieren neu gebildete Nahrungsvakuolen, die im
Vergleich zu élteren grofler sind. Die Fluoreszenzintensitdt der frisch ingestierten Partikel ist zudem
hoher. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden von Hendrike Diirichen angefertigt. CS: Cytostom (aus

Diirichen et al., 2016).

Tetrahymena pyriformis ingestiert die synthetischen Mikropartikel. Eine halbe Stunde
nach der Fiitterung finden sich mit Partikeln gefiillte Nahrungsvakuolen. Sie sind iiber
die gesamte Zelle verteilt (Abb. 4-14 a und b), ein Indikator fiir die Verdauung, da
Vakuolen innerhalb dieses Prozesses posterior transportiert werden. Der
Vakuolendurchmesser von 5,5 pm entspricht der Grof8e der angebotenen Partikel, die
unregelméfig geformt erscheinen. Die Fluoreszenzintensitdt ist in cytostomnahen,
jingeren Vakuolen und den élteren noch in etwa gleich. Eine halbe Stunde spéter ist der
Durchmesser alterer Vakuolen bereits auf etwa 3,6 pm geschrumpft (Abb. 4-14 ¢ und
d), die Partikel wirken zudem kompakter und gleichméBiger geformt, die Intensitdt der
Fluoreszenz ist allerdings noch anndhernd gleich in jungen und alten Vakuolen. Die
Verkleinerung des Vakuolendurchmessers stellt einen zusétzlichen Indikator fiir die
Verdauung der Mikropartikel dar (Miiller et al., 1965; Nilsson, 1977). Zwei Stunden
nach der Fiitterung finden sich nach wie vor Nahrungsvakuolen iiber die gesamte Zelle
verteilt (Abb. 4-14 e und f), ein Indiz fiir anhaltende Ingestion. Der Durchmesser élterer
Vakuolen ist zudem auf etwa 3,3 um geschrumpft. Verglichen mit der neu gebildeten
Nahrungsvakuole am Cytostom, die im Durchmesser der Partikelgrofe entspricht, lasst
die Fluoreszenzintensitiat in den &lteren, kleineren Vakuolen nach. Der Unterschied

zwischen neu gebildeten und &lteren Nahrungsvakuolen wird fiinf Stunden nach der
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Fiitterung noch deutlicher (Abb. 4-14 g und h). Altere Vakuolen haben nur noch einen
Durchmesser von 2,3 um. Die Fluoreszenzintensitét der Partikel ist deutlich schwécher
als die des Partikels, der neu ingestiert wurde. Sowohl die verminderte Fluoreszenz als
auch die Verkleinerung des Vakuolendurchmessers sind deutliche Indikatoren fiir die

Verdauung der Mikropartikel.

Ein weiterer Hinweis auf die Verdauung stellt das Ansduern der Nahrungsvakuolen dar.
Hierzu wurden einerseits Tetrahymena pyriformis Zellen, andererseits die Mikropartikel

mit dem pH-Indikatorfarbstoff Neutralrot gefirbt (Abb. 4-15).

Abb. 4-15: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der Filitterung mit
neutralrotgefarbten Mikropartikeln (a und b) bzw. gefarbt mit Neutralrot nach der Fiitterung mit
Mikropartikeln (¢ und d). Die roten und schwarzen Pfeile markieren Vakuolen mit dem typischen Farbumschlag
nach Dunkelrot in saurem Milieu. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden von Hendrike Diirichen angefertirgt.CS

= Cytostom (aus Diirichen et al., 2016).

Sowohl die Verfiitterung mit neutralrotgefdrbten Mikropartikeln, als auch die Farbung
von Tetrahymena pyriformis nach der Fiitterung mit Mikropartikeln zeigen den
deutlichen Farbumschlag nach Dunkelrot und somit das Ansduern der

Nahrungsvakuolen. Wihrend neu gebildete oder &ltere, kurz vor der Egestion
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befindliche Nahrungsvakuolen eher hellrosa sind, sind im Verdauungsprozess
befindliche kirschrot. Das Ansduern der Nahrungsvakuolen ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Fusion mit Lysosomen und zudem nétig, um optimale
Bedingungen fiir die Verdauungsenzyme zu schaffen (Nilsson, 1977). Zudem zeigen
nur Nahrungsvakuolen mit verdaubarem Inhalt eine erhohte Aktivitit der sauren

Phosphatase (Ricketts, 1971a).

Eine weitere Moglichkeit zur Priifung der Eignung als potentielle Nahrung ist die
Erstellung von Wachstumskurven unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen (Abb.

4-16 und 4-17).
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Wachstumskurven von Tetfrahymenapyriformisunter verschiedenen Kulturbedingungen
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Abb. 4-16: Darstellung der Messpunkte mehrerer Wachstumskurven von Tetrahymena pyriformis unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen. Die Messung der Kulturen in PPY
mit Mikropartikeln musste aufgrund von Kontaminationen nach 84 h abgebrochen werden. Bis auf die Kulturen mit Mikropartikeln im Puffer weist Tetrahymena pyriformis dhnliche

Wachstumsraten auf. Die Datenerhebung wurde zusammen mit Hendrike Diirichen durchgefiihrt. Der Stern (*) markiert die Schiittelkulturen.
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Regression der Wachstumskurven von Tetrahymenapyriformis

10
] —Axenisch* v =0,0004e0.0382
——Mit Bakterien* v =0,0073e00403x
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Abb. 4 -17: Semilogarithmische Darstellung der Wachstumskurven von Tetrahymena pyriformis unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen. In der Regression wird der der
Einfluss unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen deutlicher. Vor allem die Kulturen in Puffer wachsen deutlich langsamer. Angezeigt sind nur die von Excel kalkulierten
Regressionsgeraden. Die Funktionsgleichungen befinden sich in der Legende. Die Datenerhebung wurde zusammen mit Hendrike Diirichen durchgefiihrt. Der Stern (*) markiert die

Schiittelkulturen.
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Zum Erstellen der Wachstumskurven wurden alle 60 min Proben entnommen und die
Zelldichte photometrisch bestimmt. Die Kulturen wurden bei Raumtemperatur entweder
unter Agitation (Schiittelkulturen) oder stehend inkubiert. Zum Vergleich wurden eine
axenische Tetrahymena pyriformis Kultur in PPY und eine zusétzlich mit Bakterien
gefiitterte Kultur von Tetrahymena pyriformis mitgefiihrt. Einerseits wurde der Einfluss
der Partikel im Medium iiberpriift (Kulturen mit Mikropartikeln in PPY), andererseits
die Eignung der Partikel als einzige Nahrungsquelle (Kulturen in Phosphatpuffer mit
Mikropartikeln). Die Messung der Kulturen mit Partikeln im Medium musste aufgrund

von Kontaminationen nach 84 Stunden beendet werden.

Aus den Regressionsgeraden wird ersichtlich, dass alle Schiittelkulturen kiirzere
Generationszeiten als deren korrespondierenden Standkulturen aufweisen. Dies ist zum
einen in der besseren Sauerstoffversorgung unter Agitation begriindet, andererseits
bewirkt das Schiitteln im Falle der Kulturen mit Mikropartikeln deren Aufwirbeln. In
Standkulturen sinken sie zu Boden und sind somit fiir Tetrahymena pyriformis schwerer
zuginglich. Anhand der Graphen und dank halblogarithmischer Darstellung lassen sich
ebenso die Verdopplungs- bzw. Generationszeiten der verschiedenen Tetrahymena
pyriformis Kulturen ablesen. Die Generationszeit der axenischen Kultur betrigt 18
Stunden unter stindigem Schiitteln und 19 Stunden bei ruhender Kultivierung. Die
Zugabe von Escherichia coli ins Medium fiithrt zu einer Verkiirzung auf 17 Stunden fiir
beide Kulturen. Die Beigabe von Mikropartikeln in PPY verkiirzt die Teilungszeit sogar
nochmals auf 14 (Schiittelkultur) und 15 Stunden (Standkultur). Die Zugabe
partikuldren Materials zum Medium stimuliert die Bildung von Nahrungsvakuolen
zusdtzlich, sodass nebem den =zusitzlichen Nahrungsquellen (Bakterien oder
Mikropartikel) passiv. mehr Medium aufgenommen wird, das von Tetrahymena
pyriformis verwertet werden kann und folglich zu héheren Teilungsraten fiihrt. Eine
drastische Erh6hung der Generationszeit zeigt sich, wenn Tetrahymena pyriformis mit
Mikropartikeln in Puffer kultiviert wird. Eine Teilung findet durchschnittlich erst nach
49,5 (Schiittelkultur) oder 54,5 Stunden statt. Um auszuschlieBen, dass diversere
Auxotrophien (Holz, 1973) die Ursache fiir diese sehr langsamen Teilungsraten ist,
wurde TUber einen Zeitraum von zehn Tagen die Zellzahl unterschiedlich
supplementierter Tetrahymena pyriformis Kulturen in Puffer mit Mikropartikeln

bestimmt (Abb. 4-18).
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Zellzahl/ml von Tetrahymena pyriformis in verschiedenen Kulturen
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Abb. 4-18: Semilogarithmische Darstellung der Entwicklung des Titers von Tetrahymena pyriformis aus verschiedenen Kulturen iiber die Zeit. Die Graphen sind von Excel
interpoliert. Zum Vergleich wurden axenische Kulturen sowie Kulturen mit Partikeln in PPY mitgefiihrt. Der Stern (*) markiert Kulturen, die unter Agitation inkubiert wurden. Die

Supplementierung mit verschiedenen Stoffen beeinflusst die Wachstumsrate von Tetrahymena pyriformis nicht.
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Samtliche Kulturen wurden mit derselben Ausgangshungerkultur von Tetrahymena
pyriformis beimpft. Zum Vergleich mit normalem Wachstum wurden eine axenische
Kultur in PPY sowie eine Kultur mit PPY und Mikropartikeln mitgefiihrt. Diese
Vergleichskulturen zeigen die typische Wachstumsrate. Dabei wachsen die zusétzlich
mit Mikropartikeln gefiitterten Organismen, dhnlich wie bei der Wachstumskurve
beobachtet, schneller als die axenischen, auch die Agitation wihrend der Kultivierung
bewirkt schnelleres Wachstum. Die schneller wachsenden Kulturen sterben auch eher
ab. Sieben bis acht Tage entsprechen in etwa der typischen Lebensdauer einer
axenischen Kultur in 25 ml PPY in 100 ml Erlenmeyerkolben, sodass diese

Beobachtung nicht ungew6hnlich ist.

Der Vergleich der Kulturen in Puffer mit Mikropartikeln und verschiedenen
Supplementen zeigt, dass letztere keinen Einfluss auf die Wachstumsrate von
Tetrahymena pyriformis haben, da die Zellzahlen in allen Kulturen anndhernd gleich
sind, um die urspriingliche Zelldichte bei der Inokulation schwanken und bis zum
Absterben der Kulturen bzw. Beendigung des Versuchs diese Zelldichte erhalten. Dies
spricht dafiir, dass in etwa gleich viele Zellen sterben wie durch Teilung entstehen. Die
Teilung der Organismen konnte mikroskopisch wihrend des Zdhlvorgangs beobachtet
werden. Die niedrige Wachstumsrate von Tetrahymena pyriformis in Puffer mit
Mikropartikeln ist also vermutlich eher mit der de novo Synthese zu begriinden als mit
dem Fehlen essentieller Néhrstoffe, da einerseits die Supplementierung nicht zu
schnellerem Wachstum fiihrt, andererseits die Ciliaten auf Basis der Mikropartikel als

einzige Nahrungsquelle fiir fiinf bis zehn Tage iiberleben kdnnen.

Zusammenfassend konnen die synthetisch hergestellten Mikropartikel durchaus als
geeignetes Mittel zur Untersuchung des Ingestions- und Verdauungsverhaltens bei
Tetrahymena pyriformis betrachtet werden, da sie vom Ciliaten aufgenommen und
verdaut werden. Zudem sind sie aufgrund ihrer GréBe von etwa 5 pm sowie der
vereinfachten Farbbarkeit gut zu visualisieren. AuBBerdem konnen ihre Oberflichen
chemisch so manipuliert werden, dass sie definierte biophysikalische und biochemische

Eigenschaften aufweisen.

92



4 Ergebnisse und Auswertung

4.3.2 Einfluss der Oberflicheneigenschaften synthetischer Mikropartikel

Zur Uberpriifung definierter Oberflicheneigenschaften wurden unterschiedliche
Substanzen kovalent an die Mikropartikel gebunden und im Blindversuch im Hinblick

auf die Ingestionseigenschaften mikroskopisch untersucht (Abb. 4-19).

Abb. 4-19: Licht- und fluoreszenzmikroskopische [rekolorierte Mischbilder der Emission mit FITC
(griin) und Nilrot (rot)] Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der Fiitterung mit unterschiedlich
modifizierten Mikropartikeln. a und b (Mischbild aus licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme
bei FITC-Emission): Mikropartikel mit zusétzlichem Rinderserumalbumin. ¢ und d: Kontrollpartikel, die
den chemischen Kopplungsprozess ohne Ligandenbindung durchliefen. e bis h: Kontrollpartikel ohne
Behandlung (entsprechen den normalen Mikropartikeln). i und j: Partikel mit Glucoronidase. k und I:
Partikel mit Pepsin. m und n: Partikel mit Trypsin. o und p: Partikel mit Lysin. q und r: Partikel mit
Isoleucin. s und t: Partikel mit Phenylalanin. Mit der Ausnahme der Partikel mit zusdtzlichem
Rinderserumalbumin, die nicht gefarbt werden konnten, zeigt die Nilrotfarbung, dass die aufgenommenen
Partikel in Nahrungsvakuolen liegen, da sich die Fluoreszenzsignale iiberlappen (weifle Pfeile). Mit
Aminosduren gekoppelte Partikel werden quantitativ weniger ingestiert. Die mikroskopischen
Aufnahmen wurden von Hendrike Diirichen angefertigt. CS = Cytostom. Mafstab: 20 um (aus Diirichen
etal., 2016).

Zusitzlich zu den mikroskopischen Aufnahmen wurde die Ingestion der verschiedenen
Mikropartikel durch Zéhlung der partikelenthaltenden Vakuolen zufillig ausgewéhlter

Individuen von Tetrahymena pyriformis quantifiziert (Abb. 4-20).
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Partikelenthaltende Nahrungsvakuolen/Tetrahymena pyriformis
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Abb. 4-20: Anzahl der mit Partikeln gefiillten Nahrungsvakuolen pro Individuum (VPI) von Tetrahymena
pyriformis. Als Vergleichswert flir die VPI dienen die unbehandelten Mikropartikel. Die Kontrolle mit
behandelten Mikropartikeln ohne Zugabe eines Liganden zeigt, dass der Kopplungsprozess selbst die
Ingestion nicht beeinflusst. Wahrend vor allem die kovalente Bindung von zusitzlichem
Rinderserumalbumin und Glucoronidase die Ingestion stark erhéhen, sinkt die Aufnahmerate mit
gebundenen Aminosduren drastisch. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichung. Die

Zahlen am unteren Ende der Balken entsprechen der jeweiligen Stichprobengrofle.

Als Normalwert fiir die Ingestion der Mikropartikel dienten unbehandelte Mikropartikel
(Abb. 4-19 e bis h). Im Schnitt enthielt Tetrahymena pyriformis 6,3 mit Partikeln
gefiillte Nahrungsvakuolen pro Individuum (VPI). Wéhrend der Verdauung dieser
Partikel fiel nichts Ungewdhnliches auf. Der chemische Kopplungsprozess mit dem
Carbodiimid hat keinen Einfluss auf die Ingestion (Abb. 4-19 ¢ und d). Die Partikel, die
den Kopplungsprozess zwar durchliefen, aber an die kein Ligand gebunden wurde,
wurden mit gleicher Haufigkeit wie die unbehandelten Partikel ingestiert (6,3 VPI). Die
Verdauung war ebensowenig beeintrichtigt. Die hochste Aufnahmerate zeigten Partikel,
an deren Oberfldche zusétzliches Rinderserumalbumin gebunden war (Abb. 4-19 a und
b). Mit 13,1 VPI wurden diese am besten im Vergleich zu anderen modifizierten
Partikeln aufgenommen, obwohl sie durch das zusétzliche Protein etwas grofler sind.
Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die Maskierung der Polymethacrylatmatrix, die die
synthetischen Mikropartikel stabilisiert. Auflerdem konnte das zusitzlich gebundene

Rinderserumalbumin einen weiteren Anreiz fiir die Ingestion darstellen. Warum diese
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Proben nicht mit Nilrot anfarbbar waren, bleibt unklar. Eine mogliche Erklarung ist die
schnelle cytoplasmatische Bewegung, die nach der Ingestion und wéhrend der
Verdauung dieser Partikel beobachtet wurde und in relativ ziigiger Egestion resultierte.
Neben den Partikeln mit zusétzlich gebundenem Rinderserumalbumin wurden auch
Partikel mit gekoppelter Glucoronidase in sehr hoher Anzahl ingestiert (13 VPI; Abb. 4-
19 1 und j). Auch mit diesen Partikeln war die Férbung mit Nilrot erschwert, der
Verdauungsprozess selbst schien jedoch nicht beeintrichtigt zu sein. Verglichen mit
unbehandelten Mikropartikeln wurden Partikel mit den Enzymen Pepsin (7,6 VPI; Abb.
4-19 k und 1) und Trypsin (5,5 VPI; Abb. 4-19 m und n) zu normalen Raten
aufgenommen. Die einzige Auffilligkeit in diesen Versuchen stellt die etwas schnellere
Zelllyse von Tetrahymena pyriformis nach der Fiitterung mit Pepsinpartikeln dar. Mit
Trypsinpartikeln  konnten  keine  Besonderheiten oder Abweichungen im
Verdauungsprozess festgestellt werden. Eine drastische Reduktion der Ingestion zeigt
sich bei Partikeln, die mit Aminosduren gekoppelt sind. Im Durchschnitt enthielt
Tetrahymena pyriformis nur 2,2 VPI nach der Fiitterung mit Lysinpartikeln (Abb. 4-19
o und p). Partikel, die mit der hydrophoben und basischen Aminosiure gekoppelt
waren, fiihrten nach der Ingestion zu schnellem cytoplasmatischen Fluss. Auch solche
Partikel, die mit der unpolaren, hydrophoben Aminosiure Isoleucin dekoriert waren,
wurden nur sehr spérlich aufgenommen (2,3 VPI; Abb. 4-19 q und r). Nach der
Ingestion wurden Nahrungsvakuolen mit Partikeln zudem sehr schnell wieder entleert.
Eine Ausnahme innerhalb der Aminosduren stellen Partikel mit der aromatischen,
hydrophoben Aminosdure Phenylalanin dar, die mit anndhernd normaler Quantitit von
Tetrahymena pyriformis aufgenomen wurden (4,95 VPI; Abb. 4-19 s und t). Einige

partikelenthaltende Vakuolen wurden sehr schnell durch den Organismus transportiert.

Die definierten Oberflicheneigenschaften der chemisch modifizierten Mikropartikel
haben sowohl auf die Ingestion als auch die Verdauung von Tetrahymena pyriformis

einen recht erheblichen Einfluss.

4.4 Einfluss bakterieller Oberflachen

Resultierend aus den Beobachtungen mit chemisch modifizierten Mikropartikeln, aber
auch aus Studien bereits bestehender Endosymbiosen oder Interaktionen mit pathogenen

Mikroorganismen (siehe FEinfiihrung) zeigt sich ein deutlicher Einfluss von
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Oberfldcheneigenschaften auf das Erkennen und die Kommunikation zwischen beiden
Partnern. Da Mikropartikel nicht lebendig sind und somit nicht aktiv aus
Nahrungsvakuolen entkommen konnen, sollte der Einfluss bakterieller Oberflichen
anhand des von uns gewidhlten Modells der Interaktion zwischen Tetrahymena
pyriformis und Escherichia coli untersucht werden. Einerseits wurde versucht,
definierte Oberflichenmutanten des Bakteriums zu erzeugen, was aber nur im Fall der
Konjugationspili erfolgreich war. Um dennoch die Effekte verschiedener Oberflachen
auf die Ingestion, Verdauung und auch das Entkommen aus Nahrungsvakuolen
studieren zu konnen, wurde zusitzlich das Verfahren der chemischen Modifikation
angepasst, sodass Escherichia coli diesen Prozess in hinreichender Anzahl iiberlebt

(siche Kapitel 3.8).

4.4.1 Einfluss der Sex-Pili von Escherichia coli auf das Entkommen aus

Nahrungsvakuolen

Zur Untersuchung des Einflusses der Konjugationspili wurde Tetrahymena pyriformis
mit drei verschiedenen Stimmen von Escherichia coli gefiittert. Einer enthielt das F-
Plasmid, das zur Bildung von Konjugationspili beféhigt, ein weiterer wurde von diesem
Plasmid kuriert und der letzte mit diesem reinfiziert. Im Anschluss an die Fiitterung
wurden die Kulturen bei 10 °C inkubiert. Bei niedrigen Temperaturen &ndert sich die
Lipidkomposition der Nahrungsvakuolenmembranen, um deren Fluiditidt zu erhalten
(Wunderlich et al., 1973; Nozawa und Kasai, 1978). Nach 16 Stunden ist dieser Prozess
abgeschlossen und die Ciliaten beginnen erneut mit der Nahrungsaufnahme. Wenn diese
dann wieder erwdrmt werden, sollte durch die erhohte Membranfluiditit das
Entkommen aus Nahrungsvakuolen fiir Bakterien leichter sein und somit die
Beobachtung des Einflusses der Sex-Pili vereinfacht werden. Vor der Inkubation bei
10 °C wurden alle Kulturen mikroskopisch untersucht, um die Ingestion der Bakterien

sicherzustellen (Abb. 4-21).
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Abb. 4-21: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli mit F-Plasmid (A bis C), ohne F-Plasmid (E bis F) und nach Reinfektion
mit dem F-Plasmid (G bis I). Obere Reihe: Lichtmikroskopische Aufnahmen. Mittlere Reihe:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Emission DsRed). Untere Reihe: Koloriertes Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Alle Bakterien wurden in groBer Anzahl ingestiert. Cs:

Cytostom. Mal3stab: 20 pum.

Die mikroskopischen Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der Fiitterung mit
den verschiedenen Bakterienstimmen zeigen, dass diese mit gleich hoher Quantitét
ingestiert wurden. Die Kulturen wurden im Anschluss fiir mindestens 16 Stunden bei
10 °C inkubiert, um zu gewdhrleisten, dass der Ingestionsprozess wieder aufgenommen
wurde. Die Kulturen wurden wihrend des Kiihlens mikroskopiert. Da Escherichia coli
zu diesem Zeitpunkt nicht mehr fluoresziert, wurden die Proben mit DAPI geférbt (Abb.
4-22).
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Abb. 4-22: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis wahrend der
Inkubation bei 10 °C nach der Fiitterung mit Escherichia coli mit F-Plasmid (A bis C), ohne F-Plasmid (E
bis F) und nach Reinfektion mit dem F-Plasmid (G bis I). Obere Reihe: Lichtmikroskopische Aufnahmen.
Mittlere Reihe: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Emission DAPI). Untere Reihe: Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die Bakterien wurden bereits wieder ingestiert,

zwischen den Staimmen fallen keine Unterschiede auf. Cs: Cytostom. MafBstab: 20 pum.

Zwischen den verschiedenen Bakterienstimmen fallen wihrend der Kiihlung keine
Unterschiede auf. Tetrahymena pyriformis hat den Prozess des Integrierens fluiderer
Lipide abgeschlossen und die Nahrungsaufnahme wieder aufgenommen. Im Anschluss
wurden die Kulturen fiir etwa 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie
mikroskopiert wurden, um die Effekte erhohter Membranfluiditit beobachten zu

konnen. Auch diese Kulturen wurden mit DAPI gefédrbt (Abb. 4-23).

-0O8 -



4 Ergebnisse und Auswertung

Cs

Abb. 4-23: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach dem
Erwérmen auf Raumtemperatur nach der Fiitterung mit Escherichia coli mit F-Plasmid (A bis C), ohne F-
Plasmid (E bis F) und nach Reinfektion mit dem F-Plasmid (G bis I). Obere Reihe: Lichtmikroskopische
Aufnahmen. Mittlere Reihe: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Emission DAPI). Untere Reihe:
Mischbild aus licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Wahrend in der Kultur mit Escherichia
coli ohne F-Plasmid alle Bakterien innerhalb von Nahrungsvakuolen liegen, sind bei bei den Proben mit

F-Plasmid einzelne Bakterien im Cytoplasma sichtbar (weille Pfeile). Cs: Cytostom. MaBstab: 20 um.

Nach dem Erwiarmen auf Raumtemperatur zeigen sich Unterschiede zwischen den
verschiedenen Kulturansitzen. Wie erwartet, fithrt die erhohte Membranfluiditit dazu,
dass Bakterien héufiger aus den Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis
entkommen konnen. Dabei haben die Escherichia coli Stimme mit Befdhigung zur
Bildung von Konjugationspili einen Vorteil gegeniiber dem Stamm ohne F-Plasmid.

Wihrend nach der Fiitterung mit konjugationsfahigen Stammen einzelne Bakterien im
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Cytoplasma von Tetrahymena pyriformis sichtbar sind, sind beim F-Stamm alle
Bakterien innerhalb von Nahrungsvakuolen zu finden. Somit sind die Pili am

Entkommen aus Nahrungsvakuolen beteiligt.
4.4.2 Einfluss chemisch modifizierter, definierter Bakterienoberflichen

Zur Untersuchung des Einflusses definierter Oberflichen wurde das chemische
Kopplungsverfahren fiir Mikropartikel so angepasst, dass Escherichia coli in
hinreichender Anzahl lebensfahig bleibt. Dies wurde iiber Ausplattieren und Ermittlung
der Lebendzellzahl tiberpriift (siche Kapitel 3.8). Die Kopplungsreaktion selbst kann
mit dem Fluoreszenzfarbstoff 7-Amino-4-methyl-3-cumarinylacetat sichtbar gemacht

werden (AMCA; Abb. 1-5).

Abb. 4-24: Aufnahmen von Escherichia coli nach der Kopplung mit dem Fluoreszenzfarbstoff AMCA.
A: Makroskopische Aufnahme nach der Kopplung. Der Pfeil markiert die Reaktion, der das
Kopplungsreagenz EDAC zugesetzt wurde. Diese zeigt einen deutlichen Farbumschlag im Vergleich zur
Probe ohne EDAC. B: Lichtmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli nach der Kopplung mit
AMCA. C: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission: AMCA). D: Gefarbtes Mischbild aus licht-
und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme (Emission: AMCA). F: Geféarbtes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme (Emission: DsRed). Mafistab: 20 um (modifiziert aus Siegmund
und Wostemeyer, 2016).
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Die Aufnahmen mit dem Farbstoff AMCA zeigen deutlich, dass die kovalente Bindung
verschiedener Substanzen, die Carboxyl- oder Aminogruppen tragen, auch mit
Bakterienoberflachen funktioniert, da der Farbstoff erst dann fluoresziert, wenn er tiber
eine Peptidbindung kovalent an eine andere Substanz gebunden ist. Bakterien, denen
kein Kopplungsreagenz zugegeben wurde, fluoreszierten nicht im Emissionsbereich des
Farbstoffs. Der Farbstoff diente einzig als Nachweis fiir die erfolgreiche
Kopplungsreaktion, da fiir diese Arbeiten die rot fluoreszierenden Transformanten von
Escherichia coli verwendet wurden. Nach der Modifikation wurden die Bakterien an
synchronisierte Hungerkulturen von Tetrahymena pyriformis verfuttert und der Einfluss
verschiedener Oberflaichen auf Ingestion und Verdauung des Ciliaten sowohl
fluoreszenz- als auch transmissionselektronenmikroskopisch untersucht. Als Kontrollen
wurden zum einen eine unbehandelte Ubernachtkultur von Escherichia coli, zum
anderen eine wie modifizierte Bakterien behandelte Kultur ohne Ligandenzugabe

angeboten.

Die Ubernachtkultur wurde von Tetrahymena pyriformis ingestiert und im Regelfall

traten keine UnregelméBigkeiten wihrend der Verdauung auf (Abb. 4-25).

Abb. 4-25: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit einer unbehandelten Ubernachtkultur von Escherichia coli. A: Lichtmikroskopische
Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die Bakterien werden verdaut, wie die nachlassende
Fluoreszenzintensitdt in é&lteren Nahrungsvakuolen zeigt (weiler Pfeil). Cs: Cytostom. MN:

Macronucleus. Maf3stab: 20 um.
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Die in groBler Zahl ingestierten Bakterien wurden von Tetrahymena pyriformis verdaut,
wie die Verkleinerung des Nahrungsvakuolendurchmessers und die sinkende
Fluoreszenzintensitit in &dlteren Nahrungsvakuolen zeigen. Diese Beobachtung beruht
darauf, dass das DsRed-Protein gleichsam mit den Bakterien verdaut wird. Ahnliche

Ergebnisse erhilt man nach der Verfiitterung der Kontrollbakterien (Abb. 4-26).

Abb. 4-26: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit der Kontrollkultur von Escherichia coli. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die Bakterien werden verdaut, wie die nachlassende

Fluoreszenzintensitit in dlteren Nahrungsvakuolen zeigt (weiler Pfeil). Cs: Cytostom. Maf3stab: 20 pm.

Die Kontrollbakterien wurden ebenso wie die Ubernachtkultur in hoher Anzahl
ingestiert. Auch in diesem Fall zeigen der verkleinerte Vakuolendurchmesser und die
nachlassende Fluoreszenz die Verdauung der Bakterien an. Fiir Vergleiche auf
ultrastruktureller Ebene wurde eine Kultur aus Tetrahymena pyriformis und der
Kontrolle von Escherichia coli firr die Transmissionselektronenmikroskopie eingebettet

und untersucht (Abb. 4-27).
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1 pm ‘

Abb. 4-27: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei
Stunden nach der Fiitterung mit Escherichia coli (Kontrolle). Die Nahrungsvakuolen zeigen
unterschiedliche Verdauungsstadien. Der Pfeil markiert Futterbakterien innerhalb von Nahrungsvakuolen.
Cs: Cytostom. Ma: Macronucleus. Mi: Mitochondrium. Mu: Mucocysten. Nv: Nahrungsvakuolen. Ve:

Vesikel.

Die Aufnahmen zeigen neben den iiblichen Zellbestandteilen Nahrungsvakuolen, die
sich in verschiedenen Verdauungsstadien befinden. Unter anderem ist eine junge
Nahrungsvakuole sichtbar (Abb. 4-27 A). Sie entspricht dem ersten Stadium, in dem
aufgenommene Bakterien eher locker in den Nahrungsvakuolen liegen (Nilsson, 1987).
In diesem Fall ist allerdings nur ein Bakterium sichtbar. Zudem ist erkennbar, dass
Vesikel mit der Vakuole fusionieren. Gemessen am Stadium handelt es sich wohl um
Vesikel, die im Zusammenhang mit dem Ansduern des Vakuoleninhalts stehen. Im
niachsten Stadium, sichtbar an der benachbarten Vakuole, werden die Bakterien durch
Dehydrierung dichter zusammen gepackt. Einige Escherichia coli Zellen sind bereits
lysiert. Fingerartige Ausbuchtungen (Abb. 4-27 B) von Nahrungsvakuolen treten eher
selten auf. Bisher wird angenommen, dass sie dem Ausschleusen verdauten Materials
dienen (Elliot und Kennedy, 1973) und folglich tendenziell in spiteren
Verdauungsstadien auftreten. Der Grofteil der enthaltenen Bakterien ist vollstindig
oder teilweise lysiert, es sind aber auch noch intakte Bakterien sichtbar. Die Vakuole
rechts unten (Abb. 4-27 B) zeigt vermutlich das letzte Stadium kurz vor der Egestion,

da sie ausschlieBlich Uberreste vollstindig verdauter Bakterien enthilt.
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Um Vergleiche zu den sichtbaren Effekten auf Ingestion und Verdauung von
Tetrahymena pyriformis nach der Fiitterung mit modifizierten Mikropartikeln zu
erhalten, wurden verschiedene Aminosduren und Rinderserumalbumin an die

Oberflache von Escherichia coli gebunden (Abb. 4-28).

Abb. 4-28: Lichtmikroskopische Aufnahmen und Mischbilder aus licht- und fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen (Emission: DsRed) von Tetrahymena pyriformis nach der Fiitterung mit Escherichia coli mit
kovalent gebundenen Aminosduren und Rinderserumalbumin. A und B: Glycin. C und D: Isoleucin. E
und F: Lysin. G und H: Phenylalanin. I und J: Glutamin. K und L: Rinderserumalbumin. Die Bakterien
werden normal verdaut, wie die schwichere Fluoreszenz élterer Nahrungsvakuolen zeigt (schwarze

Pfeile). Cs: Cytostom. Mafstab: 20 um.
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Im Regelfall wurden Bakterien, die mit Aminosduren oder Rinderserumalbumin
gekoppelt waren, normal verdaut, wie nachlassende Fluoreszenz sowie die
Verkleinerung des Nahrungsvakuolendurchmessers indizieren. Verglichen mit den
Ergebnissen, die mit Mikropartikeln erhalten wurden, sind die Unterschiede in der
Quantitdt der Aufnahme weniger drastisch, was vermutlich in der deutlich geringen

ZellgroBBe von Escherichia coli begriindet ist.

Da Nahrungsvakuolen angesduert werden, um optimale Verdauungsverhiltnisse zu
schaffen, wurden diverse Di- und Polyamine an die Oberfliche von Escherichia coli
gebunden, weil sie nach der Kopplung mindestens eine freie Aminogruppe hinzufiigen
und dadurch das Potenzial haben, als Base zu reagieren und der Ansduerung entgegen

zu wirken. Das kiirzeste verwandte Diamin war Ethylendiamin (Abb. 4-29).

Abb. 4-29: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit FEscherichia coli nach der Kopplung mit Ethylendiamin. A: Lichtmikroskopische
Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die starke Fluoreszenz sowie intakte Bakterien in
spiaten Nahrungsvakuolen deuten auf eine gestdrte Verdauung (weile Pfeile). Cs: Cytostom. KV:

kontraktile Vakuole. MN: Macronucleus. Maf3stab: 20 pm.

Nach der Fiitterung mit Ethylendiamin-modifizierten Bakterien scheint die Verdauung
von Tetrahymena pyriformis teilweise gestdrt zu sein. Neben der hohen
Fluoreszenzintensitdt in dlteren Nahrungsvakuolen findet sich auch ein an seiner Form
erkennbares, intaktes Bakterium in der Nahrungsvakuole oberhalb der kontraktilen

Vakuole.
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Vergleichbare Ergebnisse erhédlt man nach der Kopplung mit Diaminopropan (Abb. 4-
30).

Abb. 4-30: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit FEscherichia coli nach der Kopplung mit Diaminopropan. A: Lichtmikroskopische
Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Intakte Bakterien in einer spidten Nahrungsvakuole
(weiBer Pfeil) deuten auf eine gestorte Verdauung. Zudem scheinen Bakterien im Cytoplasma zu liegen,

die nicht von einer Nahrungsvakuole umgeben sind (Pfeilkopf). Cs: Cytostom. Mafistab: 20 pm.

Neben unvollstindig verdauten Escherichia coli Zellen wurden auch solche Bakterien
gefunden, die vermutlich aus einer Nahrungsvakuole entkommen sind und folglich im
Cytoplasma liegen. Unvollstindige Verdauung konnte ebenso nach der Fiitterung mit

Putrescin-gekoppelten Bakterien beobachtet werden (Abb. 4-31).

Abb. 4-31: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Putrescin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Nahrungsvakuolen in einem spéiten Verdauungsstadium zeigen
sowohl eine hohe Fluoreszenzintensitit als auch intakte Bakterien (weiBler Pfeil). Cs: Cytostom. MN:

Macronucleus. Maf3stab: 20 um.
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Die starke Fluoreszenz in den édlteren Nahrungsvakuolen sowie intakte, anhand ihrer
Form erkennbare Bakterien zeigen auch in diesem Fall, dass die Kopplung des Diamins
an die Oberfliche von Escherichia coli die Verdauung von Tetrahymena pyriformis
beeintriachtigt. Zudem wurde mit der Transmissionselektronenmikroskopie ein im

Cytoplasma vorliegendes, einzelnes Bakterium gefunden (Abb. 4-32).

Abb. 4-32: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Tetrahymena pyriformis drei Stunden
nach der Fiitterung mit putrescinbehandelten Escherichia coli. Der Pfeil markiert ein einzelnes, im

Cytoplasma liegendes Bakterium. Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.

Das markierte Bakterium (0,7 x 0,3 um) liegt einzeln im Cytoplasma vor. Es wirkt
intakt und ist sowohl von seiner eigenen als auch von einer Membran von Tetrahymena
pyriformis umgeben, die dicht beieinander liegen. Die Nahrungsvakuole rechts unten
zeigt neben lysierenden Bakterien auch ein intaktes (links unten). Vergleichbare

Ergebnisse erhilt man mit dem Diamin Cadaverin (Abb. 4-33 und 4-34).
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Abb. 4-33: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Cadaverin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Der weille Pfeil markiert intakte Bakterien in einer é&lteren

Nahrungsvakuole. Cs: Cytostom. Mafstab: 20 pum.

Auch das Diamin Cadaverin beeintrachtigt die Verdauung von Tetrahymena pyriformis,
wenn es an die Oberfldche von Escherichia coli gebunden wird. In Nahrungsvakuolen
in einem spdten Verdauungsstadium, vermutlich kurz vor der Egestion, befinden sich
drei intakte Bakterien. Transmissionselektronenmikroskopisch konnten auch Bakterien

aullerhalb von Nahrungsvakuolen gefunden werden (Abb. 4-34).

Abb. 4-34: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei

Stunden nach der Fiitterung mit cadaverinbehandelten Zellen von Escherichia coli. Die Pfeile markieren

einzelne, im Cytoplasma liegende Bakterien. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Mi: Mitochondrium.
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Die Aufnahmen zeigen Bereiche in unmittelbarer Ndhe zum Cortex und in beiden
Féllen sind keine Nahrungsvakuolen in direkter Ndhe zu finden. Das Bakterium in
Abbildung 4-34 A hat einen Durchmesser von etwa 0,6 um, was dem Durchmesser von
Escherichia coli entspricht, und ist von zwei Membranen umgeben, die sehr dicht
beieinander liegen und sich in ihrer Morphologie voneinander unterscheiden. Das
Gleiche trifft auf das andere markierte Bakterium (Abb. 4-34 B) zu, das mit einem
Durchmesser von etwa 0,9 um grofer ist. Auch in diesem Fall liegen die
Bakterienmembran und die von Tetrahymena pyriformis eng aneinander. Zudem findet
sich in unmittelbarer Ndhe Endoplasmatisches Reticulum. In beiden Fillen enthélt das
Zellinnere der Bakterien osmiophiles Material, vergleichbar mit extern vorliegenden

Bakterien (sieche Abb. 4-3), sodass diese wahrscheinlich intakt und nicht lysiert sind.

Neben den Diaminen wurden auch Polyamine verwendet, um die Oberfliche von
Escherichia coli zu modifizieren. Diese tragen zusétzlich zu zwei Aminogruppen eine
(Spermidin) oder zwei (Spermin) Iminogruppen, sollten also nach der Kopplung noch
starker basisch reagieren und folglich die Verdauung noch effektiver behindern. In der
Tat findet man sowohl intrazelluldre Bakterien als auch unverdaute Bakterien in

Nahrungsvakuolen, wenn diese zuvor mit Spermidin modifiziert wurden (Abb. 4-35 und

4-36).

Abb. 4-35: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Spermidin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Kolorierte fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme. Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme konnten aufgrund der Motilitit des
Individuums nicht {ibereinander gelegt werden. In é&lteren Nahrungsvakuolen finden sich intakte

Bakterien (weiller Pfeil). Cs: Cytostom. Maf3stab: 20 pm.
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Auch nach der Kopplung mit dem Polyamin Spermidin ist die Verdauung von
Tetrahymena pyriformis beeintrachtigt, wie die intakten, fluoreszierenden Bakterien in
einer in einem spaten Verdauungsstadium befindlichen Nahrungsvakuole zeigen. Auch
in transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen sich neben einzeln im
Cytoplasma vorliegenden Bakterien viele intakte, also nicht verdaute Escherichia coli in

spaten Nahrungsvakuolen (Abb. 4-36).

Abb. 4-36: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei

Stunden nach der Fiitterung mit spermidinbehandelten Escherichia coli. Abb. C zeigt den mit dem
schwarzen Rechteck markierten Bereich aus B bei hoherer Vergroferung. Die schwarzen Pfeile
markieren einzeln im Cytoplasma liegende Bakterien, der weifle Pfeil deutet auf ein sich teilendes
Bakterium innerhalb einer Nahrungsvakuole. Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.

Das Bakterium in Abbildung 4-36 A ist von einer Doppelmembran umgeben und etwa
1,2 pm lang. Die beiden morphologisch verschiedenen Membranen liegen vor allem
posterior sehr eng aneinander. Das Zellinnere des Bakteriums weist zwei
unterschiedlich elektronendichte Bereiche auf, der hellere konnte dem Nucleoid des
Bakteriums entsprechen. Neben einzeln vorliegenden Bakterien im Cytoplasma wurden
in diesen Proben ebenso unverdaute Futterbakterien gefunden (Abb. 4-36 B und C).
Anhand der vesikelartigen Strukturen innerhalb der Vakuole lédsst sich diese als in
einem recht spiten Verdauungsstadium befindliche definieren (Nilsson, 1987).
Zusatzlich ist ein Bakterium innerhalb der Nahrungsvakuole erkennbar, das zum
Zeitpunkt der Einbettung vermutlich im Stadium kurz vor der Zellteilung war. Abseits
der Nahrungsvakuole ist ein einzelnes Bakterium sichtbar (Durchmesser 0,6 pm), das
von zwei sehr eng aneinander liegenden Membranen umgeben ist und nicht mit einer

Nahrungsvakuole assoziiert ist.
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Wihrend der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung eines Individuums von
Tetrahymena pyriformis, das mit Escherichia coli mit an die Zelloberfliche
gebundenem Spermin gefiittert wurde, konnte ein Bakterium beim Entkommen aus der

Nahrungsvakuole beobachtet werden (Abb. 4-37).

Abb. 4-37: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Spermin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B
bis D: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). E: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Der weile Pfeil markiert ein aus der Nahrungsvakuole

entkommendes Bakterium. Cs: Cytostom. KV: kontraktile Vakuole. Mafstab: 20 pm.

Neben intakten, unverdauten Bakterien in dlteren Nahrungsvakuolen konnte ein
Bakterium beobachtet werden, wihrend es aus der Nahrungsvakuole von Tetrahymena
pyriformis entkommt. Auch transmissionselektronenmikroskopisch konnten einzelne,

im Cytoplasma persistierende Bakterien gefunden werden (Abb. 4-38).

Abb. 4-38: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei
Stunden nach der Fiitterung mit Escherichia coli mit gekoppeltem Spermin. Die mit schwarzen Pfeilen
gekennzeichneten Bakterien liegen auBerhalb von Nahrungsvakuolen. ER: Endoplasmatisches Reticulum.

Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.
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Das in Abb. 4-38 A abgebildete Bakterium (1,1 um Lénge) ist von zwei morphologisch
verschiedenen Membranen umgeben und mit Endoplasmatischem Reticulum assoziiert.
Auch wenn das Innere des Bakteriums weniger elektronendichtes Material enthilt, ist es
vermutlich intakt, da einerseits auch externe Bakterien weniger osmiophile Bereiche
zeigen (siche Abb. 4-3), andererseits die Membran des Bakteriums vollstindig ist. Zur
Nahrungsvakuole links im Bild scheint es nicht zu gehoren, da sich darin {iberwiegend
vollstindig lysierte Bakterien und Reste befinden. Das andere Bakterium ist mit 1,0 pym
Lange etwas kiirzer, zeigt aber interessanterweise einen Zelleinschluss (Abb. 4-38 B),
was flr Escherichia coli nicht ungewdhnlich ist. Auch in diesem Fall liegen beide
umgebenden Membranen sehr dicht aneinander, dabei scheint die des Bakteriums etwas

dicker zu sein als die von Tetrahymena pyriformis.

Die mikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass Escherichia coli Zellen mit kovalent
an die Zelloberfliche gebundenen Di- und Polyaminen haufiger der Verdauung
entgehen und aus Nahrungsvakuolen entkommen kénnen. Urséchlich dafiir ist eventuell
das Potential dieser Stoffe, als Base zu reagieren, sodass folglich das Ansduern der
Nahrungsvakuolen teilweise verhindert oder doch deutlich reduziert wird. Ob damit
auch die Lysosomfusion unterdriickt wird, fiir die ein saurer pH innerhalb der
Nahrungsvakuolen Voraussetzung ist (Nilsson, 1977), oder ob nur suboptimale
Bedingungen fiir Verdauungsenzyme vorliegen, bleibt unklar. Um festszustellen, ob die
gebundenen Di- und Polyamine tatsdchlich das Ansduern von Nahrungsvakuolen
hemmen, wurde Tetrahymena pyriformis nach der Flitterung mit Escherichia coli mit
dem pH-Indikatorfarbstoff Neutralrot gefdrbt und lichtmikroskopisch untersucht (Abb.
4-39).
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Abb. 4-39: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der Fitterung mit
unterschiedlich modifizierten Bakterien und anschlieBender Neutralrotfirbung. A: unbehandelte
Ubernachtkultur. B: Kontrolle. C: Ethylendiamin. D: Diaminopropan. E: Putrescin. F: Cadaverin. G:
Spermidin. H: Spermin. Neutralrot wird im sauren Milieu dunkelrot; je dunkler der Farbton, desto saurer
ist also der pH-Wert. In den Kontrollen zeigt sich dieser Farbumschlag, wéahrend bei den mit Di-und
Polyaminen gekoppelten Bakterien gefiitterten Ciliaten die Nahrungsvakuolen hellrot bis blassrosafarben
sind. Dies indiziert die Hemmung der vollstindigen Ansduerung des Nahrungsvakuoleninhalts. MafBstab:

20 um (aus Siegmund ef al., eingereicht beim Journal of Eukaryotic Microbiology).

Um die Ergebnisse der Neutralrotfarbung vergleichen zu kénnen, wurden neben den
modifizierten Bakterien auch eine unbehandelte Ubernachtkultur sowie die Kontrolle an
Tetrahymena pyriformis verfittert. In beiden Fillen zeigt sich der Farbumschlag nach
dunkelrot (Abb. 4-39 A und B), ein Indiz dafiir, dass der maximal saure pH von 3,5 bis
4,0 erreicht wird. Nahrungsvakuolen mit Bakterien mit Ethylendiamin an der
Zelloberflache zeigen bereits einen weniger starken Farbumschlag nach Dunkelrot,
verglichen mit beiden Kontrollen (Abb. 4-39 C), sind jedoch dunkler als die iibrigen
modifizierten Bakterien. Mit steigender Kettenldnge der Diamine werden auch die mit
thnen gefiillten Nahrungsvakuolen immer heller (Abb. 4-39 D bis F). Ebenso sind die
Nahrungsvakuolen bei den mit den polyaminmodifizierten Bakterien gefiitterten
Individuen von Tetrahymena pyriformis blassrosa. Die Neutralrotfarbung zeigt also,
dass an die Bakterienoberfliche kovalent gebundene Di- und Polyamine tatsdchlich
dazu fithren, dass die Nahrungsvakuolen nicht mehr vollstindig angesduert werden

konnen. Dadurch ist folglich die Verdauung von Tetrahymena pyriformis beeintrachtigt,
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Escherichia coli wird nicht mehr vollstindig verdaut und hat so die Mdglichkeit,

haufiger aus Nahrungsvakuolen zu entkommen.

Interessante Effekte traten auf, wenn Tetrahymena pyriformis mit Escherichia coli
gefiittert wurde, an deren Oberfliche Monoamine mit steigender Kohlenstoff-
Kettenldnge gekoppelt wurden. Die Aminogruppe wird zur Bildung der kovalenten
Peptidbindung genutzt, sodass nur der unpolare Rest des Molekiils iibrig bleibt. Folglich

wird mit steigender Kettenlinge die Zelloberfliche zunehmend hydrophober. Die

kiirzeste Kettenlinge der getesteten Substanzen hat Ethanolamin, das zusitzlich noch

eine alkoholische Gruppe besitzt (Abb. 4-40).

Abb. 4-40: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Ethanolamin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme.
B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Im Regelfall werden die Bakterien normal verdaut, wie die
verringerte Fluoreszenzintensitit in dlteren Nahrungsvakuolen zeigt (weiler Pfeil), es finden sich aber

auch noch intakte Bakterien (Pfeilkopf). Cs: Cytostom. MafBstab: 20 pm.

Aus den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Ethanolamin-gekoppelten Escherichia coli Zellen geht hervor, dass die
Bakterien im Normalfall komplett verdaut werden. Dennoch finden sich auch intakte
Bakterien in Nahrungsvakuolen in spéteren Verdauungsstadien, was vielleicht durch die
zusitzliche Alkoholgruppe zu begriinden ist. Propylamin ist um eine Methylgruppe
langer als Ethanolamin und trégt nur eine Aminogruppe als funktionelle Gruppe (Abb.

4-41).
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Abb. 4-41: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der

Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Propylamin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme.
B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Im Regelfall werden die Bakterien normal verdaut, wie die
schwichere Fluoreszenzintensitdt in &lteren Nahrungsvakuolen zeigt (weiller Pfeil). Cs: Cytostom.

MaBstab: 20 pm.

Bakterien, die mit Propylamin behandelt wurden, wurden im Regelfall von
Tetrahymena pyriformis verdaut, wie sowohl kleinere Nahrungsvakuolendurchmesser
und verminderte Fluoreszenz anzeigen. Dies ist nicht unerwartet, da die Hydrophobie
der Oberfldche mit diesem Molekiil aufgrund der recht kurzen Kohlenstoffkette noch
nicht deutlich erhoht ist. Butylamin, das nach der Kopplung eine unpolare, viergliedrige
Kohlenstoffkette an der Bakterienoberfliche hinterldsst, erhoht die Hydrophobie der
Zelloberfldche schon eher (Abb. 4-42).

Abb. 4-42: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Butylamin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Einige Bakterien werden normal verdaut, wie die schwéchere
Fluoreszenzintensitit in dlteren Nahrungsvakuolen zeigt (weiler Pfeil), dennoch finden sich auch intakte,
stark fluoreszierende Bakterien (Pfeilkopf). Cs: Cytostom. Maf3stab: 20 pm.
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Nach der kovalenten Bindung von Butylamin an die Oberfliche von Escherichia coli
wird ersichtlich, dass die Verdauung der Bakterien durch Tetrahymena pyriformis
bereits beeintrachtigt ist. Neben verdauten Bakterien, angezeigt durch schwichere
Fluoreszenz, finden sich in Nahrungsvakuolen in spiten Verdauungsstadien zusétzlich
Bakterien, die noch immer intakt sind und stark fluoreszieren. Dieser Effekt wird noch

stiarker, wenn Pentylamin an die Bakterienoberflache gekoppelt ist (Abb. 4-43).

Abb. 4-43: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Pentylamin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme.
B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Nahrungsvakuolen in spdten Verdauungsstadien zeigen nicht nur
starke Fluoreszenz, sondern enthalten auch intakte Bakterien (weile Pfeile). Cs: Cytostom. Maf3stab:

20 pm.

Die Nahrungsvakuolen in spiten Verdauungsstadien zeigen nach der Fiitterung von
Escherichia coli mit an die Oberfliche gebundenem Pentylamin teilweise eine sehr
starke Fluoreszenz, ein Indikator fiir beeintrdchtige und unvollstindige Verdauung von
Tetrahymena pyriformis. Zudem finden sich auch noch intakte, anhand ihrer Form
erkennbare Bakterien. Noch deutlicher wird dieser Hydrophobie-Effekt nach der
Kopplung von Hexylamin, das sich bereits stark an der Grenze zur Loslichkeit in

Wasser befindet (Abb. 4-44).
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Abb. 4-44: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Hexylamin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme.
B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Kolorierte fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme. Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme konnten aufgrund der Motilitdt des
Individuums nicht iibereinander gelegt werden. In dlteren Nahrungsvakuolen finden sich intakte,
fluoreszierende Bakterien (weiler Pfeil). Zudem hat das Individuum ein Fikalpellet ausgeschieden, in
dem sich fluoreszierende Bakterien finden, die die Verdauung vermutlich iiberlebt haben. Cs: Cytostom.

MafBstab: 20 pm.

Wegen der kovalenten Bindung von Hexylamin an Escherichia coli wird die
Zelloberfldche stark hydrophob. Dies resultiert in unvollstindiger Verdauung. Neben
intakten = Bakterien innerhalb von Nahrungsvakuolen in einem  spédten
Verdauungsstadium fanden sich auch fluoreszierende Bakterien in einem von
Tetrahymena pyriformis ausgeschiedenen Fékalpellet. Mdglicherweise aggregieren die
Bakterien aufgrund der Hydrophobie oder legen sich ndher an die
Nahrungsvakuolenmembran und sind so besser vor den hydrolytischen Bedingungen
innerhalb  der Vakuolen geschiitzt. Eine enge Assoziation mit den
Nahrungsvakuolenmembranen koénnte zudem das Entkommen aus Nahrungsvakuolen
bewirken. Transmissionselektronenmikroskopisch konnten einzelne, im Cytoplasma

liegende Bakterien gefunden werden (Abb. 4-45).
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Abb. 4-45: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei

Stunden nach der Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Hexylamin. Die mit Pfeilen
markierten Bakterien liegen einzeln im Cytoplasma. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Ma:

Macronucleus. Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen. Ve: Vesikel.

Das markierte Bakterium in Abbildung 4-45 A hat einen Durchmesser von 0,5 pm und
ist von zwei zum Teil dicht beieinander liegenden und morphologisch verschiedenen
Membranen umgeben. Im Zwischenraum findet sich elektronendichtes Material. Zudem
zeigt die Nahrungsvakuole oben im Bild drei vermutlich intakte, eng aneinander
liegende Bakterien. Die Nahrungsvakuole befindet sich in einem mittleren
Verdauungsstadium, gut zu erkennen am Halo, der die Bakterien umgibt (Nilsson,
1987) Normalerweise sind in diesem Stadium die meisten Bakterien, die randsténdig in
Nahrungsvakuolen liegen, lysiert und eher mittig liegende sind intakt. In Abbildung 4-
45 B sind gleich drei von zwei Membranen umgebene Strukturen in Bakteriengrof3e
(0,8 um, 0,5 um und 0,7 um von oben nach unten) zu sehen. Auch in diesen Fillen
unterscheiden sich die innere, etwas dickere Bakterienmembran und die duflere von
Tetrahymena  pyriformis, die zudem etwas anders aussicht als die
Nahrungsvakuolenmembran. Die zwei Membranen der oberen Bakterien liegen sehr eng
aneinander, wihrend beim unteren ein etwas groferer Abstand dazwischen liegt. Alle
drei Bakterien wirken intakt und zeigen neben ihrer sie vollstindig umgebenden

Membran osmiophiles Material im Zellinneren.
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Das hydrophobste Monoamin in dieser Testreihe ist Octylamin. Nach der Kopplung mit
dieser Substanz finden sich ebenfalls unverdaute sowie einzeln im Cytoplasma liegende

Bakterien (Abb. 4-46).

Abb. 4-46: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit Octylamin. A: Lichtmikroskopische Aufnahme. B:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus licht- und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Nahrungsvakuolen in spiten Verdauungsstadien zeigen
fluoreszierende, intakte Bakterien (weiler Pfeil). Zudem befinden sich im Bereich des Macronucleus
einzelne, fluoreszierende Bakterien, die nicht mit einer Nahrungsvakuole assoziiert (Pfeilkopf) und auch

im lichtmikroskopischen Bild erkennbar sind (schwarzer Pfeil). Cs: Cytostom. Mafistab: 20 pum.

Auch die Fiitterung von Escherichia coli mit oberflichlich gebundenem Octylamin
beeintrachtigt die Verdauung von Tetrahymena pyriformis. Es finden sich nicht nur
unverdaute Bakterien in Nahrungsvakuolen, sondern auch einzeln im Cytoplasma
liegende Bakterien. Diese Beobachtung wurde transmissionselektronenmikroskopisch

bestitigt (Abb. 4-47).
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A

Abb. 4-47: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei
Stunden nach der Fiitterung mit octylaminbehandelten Zellen von Escherichia coli. Die schwarzen Pfeile
markieren einzelne Bakterien. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Ma: Macronucleus. Mi:

Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.

Nach der Fiitterung mit octylaminbehandelten Escherichia coli Zellen finden sich
einzelne, vermutlich im Cytoplasma liegende Bakterien. Das Bakterium in Abbildung
4-47 A liegt wahrscheinlich innerhalb einer Nahrungsvakuole, scheint aber noch nicht
verdaut zu sein. Auffillig ist der teilweise enge Kontakt zwischen Bakterien- und
Vakuolenmembran. Das Endoplasmatische Reticulum ist im unteren Bereich direkt mit
der Nahrungsvakuole verbunden. Das andere markierte Bakterium (Abb. 4-47 B) liegt
hingegen einzeln im Cytoplasma. Es ist von zwei dicht aneinander liegenden
Membranen umgeben, die sich ultrastrukturell voneinander unterscheiden. Auch in
diesem Fall handelt es sich bei der inneren Membran um die des Bakteriums, wéihrend
die duBere von Tetrahymena pyriformis stammt. Das Bakterium hat einen Durchmesser
von 0,6 um. Im Gegensatz zu den Bakterien in der nahe befindlichen Nahrungsvakuole
ist es intakt und weist osmiophiles Material im Zellinneren auf, dhnlich wie bei extern

gefundenen Bakterien.

Die steigende Hydrophobie der Bakterienoberfliche bewirkt eine zunehmend
unvollstindige Verdauung von Escherichia coli sowie eine erhohte Haufigkeit des

Entkommens aus Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis.
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Ahnliche Effekte lassen sich beobachten, wenn das amphiphile Oligopeptid Endo-Porter
in verschiedenen Konzentrationen an die Zelloberflache von Escherichia coli gebunden
wird. Es wurde wurspriinglich dazu konstruiert, den Transmembrantransport
verschiedener Substanzen durch Endocytose zu vermitteln (Summerton, 2005). Die
hochste, eingesetzte Konzentration an Endo-Porter betrug 10 uM und fiihrte zu einer
drastischen Reduktion an ingestierten Bakterien, aber andererseits auch zu stark

gesteigerter Haufigkeit des Entkommens aus Nahrungsvakuolen (Abb. 4-48).

MN

Abb. 4-48: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach der Kopplung mit 10 uM Endo-Porter. A: Lichtmikroskopische
Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die Quantitét ingestierter Bakterien ist im Vergleich
zu anderen modifizierten Proben reduziert. Es finden sich allerdings vermehrt einzelne, im Cytoplasma

liegende Bakterien (weille Pfeile). Cs: Cytostom. MN: Macronucleus. Mafistab: 20 pm.

Bakterien, die mit der hochsten Konzentration von Endo-Porter behandelt wurden,
werden von Tetrahymena pyriformis weniger stark ingestiert. Dennoch finden sich recht
hiufig aus Nahrungsvakuolen entkommene, einzelne Bakterien im Cytoplasma. Auch
transmissionselektronenmikroskopisch bestdtigten sich diese Beobachtungen (Abb. 4-
49). Die Probe mit 10 pM Endo-Porter war die einzige, bei der externe, nicht ingestierte

Bakterien gefunden wurden (siehe Abb. 4-3).
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Abb. 4-49: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei

Stunden nach der Fiitterung mit Escherichia coli Bakterien, behandelt mit 10 pM Endo-Porter. Die
schwarzen Pfeile markieren auffillige Bakterien. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Ma: Macronucleus.

Mi: Mitochondrium.

Das Bakterium in Abb. 4-49 A ist etwa 0,6 um lang und von zwei verschiedenen
Membranen umgeben. Allerdings ist der Abstand zwischen beiden teilweise recht grof3.
Das Innere des Bakteriums enthélt nur wenig elektronendichtes Material. Neben dem
einzeln im Cytoplasma vorliegenden, von zwei Membranen umgebenen Bakterium
(Durchmesser 0,5 pm) findet sich auch ein Cluster aus drei Bakterien, das nicht so
aussieht als ldge es innerhalb einer Nahrungsvakuole (Abb. 4-49 B). Die Membran sieht
nicht nach einer typischen Nahrungsvakuolenmembran aus und liegt sehr dicht an den
Bakterien. Es gibt keine umgebende Matrix, wie es typisch fiir Nahrungsvakuolen ist.
Die Bakterien sind intakt und enthalten &hnlich wie externe Bakterien osmiophiles

Material.

Senkt man die Konzentration an Endo-Porter auf 5 puM, werden mehr Bakterien
ingestiert, doch es treten noch immer vergleichbare Effekte auf die Verdauung von

Tetrahymena pyriformis auf (Abb. 4-50).
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Abb. 4-50: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit FEscherichia coli nach Kopplung mit 5 pM Endo-Porter. A: Lichtmikroskopische
Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C: Koloriertes Mischbild aus
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die Bakterien werden im Vergleich zur hdheren
Konzentration in groBerer Anzahl ingestiert. Es finden sich einzelne, im Cytoplasma liegende Bakterien

(weile Pfeile). Cs: Cytostom. MN: Macronucleus. Mafstab: 20 pm.

Die Reduktion der Konzentration an eingesetztem Endo-Porter bewirkt eine gesteigerte
Ingestion von Escherichia coli. Dennoch bleiben die Effekte auf die Verdauung von
Tetrahymena pyriformis erhalten, da sich neben unvollstindig verdauten Bakterien in
alteren Nahrungsvakuolen zudem auch einzeln im Cytoplasma liegende Bakterien

finden.

Man kann die Konzentration an Endo-Porter noch weiter auf 1 uM absenken, ohne dass
der Einfluss auf die Verdauung und das Entkommen aus Nahrungsvakuolen verloren

geht (Abb. 4-51).
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Abb. 4-51: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der

Fiitterung mit Escherichia coli nach Kopplung mit 1 pM Endo-Porter. A und B: Lichtmikroskopische
Aufnahmen. C und D: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Emission DsRed). E und F: Kolorierte
Mischbilder aus licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Die Bakterien werden im Vergleich
zur héheren Konzentration in groerer Anzahl ingestiert. Es finden sich einzelne, im Cytoplasma liegende
Bakterien (weile Pfeile), zudem wurde das Individuum dabei beobachtet, wie es ein Fékalpellet mit

intakten Bakterien egestierte (Pfeilkopf). Cs: Cytostom. MN: Macronucleus. Mafistab: 20 pm.

Trotz der sehr geringen eingesetzten Konzentration an Endo-Porter wurde die
Verdauung von Tetrahymena pyriformis so stark beeintrdchtigt, dass unvollstindig
verdaute Bakterien ausgeschieden wurden, wie sich anhand des fluoreszierenden
Fékalpellets zeigt. Zudem sind auch hier einzelne, nicht in Nahrungsvakuolen
assoziierte Escherichia coli Zellen sichtbar, wie auch

transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen (Abb. 4-52).
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Abb. 4-52: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei

Stunden nach der Fiitterung mit Escherichia coli, gekoppelt mit 1 pM Endo-Porter. B zeigt den mit dem
schwarzen Rechteck markierten Bereich aus A bei hoherer VergroBBerung. Der schwarze Pfeil markiert
ein einzelnes, im Cytoplasma liegendes Bakterium. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Ma:

Macronucleus. Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.

Das einzelne Bakterium ist etwa 0,8 pum lang und von zwei ultrastrukturell
verschiedenen, sehr dicht beieinander liegenden Membranen umschlossen. Zudem ist es
mit Endoplasmatischem Reticulum assoziiert. Das Zellinnere des Bakteriums enthalt

unterschiedlich elektronendichtes Material.

Endo-Porter funktioniert auch ohne kovalente Bindung an die Oberfliche von
Escherichia coli. Auch in diesen Proben konnten einzelne Bakterien aullerhalb von
Nahrungsvakuolen und nicht verdaute Bakterien in Nahrungsvakuolen gefunden werden

(Abb. 4-53).

Abb. 4-53: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit Escherichia coli nach Behandlung mit 5 uM Endo-Porter ohne Zugabe von EDAC. A:
Lichtmikroskopische Aufnahme. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Emission DsRed). C:
Koloriertes Mischbild aus licht- und fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme. Es finden sich einzelne, im

Cytoplasma liegende Bakterien (weifle Pfeile). Cs: Cytostom. MafBstab: 20 um.

Endo-Porter integriert sich vermutlich auch ohne Zugabe des Kopplungsreagenz EDAC

in die bakterielle Membran, da auch hier die bisher beobachteten Effekte, wie
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unvollstindige Verdauung von Escherichia coli und einzeln im Cytoplasma von
Tetrahymena pyriformis liegende Bakterien, ersichtlich wurden.

Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen bestétigen dies (Abb. 4-54).

Abb. 4-54: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Tetrahymena pyriformis drei
Stunden nach der Fiitterung mit Escherichia coli Bakterien, behandelt mit 5 pM Endo-Porter ohne
EDAC. Die schwarzen Pfeile markieren einzelne Bakterien, die vermutlich auflerhalb von
Nahrungsvakuolen liegen. Der weille Pfeil deutet auf intakte, unverdaute Bakterien innerhalb einer

Nahrungsvakuole. ER: Endoplasmatisches Reticulum. Mi: Mitochondrium. Nv: Nahrungsvakuolen.

Die markierte Struktur in Abbildung 4-54 A ist von zwei morphologisch dhnlichen
Membranen umgeben und hat einen Durchmesser von etwa 0,5 pm. Auch wenn das
Zellinnere zum Teil nur wenig elektronendichtes Material enthilt, handelt es sich
vermutlich um ein Bakterium. Mit der benachbarten Nahrungsvakuole ist es nicht
assoziiert, da diese ausschlieSlich Verdauungsreste und keine intakten Bakterien mehr

enthdlt. Das Bakterium in Abbildung 4-54 B ist etwa 0,6 um lang und von zwei sehr
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eng aneinander liegenden, ultrastrukturell verschiedenen Membranen umgeben und
enthilt osmiophiles Material. Ahnliches gilt fiir das dritte markierte Bakterium (Abb. 4-
54 C), das ebenfalls etwa 0,6 um lang ist. Die letzte Aufnahme in der Aufstellung (Abb.
4-54 D) zeigt intakte Bakterien innerhalb einer Nahrungsvakuole. Dies bestitigt
zusitzlich die Beobachtungen mit der Fluoreszenzmikroskopie, die zeigen, dass

Escherichia coli nicht immer vollstindig verdaut wurde.

Die beobachteten Effekte verschiedener Oberflichenmodifikationen von Escherichia
coli auf die Ingestion und Verdauung von Tetrahymena pyriformis wurden zusitzlich
fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert, indem zufillig ausgewihlte Individuen
dokumentiert und spiter im Hinblick auf Bakterien enthaltende Vakuolen, unvollstindig

verdaute sowie aus den Nahrungsvakuolen entkommene Bakterien untersucht wurden.

Der Einfluss unterschiedlicher gebundener Substanzen auf der Zelloberfliche von

Escherichia coli auf die Ingestion von Tetrahymena pyriformis ist weniger ausgepragt

als bei Mikropartikeln (Abb. 4-55).
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Anzahl der mit Bakterien gefiillten Nahrungsvakuolen/Zelle
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Abb. 4-55: Balkendiagramm der mit Bakterien gefiillten Nahrungsvakuolen pro Zelle (VPI) in Abhéngigkeit der verflitterten Bakterien. Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichung. Die Zahlen am unteren Ende der Balken entsprechen der jeweiligen Stichprobengrofie. Die Unterschiede der Ingestionsrate sind weniger stark im Vergleich zu

den Werten mit Mikropartikeln.
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Als Vergleichswert fiir normale Ingestionsraten wurden eine frische, unbehandelte
Ubernachtkultur von Escherichia coli sowie die Kontrolle ohne Ligandenbindung an
Tetrahymena pyriformis verfuttert. Tetrahymena pyriformis enthielt durchschnittlich
18,5 bzw. 20,6 VPI nach der Fiitterung mit diesen Bakterien. Insgesamt finden sich
mehr Nahrungsvakuolen verglichen mit der Fiitterung von synthetischen
Mikropartikeln, was wahrscheinlich in deren Grofe zu begriinden ist. AuBlerdem sind
auch die Unterschiede zwischen verschiedenen, an die Bakterienoberfliche gebundenen
Substanzen weniger stark ausgeprigt als bei den Mikropartikeln. Vermutlich werden
viele Bakterien auch passiv eingestrudelt, weil sie deutlich kleiner als die angebotenen
Mikropartikel sind. Mit Ausnahme von Phenylalanin (20,3 VPI) und Isoleucin (22,5
VPI) wurden mit Aminosduren gekoppelte Bakterien geringfligig schlechter
aufgenommen, der Wert liegt zwischen 17,1 und 18 VPI. Dies entspricht auch der
Beobachtung mit Mikropartikeln, wenngleich die Unterschiede weniger deutlich sind.
Bakterien, die mit Rinderserumalbumin dekoriert waren, wurden nicht mit hoheren
Raten aufgenommen, sondern bewegen sich im Rahmen der normalen Aufnahmerate.
Tetrahymena pyriformis enthielt hier im Mittel 18,7 VPIL. Mikropartikel mit
zusitzlichem Rinderserumalbumin wurden hingegen bevorzugt aufgenommen, wenn
man die Werte mit unbehandelten Mikropartikeln vergleicht. An die
Bakterienoberflache gebundene Monoamine fiihren zu einer gesteigerten Ingestionsrate
von Tetrahymena pyriformis. Im Mittel enthielt eine Zelle 24,1 bis 27,5 Vakuolen. Di-
und Polyamine bewirken ebenfalls eine leichte Erhohung der Aufnahmerate, die Zahl an
VPI lag zwischen 21,3 bis 24,8. Ein interessanter Effekt war nach der Behandlung mit
verschiedenen Konzentrationen an Endo-Porter zu beobachten. In Abhingigkeit der
genutzten Konzentration dnderte sich das Ingestionsverhalten von Tetrahymena
pyriformis verglichen mit den anderen Substanzen doch erheblich. Bei der hochsten
Konzentration wurden am wenigsten Bakterien aufgenommen. Durchschnittlich enthielt
Tetrahymena pyriformis nur 13,8 VPI, wenn die Bakterien mit 10 uM Endo-Porter
behandelt wurden. Oft fanden sich auch nur einzelne Bakterien innerhalb von
Nahrungsvakuolen (siehe Abb. 4-48). Mit sinkender Konzentration an Endo-Porter stieg
die Aufnahmerate stetig an, von 19,1 VPI (5 uM) tiber 20,3 VPI (1 uM) auf 24,5 VPI,
wenn 5 uM Endo-Porter ohne den Einsatz von EDAC an Escherichia coli gebunden
wurde. Im Folgenden sind die Effekte auf die Verdauung dargestellt (Abb. 4-56 und 4-

57).
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Prozentualer Anteil an Tetrahymena pyriformis Individuen mit unvollstandig verdauten Bakterien in

Nahrungsvakuolen
100
90
80
70
60
£ 50
40
30
20
. . I I
o B ® 11 10 14 12
%@@0{\6& \&'ﬁ\ 6\‘* o\c..g \?\?\ %\,}m& c}é@ 'tso -cl\\l} ,c\\éo %\é& ®$§®Q§ Q@ﬁ OQ&OQ 6@0 b‘f}é& \bc:’Qz, > \QQ J‘JQ {\Q @Y’
= nd . & &
& & O S & Q}@? R PRI S é&@a‘&& T S PR g
N & S A
F ISAE SRt
S ¢ 9 <
¥ &
Q)

Abb. 4-56: Balkendiagramm des prozentualen Anteils an Individuen von Tetrahymena pyriformis mit unvollstindig verdauten Bakterien innerhalb von Nahrungsvakuolen in
Abhingigkeit der gebundenen Substanz. Zum Vergleich wurden unbehandelte bzw. ungekoppelte Bakterien verfiittert. Sowohl basische Substanzen als auch ansteigende

Hydrophobie erhohen die Resistenz gegeniiber der Verdauung von Tetrahymena pyriformis (modifiziert aus Siegmund et al., eingereicht beim Journal of Eukaryotic Microbiology).

- 130 -



4 Ergebnisse und Auswertung

Prozentualer Anteil an Tefrahymena pyriformis Individuen mit Bakterien auerhalb von
Nahrungsvakuolen
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Abb. 4-57: Balkendiagramm des prozentualen Anteils an Individuen von Tetrahymena pyriformis mit entkommenen Bakterien auBerhalb von Nahrungsvakuolen in Abhédngigkeit der
gebundenen Substanz. Zum Vergleich wurden unbehandelte bzw. ungekoppelte Bakterien verfiittert. Sowohl basische Substanzen als auch steigende Hydrophobie erhéhen die

Chance der Bakterien, aus den Phagosomen von Tetrahymena pyriformis zu entkommen (modifiziert aus Siegmund et al., eingereicht beim Journal of Eukaryotic Microbiology).
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Die Zahlen mit der unbehandelten Ubernachtkultur und der Kontrolle aus Escherichia
coli ohne Ligandenbindung zeigt, dass es eine natiirliche Chance von 3,8 bis 4,5 % gibt,
der Verdauung durch Tetrahymena pyriformis zu entgehen. In 4 bis 5 % der Fille
konnten diese Bakterien aus den Nahrungsvakuolen entkommen, was auch die
eingénglichen Beobachtungen zu Beginn der Arbeit bestitigt. Mit der Ausnahme von
Phenylalanin konnte Tetrahymena pyriformis Bakterien mit gebundenen Aminosduren
vollstindig verdauen. Phenylalanin ist aromatisch, unpolar und folglich hydrophob.
Etwa 11 % der gezihlten Individuen konnten Bakterien mit dieser Substanz nicht
komplett verdauen, zudem wurden in 17 % der betrachteten Félle Bakterien auflerhalb
von Nahrungsvakuolen gefunden. Der prozentuale Anteil an Tetrahymena pyriformis
mit entkommenen Bakterien, die mit Glutamin oder Isoleucin behandelt wurden, liegt in
etwa im Rahmen der natiirlich auftretenden Entkommensrate (7 bis 9 %). Ein Fiinftel
der betrachteten Individuen konnte Bakterien, die mit dem leicht hydrophoben Protein
Rinderserumalbumin gekoppelt waren, nicht vollstindig verdauen. In einem Viertel der
Fille konnten diese Bakterien aus den Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis

entkommen.

Ein starker Zusammenhang von Oberflichenhydrophobie und unvollstindiger
Verdauung und Entkommen aus Nahrungsvakuolen wird anhand der Monoamine mit
steigender Kettenldnge deutlich. Wihrend Monoamine mit kiirzerer Kettenldnge,
Ethanolamin und Propylamin, in etwa 20 bis 25 % der Félle zu unvollstandiger
Verdauung fiihrten, steigt dieser Wert mit wachsender Kettenldnge weiter an. Mit
Butylamin werden in etwa einem Drittel der beobachteten Individuen unvollstindig
verdaute Bakterien gefunden, mit Pentylamin sind es bereits 60 % aller observierten
Ciliaten. Der Anteil steigt mit Hexyl- und Octylamin nochmals auf 79 bzw. 94 % an.
Diese Werte reflektieren sich auch in der Chance der modifizierten Bakterien, die
Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis zu verlassen. Mit Ethanolamin und
Propylamin gekoppelte Bakterien wurden in einem Viertel bzw. einem Fiinftel der Félle
auflerhalb von Nahrungsvakuolen gefunden. Dieser Wert steigt bei Butyl- und
Pentylamin auf etwa 33 %, bis hin zu 58 % mit Hexylamin und 77 % mit Octylamin.

Die  Ergebnisse  mit  Endo-Porter  unterstreichen den  Einfluss  der
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Oberfldchenhydrophobie zusétzlich. Mit Ausnahme der niedrigsten eingesetzten
Konzentration (1 uM; 82 %) konnte kein beobachtetes Individuum die mit Endo-Porter
behandelten Bakterien vollstindig verdauen. Allerdings sinkt mit der eingesetzten
Konzentration auch die Chance der Bakterien, aus Nahrungsvakuolen zu entkommen.
So liegt sie bei der hochsten Konzentration (10 pM) noch bei erstaunlichen 100 % der
betrachteten Félle, sinkt aber iiber 87 % (5 uM), 77 % (1 uM) auf 70 % bei 5 uM Endo-

Porter ohne kovalente Bindung ab.

Aus den Daten mit den Di- und Polyaminen zeigt sich ebenso ein Zusammenhang
zwischen dem Potential, das Ansduern der Nahrungsvakuolen zu hemmen, und dem
Entgehen der Verdauung bzw. dem Entkommen aus Nahrungsvakuolen, wenngleich
auch die Haufigkeit des Entkommens nicht so stark gesteigert ist, wie mit hydrophoben
Bakterienoberflichen. So steigt der Anteil an Individuen von Tetrahymena pyriformis
mit unvollstdndig verdauten Bakterien mit steigender Kettenldnge der Diamine von
38 % (Ethylendiamin) iiber 50 % (Diaminopropan) auf bis zu 80 % im Fall von
Cadaverin an. Der grofite Anteil an Individuen mit unvollstindig verdauten Bakterien
fand sich in dieser Versuchsreihe beim Polyamin Spermidin (90 %), mit Spermin
behandelte Bakterien konnten nur in 69 % der Fille der Verdauung von Tetrahymena
pyriformis entgehen. Die Héufigkeit des Entkommens von Escherichia coli ist mit Di-
und Polyaminen weniger stark erhoht, als mit langkettigen Monoaminen oder Endo-
Porter. Sie rangiert zwischen etwa einem Viertel aller betrachteten Fille

(Diaminopropan) und der Halfte (Spermin).

Zusammenfassend zeigt sich zum einen eine starke Korrelation zwischen ineffizienter
Verdauung von Futterbakterien und deren Entkommen aus den Nahrungsvakuolen von
Tetrahymena pyriformis. Je ineffizienter Escherichia coli verdaut wurde, desto hiufiger
entkamen die Bakterien aus den Nahrungsvakuolen. Zum andern wird ein
Zusammenhang mit Oberfldcheneigenschaften von Bakterien und dem Entkommen aus
Nahrungsvakuolen deutlich. Vor allem hydrophobe Oberflichen erhdhen die Frequenz

des Verlassens von Nahrungsvakuolen sehr deutlich.
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5 Diskussion

5.1 Die Internalisierung von Escherichia coli in Tetrahymena pyriformis

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit bestand darin, zu zeigen, dass Escherichia coli in
der Lage ist, die Verdauung von Tetrahymena pyriformis zu umgehen und auflerdem
aus den Nahrungsvakuolen zu entkommen, weil dies der erste logische und nétige
Schritt zur Etablierung endosymbiontischer Assoziationen ist. Mit Hilfe
unterschiedlicher experimenteller Techniken wurde deutlich, dass diese Voraussetzung
fiir ein Modellsystem zum Studium intrazelluldrer Vergesellschaftungen in der
Interaktion zwischen Tetrahymena pyriformis und Escherichia coli erfiillt ist.
Fluoreszenzmikroskopisch wurde beobachtet, wie Escherichia coli ohne zusitzliche
Manipulation aus der Nahrungsvakuole entkommt. Die Chance fiir das Verlassen der
Nahrungsvakuolen lag bei 5 %, wenn unbehandelte Ubernachtkulturen an Tetrahymena
pyriformis verfiittert wurden. Was diesen Prozess ermdglicht, ist bis dato unklar.
Mechanistische Studien dazu gibt es nicht. Fiir manche pathogenen Mikroorganismen
wurde gezeigt, dass sie die Nahrungsvakuolen von Amdben verlassen konnen und sich
beispielsweise mit dem Endoplasmatischen Reticulum assoziieren, allerdings bleibt
unklar, was sie dazu befdhigt (Barker und Brown, 1994). Studien, die sich mit dem
Uberleben von Escherichia coli innerhalb von Tetrahymena befassen, beschrinken sich
ausschlieBlich auf das Uberleben der Verdauung in Nahrungsvakuolen (Schlimme et al.,
1995) oder stellen die Uberlebensfihigkeit nur iiber indirekte Messung fest, in diesem
Fall iiber Biolumineszenz (Nelson ef al., 2005). Zudem beschriankte sich der
Beobachtungszeitraum auf nur eine Stunde, sodass unklar bleibt, ob Escherichia coli in
diesen Fillen nicht spiter noch vollstindig verdaut wird. Auch fiir andere, pathogene
Organismen bezieht sich die Feststellung ihrer Uberlebensfihigkeit ausschlieBlich auf
Nahrungsvakuolen und Fakalpellets (z. B. Manasherob ef al., 1998; Smith et al., 2012).
Fir manche Organismen wurde zwar festgestellt, dass sie sich innerhalb von
Tetrahymena pyriformis vermehren konnen, jedoch wird nicht ersichtlich, in welchem
Kompartiment sie dies tun (z. B. Steele und McLennan, 1996; Strahl et al., 2001).

Somit ist die Erkenntnis, dass Escherichia coli ohne zusétzliche Manipulation die
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Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis verlassen kann, vollig neu. Mit
moglichen Voraussetzungen, die das Bakterium dazu befdhigen, insbesondere mit dem
Einfluss verschiedener bakterieller Oberflichen, befasst sich der experimentelle Teil

dieser Arbeit niher.

Eine unmittelbare Folge des Verlassens der Nahrungsvakuolen von Tetrahymena
pyriformis ist die Persistenz von Escherichia coli im Cytoplasma des Ciliaten. Sowohl
fluoreszenz- als auch transmissionselektronenmikroskopisch, aber ebenso {iiber die
Detektion bakterieller DNA, wurde nachgewiesen, dass das Bakterium bzw. dessen
DNA bis zu zwei Wochen innerhalb des Protozoons auffindbar ist, selbst wenn keine
externen Bakterien mehr aufgenommen werden konnen, da sie als Folge der
Applikation des Antibiotikums Paromomycin lysiert und somit aus dem umgebenden
Medium entfernt wurden. Die Farbung mit Nilrot und DAPI zeigt an, dass Escherichia
coli bis zu drei Tage nach der Zugabe von Paromomycin innerhalb von Tetrahymena
pyriformis  persistiert und mit diesen Farbstoffen sichtbar gemacht werden kann.
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener Cokulturen mit und
ohne Antibiotikumbehandlung zeigen zudem Strukturen, die im Regelfall von zwei
Membranen umgeben sind. Da bei extern vorliegenden Bakterien zumeist nur eine
umgebende Membran sichtbar war, obwohl Escherichia coli als Gram-negatives
Bakterium eigentlich zwei aufweisen miisste, bedeutet dies, dass Tetrahymena
pyriformis internalisierte Bakterien in den meisten Fillen mit einer zusitzlichen
Membran ausstattet. Der Verlust der dulleren Bakterienmembran, entweder in Teilen
oder vollstdndig, ist bei Genetiker-Stimmen von Escherichia coli nicht ungewohnlich.
Ein weiteres Indiz dafiir, dass die zweite, dullere Membran nicht bakteriellen Ursprungs
ist, ist die ultrastrukturelle Verschiedenheit beider Membranen. Dabei ist die innere,
bakterielle Membran in den meisten Féllen dicker und gleichméBiger als die dufere, von
Tetrahymena stammende Membran. Die gefundenen Strukturen sind meist kleiner als
extern vorliegende Bakterien. Da Escherichia coli allerdings auch unter den iiblichen
Kulturbedingungen eine ausgeprédgte Pleiomorphie aufweist, spricht diese Beobachtung
nicht gegen die Identifikation der gefundenen Strukturen als Bakterien, die aus

Nahrungsvakuolen entkommen sind. Zudem ist auch nicht klar, inwiefern

-135-



5 Diskussion

physiologische Anderungen, bedingt durch die intrazellulire Lebensweise der
Bakterien, deren GroB3e beeinflussen. Auch wenn in einigen Féllen das Zellinnere der
gefundenen Bakterien nur wenig elektronendichtes Material zeigte, schlieBt dies die
Integritit der Bakterien nicht aus, da naturgemiBl unterschiedlich dichte Bereiche
innerhalb einer Zelle auftreten konnen und nicht jedes Material eine starke Osmiophilie
aufweist. Da anhand eines einzelnen Schnittes nicht klar ist, in welchem Bereich das
Bakterium getroffen wurde, kann man daher keine vollstidndig gesicherte Aussage liber
deren Status treffen. Dazu wiren vollstindige Schnittserien von Noéten, die jedoch in
Anbetracht der Dauer der Aufenthalte in Stuttgart und der hohen Zahl verschiedener

Proben nicht moglich waren.

Ein weiteres Indiz fiir die Persistenz von Escherichia coli im Cytoplasma von
Tetrahymena pyriformis ist der Nachweis bakterieller DNA bis zu 14 Tage nach der
Zugabe von Paromomycin und der daraus resultierenden schnellen Lyse aller im
Medium befindlichen Bakterien. Dies bedeutet, dass die intrazelluliren Bakterien, die
mit der PCR nachgewiesen wurden, bereits vor Zugabe des Antibiotikums internalisiert
waren. Uber die Behandlung mit DNase I, den Transfer in frisches,
paromomycinhaltiges Medium nach wenigen Tagen sowie der Trennung von
Kulturiiberstand und Zellniederschlag mit Zentrifugation ist zudem sichergestellt, dass
die erhaltenen PCR-Signale ausschlieBlich aus dem Zellinneren stammen und nicht
etwa von freier DNA lysierter Zellen im Kulturiiberstand. Der Fakt, dass bakterielle
DNA innerhalb von Tetrahymena pyriformis 14 Tage nach dem Entfernen aller extern
vorliegenden Bakterien nachgewiesen werden kann, deutet stark darauf hin, dass
Escherichia coli sich auch intrazelluldr teilen kann, da es andernfalls nach der langen
Inkubation durch anhaltende Zellteilung von Tetrahymena pyriformis nicht mehr

nachweisbar wire.

Die Lebens- und Teilungsfdhigkeit der intrazelluldren Bakterien sollte mit dem
Ausplattieren auf LB und der Bestimmung koloniebildender Einheiten {iiberpriift
werden. Durch die Zugabe von Paromomycin ist dabei sichergestellt, dass alle
erhaltenen Kolonien ausschliefSlich von internalisierten Bakterien stammen, da das
Antibiotikum zuverldssig und schnell zur Lyse von Escherichia coli im Medium fiihrt.
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Da nur in 30 % der Versuchsdurchldufe koloniebildende Bakterien gefunden wurden,
sind die Ergebnisse nicht leicht zu interpretieren. Die verschiedenen mikroskopischen
Techniken sowie die PCR-Ergebnisse belegen, dass Escherichia coli intrazellulér bis zu
14 Tage in Tetrahymena pyriformis persistiert. Auch wenn sie nur noch bedingt
extrazelluldr auf festen Ndhrmedien kultivierbar sind, sagt dies nichts iiber deren
intrazelluldre Integritdt und Teilungsfahigkeit aus. Moglicherweise beeintrachtigten
lysierende Zellen von Tetrahymena pyriformis die Teilung der intrazelluldren Bakterien
nach dem Ausplattieren auf das Néhrmedium. Eine weitere Begriindung fiir die
beeintrichtigte Kultivierbarkeit stellen physiologische Anderungen dar, die
internalisierte Bakterien erfahren und die folglich dazu fiihren, dass Escherichia coli
nicht mehr oder nur noch erschwert auf festem Ndhrmedium wachsen kann. Ein Indiz
dafiir stellt die Beobachtung dar, dass die maximale Anzahl koloniebildender Einheiten
erst nach zwei bis drei Tagen der Inkubation bestimmt werden konnte. Dies ist fiir
Escherichia coli duBerst ungewohnlich, da {iiblicherweise bereits nach einer Nacht
Bebriitung unter denselben Bedingungen alle koloniebildenden Zellen sichtbar sind.
Zudem ist bekannt, dass manche pathogenen Mikroorganismen nach der
Internalisierung ebenfalls physiologische Anderungen erfahren. Diese resultieren
beispielsweise in gesteigerter Virulenz nach der Internalisierung (z. B. Cirillo et al.,
1997) oder in erhdhter Resistenz gegentiber verschiedenen Desinfektionsmitteln (King
et al., 1988; Brandl et al., 2005; Snelling et al., 2005). Diese Studien beziehen sich
allerdings ausschlieBlich auf Uberlebende aus Nahrungsvakuolen. Dennoch ist nicht
auszuschlieBen, dass Escherichia coli in unseren Experimenten dhnliche Anderungen
erfihrt. Zumindest vor dem Ubertritt in das Cytoplasma von Tetrahymena pyriformis
miissen die Bakterien die Verdauung iiberstehen. Eine mogliche Folge wiren verdnderte
Zelloberflaichen der Bakterien. Diese wiirden, im Falle der zitierten Studien, erklaren,
weshalb internalisierte und wieder ausgeschiedene Pathogene resistenter gegeniiber
Desinfektionsmitteln sind, da diese durch verdnderte Oberflichen weniger angreifen
oder nur noch erschwert aufgenommen werden. Fiir Escherichia coli ist dies nicht
auszuschlieBen. Verdnderte Oberflicheneigenschaften, bis hin zu osmotischer Labilitét,
wiirden sich widhrend der intrazelluliren Lebensweise wenig auswirken, konnen

allerdings die Kultivierung auf festem Medium in Petrischalen erheblich
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beeintrachtigen. Untersuchungen mit Mycobacterium smegmatis zeigten, dass eine
Reduktion der Permeabilitit der Zellwand dazu fiihrte, dass diese Bakterien resistenter
gegeniiber der Verdauung durch Acanthamoeba castellanii und Macrophagen wurden
(Sharbati-Tehrani et al., 2005). Sollte das Uberstehen der Verdauung sowie die
intrazelluldre Lebensweise von Escherichia coli dazu fiihren, dass die Zellwand weniger
permeabel wird, wire die Néhrstoffaufnahme auf festen Ndhrmedien erschwert und
fiihrte zu beeintrachtigter Kultivierbarkeit. Man kdnnte auch annehmen, dass besonders
solche Bakterien die Verdauung iiberstehen und Nahrungsvakuolen verlassen, die
bereits vorher liber eine weniger permeable Zelloberfliche verfiigten. Zudem koénnen
zusitzliche physiologische Adaptionen an die intrazelluldre Lebensweise, wie z.B. eine
Anpassung an den pH-Wert innerhalb der Zellen und des Stoffwechsels der Bakterien
an das Néhrstoffangebot, eine Ursache fiir schlechte Kultivierbarkeit darstellen. So stellt
ein drastischer Wechsel des umgebenden Mediums beim Ausplattieren, von intrazelluldr
auf festes Nihrmedium, Escherichia coli eventuell vor groBere Probleme beim
Einstellen auf den raschen Bedingungswechsel. Solche Probleme treten innerhalb der
Bakteriologie sogar beim Wechsel zwischen verschiedenen Ndahrmedien auf. Es ist also
durchaus moglich und vorstellbar, dass Escherichia coli in unseren Experimenten ein
dhnliches Schicksal erfdhrt wie andere Endosymbionten und als Folge der
intrazelluldren Lebensweise nicht mehr, zumindest aber nur noch eingeschrinkt

auBerhalb von Tetrahymena pyriformis kultiviert werden kann.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Interaktion von Tetrahymena pyriformis
und Escherichia coli durchaus als Modell zum Studium von Endosymbiosen fungieren
kann. Die initiale Voraussetzung dafiir, ndmlich die Umgehung der Verdauung und das
Entkommen aus Nahrungsvakuolen, ist erfiillt. Zudem lassen sich die beiden
Organismen durch die Wahl selektiver Bedingungen, in diesem Fall die Applikation des
Antibiotikums Paromomycin, in eine ldngerfristige, endosymbiontische Interaktion
zwingen. Dies ermoglicht weitere Untersuchungen zu Konsequenzen fiir beide Partner,

die diese Lebensweise mit sich bringt.
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5.2 Einfluss verschiedener Cokulturen auf die Paromomycinsensitivit:it

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Cokulturen mit transformierten Bakterien, die
das Neomycinresistenzgen tragen, einen positiven Effekt auf das Uberleben von
Tetrahymena pyriformis in Gegenwart von Paromomycin haben, verglichen mit
Cokulturen mit nicht transformierten Bakterien oder axenischen Kulturen. Dabei war es
unerheblich, ob die Bakterien zur Bildung von Sex-Pili beféhigt sind. Auch die Dauer
der Cokultivierung spielt nur eine untergeordnete Rolle, da die Langzeitcokulturen nicht
wesentlich besser mit den toxischen Bedingungen zurechtkamen. Auch die Promotoren,
die das Resistenzgen in den verschiedenen Konstrukten kontrollieren, haben keinen
messbaren Einfluss. Im Fall von pBS-neoTet steht das Resistenzgen unter gar keiner
direkten Promotorkontrolle. Im Falle von pNeo4 und dem darauf basierenden pNeo4-
DsRed liegt ein fiir Tetrahymena thermophila optimierter Promotor vor dem
Neomycinresistenzgen, sodass Escherichia coli damit weniger operieren kann, wihrend
bei pEGFP-Neo der bakterielle lac-Promotor vorgeschaltet ist. Die Zugabe der
verschiedenen Promotorinduktoren hatte zudem keine nennenswerte Steigerung der
Resistenz zur Folge. Somit bleibt unklar, wodurch die gesteigerte Resistenz von
Tetrahymena pyriformis verursacht wird. Auch der Mechanismus der Inaktivierung ist
nicht zweifelsfrei zu kliaren. Eine Mdoglichkeit wire die Sekretion der Aminoglykosid-
Phosphotransferase. Wahrscheinlicher ist aber die Aufnahme des Antibiotikums durch
Escherichia coli und, daraus resultierend, der intrazelluldire Abbau des Paromomycins.
Sollte Escherichia coli die Aminoglykosid-Phosphotransferase exprimieren und so fiir
die gesteigerte Resistenz verantwortlich sein, konnte man annehmen, dass in den
Konstrukten ohne bakterielle Promotoren eine konstitutive Transkription der mRNA
erfolgt, die von den Promotoren anderer auf dem Plasmid liegender Gene ausgeht. Ohne
starke Terminatoren der Transkription vor dem betrachteten Gen, die hier jedoch nicht
vorliegen, sind solche Effekte durchaus keine Ausnahme. Dennoch wéren dann im Falle
der Inaktivierung des Antibiotikums durch Escherichia coli mit bakteriellem Promotor
gesteigerte Resistenzeffekte zu erwarten, vor allem nach Zugabe von IPTG als
Promotorinduktor. Andererseits ist auch unklar, in welchen Mengen diese die

intrazelluldren Bakterien erreichen. Ein Transfer der Plasmid-DNA und folglich die
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Expression des Neomycinresistenzgens durch Tetrahymena pyriformis ist ebenfalls sehr
unwahrscheinlich, da in diesem Fall einerseits die Internalisierung der Bakterien
tiberfliissig wire, andererseits ebenso die Zugabe von CdCl» als Promotorinduktor einen
starkeren Effekt haben miisste. So ldsst sich abschlieBend noch keine eindeutige
Aussage dariiber treffen, was die gesteigerte Resistenz durch Cokultivierung mit den
transformierten Bakterien verursacht. Die wahrscheinlichste Erkldarung ist die
konstitutive Expression des Neomycinresistenzgens in Escherichia coli, das dann die

Inaktivierung iiber Phosphorylierung intrazelluldr vornimmt.
5.3 Die Eignung synthetischer Mikropartikel als kiinstliche Futterpartikel

Der Einsatz synthetisch hergestellter Mikropartikel erlaubt die gezielte Beeinflussung
biochemischer und biophysikalischer Oberflicheneigenschaften {iber chemische
Modifikationsprozesse bei gleichzeitiger Standardisierung des dargebotenen Materials.
Um als Modell zum Studium der Effekte verschiedener Oberfldcheneigenschaften auf
Ingestion und Verdauung von Tetrahymena pyriformis fungieren zu konnen, muss
sichergestellt sein, dass die angebotenen synthetischen Partikel dem natiirlichen Prozess
der Nahrungsaufnahme und -Verwertung so nahe wie mdglich kommen. Dafiir wurde
einerseits die Ingestionsrate nicht modifizierter Mikropartikel bestimmt und mit bisher
in der Literatur beschriebenen Werten verglichen, andererseits wurde mit verschiedenen
Mitteln gepriift, ob die Partikel von Tetrahymena pyriformis verdaut und verwertet

wurden.

Bis etwa 40 Minuten nach der Fiitterung mit den synthetischen Mikropartikeln bildet
Tetrahymena pyriformis alle vier Minuten eine neue Nahrungsvakuole, danach sinkt die
Aufnahmerate leicht ab auf eine Vakuole alle zehn Minuten (Diirichen ef al., 2016). In
der Literatur finden sich fiir die Vakuolenbildungsraten unterschiedliche Angaben und
reichen von einer Vakuole alle 2,5 Minuten (Chapman-Andresen und Nilsson, 1968;
Ricketts, 1971a), iiber 3 Minuten (Rasmussen, 1976) bzw. 3,3 Minuten (Nilsson, 1972)
bis hin zu 2,5 bis 3,7 Minuten (Hoffmann et al., 1974). Die Vakuolenbildungsrate mit
den hier dargebotenen Partikeln liegt also etwas unter diesen Angaben. Dies hat zwei

mogliche Ursachen: Einerseits wurde die Aufnahmerate in anorganischem
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Phosphatpuffer gemessen, der keinen zusitzlichen Ingestionsstimulus darstellt, wéhrend
in anderen Studien PPY-Medium verwendet wurde, das zusitzlich ingestionsfordernd
wirkt (Seaman, 1961). Andererseits wurden die Versuche bei 22 bis 24 °C durchgefiihrt.
Die anderen Studien gaben eine Temperatur von etwa 28 °C an. Niedrigere
Temperaturen senken die Stoffwechselrate und ebenso die Vakuolenbildungsrate
(Nilsson, 1977). Dass diese nach einiger Beobachtungszeit nachldsst, ist nicht
ungewohnlich, wie vergleichbare Ergebnisse von Nilsson (1972) und Ricketts (1971b)
zeigen. Somit kann angenommen werden, dass die synthetischen Mikropartikel wie
natiirliche Nahrungspartikel ingestiert werden. Der Umstand, dass Hungerkulturen von
Tetrahymena pyriformis die angebotenen Partikel aufnehmen, spricht ebenfalls dafiir,
weil Untersuchungen mit Latexpartikeln, Farbpigmenten, Bakterien und Hefen zeigten,
dass Hungerkulturen nur niitzliche Partikel einstrudeln. Die abiotischen Partikel wurden
nur passiv aufgenommen, wenn den Hungerkulturen zusétzlich PPY zugesetzt wurde
(Ricketts, 1971a). Vergleichbare Ergebnisse erhielt man mit kolloidalem Gold und
Trypanblau-Partikeln ~ (Seaman, 1961; Elliot und Clemmons, 1966). In
Doppelfiitterungsexperimenten mit Escherichia coli wurde zudem eine Préferenz fiir

Futterbakterien ausgeschlossen (Diirichen et al., 2016).

Neben der Ingestion ist es auch von Bedeutung, ob Tetrahymena pyriformis die
dargebotenen Partikel tatsdchlich verdaut. Dabei beginnt der Verdauungsprozess nicht
bereits mit der Ingestion, sondern wird nur dann gestartet, wenn sich verdaubares
Material in den Nahrungsvakuolen befindet, wie Ricketts (1971a) mit der Messung der
Aktivitdt saurer Phosphatase zeigte. Ein gutes Indiz fiir induzierte Verdauung stellt das
Anséduern des Nahrungsvakuoleninhalts dar, da dies eine wichtige Voraussetzung fiir die
Lysosomfusion ist (Nilsson, 1977) und zudem optimale Bedingungen fiir
Verdauungsenzyme schafft. Die Neutralrotfarbung zeigte, dass Nahrungsvakuolen mit
den synthetischen Mikropartikeln angesduert wurden. Zusitzlich verkleinerte sich der
Vakuolendurchmesser wihrend des Verdauungsprozesses, was ebenfalls ein Hinweis
darauf ist, dass die Partikel verdaut werden (Miiller et al., 1965; Nilsson, 1977).
AuBlerdem war Tetrahymena pyriformis in der Lage, sich auf Basis der synthetischen

Mikropartikel als einzige Nahrungsquelle zu teilen, wenngleich die Generationszeiten
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sehr hoch waren. Die Ursache hierfiir liegt vermutlich in der de novo Synthese
bendtigter Stoffe, da Supplementierung mit den essentiellen Substanzen keine

merkliche Erh6hung der Teilungsrate bewirkte.

Da die dargebotenen synthetischen Mikropartikel von Tetrahymena pyriformis sowohl
ingestiert, als auch verdaut und verwertet werden, eignen sie sich als kiinstlicher
Nahrungspartikelersatz zum Studium der Eftekte verschiedener

Oberflacheneigenschaften auf die Ingestion und Verdauung.
5.4 Einfluss definierter Oberfliicheneigenschaften auf die Ingestion

Anhand der Zéhlung von Nahrungsvakuolen in Tetrahymena pyriformis nach der
Fiitterung mit modifizierten Mikropartikeln und Bakterien zeigte sich, dass
unterschiedliche gebundene Substanzen die Ingestionsrate beeinflussen. Dabei war der
Effekt mit den Mikropartikeln deutlich stirker ausgeprigt. Dies diirfte vor allem mit
dem erheblichen GroBenunterschied von Partikeln und Escherichia coli zu begriinden
sein. Zum einen sind letztere so klein, dass sie unter Umstidnden auch passiv ingestiert
werden, zum anderen ist der Effekt von Oberflicheneigenschaften bei gréferen
Oberflachen sicherlich stirker ausgeprdgt als bei kleineren aufgrund des erhohten
Erkennungsareals. Dennoch lassen sich einige Gemeinsamkeiten festhalten.
Mikropartikel mit den kovalent gebundenen Aminosduren Lysin (positiv geladen) und
Isoleucin (unpolar) wurden von Tetrahymena pyriformis kaum aufgenommen (2,2 bis
2,3 VPI), nur Partikel mit Phenylalanin wurden zu etwas hoherer Anzahl ingestiert (4,95
VPI). Auch mit Aminoséuren gekoppelte Bakterien wurden im Vergleich zu den
Kontrollfiitterungen mit etwas geringeren Raten aufgenommen. Eine Ausnahme bilden
hier ebenso Phenylalanin, aber auch Isoleucin. Die getesteten Aminosduren sind fiir
Tetrahymena pyriformis essentiell (Holz, 1973). Eine mogliche Erkldrung fiir dieses
Verhalten besteht darin, dass neben dem proteolytischen ErschlieBen essentieller
Aminosduren in Nahrungsvakuolen ebenso nachgewiesen wurde, dass Tetrahymena
pyriformis im Medium geloste Aminosduren iiber aktiven, Carrier-vermittelten

Membrantransport aufnehmen kann (Stephens und Kerr, 1962; Orias und Rasmussen,
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1979). Eventuell wird der letztgenannte Prozess zur Akquisition essentieller

Aminosduren bevorzugt.

An die Oberflache von Mikropartikeln gebundene Proteine, vor allem aber zusétzliches
Rinderserumalbumin und Glucoronidase, erhdhten die Aufnahmerate von Tetrahymena
pyriformis im Vergleich zu den unbehandelten Partikeln. Auf bakterielle Oberflachen
gebundenes Rinderserumalbumin bewirkte diesen Effekt nicht. Im Gegensatz dazu
forderten an die Bakterien gebundene Mono-, Di- und Polyamine die Ingestion.
Interessanterweise ist der Effekt von Endo-Porter konzentrationsabhidngig. Mit
steigender Konzentration sinkt die Ingestion. Eine mogliche Ursache stellt die starke

Hydrophobie dar, die die Bakterien weniger einfach zugénglich macht.

Die Ergebnisse, sowohl mit modifizierten Bakterien als auch Mikropartikeln, deuten
stark darauf hin, dass ein Erkennungssystem fiir Nahrstoffe und Futterpartikel vor der
Ingestion aktiv ist. Auch idltere Studien legen dies nahe. Wihrend zugesetzte Proteine,
Oligopeptide und RNA die Aufnahmerate steigerten, bewirkten freie Aminosduren,
Polysaccharide und Glucose dies nicht (Ricketts, 1972). Dabei spielte die Nettoladung
der angebotenen Stoffe nur eine untergeordnete Rolle (Rasmussen und Modeweg-
Hansen, 1973). Anhand der Vielzahl und Unterschiedlichkeit der angebotenen
Substanzen und Partikel konnte man schlieBen, dass dieses Erkennungssystem
einigermallen komplex ist. Wie genau dies bei Tetrahymena pyriformis aussieht, ist bis
dato unklar. Fiir andere Protozoen sind mehrere Moglichkeiten der Nahrungsperzeption
beschrieben. Beim Dinoflagellaten Oxyrrhis marina (Wootton et al., 2007) sowie der
Amobe Vermamoeba vermiformis (Venkataraman et al., 1997) sind Lectine an der
Erkennung und Bindung von Nahrung beteiligt. Ein Mannosebindeprotein ist bei
Acanthamoeba castellanii an der Aufnahme von Hefezellen beteiligt (Allen und
Dawidowicz, 1990). Eine Studie mit Euplotes mutabilis zeigte mehrere, verschiedene
Lectinbindungsstellen am Cytostom sowie an der Ingestion beteiligten Strukturen, die
vermutlich fiir die selektive Nahrungsaufnahme verantwortlich sind (Wilks und Sleigh,

2004).
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In vivo Lectinbindung mit Concanavalin A und Weizenkeimagglutinin konnte in
Tetrahymena pyriformis keine Bindungsstellen im Bereich des Cytostoms markieren
(Diirichen et al., 2016). Moglicherweise sind diese Bindungsstellen allerdings von

einem aus den Mucocysten stammenden Schleim maskiert (Nilsson, 1972).

5.5 Einfluss modifizierter Bakterienoberflichen auf die Verdauung und das

Entkommen aus Nahrungsvakuolen
5.5.1 Beteiligung der Sex-Pili am Entkommen aus Nahrungsvakuolen

Anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen nach DAPI-Fiarbung wird ersichtlich,
dass Escherichia coli Stimme mit F-Plasmid, unabhéngig davon, ob es reinfiziert wurde
oder vorher vorhanden war, eher in der Lage sind, Nahrungsvakuolen von Tetrahymena
pyriformis zu verlassen. Der angewandte Temperaturschock diente vor allem dazu, die
Frequenz dieser Ereignisse soweit zu erhdhen, dass dieser Effekt deutlich wird. Das F-
Plasmid befdhigt die Bakterien zur Bildung von Sex-Pili, die die bakterielle
Konjugation ermdglichen; alle dafiir notwendigen Gene sind in der fra-Region des F-
Plasmids enthalten (Audette et al., 2004). Diese Stimme (F") werden als Donatoren
bezeichnet, Stimme ohne F-Plasmid als Rezipienten (F~; Lederberg et al., 1952). Die
Pili werden iiber das Typ IV Sekretionssystem gebildet (Lawley et al., 2003), dessen
Derivate oft in die Sekretion makromolekularer Substanzen pathogener
Mikroorganismen involviert sind (Christie, 2001). Der Pilus selbst dient der
Kontaktaufnahme mit Rezipienten. Der Durchmesser der Pili betrégt etwa 8 nm, der des
Lumens 2 nm, und er setzt sich aus Pilin zusammen (Lawley et al., 2003). Dabei dient
er ausschlielich der Kontaktaufnahme mit einem potentiellen Rezipienten; der Transfer
der DNA erfolgt nach Retraktion des Pilus iiber das Typ IV Sekretionssystem. Es ist
durchaus  vorstellbar, dass Escherichia coli in unseren Experimenten
Konjugationsbriicken zur Nahrungsvakuolenmembran aufbaut, da gezeigt wurde, dass
Escherichia coli in der Lage ist, DNA-Transfer zu vollig fremden Organismen iiber die
Konjugationsbriicken zu mobilisieren, in diesem Fall mit Saccharomyces cerevisiae
(Heinemann und Sprague, 1989). Zudem erhoht die Assoziation in Nahrungsvakuolen

die Konjugationsfrequenz von Escherichia coli (Matsuo et al., 2010), vermutlich tiber
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die Aktivierung des quorum sensing Systems (Oguri et al., 2015). Moglicherweise
bildet Escherichia coli innerhalb der Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis
Pili aus, die an die Membran binden konnen. Uber Lectinbindung wurde gezeigt, dass
diese glycosylierte Strukturen tragen (Diirichen ef al., 2016). Dabei markiert das Lectin
Concanavalin A die gesamte Nahrungsvakuole und zudem auch alle Nahrungsvakuolen.
Concanavalin A bindet an interne und terminale, nicht reduzierende Mannopyranosyl-
und Glucopyranosylreste, die hauptsidchlich in N-glycosidisch verkniipften Produkten
zu finden sind (Goldstein et al., 1974). Da sie ubiquitdr auftreten, ist anzunehmen, dass
diese glycosylierten Proteine vor allem am Schutz vor der Selbstverdauung beteiligt
sind (Diirichen ef al., 2016). Weizenkeimagglutinin markierte hingegen nur spezifische
Teile der Vakuolenmembran in jiingeren Nahrungsvakuolen (Diirichen et al., 2016).
Weizenkeimagglutinin bindet hauptsidchlich an terminales, nicht reduzierendes N-
Acetylglucosamin und Sialinsdure (Wright, 1984). Da die markierten Strukturen
wihrend des Verdauungsprozesses entweder ausgeschnitten oder maskiert werden und
somit nicht mehr anfiarbbar sind, dienen sie vielleicht als Signalsequenzen fiir
Lysosomfusion oder sind an der Erkennung verdaulichen Materials beteiligt (Diirichen
et al., 2016). Die glycosylierten Proteine der Nahrungsvakuolenmembran konnten
ebenso als Bindestelle fiir die Pili oder das Typ IV Sekretionsystems nach Pilus-
Retraktion dienen. Durch die enge Bindung an die Membran konnten die Bakterien in
der Konsequenz aus den Nahrungsvakuolen entkommen. Dies unterstiitzen ebenso die
Ergebnisse fritherer Experimente, da diese ausschlieBlich mit dem F*-Phénotyp gemacht
wurden. Dies spricht fiir Protein-Protein-Interaktionen, die am Entkommen von
Escherichia coli aus den Nahrungsvakuolen beteiligt sind. Protein-Protein-Interaktionen
sind vermutlich auch bei Holospora am Infektionsprozess beteiligt (Wiemann und
Gortz, 1991; Fujishima et al., 1997; Ehrsam und Gortz, 1999; Iwatani et al., 2005), auch

wenn diese mechanistisch anders sind.

Welche Komponenten des Konjugationssystems genau die erhaltenen Effekte
verursachen, also ob es die Pili selbst sind oder das ihnen zugrunde liegende
Sekretionssystem, ist allein durch die Entfernung des F-Plasmids nicht zu sagen, da dies
alle benétigten Komponenten kodiert. Dafiir wéren Konstrukte notig, die gezielt

einzelne Komponenten der tra-Region ausschalten.
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5.5.2 Einfluss chemisch modifizierter Bakterienoberflichen

Die chemische Oberflichenmodifikation von Escherichia coli hat gezeigt, dass
definierte Eigenschaften die Verdauung von Tetrahymena pyriformis beeintrachtigen
und als Konsequenz die Frequenz des Entkommens aus Nahrungsvakuolen erh6hen. Es
besteht ein starker Zusammenhang zwischen unvollstindiger Verdauung und dem
Verlassen von Nahrungsvakuolen. Dabei haben sich zwei entscheidende Faktoren

herausgestellt: Oberflachenhydrophobie und -Alkalinitét.

Wie die Farbung mit Neutralrot zeigte, werden Nahrungsvakuolen von Tetrahymena
pyriformis, die Bakterien mit an die Oberfliche gebundenen Di- und Polyaminen
enthielten, nicht vollstindig angesduert. Die Ansduerung ist einerseits eine wichtige
Voraussetzung fiir die Lysosomfusion (Nilsson, 1977), schafft andererseits aber auch
optimale Bedingungen fiir Verdauungsenzyme. Ob die Lysosomfusion selbst
unterdriickt ist oder nur die Verdauungsbedingungen suboptimal sind, konnte nicht
festgestellt werden. In jedem Falle war die Verdauung so stark beeintrachtigt, dass sogar
eine sich teilende Zelle von Escherichia coli transmissionselektronenmikroskopisch
innerhalb einer Vakuole gefunden wurde. Zudem wurden mit beiden mikroskopischen
Techniken ins Cytoplasma iibergetretene Bakterien gefunden. Weshalb die
unvollstindige Ansduerung der Nahrungsvakuolen die Entkommensrate beeinflusst,
bleibt unklar. Vermutlich hat Escherichia coli wegen der Ineffizienz der Verdauung
mehr Zeit zum Entkommen, da die Bakterien linger lebensfdhig bleiben. Zudem
wurden auch diese Experimente mit dem F'-Stamm durchgefiihrt. Die Inhibition des
Ansduerns von Nahrungsvakuolen konnte eine mogliche Strategie fiir potentielle
Endosymbionten oder Pathogene sein, die Verdauung des Wirts zu iiberstehen. Eine
Moglichkeit wiére die Inaktivierung der Protonenpumpen, die zumindest bei
Paramecium sicher am Anséduern der Nahrungsvakuolen beteiligt sind (Ishida et al.,
1997). Uber die Proteomanalyse des Phagosoms von Tetrahymena thermophila wurden
drei Untereinheiten einer V-ATPase identifiziert, die vermutlich zum Ansduern der
Nahrungsvakuolen beitragen (Jacobs et al., 2006). Eine weitere Moglichkeit bildet die
Sekretion protonenbindender Substanzen. Dariiber ist bis dato aber nichts bekannt. Fiir
Mycobacterium avium wurde gezeigt, dass es die Verdauung durch Acanthamoeba
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castellanii tibersteht, indem die Lysosomfusion mit der Nahrungsvakuole iiber einen
noch unbekannten Mechanismus verhindert wird (Cirillo et al., 1997). Eine mogliche

Begriindung wire in diesem Fall die Inhibition des Ansduerns der Nahrungsvakuolen.

Erhohte Oberflichenhydrophobie, einerseits iiber die Bindung von Monoaminen mit
steigender Kettenldnge, anderseits iiber Endo-Porter, fiihrte ebenfalls zu unvollstindiger
Verdauung von Escherichia coli und zu erhohter Frequenz des Entkommens aus den
Nahrungsvakuolen von Tetrahymena pyriformis, wie sowohl Fluoreszenz- als auch
Transmissionselektronenmikroskopie zeigten. Zwei mogliche Folgen der starken
Oberfldchenhydrophobie wéren die Bildung von Zellaggregaten, die zum Schutz vor
lytischen = Enzymen  filhren, oder die enge  Assoziation mit  der
Nahrungsvakuolenmembran. Beide Phdnomena wurden transmissionselektronen-
mikroskopisch ~ beobachtet. Vor allem ein enger Kontakt mit der
Nahrungsvakuolenmembran konnte iiber eine graduelle Umbhiillung der Bakterien mit
der Nahrungsvakuolenmembran und abschlieBend einer Art Knospung zum
Ausschleusen der Bakterien flihren. Daraus resultiert eine erhohte Frequenz des
Entkommens. Gerade bei Bakterien, die mit Endo-Porter behandelt wurden, scheint
dieser Mechanismus logisch zu sein, da dieses Peptid speziell fiir den
Transmembrantransport iiber Endocytose entwickelt wurde (Summerton, 2005).
Verglichen mit den basischen Substanzen ist die erhohte Oberflachenhydrophobie noch
effektiver im Hinblick auf die Umgehung der Verdauung und des Entkommens aus

Nahrungsvakuolen.

Insgesamt gesehen spielen bakterielle Oberflicheneigenschaften eine wichtige Rolle
beim Entkommen aus Nahrungsvakuolen, wie die chemische Modifikation einerseits
und die Entfernung des F-Plasmids andererseits belegen. Dass Oberfldchenerkennungen
generell einen Einfluss auf endosymbiontische Interaktionen haben, zeigen diverse
Reinfektionsexperimente, wie z. B. mit Chlorella in Paramecium bursaria (Kodama
und Fujishima, 2012; Germond und Nakajima, 2016). Pathogenitétsfaktoren, etwa
Listeriolysin O, sind ebenso am Umgehen der Verdauung mancher Pathogene beteiligt
(Dramsi und Cossart, 2002; Pushkareva und Ermolaeva, 2010). Da unser Stamm ein
K12-Derivat und folglich nicht pathogen ist, kommen Bakteriolysine und andere
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Pathogenitétsfaktoren als Ursache nicht in Frage. Vielmehr scheint im Falle
unbehandelter Bakterien tatsdchlich die Fahigkeit zur Bildung von F-Pili involviert zu
sein. Ebenso deuten die Ergebnisse mit modifizierten Bakterienoberflichen auf mehrere
Strategien zur Umgehung der Verdauung des Wirts und das Entkommen aus dessen
Nahrungsvakuolen an. Die fiir diese Arbeit entwickelte Prozedur zur Modifikation der
Oberfldche von Escherichia coli ist zudem ein wertvolles, generell verwendbares
Hilfsmittel, um weitere Oberflichenfaktoren zu identifizieren, die an den vorher
genannten Prozessen beteiligt sind, da prinzipiell alle Substanzen mit Amino- und
Carboxylgruppen gebunden werden konnen, so z. B. auch isolierte Oberflachenproteine.
Somit konnte mit diesem experimentellen System ebenfalls gekldrt werden, welche

Faktoren am ersten Schritt der Entstehung von Endosymbiosen beteiligt sind.
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Tet
Tris

VPI

7-Amino-4-methyl-3-cumarinylacetat
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N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethylcarbodiimid
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Luria-Bertani-Medium
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9 Anhang

9 Anhang

9.1 Sequenzen fiir die Erstellung der Primer

9.1.1 Phosphoglyceratkinase-Gen

50

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

gtggatttca

tctatcccct

cacttaggtc

aagctcgaat

ttaaaaatta

cttgaatgac

aatcatttta

tgctggtaac

gattctcatt

aaatatgatg

ctcaccatgg

tcctgaacat

ctcatattta

aaaagacaac

tcgttgataa

gaaataaaat

aatgatgcat

tacttcaatg

atagtttatt

atgtgccgtt

ccattaagaa

gtcccgatgg

agttacttgg

tgatagcaag

tgtgttggta

cttgaaaact

aaggtaataa

ttcatattgg

ttctaaaatt

agcagggtta

gtttgtgagt

taagtacaat

aatttcatgt

tattaaatca

atctcatctc

gagcattcaa

agtatttcta

ggtatatttc

gaaggatggt

gatcttggaa

taacagagtc

taccaaggta

tacaatatct

aggatgtaga

tgcgtttcca

atacaaatta

tttatgaata

cactttgaaa

tttaacacct

attcaagaag

aaatctgctt

agaaataaaa

ttattaatat

tcttagtata

tacactattc

ctttaagctt

ttctatcaat

caagtcaagg

tagaacccca

gaaaagcact

tagaatagct

cgcgcgtttt

agaagctgtc

tgctgaagaa

aaactttttt

actcaaatgt

aaatggattt

atgtccaacg

tattctttaa

gcctgatatg

tcaaataaag

catacttcta

caataaagag

atctcaccac

aatactatga

ttaagtgttt

accctactcg

agggtctcgt

ctatgaagcc

cataattcaa

caaataaaat

aagtctagca

gaaggtaagt

ctaatagatt

tatctaggga

tttgatgagt

tgtcgttcct

ttaaaaatta

aggttaaatt

gaaacggtga

ccatcgacgc

ctcctecccag

acatgaaatc

ctaacagcac

gagattcaga

aaataaattc

acaattatca

aaaacaaaca

gctatgacac

aaggagtacc

ttaatattcc

atcacctaac

ttaggagcaa

catatagctt

atcacttcac

agaagtgatt

tcactttgaa

acaatctagt

aggaatatac

catacacata

attacatatt

atttcttttt

tattttgatg

aaatttactt
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1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

aaatgatatg

gttaaacata

taaaagtata

acaccaaaat

ctatagttaa

taaggaattc

tactgctcat

ttacctcttg

cttcttggtt

gattgacaag

aattcacaat

ccaattactt

gtgcggcgat

ccctaagggt

cgttgctcgt

gttcagataa

tacctctatt

taaggtcagc

taattgttta

agaaagtcct

agagctcact

aagaaggaat

gtcttgggtg

gttgatgaaa

atggaaatcg

gaaaaggcta

tccctcgaag

tggattggtt

gccaacacta

ggttctgctg

attggtggtg

cacgtctcta

aattattaat

aaagtagagt

ctgttaattg

tgaccagttt

cttccatggt

tagactactt

gtgctaaggt

tgatcattgg

gtaactctct

aggctaaggg

ctaatgctaa

tggacgctgg

ttgtctggaa

atttgctcaa

gtgataccgt

ctggtggagg

tgaaatgaat

ctgttattaa

ttaataggtt

gggtgacttg

tggtgttgac

tagcaaggct

caaggataaa

tggtggtatg

tttcgatgaa

tgtcaagatc

cactcaaatc

tcccaagact

cggtcctcaa

gagggttagc

caacctcgtt

agaa 3"

tttagatatg

tcgcactcac

aaggctgacc

tacgttaacg

cacaagatca

ttggaatctc

atccaattga

gccttcacct

gaaggttata

cacttgcctg

cacgatttga

atcgctttga

ggtagattcg

gctagaactg

CaacCaagaaa

tgccaataga

cattttaaac

ctaaggctgt

atgctttcgg

gagctgctgg

ctaacagacc

tcgaaagtat

tcttgaagag

agatcgttga

tcgatttctt

tctctggtat

atgctgatgce

aagttgacaa

ctgctggtgce

aggccactga

Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF001851.1#g0t02109466 0, Zugriff am
15.08.2012, 15:35 Uhr.

Rot geférbt und unterstrichen: Sequenz Primer 1

Blau geférbt und unterstrichen: Template-Sequenz Primer 2.
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9.1.2 Cytochrom-Oxidase Untereinheit I

5\

1 tacttttatt atttaaataa aataaaaaag ctatttactt atttaaacga tttaagaaaa

61 catatattaa agaagtatgt ttatactatt aaccataaaa gaattgctat aaattattta

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU439228.1#g0t0291500335 0, Zugriff

tactttagta

ttagcacacc

tggtaacagg

ccggaagcecc

acagcccacg

gcaaactttt

agtattggtt

agacctcagt

atgaaatata

aaaaaagaaa

cctcaatatt

aattaccctg

gtttaattat

taattccata

tttgaataca

tttgaagata

atcaatataa

ttactgatga

cagttttttc

aatctttttg

tttatcaggt

attttttaaa

ggtctttttt

tcatgtaggt

accatgtggt

ttacgataaa

agaatataaa

tcattctttt

cttcgtacca

atacgctgcect

gtatttgtaa

ccattcagtt

gtagtgtttg

actttagcta

atatttctaa

atgatggctt

ctaaatgttc

caaatataaa

caggtattag

tgccaggtat

ctttaagaat

ttgatagaca

am 15. 08. 2012, 15:56 Uhr.

tgctagaact

atatacaggt

tacaactata

gagacataga

gttagctact

ttgacaaact

gctgcactag

ggagactctt

gttgttgttc

tctaaagatg

tatattttat

acatcatttt

aatgactatt

ttttgaaaag

ttaaaattaa

agcagagttg

ttaactacag

gtaggttctc

tcatttacaa

agagttttaa

attacaccag

acattttttg

Rot geféarbt und unterstrichen: Sequenz des Primer 1

Blau geférbt und unterstrichen: Template-Sequenz Primer 2.

caactatgat

taagatattt

ctattttatt

tagcataccc

tagcaaaaat

cgttcccatt

tattttattt

ctagaaaagt

tgatgtgaaa

tacaatcaag

ctggttgaac

aagatatatt

acttattaat

tgcctttcecgt

tattaggtgc

aatacgctta

taggatggaa

acaagtagtt

tggtggtttt

tagattaaat

tggtttttta

tttagaaaaa

agatttttta

tattaaatta

aacaatgata

aadgaaaaaaa

ttttataaca

aattttatcc

tacaagaaga

tactatatct

agctgttatc

cggagg 3%
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9.1.3 Ampicillin-Resistenzgen

Ausschnitt aus der pBlueskript-Sequenz, die das Amp® enthilt:

51
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

2941

Quelle:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58063 ?report=genbank&log$=nucltop&blast r

aatgaagttt

gcttaatcag

gactccccgt

caatgatacc

ccggaagggc

attgttgccg

taaatcaatc

tgaggcacct

cgtgtagata

taaagtatat

atctcagcga

actacgatac

gcgagaccca

cgagcgcaga

ggaagctaga

cgctcaccgg

agtggtcctg

gtaagtagtt

ccattgctac

gttcccaacg

ccttcggtcce

tggcagcact

gtgagtactc

cggcgtcaat

gaaaacgttc

tgtaacccac

ggtgagcaaa

gttgaatact

tcatgagcgg

catttccccg

aggcatcgtg

atcaaggcga

tccgatcgtt

gcataattct

aaccaagtca

acgggataat

ttcggggcga

tcgtgcaccc

aacaggaagg

catactcttc

atacatattt

aaaagtgcca

gtgtcacgct

gttacatgat

gtcagaagta

cttactgtca

ttctgagaat

accgcgccac

aaactctcaa

aactgatctt

caaaatgccg

ctttttcaat

gaatgtattt

c 3"

atgagtaaac

tctgtctatt

gggagggctt

ctccagattt

caactttatc

cgccagttaa

cgtcgtttgg

cccccatgtt

agttggccgce

tgccatccecgt

agtgtatgcg

atagcagaac

ggatcttacc

cagcatcttt

caaaaaaggg

attattgaag

agaaaaataa

ttggtctgac

tcgttcatcc

accatctggc

atcagcaata

cgcctccatc

tagtttgcgc

tatggcttca

gtgcaaaaaa

agtgttatca

aagatgcttt

gcgaccgagt

tttaaaagtg

gctgttgaga

tactttcacc

aataagggcg

catttatcag

acaaataggg

agttaccaat

atagttgcct

cccagtgctg

aaccagccag

cagtctatta

aacgttgttg

ttcagctccg

gcggttagct

ctcatggtta

tctgtgactg

tgctcttgcce

ctcatcattg

tccagttcga

agcgtttctg

acacggaaat

ggttattgtc

gttccgcgceca

ank=37&RID=VWAIGR1HO013#goto58063 0, Zugriff am 15. 08. 2012, 16:02 Uhr.
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Rot gefarbt und unterstrichen: Sequenz des Primer 1

Blau gefarbt und unterstrichen: Template-Sequenz Primer 2.

9.1.4 Neomycinresistenzgen

Ausschnitt

51
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

3721

Quelle:

aus pNeo4:

ttttttattc
aaataataat

cgccgcttgg

tttatataat

actaaactta

gtcgaaagac

ttaaaaaaat

aaataatgat

ttttcggtta

tgatgccgcec

cctttctggt

caccggtgtt

tcttttaggt

agtttctatc

tttcgaccac

tgtcgatcaa

cagacttaag

cttacccaat

gtcttccgtce

gcccttaatg

ccttgcgctg

gaagtccccg

atggctgatg

Caagccaaac

tttctgctca

aacttcaaga

ctgtccttga

gtcaagatct

ctatgcgtcg

atcgtatcga

taaaaaaatt

tgaacaagat

tgactgggct

aggtcgtcct

tgaagctgcc

cgttgtcact

tctttcttcet

tcttcatacc

acgtgctcgt

gatgatcttg

gccecgtatge

atcatggttg

acgaagaaca

ccgacggtga

aaaatggtcg

tcaaggtctt

agatcttgtc

tttttctggt

taataaagct

ggtttacacg

caacaaacca

gttcttttcg

cgtctttcectt

gaagccggta

caccttgctc

cttgatcccg

actcgtatgg

gcccctgecg

gtcacccatg

ttcatcgact

ctaataaaat

ctggttctcc

tcggttgctc

tcaagaccga

ggcttgccac

gagactggct

ctgccgaaaa

ctacctgccce

aagccggtcect

aacttttcgc

gtgatgcctg

gtggtcgtct 3¢

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/188039076?report=genbank&log$=nucltop&bl
ast rank=10&RID=VWA1GR1H013#goto188039076 0, Zugriff am 15. 08. 2012,
16:08 Uhr.

Rot geférbt und unterstrichen: Sequenz Primer 1

Blau gefdrbt und unterstrichen: Template-Sequenz Primer 2
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10 Wissenschaftliche Publikationen und Beitrige

Die Dateien zu den wissenschaftlichen Publikationen finden sich auf der beigelegten

DVD.
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Siegmund, L., Schweikert, M., Fischer, M. S. und Woéstemeyer, J. Bacterial surface
traits influence the digestion of Tetrahymena pyriformis and alter the chances to escape

from food vacuoles. Eingereicht beim Journal of Eukaryotic Microbiology, in Revision.
10.2 Publikationen mit Beteiligung
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»Schuld” daran trigt, dass aus mir doch ein Biologe und kein Lehrer wurde. Vielen Dank fiir

Ihre Inspiration.

AuBlerdem gilt mein Dank Michael Schweikert, der mich nicht nur mit viel Geduld in die
Geheimnisse der Transmissionselektronenmikroskopie einfithrte, sondern auch durch
unendliche Miihen dafiir sorgte, dass ich Stuttgarts Neckarbriicken nur von oben kennenlernen

musste. Vielen Dank, Mike, ich hoffe, es klappt irgendwann mal wieder.

Mein weiterer Dank gilt Anke Burmester fiir die Konstruktion der Plasmide und die stets

hilfreichen Ratschldge und konstruktiven Beitrdge im allmontéglichen Zygoclub.

Ebenso danke ich meinen Mitstreitern Emilia Schulz und Sabrina Ellenberger. Sind wir mal

ehrlich, der Wahnsinn ertrégt sich leichter, wenn man ihn teilt. Ich danke euch.

Mein Dank gilt auch meiner ehemaligen Masterstudentin Hendrike Diirichen, die durch ihre

herausragenden Leistungen maBlgeblich zum Erfolg des Projekts beigetragen hat.

Viel Dank fiir die konspirativen Sitzungen im Diplomandenzimmer geht an Jana Wetzel, Nadja

Gerlitz, Alexander van Burgeler und Jirgen Voigt.

Ein Dankeschon geht auch an Christina Ruhnke, Martin Breuer, Ulrike Wolf und Irene
Wostemeyer fiir die schonen freizeitlichen Ablenkungen, die im Rahmen eines solchen

Unterfangens doch wahrhaft nétig sind.

AuBlerdem — in diesem Fall vermdgen keine Worte die Dankbarkeit zum Ausdruck zu bringen —
danke ich meinen Eltern Gerold und Marina sowie meiner Schwester Cindy fiir absolut alles,

was sie fiir mich getan haben und vor allem dafiir, dass sie mich zu dem machten, was ich bin.
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Ich erkldre hiermit, dass mir die geltende Promotionsordnung der Biologisch-
Pharmazeutischen Fakultdt bekannt ist, dass die hier vorliegende Dissertation
selbststindig von mir angefertigt wurde und dabei nur die von mir aufgelisteten
Hilfsmittel, personlichen Mitteilungen und Quellen verwendet wurden, dass in dieser
Arbeit keine Textabschnitte oder Daten von Dritten ohne deren Kennzeichnung
iibernommen worden sind, dass mich folgende Personen bei der Auswertung und

Auswahl des Materials unterstiitzt haben:
Prof. Dr. Johannes Wostemeyer
Prof. Dr. Martin S. Fischer
PD Dr. Michael Schweikert
PD Dr. Anke Burmester,

dass die Hilfe eines kommerziellen Promotionsberaters nicht in Anspruch genommen
wurde und Dritte weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten,
welche im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorliegenden Dissertation stehen,
erhalten haben, dass ich die Dissertation noch nicht als Priifungsarbeit fiir eine staatliche
oder andere wissenschaftliche Priifung eingereicht habe, dass ich weder die gleiche,
noch in wesentlichen Teilen identische Arbeit oder eine andere Abhandlung bei einer

anderen Hochschule als Dissertation eingereicht habe.
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