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2 Einleitung

Legionella pneumophila (L. pneumophila) ist ein wichtiger Erreger schwerer ambulant und
nosokomial erworbener Pneumonien im Menschen. Eindringende Pathogene, wie z.B. L.
pneumophila, werden in erster Instanz durch das wirtseigene angeborene Immunsystem
bekampft. Dieses erkennt Mikroorganismen mittels sogenannter mustererkennender
Rezeptoren, wie z.B. den Toll-like Rezeptoren, und initiert nachfolgende
Abwehrmechanismen. In den letzten Jahren wurden zusatzlich zu den Toll-like Rezeptoren
weitere Rezeptor-Familien und angeborene Abwehrsysteme identifiziert. So deuten
genetische Studien in verschiedenen Mausstdmmen an, dass verschiedene Allele des Nod-
like Rezeptor mNaip5/Birc1e-Gens entscheidend die Resistenz oder Empfanglichkeit von
Mausmakrophagen — sowie davon abhangig von Mausen in vivo - gegenuber der L.
pneumophila-Infektion beeinflussen. Darlber hinaus zeigen aktuelle Studien eine
entscheidende Bedeutung von Typ | Interferonen in bakteriellen Infektionen. Die Rolle der
Typ | Interferone sowie der humanen Orthologe zu mNaip5 und mlpaf in der humanen

Legionelleninfektion ist bisher nicht untersucht.

21 Zielsetzung

Wahrend in den meisten Mausstdmmen leistungsfahige angeborene Abwehrmechanismen
eine Resistenz gegenlber L. pneumophila-Infektionen vermitteln, kénnen Menschen
schwere Pneumonien nach einer Legionelleninfektion entwickeln. Ziel dieser Arbeit war es,
die in der Maus kritischen, Toll-like Rezeptor-unabhangigen, Mechanismen der angeborenen
Immunantwort auf L. pneumophila in humanen Wirtszellen zu untersuchen. Hierbei sollte
zum Einen die Bedeutung von Typ | Interferonen und zum Anderen die Rolle der humanen
Homologe zu mNaip5 und mipaf in der L. pneumophila-Infektion von humanen pulmonalen
Epithelzellen und humanen Makrophagen untersucht werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse kodnnten entscheidend zum Verstandnis
molekularer Mechanismen in der Legionellenpneumonie beitragen und als rationale

Grundlage zur Entwicklung neuer Interventionsstrategien dienen.
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2.2 Fragestellungen

1. Produzieren L. pneumophila-infizierte humane Lungenepithelzellen das Zytokin
Interferon (IFN) B?

2. Welche Signalmolekiile und Transkriptionsfaktoren vermitteln die IFNB-Induktion in
humanen pulmonalen Epithelzellen?

3. Welchen Einfluss hat IFNB auf die Vermehrung von L. pneumophila in humanen
Lungenepithelzellen?

4. Wie ist die Expression von humanem Naip und Ipaf in humanen Lungenepithelzellen
und Makrophagen?
Welche Bedeutung haben humanes Naip und Ipaf in der Legionelleninfektion?
Uber welchen Mechanismus vermitteln humanes Naip und Ipaf die

Legionellenrestriktion in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen?

Legionella
pneumophila

?

IFNB

Abbildung 2.2-1: Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich zum Einen mit der Frage, ob und auf welchem Weg es nach
Legionelleninfektion humaner Zellen zur IFNB-Produktion kommt und welchen Einfluss dieser Signalweg auf die
Legionellenreplikation hat. Zum Anderen wurde untersucht, ob humanes Naip und Ipaf eine Rolle in der

angeborenen intrazellularen Resistenz gegentiiber Legionellen spielen.
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3 Schrifttum

3.1  Immunsystem

Das Immunsystem stellt das Abwehrsystem von Lebewesen gegen verschiedene
Pathogene, wie Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten, dar. Es bezeichnet das
Zusammenspiel eines komplexen Netzwerkes, an dem mehrere Organe, Zelltypen und
chemische Molekile beteiligt sind. Bei Vertebraten unterscheidet man die angeborene
Immunitat und die vom angeborenen Immunsystem abhangige erworbene Immunitat
(Medzhitov and Janeway, Jr., 1997). Wesentliche Unterschiede beider Systeme liegen in den

Mechanismen und Rezeptoren der Pathogenerkennung.

3.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das phylogenetisch sehr alte angeborene Immunsystem spielt als erster
Abwehrmechanismus des Wirtes eine Schliusselrolle in der Bekampfung eindringender
Pathogene. Zwei Hauptmerkmale unterscheidet es deutlich vom erworbenen Immunsystem:
(I) es wird durch hoch konservierte, mikrobielle Molekule (,microbe-associated molecular
patterns®, MAMPs) aktiviert und (II) die Erkennung dieser Molekile erfolgt durch eine
limitierte Anzahl keimbahnkodierter mustererkennender Rezeptoren (,pattern recognition
receptors®, PRRs) (Akira et al., 2006; Janeway, Jr. and Medzhitov, 2002).

Charakteristisch fur MAMPs ist, dass sie von den Mikroorganismen selbst gebildet werden,
nicht jedoch vom Wirt bzw. von Wirtszellen normaler Weise nicht freigesetzt werden. Zudem
sind sie meist essentiell fiir die Pathogenitat oder das Uberleben des Mikroorganismus und
kommen in einer Vielzahl von Mikroben vor (Hoffmann et al., 1999; Medzhitov and Janeway,
Jr., 2000). Beispiele dieser Strukturen sind Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane,
Flagellin, Lipoteichonsauren, Mannane, Glykane, mikrobielle DNA und doppelstrangige RNA
(dsRNA) (Aderem and Ulevitch, 2000; Medzhitov and Janeway, Jr., 2000). Da diese
Molekile auch von nicht-pathogenen Mikroben synthetisiert werden ist der haufig benutzte
Ausdruck PAMPs (,pathogen-associated molecular patterns®) streng genommen nicht
prazise (Ausubel, 2005). Neben den MAMPs werden vom angeborenen Immunsystem auch
endogene Strukturen erkannt, die von aktivierten oder zerstérten Zellen in Stresssituationen
freigesetzt werden (,danger-associated molecular patterns“, DAMPs oder Alarmine)
(Oppenheim and Yang, 2005).

Die PRRs werden konstitutiv von einer Vielzahl von Wirtszellen exprimiert und besitzen eine
einheitliche Spezifitdt, so dass Pathogene gleichzeitig von einer groRen Anzahl von Zellen
erkannt werden konnen (Akira et al., 2006; Medzhitov and Janeway, Jr., 2000). Die
hervorgerufene Antwort erfolgt sofort und resultiert in einem weiten Spektrum von

Abwehrmechanismen: Dazu gehdren u.a. die Freisetzung von antimikrobiellen Peptiden,
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Zytokinen, Chemokinen und Prostanoiden und die Rekrutierung von Entziindungszellen
sowie die zum Teil noch schlecht verstandenen angeborenen intrazellularen
Resistenzmechanismen (Fritz et al., 2006; Medzhitov and Janeway, Jr., 2000; Radtke and
O'Riordan, 2006).

3.1.2 Erworbenes Immunsystem

Die erworbene oder auch adaptive Immunabwehr entwickelte sich im Laufe der Phylogenese
der Wirbeltiere aus der angeborenen Immunabwehr. Im Vergleich zur angeborenen
Immunantwort erfolgt die erworbene Immunantwort verzdgert, ist dafiir aber langanhaltender.
Sie zeichnet sich durch die Erkennung einer Vielzahl von unterschiedlichen Antigenen aus,
da sie in der Lage ist, durch ein somatisches Rearrangement der Antigenrezeptorgene
Rezeptoren flr nahezu jedes Antigen zu bilden (Clark and Kupper, 2005). Bei der
erworbenen Immunabwehr wird zwischen einer humoralen (B-Zellen) und einer
zellvermittelten Antwort (T-Zellen) unterschieden. Die Entwicklung vom antigen-spezifischen
Schutz umfasst die Produktion von Antikérpern durch B-Zellen, die fur die Beseitigung von
extrazellularen Mikroorganismen verantwortlich sind, sowie die zellvermittelte Immunitat der
T-Zellen, die verschiedene Zytokine produzieren oder Zytolyse auslésen, um infizierte Zellen
zu eliminieren (Azuma, 2006; Tosi, 2005).

3.1.3 Mustererkennende Rezeptoren (,,pattern recognition receptors‘, PRRs)

Die mustererkennenden Rezeptoren des angeborene Immunsystem (,pattern recognition
receptors®, PRRs) sind in drei verschiedenen Kompartimenten zu finden: (I) in den
Kdrperflussigkeiten, (I1) in den Zellmembranen und (IIl) im Zytoplasma.

Die PRRs in den Korperflissigkeiten spielen eine grof’e Rolle bei der Opsonierung von
MAMPs, der Aktivierung des Komplementsystems und in einigen Fallen vermitteln sie den
Transfer der MAMPs zu anderen PRRs (Garlanda et al., 2005; Gasque, 2004; Medzhitov
and Janeway, Jr., 2000). Die Zellmembran-lokalisierten Rezeptoren haben diverse
Funktionen, wie die Prasentation von MAMPs fir andere PRRs, die Forderung der
Aufnahme von Mikroben durch Phagozytose sowie die Initierung von Signalkaskaden
(Beutler et al., 2006). Zytoplasmatische PRRs kénnen in die NOD- (,nucleotide-binding
oligomerization domain®) like Rezeptoren (NLRs) und Retinoic acid inducible gene-I (RIG-I)-
like Helikasen (RLHs) (auch CARD- (,caspase-recruiting domain®“) Helikasen genannt)
unterteilt werden. Die RLHs, wie RIG-I (,retinoic acid inducible gene-lI) und MDAS
(,melanoma differentiation-associated gene 5“), sind an der antiviralen Abwehr beteiligt. Im
Gegensatz dazu scheinen die NLRs hauptsachlich in die antibakterielle Immunantwort

involviert zu sein (Lee and Kim, 2007). Verschiedene PRRs unterscheiden sich hinsichtlich
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ihrer stromabwarts gelegenen Signalkaskaden, die die Genexpression (transkriptional oder
posttranslational) von inflammatorischen Genen, Interferonen und antimikrobiellen Molekilen
regulieren. Zusatzlich regulieren einige PRRs den programmierten Zelltod und vermitteln
angeborene Resistenzmechanismen gegen intrazellulare Mikroben z.B. Uber die Regulation
der phagolysosomalen Maturation und/oder Autophagy (Akira et al., 2006; Fritz et al., 2006;
Meylan et al., 2006; Radtke and O'Riordan, 2006). Im Folgenden soll auf einige wesentliche

Zellmembran-assoziierte und zytosolische PRRs eingegangen werden.

3.1.3.1  Toll-like Rezeptoren (TLR)

Die transmembranaren TLRs stellen die wohl am besten untersuchten PRRs dar. Sie sind
evolutionar konserviert vom Wurm bis zu den Saugetieren (Akira and Takeda, 2004; Beutler,
2004; Hoffmann, 2003; Janeway, Jr. and Medzhitov, 2002). Das ,Grindungsmitglied“ der
TLR-Familie, Toll, wurde initial entdeckt als essentielles Genprodukt flr die Entwicklung der
embryonalen dorsoventralen Polarisation in Drosophila melanogaster (Anderson et al.,
1985). Spater wurde die Bedeutung von Toll fur die Immunantwort der Fruchtfliegen auf
Pilzinfektionen gezeigt (Lemaitre et al., 1996). Bis heute wurden 13 Toll-Homologe in
Saugetieren identifiziert, von denen TLR1-10 im Menschen zu finden sind (Akira et al., 2006;
Beutler et al., 2006). TLRs sind Typ | Integral-Membran-Proteine und charakterisiert durch
eine LRR- (,leucine rich repeat‘) Domane zur Ligandenbindung und eine TIR- (,Toll/IL-1
receptor homology“) Doméane fir die Signaltransduktion (Akira et al., 2006). Als Homo- oder
Heterodimere oder zusammen mit anderen Korezeptoren erkennen sie verschiedene
mikrobielle Komponenten, wie z.B. Zellwandbestandteile (LPS und Lipopeptide), Flagellin
und Nukleinsauren (dsRNA, ssRNA und CpG-DNA) (Akira et al., 2006; Beutler et al., 2006).
Einige TLRs scheinen aullerdem endogene Liganden zu erkennen. So wurde z.B. die
Detektion der endogenen Phagozytenproteine Mrp (,myeloid-related protein“) 8 und Mrp14
durch TLR4 sowie von Wirtschromatinkomplexen durch TLR9 gezeigt (Rifkin et al., 2005;
Vogl et al., 2007). TLR1, 2, 4, 5 und 6 sind hauptsachlich auf der Zelloberflache lokalisiert
und erkennen vorrangig bakterielle Komponenten, wohingegen TLR3, 7, 8 und 9 in
endosomalen Membranen zu finden sind und zum Grofteil virale Nukleinsduren, aber auch
bakterielle CpG-DNA, erkennen (Akira et al., 2006; Beutler et al., 2006). Die Funktion des

ebenfalls auf der Zellmembran lokalisierten TLR10 ist bisher nicht bekannt.

Rezeptoren der TLR-Familie aktivieren u.a. eine NF-kB- (,nuclear transcription factor-kB)
und z.T. IRF- (,interferon-regulatory factor“) abhangige Genexpression inflammatorischer
Zytokine (Akira and Takeda, 2004).
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3.1.3.2 Nukleotid-bindende Oligomerisations-Doméne (NOD)-like Rezeptoren (NLRs)

Obwohl den TLRs eine Schliisselrolle in der angeborenen Immunantwort zukommt, zeigten
verschiedene Beobachtungen, dass die Wirtsantwort auf unterschiedliche Pathogene nicht
ausschlieBlich durch TLRs vermittelt wird. Erste Hinweise auf die Existenz einer
intrazellularen Bakterienerkennung brachten Untersuchungen, die zeigten, dass nur invasive
Shigella flexneri eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB und anschlieRende IL-8
Sekretion in Wirtszellen hervorrufen (Philpott et al., 2000). Darauffolgende Studien zeigten,
dass das NLR-Molekil Nod1 die NF-kB-abhangige Wirtszellantwort in der Shigelleninfektion
vermittelt (Girardin et al., 2001). AnschlieRend wurden weitere Mitglieder der NLR-Familie
mit der Erkennung von bakteriellen Komponenten und Toxinen sowie von endogenen
Molekllen in Zusammenhang gebracht, so dass die NLRs als zytoplasmatisches

Gegenstuck der TLRs angesehen werden kdnnen (Fritz et al., 2006).

Mehr als 20 Mitglieder der NLR-Familie (auch Nod-LRR oder CATERPILLAR Proteine
genannt) sind in S&ugetieren identifiziert worden. Proteine dieser Familie sind
gekennzeichnet durch eine carboxylterminale ligandenerkennende LRR-Domane, eine
zentrale NOD-Domane und aminoterminale CARD-, PYD- (,pyrin domain“) oder BIR-
(,baculovirus inhibitor of apoptosis repeat) Domanen fir die Initierung der
Signaltransduktion (Inohara et al., 2005; Martinon and Tschopp, 2005). Die NLRs kénnen auf
Grund ihrer unterschiedlichen aminoterminalen Effektor-Domanen unterteilt werden in: (I)
Nods, (Il) Ipaf (,ICE (,Interleukin-13 converting enzyme®) protease activating factor®; auch
CARD12 genannt), (lll) Naip (,neuronal apoptosis inhibitory protein®; auch Birc ,baculoviral
IAP (,inhibitor of apoptosis protein“) repeat-containing“ genannt) und (V) Nalps (NOD-, LRR-
and PYD-domain containing protein®). Wahrend Nods und Ipaf CARD exprimieren, enthalt
Naip drei BIR-Domanen. Die Nalp-Untergruppe exprimiert PYD-Domanen (Martinon and
Tschopp, 2005). Obwohl die Liganden und Funktionen vieler dieser MolekUle nicht bekannt
sind, scheint eine ihrer Hauptaufgaben darin zu liegen, MAMPs und/oder DAMPs im
Zytoplasma der Wirtszelle (direkt oder indirekt) zu detektieren und eine inflammatorische
Wirtszellantwort auszuldésen oder intrazellulare Resistenz zu steuern (Akira et al., 2006; Fritz
et al., 2006; Meylan et al., 2006; Radtke and O'Riordan, 2006).

3.1.3.21 Nods

Zu den bestuntersuchten NLRs gehdéren Nod1 (CARD4) und Nod2 (CARD15), die als
zytoplasmatische PRRs bakterielle Peptidoglykane erkennen. Dabei detektiert Nod1
Peptidoglykane, die meso-Diaminopimelinsaure enthalten. Diese sind hauptsachlich, wenn

auch nicht ausschliellich, in Gram-negativen Bakterien zu finden (Chamaillard et al., 2003;
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Girardin et al., 2003a). Nod2 hingegen erkennt das Muramyldipeptid MurNAc-L-Ala-D-isoGIn,
welches in allen Peptidoglykanen konserviert ist (Girardin et al., 2003b; Inohara et al., 2003).
Sowohl Nod1 als auch Nod2 vermitteln tber die Aktivierung von NF-«xB und MAPK (Mitogen-
aktivierte  Proteinkinasen) die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen,

antimikrobiellen Peptiden und Chemokinen.

3.1.3.2.2 NLR-Molekiile Ipaf und Naip
Ein weiteres wichtiges NLR-Molekdl ist Ipaf (CARD12 oder CLAN). Ipaf wurde bisher v.a. im

Zusammenhang mit Legionellen- und Salmonelleninfektionen von Mausmakrophagen
untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass mlpaf durch zytosolisches Flagellin von Salmonella
typhimurium aktiviert wird (Franchi et al., 2006; Mariathasan et al., 2004; Miao et al., 2006).
Bisher ist jedoch unklar, ob mlpaf selbst als PRR fungiert oder ob ein Ubergeordneter
Rezeptor Flagellin erkennt und anschliefend mlipaf aktiviert. Als gesichert gilt jedoch, dass
die Erkennung von zytosolischem Flagellin TLR-unabhangig erfolgt. So konnte mit Hilfe von
Versuchen mit MyD88-,knock-out- und TLR5- knock-out‘-Mausmakrophagen gezeigt
werden, dass die Flagellin-abhangige Aktivierung von mNaip5 oder mlpaf TLR-unabhangig
erfolgte (Amer et al., 2006; Franchi et al., 2006; Miao et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren
et al., 2006). Zusatzlich konnten aktuelle Untersuchungen zeigen, dass auch eine Infektion
mit unbegeilelten Shigellen Uber Ipaf zu einer Aktivierung der Wirtszellen flhrt (Suzuki et al.,
2007). Dieser Befund deutet darauf hin, dass Ipaf entweder weitere bakterielle Molekule
zusatzlich zu Flagellin erkennt oder alternativ keinen Rezeptor im wortlichen Sinne darstellt,
sondern stromabwarts eines noch nicht identifizierten PRR als Adaptermolekil fungiert
(Mariathasan et al., 2004).

Im Zusammenhang mit der zytosolischen Erkennung von L. pneumophila-Flagellin und
anschlielender Legionellenrestriktion in Mausmakrophagen ist neben mlpaf auch mNaip5
(mBirc1e) beschrieben (Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al., 2006). In
M&usen entscheiden verschiedene mNaip5-Allele, ob Mausmakrophagen die intrazellulare
Legionellenvermehrung unterstitzen oder verhindern und ob die Mause anféllig oder
resistent gegeniber einer Legionelleninfektion sind (Diez et al., 2003; Fortier et al., 2005;
Wright et al., 2003). So vermittelt funktionelles mNaip5 in den meisten Mausstdmmen (z.B.
C57BL/6) eine Resistenz gegentber einer Infektion mit L. pneumophila Uber einen noch
nicht genau verstandenen Mechanismus (siehe 3.1.6 Resistenz) (Derre and Isberg, 2004;
Molofsky et al., 2006; Zamboni et al., 2006). Das ndheste humane Homolog zum mNaip5 ist
Naip (Birc1), welches bezlglich der 14 Aminosauren, in denen sich das A/J-Maus mNaip5
(empfanglicher Mausstamm) und C57BL/6 (resistenter Mausstamm) unterscheiden, jeweils

gleich viele Ubereinstimmungen aufweist. Humanes Naip wurde bisher nur als

7
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Suszeptibilitatsgen der  Spinalen  Muskelatrophie, einer autosomal rezessiven
neuromuskularen Erkrankung, beschrieben (Lefebvre et al., 1995; Roy et al., 1995). Seine

Bedeutung fur bakterielle Infektionen ist bisher nicht untersucht worden.

Im Gegensatz zu den meisten Mausstammen sind Menschen anfallig gegeniber L.
pneumophila-Infektionen und kdnnen schwere Pneumonien (Legionarskrankheit) entwickeln.
Nichtsdestotrotz gibt es bisher keine Untersuchungen zu Naip und Ipaf bezlglich der
humanen Legionelleninfektion. Es bleibt zu klaren, ob humanes Naip und Ipaf eine ahnliche
Bedeutung fiir die Legionelleninfektion in Menschen haben, wie mNaip5 und mipaf fir die

Legionelleninfektion in der Maus.

3.1.3.2.3 Nalps

Eine weitere Unterfamilie der NLRs umfasst die Nalps (auch PYPAFs genannt). Von den 14
Nalps sind bisher v.a. Nalp1 und Nalp3 (Cryopyrin, CIAS1, PYPAF1) untersucht worden. Das
murine Nalp1b scheint durch MDP und Bacillus anthracis Lethaltoxin aktiviert zu werden
(Boyden and Dietrich, 2006; Faustin et al., 2007). Nalp3 hingegen wird durch bakterielle
RNA, dsRNA, Gicht-assoziierte Harnsaurekristalle, ATP, Nigericin, Maitotoxin, bakterielle
Toxine und Infektionen mit Staphylococcus aureus, nicht aber Salmonella typhimurium oder
Francisella tularensis aktiviert (Agostini et al., 2004; Kanneganti et al., 2006b; Kanneganti et
al., 2006a; Mariathasan et al., 2006; Martinon et al., 2004; Martinon et al., 2006; Sutterwala
et al., 2006). Die Aktivierung durch eine grof3e Anzahl verschiedener MAMPs und DAMPs
lasst vermuten, dass Nalp1 und Nalp3 nicht direkt als Rezeptoren sondern vielmehr als
Adapter-/Signalmolekile fungieren (Kanneganti et al., 2007). Dieser Signalweg ist TLR-
unabhangig und scheint z.T. Uber eine Erniedrigung der intrazellularen Kalium-Konzentration
durch ATP-Bindung an den P2X,-Rezeptor oder durch direkte Porenbildung durch bakterielle
Toxine vermittelt zu werden. Die Nalp3-Aktivierung durch bakterielle Molekille plus ATP
scheint zusatzlich von der Passage der bakteriellen Moleklle durch Poren, die durch das

Protein Pannexin-1 gebildet wurden, abhangig zu sein (Kanneganti et al., 2007).

Eine bildhafte Zusammenfassung der humanen NLRs und ihrer Aktivatoren ist in Abbildung

3.1-1 zu sehen.
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3.1.3.3 Retinoic acid inducible gene-l (RIG-l)-like Helikasen (RLHs)

Neben den TLRs und NLRs fungieren die kuirzlich identifizierten RLHs (auch CARD-
Helikasen genannt) ebenfalls als PRRs. Zu dieser PRR-Familie gehéren RIG-I und MDAS.
Beide Molekule sind charakterisiert durch eine DexD/H-Box-RNA-Helikase-Domane und
zwei CARD-Domanen (Andrejeva et al., 2004; Yoneyama et al., 2004). RIG-I und MDA5
erkennen virale 5’-phosphorylierte ssRNA oder dsRNA im Zytosol, unterscheiden aber
zwischen verschiedenen RNA-Viren (Andrejeva et al., 2004; Hornung et al., 2006; Pichimair
et al., 2006; Yoneyama et al., 2004). So erkennt RIG-I eine Vielzahl von RNA-Viren, wie
Newcastle disease Virus, Vesikulares Stomatitis Virus, Sendai Virus, Japanisches
Enzephalitisvirus und Influenzaviren, nicht jedoch das Enzephalomyokarditisvirus (EMCV).
MDAS hingegen scheint spezialisiert zu sein auf die Erkennung von Picornaviren, wie EMCV
(Gitlin et al., 2006; Kato et al., 2006). Im Gegensatz zu RIG-I und MDA5 besitzt Lgp2 als
drittes Mitglied der RLH-Familie keine CARD-Doméane und scheint aus diesem Grund nicht in
der Lage zu sein, eine Signaltransduktion zu vermitteln. Aktuelle Untersuchungen in ,knock-
out* Mausen deuten darauf hin, dass Lgp2 die RIG-I-Aktivierung negativ reguliert,
wohingegen MDADS positiv durch Lgp2 beeinflusst zu werden scheint (Diao et al., 2007).

Eine bildhafte Zusammenfassung der humanen RLHs und ihrer Aktivatoren ist in Abbildung

3.1-1 zu sehen.
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Abbildung 3.1-1: Humane NLR- und RLH-Proteine und ihre Aktivatoren

Dargestellt sind die humanen NLR- und RLH-Proteine. Im Fall von Ipaf, Naip und Nalp1 sind in Klammern
ebenfalls die murinen Homolge sowie deren Aktivatoren benannt. Die aminoterminalen Doméanen von Nod3 und
Nod5 (= Nalp14) sind noch nicht klar charakterisiert. Bei Nod5 handelt es sich mdglicherweise um eine CARD-
Doméane, Nod4/Nod27 besitzt eventuell eine atypische CARD-Domane.

Verwendete Abkilirzungen: LRR (leucine rich repeats), Nod (nucleotide-binding oligomerization domain), CARD
(caspase recruitment domain), PYD (pyrin domain), BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis repeat), DAP
(Diaminopimelinsdure), MDP (Muramyldipeptid), dsRNA (doppelstrangige RNA), ATP (Adenosintriphosphat),
NDV (Newcastle disease Virus), VSV (Vesikuldres Stomatitis Virus), SV (Sendai Virus), EMCV
(Enzephalomyokarditis Virus).

Die Abbildung wurde modifiziert nach (Fritz et al., 2006).

3.1.3.4 Interferon-induzierender zytosolischer PRR

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Infektion mit intrazellularen
Bakterien zu einer Induktion von IFNB— (Interferon ) und von IFNB-abhangigen Genen flihrt
(McCaffrey et al., 2004; O'Connell et al., 2005; O'Riordan et al., 2002; Stetson and
Medzhitov, 2006; Stockinger et al., 2004). Der dabei beteiligte PRR wurde bislang nicht
identifiziert. Anhand von ,knock-out“- und ,knock-down“-Studien konnten jedoch TLRs, Nod1,
Nod2, RIG-I und MDA5 ausgeschlossen werden (O'Connell et al., 2005; Opitz et al., 20063;
Stetson and Medzhitov, 2006; Stockinger et al., 2004).
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3.1.3.5 andere

Zusatzlich zu den TLRs, NLRs und RLHs gibt es noch weitere PRRs, wie z.B. die CLRs (,C-
type lectin receptors®). Dabei handelt es sich um transmembranare Rezeptoren, die eine
oder mehrere C-Typ Lektin-ahnliche Doméanen besitzen (Robinson et al., 2006). Sie sind in
der Lage, endogene Liganden, MAMPs wund Pathogene zu erkennen und
endozytotisch/phagozytotisch aufzunehmen. Daruber hinaus spielen sie eine Rolle bei der
Erhaltung der endogenen Glykoprotein-Homdostase, der Antigenprasentation und dem
phagozytotischen Abtéten (Brown, 2006; Taylor et al., 2005). Zusatzlich kénnen einige CLRs
intrazelluldre Signale aktivieren, die die inflammatorische Antwort der Wirtszellen
beeinflussen. Ein prominentes Mitglied der CLR-Familie ist das Dectin-1, das z.T. mit TLR2
kooperiert und Zymosan von Hefen erkennt. Es beeinflusst zum Einen Uber eine
intrazellulare Domane die Genexpression inflammatorischer Gene und zum Anderen stellt es
den primaren Rezeptor auf Makrophagen fur die Phagozytose von verschiedenen Pilzen dar
(Brown et al., 2002; Brown, 2006).

Zudem existieren weitere Molekile, die bisher nicht klar als Rezeptoren der angeborenen
Immunantwort charakterisiert wurden, die aber auf Grund ihrer Struktur und ihrer Funktion
hierzu gezahlt werden kénnten. Dazu gehért z.B. PIDD (,p53-induced protein with a death
domain”). Dabei handelt es sich um ein Molekul, dass urspringlich als Zielgen fur p53 sowie
als Protein mit unbekannter Funktion beschrieben wurde (Lin et al., 2000; Telliez et al.,
2000). PIDD besitzt wie die TLRs und NLR LRR-Domanen, welche wahrscheinlich zur
Ligandenerkennung dienen. Es ist bekannt, dass es mit dem CARD-enthaltenden
Adaptermolekul RAIDD (,Rip-associated ICH/ECD3-homologous protein with a death
domain”) und der pro-Caspase-2 interagiert und Apoptose Uber den mitochondrialen Weg
iniziiert (Tinel and Tschopp, 2004). Zusatzlich konnten weitere Untersuchungen zeigen, dass
PIDD nach Aktivierung durch Doppelstrangbriiche ebenso einen NF-kB-abhangigen
antiapoptischen Signalweg aktiviert (Janssens et al., 2005). Somit ist auf Grund der
Molekdlstruktur und der ausgeldsten Signaltransduktion nicht ausgeschlossen, dass PIDD
auch eine Rolle in der angeborenen Immunantwort spielen kdnnte (Tinel and Tschopp,
2004).
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3.1.4 Signaltransduktion

Als Signaltransduktion werden biochemische Prozesse bezeichnet, mittels derer Zellen auf
aulRere Reize reagieren, diese umwandeln und in das Zellinnere weiterleiten. Die
Signalwege der unterschiedlichen PRRs kdnnen dabei: (I) zur transkriptionellen oder
postranskriptionellen Genregulation von inflammatorischen Genen, Interferonen und
antimikrobiellen Molekulen, (II) zu verschiedenen Formen des programmierten Zelltods oder
(1) zur Vermittlung angeborener Resistenzmechanismen gegen intrazellulare Mikroben z.B.
Uber die Regulation der phagolysosomalen Maturation und/oder Autophagy fiuhren (Akira et
al., 2006; Fritz et al., 2006; Meylan et al., 2006; Radtke and O'Riordan, 2006).

3.1.41 NLR-Signalweg

NLR-Proteine befinden sich in inaktiver Form im Zytosol. Die Ligandenerkennung durch die
LRR-Domane fuhrt zur Aufhebung der LRR-vermittelten Inhibition der NOD-Doméane. Durch
die anschlielende Selbstoligomerisation der NOD-Domane kommt es zur Komplexbildung
und so zur Aktivierung der rekrutierten Effektoren (Inohara et al., 2005; Martinon and
Tschopp, 2005). Nachfolgend wird einzeln auf die Signalwege der Nods, Ipaf und Naip sowie

der Nalps eingegangen.

3.1.4.1.1 Signalwege der Nods

Nach Aktivierung von Nod1 und Nod2 durch Peptidoglykane kommt es durch CARD-CARD-
Interaktionen zur Rekrutierung von Rip2 (,receptor-interacting protein 2“) (Kufer et al., 2005).
Der Nod-Rip2-Komplex wiederum flhrt zur Rekrutierung des IKK- (,IkB kinase“) Komplexes,
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB und nachfolgend zur Expression
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, wie z.B. Interleukin- (IL-) 8 und pro-IL-13
(Inohara et al., 2000). Nods kdnnen aullerdem abhangig vom Adaptermolekil CARD9
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) aktivieren (Hsu et al., 2007). So ist Nod2 in der
Lage, p38 und ERKs (,extracellular regulated signal kinase®) zu aktivieren und Nod1 wurde
in Zusammenhang gebracht mit der Aktivierung von JNK (,c-Jun NH, terminal kinase“) und

p38 (Girardin et al., 2001; Kobayashi et al., 2005; Opitz et al., 2006a).
Die Abbildung 3.1-2 zeigt schematisch den Signalweg von Nod1 und Nod2 Uber Rip2.
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Abbildung 3.1-2: Signalweg der NLR-Molekiile
Nod1 und Nod2

Nach Aktivierung von Nod1 und Nod2 kommt es zur
Rekrutierung des Adaptormolekils Rip2 Uber
homophile CARD-CARD-Interaktionen. Darauf folgt
die Aktivierung des IKK-Komplexes und nachfolgend
die NF-kB-abhangige Gentranskription
inflammatorischer Zytokine. Zusatzlich kdnnen Nod1
und Nod2 CARD9-abhangig MAPK aktivieren.

Die Abbildung wurde modifiziert nach (Lee and Kim,
2007)

Inflammatorische
Zytokine

3.1.41.2 Signalwege von mlpaf und mNaip5

Die Aktivierung von mlpaf z.B. durch zytosolisches Salmonellen-Flagellin bewirkt Uber
homophile PYD-PYD-Interaktionen mdglicherweise eine Rekrutierung des CARD- und PYD-
enthaltenden Adaptermolekiils ASC (,apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD®) sowie der Caspase-1 und damit die Bildung eines Inflammasom genannten
Multiproteinkomplexes (Franchi et al., 2006; Martinon et al., 2002; Miao et al., 2006). Im
Rahmen des Inflammasoms kommt es zur Spaltung der inaktiven pro-Caspase-1 und damit
zur Aktivierung der Caspase-1. Nachfolgend bewirkt die aktive Caspase-1 eine Spaltung von
pro-IL-1B und Sekretion von reifem IL-13 (Dinarello, 1998a). Zur effizienten Produktion von
maturiertem IL-1p ist zusatzlich zu dem Inflammasom ein erster Stimulus notwendig, der zur
NF-kB-abhangigen Gentranskription von pro-IL-1p fUhrt (Mariathasan et al., 2004). Neben
der Caspase-1-abhangigen IL-1B-Produktion nach Aktivierung von Ipaf konnte gezeigt
werden, dass es nach Legionelleninfektion von Mausmakrophagen uber die Erkennung des
Legionellen-Flagellins durch Ipaf Caspase-1-abhangig, aber IL-13-unabhangig entweder zum
Zelltod der Makrophagen (Mariathasan et al., 2004; Molofsky et al., 2006; Zamboni et al.,
2006) oder zur Phagosommaturierung (Amer et al., 2006) und damit zur Restriktion der
Legionellenvermehrung kommt. Somit scheint mlpaf verschiedene, noch nicht exakt
charakterisierte Funktionen in der angeborenen Immunantwort auf bakterielle Infektionen zu

besitzen.
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Die Erkennung von Legionellen-Flagellins in Mausmakrophagen scheint dartber hinaus Uber
mNaip5 erfolgen zu kénnen. Wahrend initiale Studien eine z.T. ASC- und Ipaf-abhangige
Caspase-1 Aktivierung durch aktiviertes mNaip5 nahe legten (Molofsky et al., 2006; Zamboni
et al., 2006), deuten aktuellere Studien auf eine andere Hauptfunktion von mNaip5 hin. So
konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass (I) die Legionellen-induzierte Caspase-1-
Aktivierung mNaip5-unabhangig ist und mNaip5 unabhangig von mipaf, Caspase-1 und IL-
1B die Restriktion der Legionellenvermehrung vermittelt (Lamkanfi et al., 2007), (ll) die
Aktivierung von mNaip5 nach Legionelleninfektion zur Phagosommaturierung und somit zur
Hemmung der intrazellularen Legionellenvermehrung fuhrt (Fortier et al., 2007) und (IIl)
diese Effekte auf die Phagosommaturierung mdoglicherweise Autophagie-abhangig

geschehen (Amer and Swanson, 2005).

3.1.41.3 Signalwege der Nalps

Ahnlich wie Ipaf scheinen zumindest einige Mitglieder der Nalp-Unterfamilie in der Lage zu
sein, ein Inflammasom zu bilden. So fuhrt die Aktivierung von Nalp2 oder Nalp3 zur Bildung
eines Inflammasoms. Dabei kommt es zur Rekrutierung von ASC und anschlieRend
zusammen mit dem Adaptermolekil Cardinal Uber CARD-CARD-Interaktionen zur
Aktivierung der Caspase-1 und folgender IL-1p3-Sekretion (Agostini et al., 2004). Im Nalp1-
Inflammasom wird neben ASC (lber die zusatzliche carboxylterminale CARD-Doméane von
Nalp1 (siehe Abbildung 3.1-1) Caspase-5 rekrutiert (Martinon et al., 2002). Um effizient
maturiertes IL-1B durch die Inflammasom-aktivierte Caspase-1 produzieren zu koénnen, ist
wiederum ein erster Stimulus notwendig, der zur NF-kB-abhangigen Gentranskription von
pro-IL-1p fuhrt (Mariathasan et al., 2004). Daruber hinaus aktivieren moglicherweise auch
einige Nalps einen Caspase-1-abhangigen, aber ASC-unabhangigen angeborenen
inflammatorischen Zelltod (Willingham et al., 2007).

Die Abbildung 3.1-3 zeigt schematisch zusammengefasst die Signalwege der wichtigsten
NLR-Molekule ohne Nod1 und Nod2.
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Abbildung 3.1-3: Signalwege der NLR-Molekiile Nalp1, Nalp2/3 und mlipaf

Alle hier dargestellten Molekile aktivieren nach Ligandenbindung in einem Multiproteinkomplex, dem
Inflammasom, die Caspase-1. Dadurch kommt es zur Spaltung von pro-IL-1B zu IL-1B. Zur Transkription von pro-
IL-1B und anschlieBende effektive Produktion von IL-1 ist eine NF-kB-Aktivierung durch einen ersten Stimulus
von Néten. mlpaf und mdglicherweise auch einige Nalps aktivieren dartiber hinaus einen Caspase-1-abhangigen,
aber ASC-unabhangigen angeborenen inflammatorischen Zelltod und konnen Resistenzen gegeniber
intrazellularen Bakterien Uber die Beeinflussung der Phagosommaturierung und Fusion mit dem Lysosom
vermitteln (siehe 3.1.6).

Die Abbildung wurde modifiziert nach (Lee and Kim, 2007; Martinon and Tschopp, 2004)

3.1.4.2 RLH-Signalweg

Die Aktivierung von RIG-I und MDAS durch virale RNA fuhrt Gber homophile CARD-CARD-
Interaktionen zur Rekrutierung des in der Mitochondrienmembran lokalisierten
Adaptermolekules IPS-1 (,IFNB promotor stimulator 1%, auch MAVS ,mitochondrial antiviral
signaling”, Cardif ,CARD adaptor inducing IFNB” oder VISA ,virus-induced signalling
adaptor” genannt) (Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005).
IPS-1 fuhrt nachfolgend zum Einen nach Interaktion mit TRAF3 (,tumor necrosis factor
receptor-associated factor 3“) Uber die Aktivierung von TBK1/IKKi (,TANK (,TRAF family
member-associated NF-«B activator)-binding kinase 1/inducible IxB kinase®) zur Aktivierung

des Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7. Zum Anderen kommt es Uber die Rip1- und
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FADD- (,Fas-associated death domain“) vermittelte Aktivierung des IKK-Komplexes zur
Aktivierung von NF-kB (Kawai et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005). IRF3/7 und NF-
kB zusammen bewirken die Expression von Typ | IFN, wohingegen inflammatorische
Zytokine und Chemokine oftmals v.a. NF-kB-abhangig reguliert sind (Kawai et al., 2005;
Saha et al., 2006; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005).

Die Abbildung 3.1-4 stellt den RLH-Signalweg schematisch dar.

NF-xB

Inflammatorische
Zytokine

T E—

Typ | IFN

Abbildung 3.1-4: RLH-Signalweg und Aktivierung von IRF3 und IRF7

Nach Aktivierung von RIG-I und MDAS kommt es zur Interaktion mit dem Adaptermolekul IPS-1. AnschlieRend
interagiert IPS-1 zum Einen mit TRAF3 und aktiviert TBK1/IKKi. Nachfolgend kommt es zur Phosphorylierung von
IRF3 und IRF7 und zur Bildung von Homo- oder Heterodimeren. Diese translozieren in den Kern, binden an die
Konsensus-DNA-Sequenz ISRE der Typ | IFN und fihren damit zur Gentranskription. Zum Anderen kommt es
Rip1- und FADD-abhangig zur Aktivierung des IKK-Komplexes und von NF-kB und zur Produktion
inflammatorischer Zytokine.

Die Abbildung wurde modifiziert nach (Honda and Taniguchi, 2006; Lee and Kim, 2007).
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3.1.4.3 Nuclear transcription factor-xB (NF-xB)

Bei NF-xB handelt es sich um einen Transkriptionsionsfaktor, der erstmals 1986 beschrieben
wurde (Sen and Baltimore, 1986). Er liegt als Homo- oder Heterodimer bestehend aus
Proteinen der Rel-Familie (p50/p105, p52/p100, RelA (p65), RelB und c-Rel) vor. Die am
haufigsten zu findende Form ist ein Heterodimer aus p50/p65. Alle Rel-Proteine besitzen
eine Rel-Homologie-Domane, die die DNA-Bindung, die Dimerisation und die Interaktion mit
den spezifischen inhibitorischen Faktoren vermittelt (Ghosh et al., 1998). Die Inhibitoren, die
IkBs, halten NF-«xB in inaktiver Form im Zytoplasma. Diese Inaktivierung wird durch die
Degradation der 1kBs durch den IKK-Komplex nach Aktivierung durch unterschiedliche, z.B.
TLR-, Nod1/2- oder RLH-abhangige Signale, aufgehoben und NF-kB transloziert in den
Kern. Dadurch kommt es zur Transkription diverser Gene, wie z.B. Zytokin-,
Wachstumsfaktor-, Zelladhasionsmolekil-Genen sowie von pro- und antiapoptotischen
Genen, welche in ihrem Promotorbereich die kB-Konsensus-Sequenz enthalten. Dazu
gehdren z.B. die proinflammatorischen Zytokine pro-IL-1B, pro-IL-18 und IL-8 (Ghosh and
Karin, 2002; Karin and Lin, 2002).

3.1.4.4 Interferon-regulatory factor (IRF)

Neben NF-xkB gibt es weitere Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle in der
Genregulation der angeborenen Immunantwort spielen. Dazu gehoéren z.B. die Mitglieder der
IRF-Familie. Diese wurden urspringlich als bei der Induktion von Typ | IFN-kodierenden
Genen involvierte Transkriptionsfaktoren beschrieben (Miyamoto et al., 1988). Heutzutage ist
bekannt, dass es sich um eine Familie von transkriptionalen Aktivatoren und Repressoren
handelt, die eine Rolle in vielen biologischen Prozessen spielen. So sind sie beteiligt an der
Regulation der Immunantwort und Wirtsabwehr, an Zytokin-vermittelten Signalwegen, an der
Regulation des Zellwachstums und an der hamatopoetischen Entwicklung (Honda and
Taniguchi, 2006).

Die IRF-Familie der Saugetiere umfasst neun Mitglieder und ist charakterisiert durch eine
konservierte aminoterminale DNA-Bindungsdoméane. Uber diese Doméane binden IRFs an
ihre Konsensus-DNA-Sequenz, welche ISRE (,IFN-stimulated response element®) oder IRF-
E (IRF-Element) genannt wird (Honda and Taniguchi, 2006). Die carboxylterminale Domane
ist weniger konserviert und fungiert als regulatorische Einheit (Eroshkin and Mushegian,
1999). Im Zuge dieser Arbeit wurde die Rolle von IRF3 naher untersucht. Aus diesem Grund
wird im weiteren Verlauf nur auf IRF3 und zum Teil auf IRF7 eingegangen, da IRF3 und IRF7
sehr homolog sind und beide als Schlisselregulatoren der Typ | IFN-Antwort nach
Virusinfektion beschrieben wurden. Neben der TLR-abhangigen NF-xB- und MAPK-
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Aktivierung wurde auch eine Aktivierung von IRFs nach TLR-Stimulation beschrieben. So
fuhrt z.B. eine Erkennung von MAMPs durch TLR3 und TLR4 zur Aktivierung von IRF3 und
IRF7, eine Stimulation von TLR7 und TLR9 zur IRF7-Aktivierung (Honda and Taniguchi,
2006).

Im Weiteren wird die Aktivierung von IRF3 und IRF7 nach Stimulation von Nicht-TLR-PRRs
naher beschrieben.

IRF3 wird in den meisten Zellen konstitutiv exprimiert und liegt im Zytosol in inaktiver Form
vor. Z.B. nach Virusinfektion und Erkennung viraler MAMPs durch zytosolische PRRs kommt
es Uber TBK1/IKKi zur Phosphorylierung der regulatorischen Domane von IRF3 und zur
Bildung von Homo- und Hetero- (mit IRF7) Dimeren. Diese translozieren anschlieRend in den
Nukleus und interagieren mit CBP (,CREB (,cyclic-AMP-responsive-element-binding
protein“)-binding protein“) oder p300, um einen Holokomplex zu bilden, der dann an die
DNA-Sequenz des Zielgens bindet (Fitzgerald et al., 2003; Lin et al., 1998; Sato et al., 1998;
Sharma et al., 2003; Suhara et al., 2000; Weaver et al., 1998; Yoneyama et al., 1998). IRF3
ist ein potenter Aktivator des ifng-Gens, wahrend IRF7 effizient ifna- und ifnp-Gene aktiviert
(Sato et al., 2000). Vieles spricht dafir, dass IRF3 hauptsachlich fur die initiale Phase einer
Typ | IFN-Antwort verantwortlich ist, wahrend IRF7 die spate Phase der Typ | IFN-Produktion
reguliert. (Naheres siehe 3.1.5.1 und Abbildung 3.1-5). Andererseits zeigt eine aktuelle
Studie, dass v.a. IRF7 fir die, zumindest TLR-vermittelte, Typ | IFN-Induktion essentiell ist
(Honda et al., 2005). Neben der Aktivierung von IRF3 in der Virusinfektion zeigen neueste
Untersuchungen, dass die zytosolische Erkennung intrazellularer Bakterien, wie Listeria
monocytogenes, ebenfalls Uber einen TBK1-IRF3-abhangigen Signalweg zur IFNp-
Produktion fuhrt (O'Connell et al., 2004; Stetson and Medzhitov, 2006; Stockinger et al.,
2004).

In der Abbildung 3.1-4 ist der Signalweg der Aktivierung von IRF3 und IRF7 nach Aktivierung

zytosolischer Nicht-TLR-Rezeptoren schematisch dargestellt.

3.1.5 Zytokine

Bei den Zytokinen handelt es sich um eine Gruppe von Peptiden, die u.a. die Proliferation
und Differenzierung von Zielzellen einleiten bzw. regulieren. Viele Zytokine spielen
aullerdem eine wichtige Rolle fir immunologische Reaktionen als Antwort auf eine
Inflammation. Proinflammatorische Zytokine werden von Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen, aber auch von anderen Zelltypen wie Epithelzellen und Fibroblasten
produziert (Bogdan et al., 2004).

Man unterscheidet im Wesentlichen vier Hauptgruppen von Zytokinen: Interferone (IFN),

Interleukine (IL), Tumornekrosefaktoren und Chemokine.
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3.1.5.1 Typ |l Interferone

Bei den Interferonen handelt es sich um die ersten identifizierten Zytokine. Sie wurden
erstmalig vor 50 Jahren als Produkte von virusinfizierten Zellen beschrieben, die in der Lage
sind, einen virusresistenten Status in Nachbarzellen hervorzurufen (lsaacs et al., 1957).
Interferone gehoren zur Klasse Il a-helikaler Zytokine und werden an Hand ihrer Rezeptoren,
ihrer Molekularstruktur und Sequenzhomologien in Typ I, Typ Il und Typ Il IFN
unterschieden (Ank et al., 2006; Schroder et al., 2004; Theofilopoulos et al., 2005). So
binden Typ | IFN an einen ubiquitar exprimierten heterodimeren Rezeptor aus IFNAR
(,IFNa/p receptor®) 1- und IFNAR2-Untereinheiten (Stark et al., 1998). Zur Typ | IFN-Familie
gehdren IFNa (13 Subtypen in Menschen, 14 in Mausen), IFNB (nur ein Mitglied) sowie IFNg,
K, ®, & und 1, wobei aus immunologischer Sicht mdglicherweise hauptsachlich IFNa und 3
von Interesse sind und im Folgenden weiter als Typ | IFN besprochen werden
(Theofilopoulos et al., 2005). Zu den Typ Il IFN gehort nur IFNy, das Uber den IFNy-Rezeptor
Signalkaskaden auslost (Stark et al., 1998). IFNA1 (IL-29), IFNA2 (IL-28 A) und IFNA3 (IL-28
B) stellen die Typ Il IFN dar. Sie binden an einen einzigartigen Rezeptor, weisen aber sonst
sehr viele Ahnlichkeiten zu den Typ | IFN auf (Ank et al., 2006).

Die vorwiegend bekannte und untersuchte Aktivitat von Typ | IFN ist es, zellautonome
antivirale Aktivitat in nahezu allen Zellen, die durch Viren befallen werden konnen, zu
induzieren. Nichtsdestotrotz werden Typ | IFN auch als Antwort der angeborenen
Immunantwort auf viele bakterielle und andere nicht-virale Infektionen produziert (Bogdan et
al., 2004; Decker et al., 2005). Die Rolle der Typ | IFN in der antibakteriellen Abwehr ist
bisher nur wenig untersucht. Zudem scheint es, dass Typ | IFN sowohl protektiv als auch
nachteilig fur den Wirt in Infektionen mit unterschiedlichen Bakterien sein kann: So zeigten in
vivo Versuche, dass Typ | IFN z.B. Resistenz gegen Infektionen mit Salmonella typhimurium
vermitteln (Bukholm et al., 1984). Zudem spielen Typ | IFN eine entscheidende Rolle bei der
Verstarkung der Wirtsresistenz gegen die extrazelluldren Keime Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli und Gruppe B Streptokokken (Mancuso et al., 2007). Einen nachteiligen
Effekt GUben Typ | IFN jedoch bei Infektionen mit Listeria monocytogenes aus (Auerbuch et
al., 2004; Carrero et al., 2004; O'Connell et al., 2004).

Typ | IFN sind als Monomere aktiv. Nach ihrer Bindung an den IFNAR kommt es zur
Phosphorylierung der Janus-Protein-Tyrosin-Kinasen TYK2 (,tyrosine kinase 2“) und JAK1
(»Janus kinase 1), zur Rekrutierung und Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren STAT
(»signal transducer and activator of transcription) 1 und STAT2 und zur Bildung von Hetero-
(STAT1 und STAT2) oder Homo- (STAT1) Dimeren (siehe Abbildung 3.1-5). Der
Heterodimer STAT1/STAT2 assoziiert mit IRF9 (zusammen auch ISGF3 ,IFN-stimulated

gene factor 3 genannt), transloziert in den Nukleus, bindet hier an die ISRE-Sequenzen von
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Genpromotoren und initiiert die Translation von einigen hundert sogenannter ISGs (,IFN-
stimulated genes®). Einige der ISGs, wie z.B. die Mx-Proteine, die 2-5-
Oligoadenylatsynthetase (OAS) und die Proteinkinase R, wirken antiviral (Haller and Kochs,
2002; Hovanessian, 2007), die Funktion vieler anderer ISGs ist jedoch noch unverstanden.
Ein prominentes ISG ist IRF7. Die Induktion von IRF7 durch Typ | IFN bedingt eine positive
Ruckkopplung der IFNo/B-Transkription (siehe Abbildung 3.1-5). Zusatzlich regulieren
STAT1-Homodimere Gene, die eine GAS- (,gamma IFN-activated site”) Promotorsequenz
enthalten (Levy et al., 2003; Mogensen et al., 1999; Remoli et al., 2002; Sato et al., 2001;
Theofilopoulos et al., 2005). Neben dem JAK-STAT-Signalweg scheinen Uber IFNAR weitere
Signalwege, wie der p38 MAPK- und der PI3K- (,phosphatidylinositol 3-kinase®) Weg
aktiviert zu werden (Platanias, 2005). Die Bedeutung dieser Signalkaskaden bei der Typ |

IFN-Antwort auf nicht virale Pathogene ist bisher kaum untersucht (Decker et al., 2005).
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Abbildung 3.1-5: JAK-STAT-Typ | IFN-Signalweg

Nach Bindung von Typ | IFN an den IFNAR kommt es zur Phosphorylierung der Kinasen TYK2 und JAK1, zur
Rekrutierung und Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 und zur Bildung von STAT1/2-Hetero- oder STAT1-
Homodimeren. Der Heterodimer STAT1/STAT2 assoziiert mit IRF9 (als Komplex ISGF3 genannt), transloziert in
den Nukleus, bindet hier an die ISRE von ISGs und initiiert deren Transkription. Die Expression des ISGs IRF7
fuhrt zur vermehrten Transkription von Typ | IFN in der spaten Phase der Typ | IFN-Produktion und ist somit eine
essentielle Komponente der autokrinen Schleife der Typ | IFN-Produktion. Zusatzlich stimuliert der STAT1-
Homodimer Gene mit einer GAS-Promotorsequenz.

Die Abbildung wurde modifiziert nach (Decker et al., 2005; Honda et al., 2006)
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3.1.5.2 Interleukin-1p (IL-1pB)

Zur IL-1-Familie gehéren 11 Mitglieder, die durch eine ahnliche Genstruktur,
Aminosauresequenz und dreidimensionale Faltung gekennzeichnet sind (Dinarello, 1998b;
Boraschi and Tagliabue, 2006). IL-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Inflammation und der
Immunabwehr und ist an der Pathogenese vieler inflammatorischer Erkrankungen beteiligt.
Es beeinflusst nahezu alle Zelltypen und wirkt oft mit anderen Zytokinen oder
Mediatormolekilen zusammen (Dinarello, 1998b). Eines der am besten charakterisierten IL-
1-Molekdule ist IL-18. IL-1p ist ein proinflammatorisches Zytokin, dessen Produktion auf drei
Ebenen kontrolliert wird: Erstens wird NF-kB-abhangig (z.B. durch TLR- oder Nod1/2-
vermittelte Signale) pro-IL-1p im Zytoplasma exprimiert. Zweitens ist die Prozessierung von
pro-IL-18 durch das Caspase-1- (auch ICE ,IL-1B converting enzyme“ genannt)
Inflammasom in das biologisch aktive IL-1p (p17) erforderlich (Dinarello, 1998a; Martinon et
al., 2002) (siehe auch 3.1.4.1 und Abbildung 3.1-3). Drittens wird die Ausschleusung von IL-
1B Uber ein noch nicht genau verstandenen Mechanismus kontrolliert (Di Virgilio, 2007).
Nach der Sekretion bindet IL-1B an den IL-1 Rezeptor (IL-1R), der wie die TLRs zur TIR-
Superfamilie gehért und neben der extrazelluldaren Immunglobulin-like-Domane zur
Ligandenbindung ebenfalls eine intrazellulare TIR-Domane besitzt (Gay and Keith, 1991;
Sims et al., 1988). Uber diese wird nach Aktivierung das Adaptormolekil MyD88 (,myeloid
differentiation primary response gene (88)) rekrutiert und die NF-kB-abhangige

Gentranskription induziert (Muzio et al., 1997).

3.1.6 Resistenz

Die Aktivierung der angeborenen Immunantwort durch Pathogene bedingt die Produktion
von inflammatorischen Mediatoren und antimikrobiellen Molekulen. Dartber hinaus werden
entweder direkt oder durch sezernierte Mediatoren angeborene intrazellulare
Resistenzmechanismen (welche sich gegen intrazelluldre Pathogene richten) aktiviert
(Radtke and O'Riordan, 2006).

So kénnen Typ | IFN Resistenz gegeniber Pathogenen vermitteln, wobei die Rolle bei
bakteriellen Infektionen sowie der genaue Mechanismus nicht klar definiert sind (siehe
3.1.5.1). Ob z.B. endogen sezerniertes IFNB eine intrazellulare Resistenz gegenlber
Legionellen in humanen Wirtszellen vermitteln kann, wurde bisher nicht untersucht.

Im Gegensatz zu Typ | IFN ist bekannt, dass Typ Il IFN (IFNy) die Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS ,reactive oxygen species®) durch die Aktivierung der NADPH-
Oxidase sowie die Generierung von reaktiven Nitrogenintermediaten (NO ,nitric oxide®)

durch iNOS (,inducible nitric oxide synthase”) nach z.B. bakteriellen Infektionen vermitteln
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(Brennan et al.,, 2004). NO und ROS bewirken die Inaktivierung [4Fe-4S]-Cluster-
enthaltender Enzyme, Zerstérung von DNA und Oxidation von Zellmembranen und Enzyme
(Fang, 1997; Haas and Goebel, 1992; Weiss, 1986). Makrophagen kénnen aber Uber IFNy
auch NO- und ROS-unabhéangig bakterielle Infektionen kontrollieren, wie z.B. fur Coxiella
burnetii und L. pneumophila gezeigt (Akamine et al., 2007; Shiloh et al., 1999; Zamboni and
Rabinovitch, 2003).

Abgesehen von der zB. [IFNy-abhangigen Bildung von Sauerstoff- und
Nitrogenintermediaten produzieren Wirtszellen (wahrscheinlich direkt und nicht abhangig von
endogen produzierten Zytokinen) nach Infektion auch antimikrobielle Peptide, wie Defensine
und Cathelizidine (Yang et al., 2004). Dabei handelt es sich vor allem um sezernierte
Proteine, die die Bakterienmembranen schadigen und damit zu einem Verlust des
Membranpotentials und der Uberlebensfahigkeit der Bakterien filhren (Radtke and
O'Riordan, 2006).

Neben der Bildung von Substraten zur Resistenzvermittlung stellt die Kompartmentalisierung
intrazellularer Bakterien in Endosomen und anschlieBender Verschmelzung mit dem
Lysosom eine wichtige Strategie der Wirtsabwehr dar. Die Kompartmentalisierung erméglicht
es der Wirtszelle, eine negative Umgebung fir die Bakterien herzustellen ohne die eigenen
Funktionen zu beeintrachtigen (Radtke and O'Riordan, 2006). So herrscht in Vakuolen unter
Umstanden ein Umfeld mit wenigen Nahrstoffen und einem niedrigen pH-Wert, was nicht-
Saure-tolerante Bakterien direkt schadigt und eine optimale Bedingung fur lytische Enzyme
wie Lipasen, Lysozyme und Proteasen und die Fusion mit dem Lysosom darstellt (Luzio et
al., 2003; Mellman et al., 1986). Hierbei gilt allerdings zu beachten, dass viele intrazellulare
Bakterien (z.B. L. pneumophila) ihre Vakuole aktiv umgestalten, um optimale Bedingungen
fur ihr intrazellulares Wachstum zu haben (siehe auch 3.2.2).

Ein weiterer, moglicherweise damit zusammenhangender, Mechanismus der angeborenen
intrazellularen Resistenz umfasst die Autophagie. Autophagie ist ein phylogenetisch sehr
alter Prozess, bei dem Zellschrott, funktionsunfahige Proteine, aber auch intrazellulare
Pathogene mit einer Doppelmembran umschlossen und Uber lysosomale Degradation
eliminiert werden (Levine and Deretic, 2007; Swanson, 2006). Autophagie als intrazellularer
Abwehrmechanismus nach bakteriellen Infektionen wird z.B. Uber die IFNy-abhangige
Induktion von IRGs (,immunity related GTPases®), auch p47 GTPasen genannt, vermittelt,
wie z.B. fur Mycobacterium tuberculosis gezeigt (Gutierrez et al., 2004; Singh et al., 2006).
Fiar L. pneumophila wurde gezeigt, dass es in Mausmakrophagen tdber mNaip5 und/oder
mlipaf zur Restriktion der Bakterienreplikation kommt. Als zu Grunde liegende Mechanismen
wurden ein vermehrter Zelltod oder die Regulation der Phagosommaturierung, eventuell Gber
verstarkte Autophagie, diskutiert (Amer et al., 2006; Amer and Swanson, 2005; Fortier et al.,
2007; Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al., 2006) (siehe auch 3.1.4.1.2
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Signalwege von Ipaf und Naip). Uber die Bedeutung der humanen Orthologe zu mNaip5 und

mlpaf in bakteriellen Infektionen ist bisher nichts bekannt.

3.2 Legionella pneumophila

Das Gram-negative Stabchenbakterium Legionella pneumophila (L. pneumophila) gehort zur
Familie der Legionellaceae, Gattung Legionella. Diese Gattung wurde erstmals 1979, drei
Jahre nach einem Krankheitsausbruch bei einer Gruppe von Veteranen der ,US American
Legion®, beschrieben (Brenner et al., 1979). Die fakultativ aeroben Legionellen haben eine
Grofke von 0,3-0,9 pm x 2-3 um, sind beweglich durch mehrere polare oder subpolare
Flagellen (siehe Abbildung 3.2-1) und kommen ubiquitér im Wasser vor. Es handelt sich um
fakultativ intrazellulare Parasiten von Frischwasserprotozoen, die sich auch in vielen
Saugetierzellen vermehren kdnnen. Aus diesem Grund kénnen alle 48 Spezies der Gattung
Legionella als potentiell humanpathogen angesehen werden (Fields, 1996). Andererseits
werden 98% der humanen Legionellose-Falle durch die Spezies L. pneumophila verursacht
und davon wiederum 95% durch L. pneumophila der Serogruppe 1 (von insgesamt 15
Serogruppen) (Doleans et al., 2004). L. pneumophila vermehrt sich in einem
Temperaturbereich von 25°C bis 42°C, wobei das Wachstumsoptimum bei 35°C liegt (Katz
and Hammel, 1987). Deshalb beglnstigen kinstliche Warmwassersysteme die Vermehrung
und Verbreitung von Legionellen. Zur Ausbildung respiratorischer Erkrankungen im
Menschen kommt es nach Inhalation von kontaminierten Aerosolen oder Aspiration von
bakterienhaltigem Wasser. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch wurde bisher hingegen
nicht beschrieben (Fields et al., 2002). Besonders empfanglich sind altere Menschen,
Raucher sowie Menschen mit einem geschwachten Immunsystem, es kdnnen aber auch
junge Gesunde an einer schweren Legionellenpneumonie erkranken (Albert-Weissenberger
et al., 2007).

Abbildung 3.2-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von

Legionella pneumophila

Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme von L.
pneumophila in ihrer begeiflelten Form. (© King’s College London, John
Pacy)
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3.21 Legionellose

Bei der Legionellose kdnnen klinisch zwei Formen unterschieden werden: (l) die
Legionarskrankheit, eine multisystemische Erkrankung mit schwerer Pneumonie (Fraser et
al., 1977) und (ll) das Pontiac-Fieber, eine selbstlimitierende Grippe-ahnliche Erkrankung
(Glick et al., 1978). Allerdings muss bedacht werden, dass viele exponierte Personen
asymptomatisch bleiben (Boshuizen et al., 2001).

Die Legionarskrankheit ist gekennzeichnet durch Fieber, nicht-produktiven Husten,
Kopfschmerzen, Myalgien, Diarrh6, Verwirrtheit und Dyspnoe und kann auf Grund der
eingeschrankten Lungenfunktion und im Zuge von Multiorganversagen zum Tode fiihren
(Tsai et al.,, 1979). Da die Legionarskrankheit klinisch nicht von anderen Pneumonien zu
unterscheiden ist, sind mikrobiologische Verfahren, wie Anzucht auf Spezialnahrbéden,
Antigennachweis im Urin und PCR, die Mittel der Wahl zur Diagnosefindung (Edelstein,
1993).

3.2.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus des intrazelluldren Bakteriums L. pneumophila lauft in Protozoen und
Saugetierzellen &ahnlich ab und umfasst im Wesentlichen zwei Phasen: (I) die
Vermehrungsphase, in der die Bakterien nicht beweglich/nicht begeifelt und Natrium-
resistent sind und (Il) die infektidse Phase, in der die Bakterien kleiner, beweglich/begeil3elt,
zytotoxisch, Natrium-sensitiv und osmotisch-resistent sind (Molmeret et al., 2004a; Molofsky
and Swanson, 2004; Vogel and Isberg, 1999).

Die infektidse Form von L. pneumophila gelangt abhangig vom Aktin-Zytoskelett der
Wirtszelle Uber konventionelle (Opsonin-abhangig) oder ,coiling”- (Opsonin-unabhangig)
Phagozytose in die Wirtszelle und verbleibt hier in einem Legionellen-spezifischen
Phagosom, das nicht mit dem Lysosom verschmilzt und so der Ansauerung entgeht (Elliott
and Winn, Jr., 1986; Horwitz, 1983b; Horwitz and Maxfield, 1984; Horwitz, 1984; Rechnitzer
and Blom, 1989). Zu diesem Phagosom werden anschlieend Mitochondrien und Vesikel
des Endoplasmatischen Retikulums rekrutiert und die so entstandene Organelle als LCP
(.legionella-containing phagosome®) bezeichnet. In dieser geschitzten Vakuole wandelt sich
L. pneumophila zur vermehrungsfahigen Form und repliziert durch bindre Teilung bis das
LCP die gesamte Wirtszelle ausfullt (Coers et al., 1999; Horwitz, 1983a; Swanson and
Isberg, 1995). Zu diesem Zeitpunkt kommt es durch eine Verarmung an Nahrstoffen, vor
allem von Aminosauren, zum Wechsel vom vermehrungsfahigen zum infektiésen Bakterium,
zum Zelltod der Wirtszelle und damit zur Freisetzung der Legionellen (Molmeret et al.,

2004a; Molofsky and Swanson, 2004; Vogel and Isberg, 1999). Die Freisetzung erfolgt durch
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Apoptose und/oder Nekrose (Alli et al., 2000; Gao and Abu, 1999; Hagele et al., 1998; Walz
et al., 2000).
Die schematische Darstellung des Lebenszyklus von L. pneumophila ist in Abbildung 3.2-2

Zu sehen.

Abbildung 3.2-2: Lebenszyklus von L. pneumophila in humanen Makrophagen

1. Uber Phagozytose gelangt die infektitse (begeiRelte) Legionelle in die Wirtszelle und verbleibt in einem
spezifischen Phagosom, das nicht mit dem Lysosom verschmilzt.

2. Durch Rekrutierung von Mitochondrien und Vesikeln des Endoplasmatischen Retikulums kommt es zur Bildung
des LCP (,legionella-containing phagosome®) und zur Umwandlung der Legionelle von der infektidsen in die
vermehrungsfahige Form (nicht begeilelt).

3. L. pneumophila vermehrt sich im LCP.

4. Nachdem das LCP die gesamte Wirtszelle einnimmt, kommt es durch Nahrstoffverarmung in der Vakuole zum
erneuten Wechsel von der vermehrungsfahigen zur infektiésen Form der Legionelle.

5. Durch Apoptose und/oder Nekrose kommt es zur Freisetzung der Legionellen und anschlieRend zur Infektion
neuer Zellen.

Die Abbildung wurde modifiziert nach (Fields et al., 2002)
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3.2.3 Virulenzfaktoren

Die Pathogenese der Legionellose ist stark abhangig von der Fahigkeit von L. pneumophila
Wirtszellen zu invadieren und sich intrazellular zu vermehren. Diese Fahigkeit resultiert aus
dem Zusammenspiel vieler bakterieller Virulenzfaktoren, die die intrazellulare Infektion und
Virulenz férdern.

So ermoglichen Oberflachenproteine wie MOMP (,major outer membrane protein), Typ IV
Pili und Hsp60 (,60-kDa heat shock protein®) die Anheftung und Invasion von L. pneumophila
(Bellinger-Kawahara and Horwitz, 1990; Garduno et al., 1998; Payne and Horwitz, 1987;
Stone and Abu Kwaik, 1998). Mip (,macrophage infectivity potentiator”), eine weiteres
Oberflachenmolekdl, wird fir die frihe Phase der intrazellularen Infektion bendtigt und ist
verantwortlich fur die bakterielle Dissemination im Lungengewebe (Albert-Weissenberger et
al., 2007; Cianciotto, 2001). Uber die Bindung von extrazellularem Matrix-Kollagen
ermoglicht es Mip L. pneumophila, die epitheliale Lungenbarriere zu Gberwinden (Wagner et
al., 2007). Legionellen exprimieren dariber hinaus ein atypisches LPS, welches TLR2, nicht
aber TLR4 aktiviert und moéglicherweise zur Virulenz und Pathogenitat beitragt (Girard et al.,
2003; Luneberg et al., 1998). Zudem tragt es das Serogruppen-spezifische O-Antigen
(Ciesielski et al., 1986). Die Flagelle, die die Legionellen je nach Entwicklungsstadium
besitzen (siehe 3.2.2), ist streng genommen kein Virulenzfaktor, da sie fur die Adharenz und
intrazelluldre Replikation per se nicht bendtigt wird, aber sie fordert nichtsdestotrotz
Adharenz-unabhéangig die Invasion von Wirtszellen (Dietrich et al., 2001; Merriam et al.,
1997; Pruckler et al., 1995). Nachdem die Legionelle in die Wirtszelle gelangt ist, behindert
sie die Phagosommaturierung und Fusion mit dem Lysosom und somit ihre Abtétung.
Unverzichtbar daftir ist das Dot/lcm Typ IVB Sekretionssystem (Berger et al., 1994; Coers et
al., 1999; Vogel et al., 1998). Dieses Sekretionssystem exportiert Virulenzfaktoren wie RalF,
LidA, SidM/DrrA VipA, D und F und andere, die die phagolysosomale Verschmelzung
inhibieren und die Legionellen-enthaltende Vakuole zum LCP umwandeln (Conover et al.,
2003; Machner and Isberg, 2006; Murata et al., 2006; Nagai et al., 2002; Shohdy et al.,
2005). L. pneumophila besitzt ein zweites Typ IV-ahnliches Sekretionssystem, dass jedoch
fur die Infektion nicht bendtigt wird (Segal et al., 1999). Das zusatzlich vorhandene
Legionellen-spezifische Typ Il Sekretionssystem hingegen ist ebenfalls von Bedeutung fur
die Infektidsitat von L. pneumophila (Cianciotto, 2001; Hales and Shuman, 1999; Polesky et
al., 2001; Rossier and Cianciotto, 2001). Dieses Sekretionssystem sekretiert wie das Dot/lcm
Typ IVB Sekretionssystem Virulenzfaktoren, vor allem degradative Enzyme wie z.B. eine
RNase, die Zink-Metalloprotease Msp, Mono-, Di- und Triacylglycerol-Lipasen, die
Phospholipasen A und C und die Lysophospholipase A (Aragon et al., 2000; Banerji et al.,
2005; Flieger et al., 2002; Hales and Shuman, 1999; Rossier and Cianciotto, 2001).

26



Material und Methoden

4 Material und Methoden
4.1 Material

Bei allen in diesem Kapitel nicht aufgeflihnrten Chemikalien handelt es sich um in Laboratori-
en standardmafig eingesetzte Substanzen, welche alle den analytischen Reinheitsgraden

entsprechen.

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhaltlichen Assays (z.B. ELISA; RNA Aufreini-
gung) werden hier nicht extra gelistet. Die experimentelle Durchfihrung erfolgte nach den
Herstellerangaben. Die Bezugsquellen sind den entsprechenden Abschnitten in dem Kapitel

Methoden zu entnehmen.

4.1.1 Verwendete Zelllinien
41.1.1 Alveolar Typ Il Epithelzelllinie (A549)

Die A549 Zellen wurden bei der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH" erworben und es handelt sich um eine humane Lungenkarzinomzelllinie. Die Ur-
sprungszellen wurden durch Explantatkultur von karzinomatésem Lungengewebe eines 58-
jahrigen kaukasischen Mann im Jahre 1972 gewonnen (Giard et al., 1973; Lieber et al.,

1976). Die Zellen wurden zwischen Passage 5 und 30 eingesetzt.

41.1.2 Humane Monozytenzelllinie (THP-1)

Die THP-1 Zellen wurden bei der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH* erworben. Bei diesen Suspensionszellen handelt es sich um humane Monozyten,
deren Ursprungszellen aus peripherem Blut eines 1-jahrigen Jungen mit akuter monozytarer

Leukadmie gewonnen wurden (Tsuchiya et al., 1980).

41.1.3 Primdre Makrophagen

Die Generierung primarer Makrophagen erfolgte aus peripheren Blutmonozyten (PBMCs),
die durch die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aus Buffy Coats von Spenderblut (DRK,

Wannsee) isoliert wurden.

4.1.2 Zellkulturflaschen und Zellkulturschalen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturflaschen und Zellkulturschalen verschiedenster

Ausfuhrungen wurden alle bei Falcon® bezogen.
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4.1.3 Kulturmedien, Kryomedien und Adhasionsfliissigkeiten

Das fur das Zellkulturmedium verwendete FCS wurde fir eine Dauer von 30 min auf 56°C

zur Inaktivierung von Komplementfaktoren erhitzt.

Tabelle 4-1: Kulturmedien und Kryomedium fiir A549 Zellen

A549 Zellen Zusammensetzung Hersteller
Stimulationsmedium 500 ml Ham’s F12 Medium PAA
Zellkulturmedium 500 ml Stimulationsmedium PAA

10% FCS Gibco
Einfriermedium 500 ml Zellkulturmedium

10% Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Tabelle 4-2: Kulturmedien, Kryomedium und Adhésionsfliissigkeit fiir THP-1 Zellen

THP-1 Zellen Zusammensetzung Hersteller
Stimulationsmedium 500 ml RPMI Medium Gibco
Zellkulturmedium 500 ml Stimulationsmedium Gibco

10% FCS Gibco

5 ml Glutamin 200 mM 100 x Gibco
Einfriermedium 500 ml Zellkulturmedium

10% DMSO Sigma
Adhasionsflussigkeit 100 ng/ml PMA Sigma

Tabelle 4-3: Kulturmedien fiir primdre Makrophagen

THP-1 Zellen Zusammensetzung Hersteller
Stimulationsmedium 500 ml RPMI Medium Gibco
Zellkulturmedium 500 ml Stimulationsmedium Gibco
10% FCS Gibco
5 ml Glutamin 200 mM 100 x Gibco
EDTA-Waschpuffer 500 ml RPMI Medium Gibco
5% FCS Gibco
0,2 mM EDTA Roth
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4.1.4 Bakterien
41.41 Legionella pneumophila Stamme 130b, JR32, JR32 AdotA, Corby und Corby AflaA

Bei den fir die Infektion der A549 Zellen, THP-1 Zellen und primaren Makrophagen
eingesetzten L. pneumophila Wildtypstammen 130b, JR32 und Corby handelt es sich um
Legionellen der Serogruppe 1. Weiterhin verwendet wurden die Mutanten L. pneumophila
JR32 AdotA, eine Mutante des Typ IVB Sekretionsapparates (Sadosky et al., 1993), und L.
pneumophila Corby AflaA, eine Flagellin-Deletionsmutante (Heuner et al., 1995). Erworben
wurde die Legionellen von N. Cianciotto, USA (L.p. 130b), H. Shuman, USA (L.p. JR32 und
Mutante) bzw. von K. Heuner, Warzburg (L.p. Corby und Mutante).

41.4.2 Escherichia coli (E. coli)

Fir die Aufreinigung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurde der kompetente E.

coli Stamm DH5a™ (Invitrogen) verwendet.

4.1.5 Medien fiir die Bakterienkultur

Nach Fertigstellung der Medien wurden diese fur 10 min bei 115°C autoklaviert und bei 4°C
gelagert. Die Zugabe des Ampicillins fiir die Selektionsagarplatten erfolgte nach dem Abkuh-

len des agarhaltigen Mediums kurz vor dem Giel3en der Platten.
Tabelle 4-4: Medien fiir die Bakterienkultur

Medien fir Bakterienkultur Zusammensetzung Hersteller

THY-Medium 30 g Todd Hewitt Broth BD Mikrobiologie
5 g Hefeextrakt Sigma

A. bidest. ad 1000 ml

L. pneumophila

80% THY-Medium

Kryomedium 20% Glycerol 99%ig Sigma

Luria Bertani (LB) Medium 10 g Trypton enzymatisch

(E.coli) hydrolysiert aus Casein Fluka
5 g Hefeextrakt Sigma
5 g Natriumchlorid Roth
A. bidest. ad 1000 ml

Luria Bertani Kryomedium 400 pl LB Medium

(E. coli) 500 pl Glycerol 99%ig Sigma

Luria Bertani
Selektionsagarplatten
(E. coli)

7,5 g Agar
50 pg/ml Ampicillin
LB Medium ad 500 ml
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4.1.6 Sonstige Materialien fur das Arbeiten mit Bakterien

Tabelle 4-5: Materialien fiir das Arbeiten mit Bakterien

Verbrauchsmaterialien Verwendungszweck Hersteller
BCYE Agar Platten Anzucht von L. pneumophila Heipha
Gentamycin 20 ml Antiinfektivum Gibco

Sterile Wattetrager Uberfiihren von Bakterien Applimed SA
Unitwist 400 Anzucht von E. coli Uniequip

10 cm Kulturschalen GielRen der Selektionsagarplatten Nunch
Einmal Impfésen 10 pl Ausplattieren von Bakterien Roth

4.1.7 Stimulantien und Enzyme
Tabelle 4-6: Stimuli

Stimulus Ursprung Hersteller

INFB human recombinant InvivoGen

Tabelle 4-7: Enzyme

Enzyme Verwendungszweck Hersteller
Trypsin/EDTA 1 x Ablosen der A549 Zellen Gibco
M-MLV Reverse Transkriptase Generierung von cDNA aus RNA Invitrogen
RNasin, rekombinant Generierung von cDNA aus RNA Promega
Red Taq Polymerase Vermehrung der cDNA Sigma
Kpnl Restriktionsenzym NEB

Nofl Restriktionsenzym NEB

CIP Alkalische Phosphatase, NEB

Verhinderung Vektor-Re-Ligation

T4 DNA Ligase Re-Ligation Vektor und Fragment NEB

4.1.8 Puffer, Losungen und Gele

Tabelle 4-8: PCR-Puffer

PCR-Puffer Zusammensetzung Hersteller
Lysepuffer 1mlRLT Qiagen
0,01% B-Mercaptoethanol Sigma
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PCR-Puffer Zusammensetzung Hersteller
TAE Puffer, pH 8,0 4,84 g Tris Base Sigma
1,14 ml Eisessig 100%ig Merck
2mlIEDTA0,5M Roth
A. bidest. ad 1000 ml
Orange G 5 ml Glycerol Sigma
1mlEDTAOQ0,5M Roth
1 ml Orange G 2%ig Sigma
0,1 ml SDS (10% wi/v) Serva
A. bidest. ad 50 ml
Tabelle 4-9: ChIP-Puffer
ChiP-Puffer Zusammensetzung Hersteller
Fixierldsung 40 ml Dulbeccos PBS PAA
1% Formaldehyd Sigma
Neutralisationslésung 4,69 g Glycin Serva
Dulbeccos PBS ad 500 ml PAA
RIPA Puffer 10 mM Tris; pH 7,5 Sigma
150 mM Natriumchlorid Roth
1% Nonidet® P-40 99%ig Fluka
1% Desoxycholat Sigma
1% SDS (10% wi/v) Serva
1 mM EDTA Roth
1% Aprotinin Sigma
High Salt Puffer 2 M Natriumchlorid Roth
10 mM Tris; pH 7,5 Sigma
1% Nonidet® P-40 99%ig Fluka
0,5% Desoxycholat Sigma
1 mM EDTA Roth
TE-Puffer 10 mM Tris; pH 7,5 Sigma
1 mM EDTA Roth
Eluierungspuffer TE-Puffer
1% SDS (10% wi/v) Serva
Tabelle 4-10: PCR-Gel
PCR-Gel Zusammensetzung Hersteller
TAE Puffer
1,5% Agarose Promega
0,4 pg/ml Ethidiumbromid Invitrogen
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Tabelle 4-11: Western blot-Puffer

Western blot-Puffer Zusammensetzung Hersteller
Phosphoprotein- 5 ml Natiumorthovanadat 98%ig Sigma
waschpuffer 200 mM
50 ml Natriumpyrophosphat Sigma
150 mM
50 ml Natriumfluorid 99%ig 1 M Sigma
Dulbeccos PBS 1 x ad 500 ml PAA
Lyse-Puffer zur 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 Sigma
Gesamtproteinextraktion 1% Nonidet® P-40 99%ig Fluka
und zur Extraktion 1 mM PMSF Sigma
von Kernproteinen je 10 pg/ml Antipain, Leupeptin,
Pepstatin Sigma
0,25 mM EDTA Roth
Phosphoproteinwaschpuffer ad 1 ml
Lyse-Puffer zur Extraktion 1,5 mM MgCl, Sigma
zytosolischer Proteine 10 mM KCI Merck
1% Nonidet® P-40 99%ig Fluka
1mMDTT Serva
Phosphoproteinwaschpuffer ad 1 ml
Bradford Reagenz 20% BioRad Protein Assay BioRad
80% A. bidest.
Gelladepuffer (Blaupuffer) 1 ml Tris-HCI, 0,5 M, pH 6,8 Sigma
0,8 ml Glycerol Sigma
1,6 ml SDS (10% w/v) Serva

Gelelektrophoresepuffer

Blotpuffer

Blockpuffer

0,4 ml Bromphenolblau (1% w/v)
0,4 ml B-Mercaptoethanol (1% v/v)
A. bidest. ad 5 ml

3 g Tris-Base

14,4 g Glycin

1 g SDS (10% wi/v)
A. bidest. ad 1000 ml
3 g Tris-Base

14,4 g Glycin

20% Methanol

A. bidest. ad 1000 ml

50% Ody Blocking Buffer
50% Dulbeccos PBS 1 x
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Western blot-Puffer Zusammensetzung Hersteller
Ponceau-S-Proteinfarbung 1 g Ponceau S Sigma
50 ml Essigsaure 100%ig Merck
A. bidest. ad 1000 ml
Tabelle 4-12: Western blot-Gele
Western blot-Gele Zusammensetzung Hersteller
Sammelgel 2,5 yl Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 Sigma
100 ul SDS (10% w/v) Serva
1,33 ml 40%iges Bis-Acrylamid Serva
10 yl TEMED R&D Systems
40 pyl Ammoniumpersulfat 10%ig Serva
A. bidest. ad 10 ml
Trenngel 10 %ig 2,5 ml Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 Sigma
100 pl SDS (10% w/v) Serva
3,35 ml 40%ige Bis-Acrylamid Serva
5 yl TEMED R&D Systems
50 yl Ammoniumpersulfat 10%ig Serva

A. bidest. ad 10 ml

4.1.9 Primer, small interfering RNAs (siRNAs) und Plasmide

Alle verwendeten PCR-Primer wurden bei TIB MOLBIOL bestellt.

Tabelle 4-13: PCR-Primer-Sequenzen und Hybridisierungstemperatur fiir semiquantitative PCR

Hybridisierungs-

Gen Sequenz temperatur

IFNB vorwarts 5-gCTCTCCTgTTgTgCTTCTCCAC 66°C
rickwarts 5-CAATAGTCTCATTCCAgCCAgTgC

IFNB- vorwarts 5-gAATCCACggATACAgAACCT 58°C

Promotor rackwarts 5-TTgACAACACgAACAgTgTCg

IRF3 vorwarts 5-TACgTgAggCATgTgCTgA 64°C
rickwarts 5-AgTgggTggCTgTTggAAAT

IPS-1 vorwarts 5-ATgCCgTTTgCTgAAgAC 61°C
rickwarts 5-CTAgTgCAgACgCCgCCg

RIG-I vorwarts 5-TCCTTTATgAgTATgTgggCA 62°C
riackwarts 5-TCgggCACAgAATATCTTTg

MDAS5 vorwarts 5-TCCTggTTgCTCACAgTggTT 62°C
rickwarts 5’-gAgACAAggCAAATCTAAgCC
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Nod5 vorwarts 5-TTCACCCACCTTCATQTTCA 58°C
ruckwarts 5-TAATgCgATCACCATCCCAA
Nod27 vorwarts 5’-TgggAAgACACTCAggCTAA 63°C
rickwarts 5-ATCATCgTCCTCACAgQAggTT
Naip vorwarts 5-AgCCTAATCCTCTTTggTgCC 62°C
ruckwarts 5-TgCACCTCCCACAgCTQATT
ASC vorwarts 5-ATgCgCTggAgAACCTgA 62°C
ruackwarts 5-AggTAggACTgggACTCCCTTA
Ipaf vorwarts 5-TCTgACTgACAgCTTgggTAA 64°C
riackwarts 5-TgggACCTCCTCCAAATQTT
PIDD vorwarts 5-TgAgCTTggACCTgTACCC 59°C
ruckwarts 5-TgTCCAgCAgATTCTgAgAgA
IL-8 vorwarts 5-CTAggACAAgAgCCAggAAgA 60°C
rickwarts 5"-AACCCTCTCTgCACCCAg TTTTC
GAPDH vorwarts 5-CCACCCATggCAAATTCC ATggCA 60°C
rickwarts 5-TCTAgACggCAggCAggTCAggTCCACC
Tabelle 4-14: PCR-Primer/Sequenzen und Hybridisierungstemperatur fiir quantitative PCR
Hybridisierungs-
Gen Sequenz temperatur
IFNB vorwarts 5-AAACTCATgAgCAgTCTgCA 65°C
rickwarts 5-AggAgATCTTCAgTTTCggAgg
S9 vorwarts 5-ATCCgCCAgCgCCATA 60°C
ruckwarts 5-TCAATgTgCTTCTgggAATCC
Tabelle 4-15: Sonstige Primer
Weitere Primer Verwendungszweck Hersteller
Random Hexamer Primer Reverse Transkriptase Promega
Tabelle 4-16: siRNA-Sequenzen
siRNA Sequenz Hersteller
Kontrolle vorwarts 5-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
rickwarts 5-ACGUGACACGUUCGGAGAA MWG
IRF3 vorwarts 5-GGAGGAUUUCGGAAUCUUCTT
ruckwarts 5-GAAGAUUCCGAAAUCCUCCTG Ambion
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IPS-1a vorwarts 5-UAGUUGAUCUCGCGGACGATT

ruckwarts 5-UCGUCCGCGAGAUCAACUATT MWG
IPS-1b vorwarts 5-CCACCUUGAUGCCUGUGAATT

rickwarts 5-UUCACAGGCAUCAAGGUGGTT MWG
RIG-I vorwarts 5-GCAGGAUUCGAUGAGAUUGTT

ruckwarts 5’-CAAUCUCAUCGAAUCCUGCTG Ambion
MDA5 vorwarts 5-GGAGCAGAUUCAGAUUCAGAGGACATT

rickwarts 5-UGUCCUCUGAAUCUGCUCCTT Ambion
Nod1 vorwarts 5-GGUUCUUUCGAGAAUGGACTT

ruckwarts 5-GUCCAUUCUCGAAAGAACCTC Ambion
Nod2 vorwarts 5-GGAAUUACCAGUCCCAUUGTT

rickwarts 5-CAAUGGGACUGGUAAUUCCTG Ambion
Nod5 vorwarts 5-GUUAUUCCUAAAGGAGACCTT

ruckwarts 5-GGUCUCCUUUAGGAAUAACTT Ambion
Nod27 vorwarts 5-GCAGACAGGCUAUGCUUUCTT

rickwarts 5-GAAAGCAUAGCCUGUCUGCTG Ambion
Naip a vorwarts 5-GGUCUUUGGCAACUUGAAC

rickwarts 5-GUUCAAGUUGCCAAAGACC Ambion
Naip b vorwarts 5-GGAGGUAAAAUGAGGUACCTT

ruckwarts 5-GGUACCUCAUUUUACCUCCTT Ambion
ASC vorwarts 5-GAUGCGGAAGCUCUUCAGUTT

rickwarts 5-ACUGAAGAGCUUCCGCAUCTT MWG
Ipaf vorwarts 5-GGUUCAAGCCAAAGUAUAATT

ruckwarts 5-UUAUACUUUGGCUUGAACCTT Ambion
PIDD vorwarts 5-CAGACUGUUCCUGACCUCAGA

rickwarts 5-UCUGAGGUCAGGAACAGUCUG MWG

Tabelle 4-17: Plasmide

Plasmid Merkmale Quelle
pcDNA 3.1™ /myc-His A 5,5 kb Vektor; AmpR, Neo", ori SV40 Invitrogen
IRAKp961A1050Q 7,8 kb Vektor; AmpR, ori puUC RzZPD
plpaf 8,8 kb Vektor; Amp", Neo", ori SV40 diese Arbeit
hNaip in pCMV6-XL5 10,3 kb Vektor; AmpR, ori SV40 OriGene

(TrueClone™)
mNaip5 A/J

mNaip5 C57BL/6

9,9 kb Vektor; Amp~, Neo", ori SV40
9,9 kb Vektor; Amp~, Neo", ori SV40
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4.1.10 Priméare und sekundare Antikorper Western blot , ChiP und
Konfokalmikroskopie

Tabelle 4-18: Primare Western blot —Antikérper und ChIP-Antikorper

Konzentration

Priméare Antikérper kDa  Spezies Western blot/ChIP Hersteller
anti-IRF3 50 Maus 1:1000/1:35 Santa Cruz
anti-p65 65 Maus 1:1000/1:35 Santa Cruz
anti-Polymerase |l Kaninchen 1:35 Santa Cruz
anti-lpaf 110 Kaninchen 1:1000 ProSci
anti-Naip 160 Kaninchen 1:1000 Biozol
anti-COX-2 75 Ziege 1:1000 Santa Cruz
anti-p38 38 Maus 1:1000 Santa Cruz
anti-USF2 44 Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
anti-Akt 60 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
anti-FAK 125 Maus 1:1000 Upstate

Tabelle 4-19: Sekundare Western blot-Antikorper
Sekundarer Antikdrper Spezies Konzentration Hersteller
Anti-Kaninchen-IgG Ziege, gekoppelt an Cy5.5 1:2000 LI-COR
Anti-Maus-1gG Ziege, gekoppelt an IRDye800 1 : 2000 LI-COR
Anti-Ziege-IgG Esel, gekoppelt an IRDye800 1 :2000 LI-COR

Tabelle 4-20: Primare Antikorper fiir Konfakalmikroskopie

Primére Antikorper Spezies Konzentration Hersteller

anti-Legionella pneumophila ~ Maus 1:500 Abcam

Tabelle 4-21: Sekundare Antikorper fiir Konfakalmikroskopie

Sekundarer Antikorper Spezies Konzentration Hersteller
Alexa Fluor 488 Ziege 1:8000 Invitrogen
Anti-Maus-1gG
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4.1.11 Gerite

Die in Laboratorien standardmafig eingesetzten Gerate wie Reinraumwerkbanke, Kihlgera-

te, Inkubatoren, Schittler, Eismaschinen usw. werden in dieser Arbeit nicht extra aufgefihrt.

Sie entsprechen alle den gangigen Standards und werden regelmalig gewartet.

Tabelle 4-22: Speziell verwendete Gerite

Produkt Verwendungszweck/Methode Hersteller
BioRad Gelelektrophorese Gelelektrophorese (Western blot) BioRad
System

BlotSystem Proteintransfer (Western blot) Transblot
CAMEDIA C-4040 200M Digitalkamera (PCR) Olympus
Ethidiumbromidfilter Aufsatz fir Olympus Kamera (PCR)

FFX-20M GIBCO BRL UV Darstellung der Banden im PCR Gel Life

Transluminator
Gelhalterungssystem
Gielvorrichtung
Odyssey Scanner
Platereader

Polymax 1040

PTC-200 Peltier Thermal
Cycler

LightCycler®

RCT basic

Thermomixer Comfort

Ultraschallgerat
LSM5 Pascal

Nucleofector™

Vorrichtung zum GielRen der Gele (PCR)
Einspannen der Glasplatten (Western blot)
Dokumentation (Western blot)

Auslesen der ELISA Platten

Schwenken der Blotmembranen
(Western blot)
Durchfihrung der RT-PCR

Durchfiihrung der Real-Time PCR

Magnetrihrer (Western blot)

Erhitzen der Proteine auf 95 °C
(Western blot)

Sonifizierung Zelllysat (ChIP)
Konfokalmikroskopie

siRNA und cDNA Transfektion
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4.1.12 Verbrauchsmaterialien

Allgemein verwendete Materialien wie Pipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsgefasse und

ahnliches entsprechen den gangigen Standards und werden hier nicht extra aufgefihrt.

Tabelle 4-23: Speziell verwendete Verbrauchsmaterialien und Substanzen

Produkt Verwendungszweck Hersteller
dNTP Mix DNA-Bausteine (RT-PCR) Promega
Hybond Membran Proteintransfer (Western blot) Santa Cruz
Quarzglaskuvetten RNA- und Plasmid DNA-Messung Hellma

Recombinant Protein
Molecular weight marker

Thermowell™ Tubes 0,5 ml

Whatman Filterpapier
RNAse A

Proteinase K

Protein Agarose Aund G
PFA

Triton

Phalloidin

Perma Fluor

Ficoll-Pacque Plus™

Standard zur GrofRenbestimmung eines
Proteins im Western blot

DNase und RNase freie
Reaktionsgefalle (RT-PCR)
Proteintransfer (Western blot)
RNA-Abbau (ChlIP)
Protein-Abbau (ChlIP)
Immunprazipitation
Zellfixation
Zellpermeabilisierung
Farbung des Aktins
Eindeckelmedium

Generierung primarer Makrophagen
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4.2 Methoden
4.2.1 Zellbiologische Methoden

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an einem Arbeitsplatz
der Sicherheitsstufe S2 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit autokla-
vierten oder heilBluftsterilisierten Materialien bzw. Geraten oder sterilfiltrierten Losungen.

Die Zellen wurden in einem CO,-Begasungsbrutschrank im offenen System bei 37°C mit 5%
CO; und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert.

Alle Medien und Lésungen wurden vor Verwendung auf 37°C im Wasserbad vorgewarmt.

4.21.1 Kultivierung und Subkultivierung der A549 Zellen

Eine Subkultivierung der humanen Alveolar Typ Il Zelllinie (A549 Zellen) erfolgte nach
Ausbildung eines Monolayers in den Zellkulturflaschen (T,s). Dafir wurde das
Zellkulturmedium entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, zum Ablésen mit 2 ml
Trypsin/EDTA-LOsung pro T7s-Flasche bedeckt und fir 3 min bei 37 °C inkubiert. Nach dem
Losen der Zellen durch leichtes Klopfen an der T75 wurden sie in 10 ml Zellkulturmedium auf-
genommen und fiir 5 min bei Raumtemperatur und 172 g abzentrifugiert. Der Uberstand wur-
de vorsichtig abgenommen, das Zellpellet in 40 ml Zellkulturmedium aufgenommen und im
Verhaltnis 1:4 in Zellkulturflaschen zur weiteren Zellkultivierung ausgesat.

Die Aussaat der A549 Zellen fir Versuche erfolgte je nach Versuchsaufbau in T;5 bzw.
Kulturschalen, in denen die Zellen bis zur Ausbildung eines Monolayers subkultiviert und flr
Western blot-, PCR-, ChIP- , ELISA- oder Vermehrungsversuche infiziert bzw. stimuliert
wurden. Das Zellkulturmedium wurde alle 3 Tage gewechselt.

Fir die Konfokalmikroskopie wurden die Zellen auf Glasplattchen in 24-Loch-

Zellkulturschalen ausgesat und nach drei Tagen infiziert.

4.21.2 Kultivierung und Subkultivierung der THP-1 Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen bis zur Subkultivierung alle 3-4 Tage.
Dafir wurde das Zellkulturmedium samt Suspensionszellen in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und fir 5 min bei Raumtemperatur und 172 g abzentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 50 ml Zellkulturmedium aufgenommen und im Verhaltnis
1:5 in Zellkulturflaschen zur weiteren Zellkultivierung ausgesat und anschlielend das
Volumen in den Zellkulturflaschen mit Zellkulturmedium auf 30 ml aufgefulit.

Fir die Aussaat der humanen Monozyten und Ausdifferenzierung zu Makrophagen wurde
dem Zellkulturmedium 100 ng/ml PMA zur Adhasion der Zellen zugesetzt. Die Zellen wurden
in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/Vertiefung einer 12-Loch-Zellkulturschale bzw. 2 x

10° Zellen/Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturschale ausgesat. Ein Tag nach PMA-Gabe
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wurde des Medium entfernt und durch neues Zellkulturmedium ersetzt. Nach weiteren zwei
Tagen erfolgte die Stimulation fur Western blot-, PCR- oder Vermehrungsversuche.
Fir die Konfokalmikroskopie wurden die Zellen auf Glasplattchen in 24-Loch-

Zellkulturschalen ausgesat und nach drei Tagen infiziert.

4.21.3 Generierung und Kultivierung primare Makrophagen

Zur Isolation von PBMCs erfolgte die Auftrennung der Blutbestandteile des ,Buffy Coats®
Uber eine Dichtegradientenzentrifugation. Bei dieser Methode werden die Blutbestandteile
Uber einen Gradienten entsprechend ihrer Dichte in Fraktionen angereichert.

Dafur wurden 50 ml-Zentrifugenréhrchen mit 20 ml Ficoll-Pacque Plus beschickt und mit je
20 ml 1:1 mit EDTA-Waschpuffer verdinntem Blut tberschichtet. Nach Zentrifugation (800 g,
25 min, 20°C, ohne Beschleunigung und Bremse) wurde der Zellring der PBMCs mittels
einer Pasteurpipette vorsichtig geerntet und anschlieRend in 25 ml EDTA-Waschpuffer
gewaschen (Zentrifugation 300 g, 10 min), um Reste von Ficoll und Erythrozyten aus der
Praparation zu beseitigen. Thrombozyten wurden in zwei weiteren Waschschritten durch
Zentrifugation bei 200 g fir jeweils 5 min entfernt, da sie bei diesen Drehzahlen nicht
sedimentieren, sondern im Uberstand verbleiben. Zur Erhéhung des Reinheitsgrades der
PBMCs wurde anschlief3end erneut ein Ficoll-Pacque Plus (10 ml Ficoll-Pacque Plus + 1,4
ml PBS) mit den in EDTA-Waschpuffer aufgenommenen Zellen Uberschichtet und die
Prozedur ein weiteres mal durchgefihrt. Im letzten Schritt wurde das Zellpellet in PBS
aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und anschlielend sofort transfiziert (s. Kapitel
transiente Transfektion). Die danach ausgeséaten Zellen differenzierten durch Adharenz als
Stimulus zu Makrophagen (Akiyama et al., 1988; Andreesen et al., 1990; Musson, 1983) und
wurden 5 Tage spater infiziert bzw. zur Proteingewinnung lysiert. Ein Mediumwechsel fand

alle 2 Tage statt.

4.21.4 Bestimmung der Zellzahlen

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen wie bei der Subkultivierung beschrieben
behandelt. 20 pl der Zellsuspension wurden auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Fir
jede Bestimmung wurden die Zellzahlen von jeweils 16 Kleinquadraten summiert, um die
Zellzahl Uber einem Groliquadrat zu erhalten. Alle Zellzahlbestimmungen wurden als
Duplikate angelegt und die Mittelwerte errechnet. Aus der Zellzahl und dem
Verdinnungsverhaltnis wurde dann die Zellzahl pro ml Suspension wie folgt ermittelt:

Zellzahl/ml = (Zellzahl aus 2 GroRquadraten)/2x Verdiinnungsfaktor Kammerkonstante (10*)

4.21.5 Kryokonservierung

Beide Zelllinien wurden zur Kryokonservierung wie bei der Subkultivierung beschrieben

behandelt. Nach der Abzentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml der jeweiligen Zelllinie
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entsprechendem Einfriermedium resuspendiert und in Kryordhrchen (iberfiihrt (2 — 3 x 10°
Zellen pro Kryoréhrchen). Die Kryoréhrchen wurden zunachst fur 5 h auf -20°C und
anschliessend fur 15 h auf -80°C heruntergekiihlt, um Schaden durch Kristallisations-
prozesse beim Einfrieren zu vermeiden. Danach wurden die Kryoréhrchen zur Langzeit-

aufbewahrung in FlUssigstickstoff (-196°C) umgelagert.

4.2.1.6 Auftauen von Zellen

Die Kryordhrchen wurden aus dem fllissigen Stickstoff direkt in ein Wasserbad gegeben und
bei 37°C vollstandig aufgetaut. Anschlielend wurden die Zellen in 10 ml warmem
Zellkulturmedium aufgenommen und 5 min bei 172 g sedimentiert. Das Zellpellet wurde in
Zellkulturmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen ausgesat. Am folgenden Tag

wurden die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versorgt.
4.2.1.7 Transiente Transfektion von ,,small interfering” RNA (siRNA) und Plasmid-DNA in

eukaryotischen Zellen

Die transiente (ohne Selektionsdruck) Transfektion von eukaryotischen Zellen mit siRNA
bzw. Plasmid-DNA erfolgte mittels Elektroporation. Hierfir wurde fir die A549 und THP-1
Zellen der Nucleofector™ und Cell Line Nucleofector™ Kit V (Amaxa Biosystems) verwendet.
Fir die Nukleofektion von 2 ug siRNA bzw. 1,5 ug Plasmid-DNA wurden 1x10° Zellen in 15
ml Zentrifugenréhrchen Uberflhrt und 5 min bei 172 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit
100 pl Nucleofector™ Solution V resuspendiert. Nach Zugabe der siRNA bzw. Plasmid-DNA
wurde der Ansatz in eine Nukleofector™-Kiivette gegeben und diese in den Nucleofector™
gestellt, um das jeweilige Programm (G-16 fur A549 Zellen und T-08 fir THP-1 Zellen) far
die Elektroporation zu starten. Die Zellsuspension wurde nachfolgend in 1,5 ml
Reaktionsgefalte mit auf 37°C vorgewarmtem Zellkulturmedium gegeben und anschlieend
die bendtigte Zellmenge auf Zellkulturplatten verteilt.

Fir die Nukleofektion der primdren Monozyten wurde der Human Monocyte Nucleofector™

Kit (Amaxa Biosystems), 5 ug siRNA pro 1,5x10” Zellen und das Programm Y 01 verwendet.

4.2.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.2.1 Bakterienkultur

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Bakterienkulturen erfolgten an einem Arbeits-
platz der Sicherheitsstufe S2 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit au-
toklavierten oder heilluftsterilisierten Materialien bzw. Geraten. Alle mit Bakterien in Kontakt

getretenen Materialien oder Gerate wurden anschlieRend mit Descosept (Dr. Schumacher
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GmbH) desinfiziert. Materialien, welche mit den Bakterien in Kontakt getreten waren und

bakterienhaltige Flissigkeiten wurden im Anschluss autoklaviert.

4.2.2.2 Lagerung und Anzucht von L. pneumophila

Zur Gewinnung von Bakterienglycerolstécken wurden die Legionellen auf BCYE Agarplatten
ausgestrichen, 2 Tage in einem CO,-Begasungsbrutschrank im offenen System bei 37 °C mit
5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % inkubiert und anschlieRend ein Teil
der gewachsenen Kolonien mit einem sterilen Wattetrager in 1 ml Kryomedium enthaltende

Kryoréhrchen eingebracht und bei —80 °C gelagert.

Aus diesen Kryostocken wurden erneut Legionellen auf BCYE Agarplatten ausgestrichen, 2
Tage inkubiert und als Vorkulturplatten maximal 1 Monat bei 4°C gelagert. Alle Infektionen
der Zellen mit den verschiedenen L. pneumophila-Stammen erfolgten mit Legionellen, die 2
Tage vorher von einer Vorkulturplatte auf eine neue Agarplatte Uberfihrt und bis zum

Infektionsbeginn im Brutschrank inkubiert wurden.

4.2.2.3 Infektion der Zellen mit L. pneumophila

Fiur die Infektion der Zellen wurden Legionellen mit einem sterilen Wattetrager in 5 mi
Stimulationsmedium Uberfihrt und die Konzentration mittels eines Spektralphotometers bei
einer optischen Dichte von 660 nm ermittelt (ODggo 0,3 entspricht 1 x 108 cfu/ml). Die fur die
Infektionsversuche bendtigten MOI (,multiplicity of infection*) wurden durch 1:10
Verdiinnungsreihen in dem Stimulationsmedium eingestellt. Fir die Infektion wurde das auf
den Zellen befindliche Medium abgesaugt und durch entsprechendes Volumen der

Legionellensuspension ersetzt.

4.2.2.4 Vermehrungsversuche mit L. pneumophila

Unbehandelte oder siRNA-transfizierte (s. Kapitel Transfektion) Zellen wurden in 12-Loch-
Zellkulturschalen ausgesat. Nach 3 Tagen wurden sie mit fir den jeweiligen Versuch
angezeigter Legionellenkonzentration infiziert, 30 min bei 37°C und 800 g zentrifugiert, um
die Adhasion und Aufnahme der Bakterien zu fordern und anschlieRend fiir weitere 1,5 h im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und fur 1 h Stimulationsmedium mit 50 pg/ml Gentamycin auf die Zellen gegeben, um die
verbleibenden extrazellularen Bakterien abzutdten. Danach wurden die Zellen erneut mit
PBS gewaschen und zur weiteren Inkubation Zellkulturmedium auf die Zellen gegeben.
Dieser Zeitpunkt stellt den 0 h-Wert dar. Nach Ablauf der angezeigten Zeitintervalle wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml A. dest 10 min auf Eis lysiert. Die Lysate wurden
im Anschluss verdlinnt oder unverdiinnt auf BCYE Agarplatten ausgestrichen, um nach 2

Tagen die Kolonie-bildenden-Einheiten (,colony-forming units* CFU) auszuzadhlen. Das
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intrazellulare Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum Zeitpunkt O
h) und dargestellt als CFU/well (Fold).

Ein Teil der Zellen wurde 16 h vor der Infektion mit 1000 1U/ml rekombinantem IFN (rIFNp)
vorinkubiert. Diese Zellen wurden nach der Infektion (d.h. nach dem Zeitpunkt des 0 h-
Wertes) erneut in Medium mit 1000 [U/ml rIFNp inkubiert.

4.2.2.5 Transformation und Vermehrung Escherichia coli (E. coli)

Herstellung kompetenter E. coli

Die Herstellung kompetenter E. coli erfolgte mit der CaCl,-Methode. Zunachst wurde eine 5
ml-Vorkultur von dem E. coli Stamm DH5« in LB-Medium Uber Nacht bei 37°C auf dem
Schuttler angezogen. 1 ml der Vorkultur wurde in 100 ml LB-Medium (Hauptkultur) gegeben
und bei 37°C bis zu einer ODggq von 0,3 kultiviert. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 6.000
g und 4°C wurde das Pellet in 10 ml eiskalter 0,1 M CaCl, Losung auf Eis resupendiert,
erneut zentrifugiert und nochmals in 2 ml 0,1 M CaCl, Lésung aufgenommen. Nicht direkt
verwendete kompetente Bakterienzellen wurden mit Glycerin versetzt [Endkonzentration
25% vi/v] und in 50 ul Aliquots bei —80°C gelagert.

Transformation

Fir die Transformation der Plasmide in E. coli DH5« wurden 50 ul der kompetenten Bakteri-
enzellen mit 0,1 ug Plasmid-DNA fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlief3end fiir 90 s bei
42°C schockerhitzt und sofort wieder fir 2 min auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde nun mit
800 ul LB-Medium versetzt , fir 1 h bei 37°C inkubiert, 3 min bei 6000 g zentrifugiert und der
Uberstand bis auf verbleibende 100 ul LB-Medium abgesaugt. In diesen 100 pl wurde das
Zellpellet resuspendiert und der Ansatz auf LB-Selektionsagar (Antiinfektivum je nach
Resistenzkodierung des Plasmids) ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Am nachsten Tag wurde eine Kolonie gepickt und in 5 ml LB-Medium mit Antiinfektivum (je
nach Resistenzkodierung des Plasmids, z.B. 50 ug/ml Ampicillin) Gberfihrt. Die Vorkulturen
wurden bis zum Zeitpunkt der deutlichen Triibung (ca. 6-8 h) des Mediums bei 37°C unter
Schutteln kultiviert.

Fir die Hauptkulturen wurden jeweils 100 yl der Vorkulturen in 50 ml LB-Medium mit
Antiinfektivum (z.B. 50 pg/ml Ampicillin) gegeben und Uber Nacht bei 37°C unter Schutteln
inkubiert. 400 ul der Vorkultur wurde mit 500 pl sterilem 99 %igem Glycerol versetzt und
dann bei -80°C gelagert. Bei erneutem Plasmidbedarf wurden die Vorkulturen aus diesem
Glycerolstock angelegt, in dem mit einer sterilen Ose etwa stecknadelkopfgroRe Teile in

wiederum 5 ml des LB-Mediums Uberfiihrt wurden.
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4.2.3 Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1 Methoden zum Nachweis von mRNA

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) / semiquantitative PCR

Aufreinigung der RNA

Die zu untersuchenden Zellen wurden nach dem Entfernen des Mediums mit 350 pl
Lysepuffer lysiert und im Anschluss die RNA mittels des RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach

Protokoll mit den im Kit enthaltenen Puffern isoliert.

Dabei wurden grobe Verunreinigungen des Zelllysates entfernt, die RNA Uber Filtersaulen
mit Ethanol gefallt, in mehreren Waschschritten gereinigt und im Anschluss die im Filter
haftende RNA mit RNase freiem Wasser aus dem Filter ausgewaschen. Die Messung des
RNA-Gehaltes erfolgte in Quarzkivetten (198 pl A. tridest. + 2 yl RNA Probe) in einem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 260 nm. Der RNA-Gehalt wurde mit folgender
Formel berechnet: ODyg x 4 = RNA [ug/ul]

Eine Verunreinigung der RNA mit Proteinen kann aus dem Verhaltnis ODgg (Optimum RNA
Absorption) und OD,gy (Optimum Protein Absorption) bestimmt werden. Als ,rein“ wurden

RNA- Proteinquotienten zwischen 1,7 und 1,9 angesehen.

Reverse Transkriptase Reaktion (RT Reaktion)

Pro Ansatz wurde 1 uyg RNA mit A. bidest. auf ein Endvolumen von 10 ul verdinnt. Als Nega-
tivkontrolle diente das gleiche Volumen A. bidest. ohne RNA. Die Proben wurden nach
Zugabe von je 1 ul ANTP [10mM] und 1 pl Hexamer-Primer [0,2 pg/ul] fir 5 min bei 65°C im
Thermal Cycler inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Reaktionsgefal’e auf Eis gestellt,
7yl des Mastermix (4 yl M-MLV-Puffer [56x], 2yl DTT [0,1M] und 1yl RNAsin)
hinzugegeben und die Proben fur weitere 2 min bei 37°C im Thermal Cycler inkubiert.
AnschlieBend wurde 1 pl M-MLV RT pro Ansatz dazugegeben. Die Reaktion erfolgte bei
einer Inkubation fur 50 min bei 37°C und wurde durch 15-mindtiges Erhitzen auf 72°C
beendet. Die cDNA wurde durch 80 ul A. bidest. verdinnt.

Nicht direkt fir die Reverse Transkriptase verwendete RNA wurde bei -80°C aufbewabhrt.
Nicht direkt fiir die PCR eingesetzte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

Polymerase-Kettenreaktion

Je Ansatz wurden 5 pl der mittels RT erhaltenen cDNA mit 20 yl des PCR Mastermixes
(2,5 yI Ammonium PCR Puffer [10x]; 0,5yl ANTP [10 mM]; 0,25 yl Vorwarts-Primer
[0,5 pg/ul]; 0,25 ul Rickwarts-Primer [0,5 pg/ul]; 15,5 ul A. bidest.; 1 yl RedTag-Polymerase)

vermengt. Die PCR im Thermal Cycler lief unter folgenden Konditionen: 1 min Denaturierung
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bei 94°C, 1 min Hybridisierung bei primerspezifischer Hybridisierungstemperatur, 1 min
Elongation bei 72°C und nach entsprechend haufiger Wiederholung dieses Zyklus
abschliefend 5 min Extension bei 72°C. Als Kontrolle wurde jeweils eine PCR mit den
Primern fur Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgefihrt. Dieses
Gen wird in eukaryonten Zellen konstant exprimiert (,house keeping gene®). Gleich stark ex-
primierte GAPDH Banden zeugten flir gleiche cDNA Konzentration in den verschiedenen

Ansatzen.

Zum Auftragen der PCR Produkte wurde ein 1,5%iges PCR-Gel in eine Gelhalterung
gegossen, welche mit Kdmmen bestlickt war, die als Platzhalter fir 15 Geltaschen dienten.
Zum Ldsen der Agarose im TAE-Puffer wurde diese zuvor in einer Mikrowelle erhitzt. Die
DNA wurde durch Elektrophorese bei einer Spannung von 100V flr 1 h aufgetrennt. Die
Dokumentation erfolgte mit einer Olympus Kamera mit vorgeschaltetem Ethidiumbromidfilter
unter UV-Licht.

Real Time PCR / quantitative PCR (Q-PCR)

Lyse, Aufreinigung der RNA und Umschreibung in cDNA mit Reverser Transkriptase erfolgte
wie bei der RT-PCR.

Polymerase-Kettenreaktion

Zur Durchfuhrung der Real Time PCR wurde das SYBR-green DNA Amplification Kit (Roche
Applied Science) verwendet. Je Ansatz wurden 2 pl der mittels RT erhaltenen cDNA mit 3 pl
des PCR Mastermixes (0,5 yl DNA Master SYBRGreen I; 0,25 pl Vorwarts-Primer [10 uM];

0,25 pl Ruckwarts-Primer [10 uM]; 0,6 pl MgCl, [4mM]; 1,4 yl A. bidest) in LightCerr®-
Glaskapillaren pipettiert, die anschlieliend 5 s bei 200 g zentrifugiert wurden. Die PCR im
LightCerr® lief unter folgenden Konditionen: 10 s Denaturierung bei 95°C, &5 s

Hybridisierung bei primerspezifischer Hybridisierungstemperatur, 10 s Polymerisation bei
72°C und nach 40facher Wiederholung des Zyklus 60 s abschlieRende Extension bei 72°C.
Zur Normalisierung der eingesetzten cDNA-Mengen wurde jeweils eine PCR mit den Primern
fur S9 durchgefuhrt. Dieses Gen wird in eukaryonten Zellen konstant exprimiert (,house

keeping gene®). Alle Q-PCRs wurden in Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels der Methode des Second-Derivate-Maximum. Bei
dieser Methode wird zur Bestimmung der Crossingpoints das Maximum der zweiten

Ableitung der Amplifikationskurve genutzt.

Die Schmelztemperatur der entstandenen PCR Produkte wurde mit Hilfe einer
Schmelzkurvenanalyse ausgewertet. Dieser liegt eine Bewertung der Fluoreszenzintensitat

in Bezug zur Temperatur zugrunde. Mit steigender Temperatur sinkt die Intensitat des
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Fluoreszenzfarbstoffes auf Grund abnehmender Doppelstrang-DNA. Uberschreitet die
Temperatur die Schmelztemperatur der PCR-Produkte, so kommt es zu einem starken Abfall
der Intensitat. Damit ergibt sich aus der negativen ersten Ableitung der Schmelzkurve bei TM
ein Maximum. Diese Maxima sind abhangig von der Sequenz der PCR-Produkte. Damit
kbnnen gewlnschte von ungewilnschten PCR-Produkten, wie z.B. Primer-Dimere,

unterschieden werden.
4.2.3.2 Gewinnung von Plasmid-DNA

Zur Aufreinigung der Plasmid-DNA aus den E. coli wurde das HiSpeed Plasmid Midi Kit
(Qiagen) eingesetzt. Alle benétigten Puffer sind in dem Kit enthalten und es wurde nach

Protokoll vorgegangen.

Das nach Zentrifugation gewonnene Bakterienpellet wurde resuspendiert, lysiert, Proteine
gefallt und das Lysat Uber eine Filtersaule gereinigt. Die Plasmid-DNA wurde aus dem Filter
ausgewaschen, mit Isopropanol prazipitiert und tber einen neuen Filter erneut gewaschen
und von letzten Flissigkeitsresten befreit, bevor sie mit Eluationspuffer gewonnen wurde.
Die Messung des DNA-Gehaltes wurde wie bereits bei der PCR-RNA Messung beschrieben
durchgefiihrt und mit folgender Formel berechnet: OD,gg x 5 = DNA [ug/ul]

4.2.3.3 Umklonierung

Um die Ipaf-kodierende Sequenz aus dem Plasmid IRAKp961A1050Q in den Vektor
pcDNA™ 3.1 zu klonieren, wurden beide mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Notl 1,5 h
bei 37°C geschnitten. Der Ansatz des zu schneidenden Vektors pcDNA™ 3.1 enthielt zur
Dephosphorylierung und damit zur Vermeidung der Rezirkularisierung zusatzlich CIP. Die
entstandenen Fragmente wurden nach Zugabe von Orange G (Farbschweremittel)
elektrophoretisch aufgetrennt (s. Polymerase-Kettenreaktion RT-PCR) und die DNA mit dem
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Protokoll mit den im Kit enthaltenen Puffern

aufgereinigt.

Die DNA-Banden wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten, das Gel anschlielend
aufgeldst, die enthaltende DNA mit Isopropanol geféllt und Uber eine Filtersdule mehrmals

gewaschen, bevor die im Filter haftende DNA eluiert wurde.

AnschlieRend wurde das Fragment mit der Ipaf-kodierende Sequenz mit pcDNA™ 3.1 mittels
T4 DNA Ligase im Verhdltnis 3:1 (Messung des DNA-Gehaltes s.0.) 1,5 h bei

Raumtemperatur ligiert und in kompetente E. coli transformiert (s. Kapitel Transformation).
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4.2.4 Biochemische Methoden

4.2.41 Methode zum Nachweis von Proteinen

IFNB Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Messung von sekretiertem IFNB in den Zellkulturiberstanden von Uber 24 h infizierten
Zellen wurde der Human Interferon-f (Hu-IFN-B) ELISA Kit (PBL) verwendet und nach
Herstellerprotokoll durchgeflhrt.

In die mit einem spezifischen monoklonalen Antikoérper beschichteten Vertiefungen einer 96-
Loch-Zellkulturplatte wurden die Standardwerte und Proben pipettiert und gebundenes
Antigen anschlieBend durch einen zweiten Antikorper detektiert. Mit diesem Antikorper
verband sich das dann zugesetzte Enzym, welches nachfolgend zugegebenes Substrat
enzymatisch umsetzte. Der daraus resultierende Farbumschlag war proportional zur Menge
des gebundenen IFNB und konnte optisch gemessen werden. Uberschiissiges Material
zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils durch mehrmaliges Waschen entfernt. Die
Auswertung erfolgte in einem Plattenlesegerat bei einer Wellenlange von 450 nm.

Zytotoxizitiats-Detektions-Assay

Zur Quantifizierung der Aktivitat der durch zerstorte bzw. sterbende Zellen freigesetzten
Laktat-Dehydrogenase (LDH) wurde das Cytotoxity Detection Kit der Firma Roche Applied
Science verwendet und nach Protokoll durchgeflhrt. Die Zellkulturiiberstdnde wurden in
einer 96-Loch-Zellkulturplatte mit einem Substrat versetzt, das bei vorhandener LDH-Aktivitat
enzymatisch umgesetzt wurde. Der daraus resultierende Farbumschlag war proportional zur
Menge der vorhandenen LDH und konnte optisch gemessen werden. Die Auswertung
erfolgte in einem Plattenlesegerat bei einer Wellenlange von 450 nm. Samtliche Werte
wurden auf die Totallyse (100% LDH-Aktivitat) bezogen.

Western blot

Gesamtproteinextraktion

Von den zu untersuchenden Zellen wurde das Medium auf Eis abgesaugt und die Zellen
zweimal mit eiskaltem Phosphoproteinwaschpuffer gewaschen. Der Waschpuffer wurde
restlos abgesaugt, die Zellen mit Lysepuffer zur Gesamtproteinextraktion versetzt und mit
Hilfe eines Plastikschabers abgekratzt. Im Anschluss wurde das Lysat in 1,5ml
Reaktiongefalle Uberflhrt und 10 min bei 4°C und 25000 g =zentrifugiert. Die das

Gesamtprotein enthaltenden Uberstéande wurden in neue 1,5 ml Reaktionsgefale tberfiihrt.

Fraktionierte Extraktion von zytosolischen und Kernproteinen

Von den zu untersuchenden Zellen wurde das Medium auf Eis abgesaugt und die Zellen mit

eiskaltem Phosphoproteinwaschpuffer gewaschen. Der Waschpuffer wurde restlos
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abgesaugt und die Zellen mit Lysepuffer zur Extraktion zytosolischer Proteine versetzt und
mit Hilfe eines Plastikschabers abgekratzt. Im Anschluss wurde das Lysat in 1,5ml
Reaktiongefalle Uberflhrt, der Ansatz 7 min auf Eis inkubiert und anschlieRend 3 min bei
4°C und 12000 g zentrifugiert. Die das zytosolische Protein enthaltenden Uberstande wurden
in neue 1,5 ml ReaktionsgefaRe Uberfuhrt und auf das verbleibende Pellet Lysepuffer zu
Extraktion von Kernproteinen gegeben. Nach Durchmischung und 7-mindtiger Inkubation auf
Eis wurde der Ansatz 5 min bei 4°C und 25000 g zentrifugiert und die das Kernprotein

enthaltenden Uberstande wurden in neue 1,5 ml Reaktionsgefalie tiberfiihrt.

Proteinbestimmung nach Bradford

Das in dem Lysat vorhandene Protein wurde durch einen BioRad Protein-Assay nach
Bradford quantifiziert. Dieses Verfahren nutzt die Tatsache, dass der Farbstoff Comassie
Brilliant Blue sein Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm verlagert, wenn er basische
und aromatische Aminosauren bindet. Nach 5-mindtiger Inkubation von 5 ul der Proteinlo-
sung in 995 ul der 1:5 verdlinnten Farbstofflésung wurde die Absorption bei 595 nm gemes-
sen, wobei eine Kivette mit 1 ml der 1:5 verdiinnten Farbstofflosung ohne Protein zur Ei-

chung des Spektralphotometers diente.

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Die Proteine wurden auf ein 10%iges Gel aufgetragen.

Dafir wurden die Glasplatten in eine Giel3vorrichtung eingespannt und zuerst das Trenngel
und anschlieRend das Sammelgel gegossen, in welches Kadmme eingefihrt wurden, die als
Platzhalter fir 10 Geltaschen dienten. Danach wurden die Glasplatten mit den Gelen in die
Elektrophoresekammer eingespannt, der Raum zwischen den Glasplatten mit

Gelelektrophoresepuffer aufgefullt und die Kdmme vorsichtig gezogen.

Vor dem Auftragen der Proteine auf das Gel wurden die Proben im Verhaltnis 1:1 mit Gel-
ladepuffer versetzt und 5 min bei 95°C unter Schdtteln erhitzt. Jeweils 80 ug Gesamtprotein
bzw. Kernprotein wurde nach dem Abkulihlen der Proben in die Geltaschen gegeben. Ein Pro-
teinmarker lief zur GroRenkontrolle in jedem Gel parallel mit. Die Kammern wurden mit
Gelelektrophoresepuffer soweit aufgefillt, dass die stromfiihrenden Kabel von dem Puffer

bedeckt waren. Die Proben liefen fur 2 bis 3 h im Gel bei einer Spannung von 100 V.
Protein-blot

Das Gel wurde nach erfolgter Elektrophorese vorsichtig aus der Elektrophoresekammer ent-
nommen und luftblasenfrei auf eine Hybond-Nitrozellulosemembran aufgelegt. Um die Gel-
Membranvorrichtung wurde ein Sandwich gebildet, in dem drei Blotpuffer-getrankte Lagen
3M-Whatman-Filterpapiere je Seite und die Blotvorrichtung gemal Herstellerangaben ver-

wendet wurden. Zum Proteintransfer wurde das Sandwich in die Blotkammer eingesetzt und
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zusammen mit eiskaltem Blotpuffer bei 100 V, 4°C flr exakt 1 h geblottet. Um den Transfer-
erfolg zu beurteilen, wurde die Membran reversibel mit Ponceau-S gefarbt. Anschlielend

wurde sie mit A. bidest. gewaschen, bis das Ponceau-S vollstandig entfernt war.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran mit Blockpuffer Gber Nacht
bei 4°C unter leichten Schwenkbewegungen inkubiert. Danach wurde sie Uber 5 h bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden primaren Antikérper in Blockpuffer mit 0,1%
Tween20-Zusatz inkubiert. Nach dreimaligem, jeweils 10-minttigem Waschen (PBS + 0,1%
Tween20) wurde fir 1 h bei Raumtemperatur ein gegen die Spezies des primaren Antikor-
pers gerichteter sekundarer Antikorper eingesetzt. Die sekundaren Antikdrper wurden durch
zweimaliges Waschen mit PBS + 0,1% Tween20 und einmaliges Waschen mit PBS von der

Blotmembran entfernt.

Die am primaren Antikorper gebundenen mit IRDye800 oder Cy5.5 markierten sekundaren
Antikdrper wurden mit einem speziellen lasergestiitzten Detektionssystem (Odyssee Infrared
Imaging System) detektiert und mit einer entsprechenden Software nach den Herstellervor-

gaben bearbeitet.
4.2.4.2 Methode zum Nachweis von Protein-DNA-Interaktionen

Chromatin Immunprazipitation (ChiP)

Von in T stimulierten A549 Zellen wurde jeweils nach Ablauf der Stimulationszeit das
Medium abgesaugt und durch 10 ml warme Fixierlosung ersetzt. Das darin enthaltene
Formaldehyd verhindert die Separation von DNA-gebundenen Proteinen von ihrer DNA-
Sequenz. Alle folgenden Schritte wurden zum Schutz der Proteine auf Eis und mit 4°C kalten
Substanzen durchgefiihrt. Nach Entfernen der Fixierlésung und Waschen mit
Neutralisationslésung wurden die Zellen in PBS mit einem Schaber abgelést, in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 5 min bei 252 g und 4°C zentrifugiert. Nach einmaligem
Waschen mit PBS und erneuter Zentrifugation wurde das PBS vorsichtig abgesaugt und das
Zellpellet in 2 ml RIPA Puffer mit 20 ul Aprotinin zur Zelllyse resuspendiert. Zur Vorbereitung
des Zelllysates fur die Immunoprazipitation wurde es 4x 1 min sonifiziert (Zerkleinerung der
DNA) und anschliefend 20 min bei 20000 g und 4°C zentrifugiert (Entfernung der
Zelltrtmmer). Das Lysat wurde zu 250 pl in 1,5 ml Reaktionsgeféle aliquotiert und nicht
bendtigte Aliquots bei —80°C weggefroren. Fir die Immunoprazipitation wurden die
jeweiligen primaren Antikérper zu den Lysaten gegeben und Uber Nacht bei 4°C im Schittler
inkubiert. Mit Hilfe von Protein A und G wurde der Immunkomplex gebunden und
anschlie®end zweimal mit RIPA Puffer, einmal mit High Salt Puffer, noch einmal mit RIPA
Puffer und einmal mit TE-Puffer gewaschen (dazwischen jeweils Zentrifugation bei 20000 g

und 4°C, nur letzter Schritt bei Raumtemperatur). Nach den Waschschritten wurden die

49



Material und Methoden

DNA-Protein Komplexe durch 15-minitige Inkubation bei 30°C mit 55 pl Eluierungspuffer
und Abzentrifugation der Beads 1 min bei 20000 g von Protein A und G geldst und 50 pl des
Eluats mit 150 ul TE-Puffer vermischt. Zur Isolierung der DNA wurde das Eluat mit 1 pl
RNAse A 30 min bei 37°C und nach Zugabe von 5 ul Proteinase K zum Proteinverdau 6 h
bei 37°C inkubiert und 6 h bei 65°C im Thermal Cycler verdaut. Die DNA wird mit Hilfe des

PCR Purifications Kits (Qiagen) mit im Kit enthaltenen Puffern nach Protokoll aufgereinigt.

Dabei wurde die DNA mit Hilfe eines hoch konzentrierten Salzpuffers und Zentrifugation an
die Membran einer Filtersaule gebunden, mehrmals gewaschen und anschlieBend mit

Eluierungspuffer von dem Filter abgewaschen.

Die so isolierte DNA wurde mittels PCR analysiert (s. Kapitel PCR).

4.2.5 Konfokalmikroskopie

Die auf Glasplattchen in 24-Loch-Zellkulturschalen ausgesaten Zellen wurden nach Ablauf
der Infektionszeit mit 3%igem PFA 20 min bei Raumtemperatur fixiert und anschlielend mit
1%igem Triton 15 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach 30-minttigem Blocken mit
5%igem Ziegenserum wurden die Legionellen mit einem spezifischen primaren Antikdrper
angefarbt und dieser anschlielend mit einem sekundaren Antikorper detektiert. Zum
Abschluss wurde das zellulare Aktin mit Phalloidin fur 30 min bei Raumtemperatur angefarbt.
Zwischen allen Schritten, auller nach dem Blocken, erfolgte ein dreimaliges 5-minltiges
Waschen mit PBS. Die so behandelten Praparate wurden auf Objekttrager mit
Eindeckelmedium verbracht, mit Nagellack versiegelt und bis zum Mikroskopieren bei 4°C
gelagert. Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit dem konfokalen Laserscanning

Mikroskop (LSM5 Pacal) der Firma Zeiss und der dazugehorigen Software ,AxioVision®.

4.2.6 Statistik

Alle gezeigten Versuche wurden mehrfach erfolgreich durchgefuhrt. Die statistische Auswer-
tung erfolgte anhand des ,One way ANOVA®“ und dem Newmann Keuls post Test oder des
,Two way ANOVA® und dem Bonferroni post Test. Unterschiede wurden ab einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von weniger als 5% (p < 0,05) als signifikant betrachtet und mit einem
Stern markiert. Zur Erstellung der Diagramme und flr die Berechnung der Mittelwerte,
Standardfehler und Signifikanzen wurden die Programme Excel (Microsoft Excel ®) und
PRISM5.0 (Graph Pad Prism ®) verwendet.

Die Abbildungen von Western blot, PCR und ChIP Analysen zeigen jeweils reprasentative
Gele von wenigstens drei unabhangig voneinander durchgeflihrten Wiederholungen mit

gleichem Ergebnis.
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5 Ergebnisse

Obwohl sich Legionellen effizient in pulmonalen Epithelzellen replizieren (Gao et al., 1998b),
sind deren Beitrag zum Verlauf der Infektion und dabei involvierte Signalwege weitgehend
unbekannt. Aus diesem Grund wurden die molekularen Mechanismen der angeborenen
Immunantwort auf eine L. pneumophila-Infektion in der pulmonalen Alveolarepithelzelllinie

A549 naher untersucht.

5.1 Die Legionella pneumophila-induzierte IFNB-Produktion tliber IPS-1 und IRF3 in
humanen Lungenepithelzellen beeinflusst die bakterielle Replikation

Aktuelle Untersuchungen weisen auf eine wesentliche Rolle der Typ | IFN bei Infektionen mit
intrazellularen Bakterien hin (Auerbuch et al., 2004; Carrero et al., 2004; O'Connell et al.,
2004; Schiavoni et al., 2004; Stockinger et al., 2002). Aus diesem Grund wurde zunachst
untersucht, ob eine Infektion der humanen Lungenepithelzellen mit Legionellen zur
Produktion von IFNB fuhrt. Desweiteren sollten im ersten Teil dieser Arbeit Signalkaskaden
sowie der Einfluss dieser Signalkaskaden bzw. vom produzierten IFNB auf die

Legionellenvermehrung in den Epithelzellen untersucht werden.

5.1.1 Legionella pneumophila induziert die IFNB-Produktion in humanen

Lungenepithelzellen in vitro

Zur Untersuchung des Einflusses von L. pneumophila auf Lungenepithelzellen wurden
humane pulmonale Epithelzellen (A549 Zellen) mit Bakterien in unterschiedlichen MOI
infiziert. Im Anschlu® wurde zum Einen die IFNB-Produktion im Zelliberstand mit Hilfe eines
Enzym-gekoppelten Immunoassays (ELISA) bestimmt und zum Anderen die IFNB-mRNA-
Expression mit spezifischen Primern in der semiquantitativen RT-PCR untersucht. Zur
Uberpriifung gleicher RNA-Mengen in allen Reaktionen wurde zeitgleich eine PCR mit
spezifischen Primern zum Nachweis der GAPDH angesetzt.

Die Abbildung 5.1-1 zeigt eine dosisabhangige IFNB-Produktion der A549 Zellen nach
Infektion mit den L. pneumophila Wildtypstdmmen 130b, JR32 und Corby (Serogruppe 1)
(Abb. 5.1-1 A — C obere Teilbilder) und der Flagellin-defizienten Mutante von L. pneumophila
Corby (Abb. 5.1-1 C oberes Teilbild) nach 24 h sowie eine dosisabhangige Induktion der
IFNB-mRNA nach 7 h (Abb. 5.1-1 A-D untere Teilbilder). Bereits eine Stimulation mit einer
MOI von 1 flhrte zu einer signifikanten Erhéhung (p < 0,05) der IFNB-Produktion, die bei
einer MOI von 10 noch weiter zunahm. Im Gegensatz dazu kam es nach einer Infektion mit
Typ IVB Sekretionssystem-defizienten L. pneumophila JR32 (Abb. 5.1-1 B) und
hitzeinaktivierten L. pneumophila 130b (Abb. 5.1-1 D) nicht zu einer Steigerung der basalen
IFNB-Expression.
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Abbildung 5.1-1 A — D: Dosisabhangige IFNB-Produktion von L. pneumophila-infizierten humanen

Lungenepithelzellen.

A549 Zellen wurden mit den L. pneumophila (L.p.) Wildtypstdmmen 130b (A), JR32 (B) und Corby (C) sowie
einer Typ IVB Sekretionssystem-Deletionsmutante (L.p. JR32 AdotA; B) und einer Flagellin-Deletionsmutante
(L.p. Corby AflaA; C) in unterschiedlichen MOls infiziert. Nach 24 h bzw. 7 h wurden die IFNB-Konzentrationen in
den Zelliberstanden mittels ELISA quantifiziert bzw. die IFNB- und GAPDH-Expressionen semiquantitativ mittels
RT-PCR analysiert. Abbildung 5.1-1 D zeigt die semiquantitative Bestimmung der IFNB- und GAPDH-
Expression nach Infektion von A549 Zellen mit dem Wildtypstamm L.p. 130b mit einer MOI von 10 oder mit einer
gleichen Anzahl von hitzeinaktivierten Legionellen (hi L.p. 130b). Die hier abgebildeten Graphen zeigen
Mittelwerte von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten (+ SEM). Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Die dargestellten RT-PCR-Ergebnisse sind reprasentativ fir

jeweils drei unabhangige Experimente.

5.1.2 Legionella pneumophila induziert die IRF3-Aktivierung in humanen

Lungenepithelzellen
Auf Grund des Wissens, dass die Expression von IFNa/B durch den Transkriptionsfaktor
IRF3 kontrolliert wird (Barnes et al., 2002; Sakaguchi et al., 2003; Barnes et al., 2002) und
der ersten Ergebnisse zur IFNB-Antwort von humanen Lungenepithelzellen nach Legionella
pneumophila-Infektion, wurde im nachsten Schritt der mdgliche EinfluR der

Legionelleninfektion auf die IRF3-Aktivierung Uberpruft.
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Dafur wurden A549 Zellen mit dem Wildtypstamm L. pneumophila 130b [MOI 10]
unterschiedlich lange infiziert (30 min bis 240 min) und anschlieBend die Kerntranslokation
von IRF3 im Western blot untersucht. Da die IRF3-Aktivierung einhergeht mit einer
Kerntranslokation, ist die IRF3-Translokation ein Mal® flr die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors (Lin et al., 1998).

In Abbildung 5.1-2 A ist zu sehen, dass die Infektion von A549 Zellen mit L. pneumophila
130b zeitabhangig zu einer nukledren Translokation und damit Aktivierung von IRF3 flihrte.
IRF3 war bereits im Leerwert (unstimulierte A549 Zellen) schwach im Kern detektierbar.
Nach Legionelleninfektion kam es zu einer nukledren Anreicherung von IRF3 bis zu einem
Zeitraum von 240 min. Neben IRF3 translozierte auch die NF-kB Untereinheit p65/RelA in
den Kern Legionellen-infizierter Epithelzellen. Zur Kontrolle gleichmaBig eingesetzter
Proteinmengen wurde auf derselben Membran mit einem spezifischen Antikérper das

konstant im Kern exprimierte USF2 detektiert.

Fur weitere Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von L. pneumophila auf diese
Transkriptionsfaktoren, wurde ein ChIP Assay mit ifng-Promotor-spezifischen Primern
durchgefiihrt. Diese Technik ermdéglicht den Nachweis einer Bindung von z.B. IRF3, NF-xB
und der Polymerase Il an den endogenen ifng-Promotor. A549 Zellen wurden mit L.
pneumophila 130b [MOI 10] unterschiedlich lange infiziert (30 bis 240 min) und die Zelllysate
mit IRF3, p65 und RNA Polymerase Il Antikbrpern immunoprazipitiert. Im Anschluss erfolgte
die Amplifikation der an diesen Prazipitaten gebundenen DNA-Sequenzen mittels ifng-
Promotor-spezifischen Primern in der RT-PCR.

Wie in Abbildung 5.1-2 B dargestellt, flhrte die Infektion mit L. pneumophila 130b [MOI 10]
zur temporaren Bindung von IRF3 und p65 an den ifnp-Promotor. Die Bindung von IRF3 war
bereits nach 30 min zu sehen und zeigte nach 60 min ihre starkste Auspragung. p65 wurde
nach 30 min und insbesondere nach 60 min an den ifngs-Promotor rekrutiert, danach war bis
zum letztgemessenen Zeitpunkt von 240 min keine Bindung Uber Leerwert-Niveau mehr
nachweisbar. Die Rekrutierung der RNA Polymerase Il an den ifng-Promotor nach 60 min
indizierte die stattfindende Gentranskription. Zur Kontrolle, dass gleiche Mengen
Zelllysat/Gesamt-DNA eingesetzt wurden, wurde der ifng-Promotor vom DNA-Protein-

Komplex vor der Immunprazipitation amplifiziert (Input).
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Abbildung 5.1-2 A - B: L. pneumophila induziert eine IRF3- und p65-Kerntranslokation und ifng-

Promotorbindung in humanen Lungenepithelzellen.

A549 Zellen wurden mit dem Wildtypstamm L. pneumophila (L.p.) 130b [MOI 10] fir 30 min, 60 min, 120 min und
240 min infiziert und anschlieRend (A) die Kernextrakte mittels Western blot mit spezifischen Antikérpern bzw. (B)
die Lysate mit einem ChIP Assay und anschlieRender Amplifikation des ifng-Promotors mittels RT-PCR
untersucht. Zur Kontrolle der gleichmaBigen Beladung wurde im Western blot das konstant im Kern exprimierte
Protein USF2 detektiert. Als Nachweis der gleichmaRig eingesetzten DNA-Mengen im ChIP Assay wurde der
ifng-Promotor vor der Immunprazipitation im Gesamtzelllysat amplifiziert. Die dargestellten Ergebnisse sind

reprasentativ fir jeweils drei unabhangige Experimente.

5.1.3 Die L. pneumophila-induzierte IFNB-Expression ist IRF3-abhangig

Nachdem die Aktivierung und ifng-Promotorbindung von IRF3 in humanen
Lungenepithelzellen nach Legionelleninfektion gezeigt werden konnte, wurde als nachstes
mit Hilfe von RNAI- (,RNA interference”) Experimenten untersucht, ob IRF3 tatsachlich eine

essentielle Bedeutung fur die L. pneumophila-induzierte IFNB-Expression hat.

Hierflir wurden A549 Zellen entweder mit unspezifischer Kontroll siRNA oder mit spezifischer
IRF3 siRNA transfiziert. Nach 72 h wurden die Zellen mit L. pneumophila 130b [MOI 10] fir 7
h infiziert und sowohl eine quantitative Q-PCR als auch eine semiquantitative RT-PCR mit
spezifischen Primern durchgefihrt. Zur Uberprifung der gleichmaBig eingesetzten
Gesamtmenge an mRNA in den verschiedenen Ansatzen bei der RT-PCR wurde zeitgleich
eine PCR zum Nachweis der GAPDH angesetzt. Bei der Q-PCR wurde die IFNS-mRNA
normalisiert im Verhaltnis zur S9-mRNA und die mit Kontroll siRNA transfizierten und mit L.
pneumophila 130b stimulierten Werte gleich 100% gesetzt.

Wie Abbildung 5.1-3 zeigt, induzierte die Infektion mit L. pneumophila 130b die IFN-
Expression in den mit Kontroll siRNA transfizierten Zellen. Die IRF3-spezifische siRNA
inhibierte die L. pneumophila-aktivierte IFNB-Induktion signifikant (p < 0,05). Um zu
kontrollieren, dass die verwendete siRNA spezifisch wirkte, wurde die mRNA-Expression von
IL-8 mittels RT-PCR uUberprift. IL-8 stellt ein hauptsachlich NF-kB-reguliertes, nicht jedoch
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IRF3-abhangiges Gen dar (Mukaida et al., 1990). Wie in der Abbildung zu sehen ist, wurde
die Legionellen-induzierte IL-8-Genexpression durch die verwendete IRF3 siRNA nicht
beeinflusst. Als weitere Kontrolle wurde die mRNA-Expression von IRF3 und der IRF3
siRNA-spezifische ,knock-down® von IRF3 dargestellt.

Zusammenfassend  zeigte dieser Versuch, dass die Legionellen-infizierten
Lungenepithelzellen IRF3-abhangig IFN exprimierten, wohingegen die Legionellen-

induzierte IL-8-Expression IRF3-unabhangig verlief.

120 Abbildung 5.1-3: Untersuchung der Rolle von
__ 1001 IRF3 bei der L. pneumophila-induzierten IFNpB-
§ 80 Expression.
o»
g 60 1 A549 Zellen wurden mit Kontroll siRNA und
E 40 A 1 spezifischer IRF3 siRNA transfiziert und 72 h spater
- mit dem Wildtypstamm L. pneumophila (L.p.) 130b
[MOI 10] infiziet. Nach 7 h wurde die IFNB-

Expression quantitativ und semiquantitativ und die
IL-8-, IRF3- und GAPDH-Expression semiquantitativ

bestimmt.

Die  dargestellten = RT-PCR-Ergebnisse  sind

reprasentativ fir insgesamt drei unabhéngige

- L.p. - L.p. . o
130b 130b Experimente, der Q-PCR-Graph zeigt Mittelwerte (+

Kontroll siRNA IRF3 siRNA

SEM) von drei unabhangigen Experimenten.

5.1.4 Die L. pneumophila-induzierte IFNB-Expression ist IPS-1-abhédngig

IPS-1 (MAVS/VISA/Cardif) ist das entscheidende Adaptermolekdl in den RIG-I- und MDA5-
abhangigen Signalwegen, die u.a. zur IRF3-Aktivierung fuhren (Kawai et al., 2005; Meylan et
al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005). Mit dem Wissen, dass in der TLR-Familie
verschiedene TLRs Uber ein gemeinsames Adaptermolekiile ihre Signaltransduktion
vermitteln (Beutler, 2005; Kawai and Akira, 2005), schien es mdglich, dass IPS-1 auch
(moglicherweise RIG-I- und MDA5-unabhangige) Signalkaskaden vermittelt, die bei der

Legionellen-induzierten IFNB-Antwort eine Rolle spielen.

Um diese Hypothese zu prifen, wurden A549-Zellen entweder mit unspezifischer Kontroll
siRNA oder mit zwei unterschiedlichen, bereits in den initialen Publikationen zu IPS-1/MAVS
verwendeten, IPS-1 siRNAs transfiziert und 72 h spater mit L. pneumophila 130b [MOI 10]

fur 7 h infiziert. Anschlielend wurde die IFNB-mRNA-Expression in einer quantitativen Q-
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PCR und semiquantitativen RT-PCR Uberpruft. Zur Kontrolle der gleichmaRig eingesetzten
Gesamtmenge an mRNA in den verschiedenen Ansatzen bei der RT-PCR erfolgte zeitgleich
eine PCR mit spezifischen Primern zum Nachweis der GAPDH. Bei der Q-PCR wurde die
IFNB-mRNA normalisiert im Verhaltnis zur S9-mRNA und die Werte, welche Kontroll-siRNA-
transfizierte und L. pneumophila 130b-infizierte Zellen reprasentierten gleich 100% gesetzt.
Abbildung 5.1-4 zeigt, dass die Infektion mit L. pneumophila 130b [MOI 10] die IFNpB-
Expression in den mit Kontroll siRNA transfizierten Zellen induzierte und beide IPS-1 siRNA-
Sequenzen (IPS-1a und IPS-1b) diese IFNB-Induktion signifikant (p < 0,05) inhibierten. Um
zu kontrollieren, dass die verwendete siRNA spezifisch wirkte, wurde die mRNA-Expression
von IL-8 mittels RT-PCR Uberprift. Wie in der Abbildung zu sehen ist, wurde die Legionellen-
induzierte IL-8-Genexpression durch die verwendeten IPS-1 siRNAs nicht beeinflusst. Als
weitere Kontrolle wurde die mRNA-Expression von IPS-1 und der IPS-1 siRNA-spezifische
.knock-down“ von IPS-1 dargestellt.

Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass Legionellen-infizierte

Lungenepithelzellen IPS-1-abhangig IFNB, jedoch IPS-1-unabhangig IL-8 induzierten.

120 Abbildung 5.1-4: Untersuchung der Rolle
100+ von IPS-1 bei der L. pneumophila-
g 80 induzierten IFNB-Expression.
o *
® 601 r A549 Zellen wurden mit Kontroll siRNA und
2
Z 40+ [ zwei verschiedenen IPS-1 siRNAs transfiziert
L [

und nach 72 h mit Wildtyp L. pneumophila
(L.p.) 130b [MOI 10] fir 7 h infiziert. Im
Anschluf wurde die IFNB-Expression semi-
und quantitativ und die IL-8-, IRF3- und
GAPDH-Expression semiquantitativ
bestimmt. Die dargestellten RT-PCR-

Ergebnisse sind reprasentativ fir insgesamt

- L.p. - L.p. - L.p.
130b 130b 130b

drei unabhangige Experimente, der Q-PCR-

Graph zeigt eine Zusammenfassung von zwei

Kontroll siRNA  IPS-1a IPS-1b

SiRNA siRNA unabhangigen Experimenten, die in

Doppelwerten durchgefiihrt wurden.
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5.1.5 Die L. pneumophila-induzierte IFNB-Expression ist RIG-I-, MDA5-, ASC-, Nod5-,
Nod27-, PIDD- und Naip-unabhangig

Das Adaptermolekil IPS-1 kann mit seiner CARD-Domane mit den (bergeordnet
lokalisierten, ebenfalls CARD-Domanen enthaltenden Rezeptormolekilen RIG-I und MDA5
interagieren (Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005). In
ahnlicher Weise interagiert das TLR-Adaptermolekul MyD88 mit seiner TIR-Domane mit den
Ubergeordnet lokalisierten TLRs. Da in den vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte,
dass IPS-1 die Legionellen-induzierte IFNB-Expression vermittelt, schien es moglich, dass
das stromaufwarts von IPS-1 liegende putative Legionellen-erkennende und IFNp-
induzierende PRR-Molekil oder ein zwischengeschaltetes Adaptermolekill ebenfalls eine
CARD-Domane besitzt.

Um mogliche Rezeptoren oder Adaptermolekiile mit CARD-Domanen bzw. Rezeptoren, die
mit CARD-enthaltenden Adaptermolekilen interagieren, zu finden, wurde eine Suche in der
Pfam Datenbank (Finn et al., 2006) und in publizierten Arbeiten (Martinon and Tschopp,
2005) durchgefuhrt. Ein Teil der dabei identifizierten Molekile wurde nachfolgend auf ihre
Rolle bei der IFNB-Antwort auf L. pneumophila hin untersucht. Daftir wurden A549 Zellen
entweder mit unspezifischer Kontroll siRNA oder mit jeweils spezifischer siRNA gegen RIG-I,
MDAS5, ASC, Nod27, Nod5, PIDD oder Naip transfiziert. Nach 72 h wurden die Zellen mit L.
pneumophila 130b [MOI 10] fur 7 h infiziert und die IFNB-Expression mittels semiquantitativer
RT-PCR bestimmt. Als Kontrolle wurde erneut die GAPDH-Expression bestimmt.

Die Abbildungen 5.1-5 A — G zeigen, dass die L. pneumophila 130b-Infektion die IFNp-
Expression in den mit Kontroll siRNA transfizierten Zellen induzierte. Dartiber hinaus war in
den mit spezifischer siRNA gegen RIG-I, MDA5, ASC, Nod5, Nod27, PIDD und Naip
transfizierten Zellen eine Induktion der IFNB-Expression zu sehen, die mit der in den
Kontrollzellen vergleichbar war. Um zu kontrollieren, dass die verwendeten siRNAs zu einem
.knock-down“ ihrer Zielgene fiuhrten, wurde die Expression der untersuchten Gene jeweils
mit spezifischen Primern mittels RT-PCR Uberprift (Abb. 5.1-5 A — G).
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass RIG-I, MDA5, ASC, Nod5,
Nod27, PIDD und Naip bei der IPS-1-abhangigen IFNB-Expression in Legionellen-infizierten

Epithelzellen nicht von Bedeutung zu sein schienen.
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Abbildung 5.1-5 A - G: Untersuchung der Rolle von RIG-l (A), MDA5 (B), ASC (C), Nod5 (D), Nod27 (E),
PIDD (F) und Naip (G) bei der L. pneumophila-induzierten IFNB-Expression.

A549 Zellen wurden mit Kontroll siRNA oder spezifischer siRNA gegen RIG-I, MDA5, ASC, Nod5, Nod27, PIDD
oder Naip transfiziert und 72 h spéater mit dem Wildtypstamm L. pneumophila (L.p.) 130b [MOI 10] fir 7 h infiziert.
Nachfolgend wurde die IFNB- und GAPDH-Expression sowie die Expression des jeweiligen Zielgens der siRNA
semiquantitativ bestimmt. Die dargestellten RT-PCR-Ergebnisse sind reprasentativ fir jeweils drei unabhangige

Experimente.
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5.1.6 IFNB reguliert negativ die intrazelluldre Replikation von L. pneumophila in

humanen Lungenepithelzellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Legionellen-infizierte Lungenepithelzellen IFNfB
produzieren (siehe 5.1.1), stellte sich die Frage nach einem potentiellen regulatorischen
Einfluss von IFNB auf die intrazellulare Vermehrung der Bakterien in humanen

Lungenepithelzellen.

Um diese Frage zu prifen, wurde ein Teil der A549 mit rekombinantem IFNB (rIFNpB)
vorinkubiert. Nach 16 h wurden diese vorbehandelten sowie nicht vorbehandelte Zellen mit
dem Wildtypstdmmen L. pneumophila 130b oder Corby [MOI 0,1] flir 2 h infiziert und
anschlieRend die extrazellularen Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit Gentamycin
abgetotet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden die Zellen lysiert, das Lysat
ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) zur Beurteilung des

intrazellularen Wachstums der Legionellen ausgezahilt.

Wie die Abbildungen 5.1-6 A und B zeigen, vermehrte sich sowohl der L. pneumophila
Wildtypstamm 130b (A) als auch L. pneumophila Corby (B) Uber einen Zeitraum von 48 h in
A549 Zellen. Dabei sind keine wesentlichen Unterschiede in der Replikation zwischen den
beiden Wildtypstammen feststellbar. Zudem zeigen die Abbildungen, dass die durchgehende
IFNB-Behandlung der pulmonalen Epithelzellen eine deutliche Abschwachung der
intrazellularen Legionellenvermehrung im Vergleich zu nicht-rIFNB—behandelten Zellen

verursachte. Dies erreichte nach 48 h Signifikanz-Niveau (p < 0,05).
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Abbildung 5.1-6 A, B: Einfluss von rIFNB auf die Vermehrung von L. pneumophila in humanen

Lungenepithelzellen.

A549 Zellen wurden zum Teil mit 1000 1U/ml rIFNB vorbehandelt und 16 h spater mit L. pneumophila 130b (A)
bzw. mit L. pneumophila Corby (B) [MOI 0,1] fiir 2 h infiziert. AnschlieBend wurden extrazellulare Bakterien durch
Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h, 24 h und 48 h mit bzw. ohne
rIFNB-Behandlung wurden die Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spéter die Kolonie-bildenden-
Einheiten (CFU) ausgezahlt. Das intrazellulare Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum
Zeitpunkt 0 h) und dargestellt als CFU/well (Fold). Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte (+ SEM)
von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit

einem Stern gekennzeichnet.

5.1.7 IRF3 und IPS-1 regulieren negativ die intrazellulare Replikation von L.

pneumophila in humanen Lungenepithelzellen

Nachdem gezeigt werde konnte, dass die Zugabe von rIFNB die Legionellenreplikation
hemmt (siehe 5.1.6) und dass L. pneumophila-infizierte Lungenepithelzellen IPS-1- und
IRF3-abhangig IFNB produzieren (siehe 5.1.3 und 5.1.4), sollte im Folgenden der Hypothese
nachgegangen werden, dass IPS-1 und IRF3 (Uber die Vermittlung der Produktion von

endogenem IFNp) das intrazellulare Wachstum von L. pneumophila negativ beeinflussen.

Um diese Hypothese zu prifen, wurden A549 Zellen entweder mit unspezifischer Kontroll
siRNA oder mit spezifischer siRNA gegen IRF3 bzw. IPS-1 transfiziert. Ein Teil der Zellen
wurde darlber hinaus 56 h nach der Transfektion mit rIFNb vorinkubiert. Alle Zellen wurden
nach weiteren 16 h mit L. pneumophila 130b [MOI 0,1] fir 2 h infiziert. Anschlie®end wurden
die extrazellularen Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet
(Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden die Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und
zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) zur Beurteilung des intrazellularen

Wachstums der Legionellen ausgezahit.
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Die Abbildungen 5.1-7 A und B zeigen jeweils analog zur Abbildung 5.1-6 A, dass sich L.
pneumophila 130b in Kontroll-transfizierten Zellen tber 48 h vermehrte und dass eine rIFNp-
Behandlung der Zellen die Legionellenvermehrung abschwachte. Dartber hinaus ist zu
sehen, dass die Gesamtbakterienzahl in den rIFNB-unbehandelten Zellen, in denen die
Expression von IRF3 (A) oder IPS-1 (B) spezifisch durch siRNA inhibiert wurde, nach 48 h
signifikant (p < 0,05) im Vergleich zu den mit Kontroll siRNA transfizierten und rIFNp-
unbehandelten Zellen erhéht war. Die Behandlung mit rIFNB verminderte die Anzahl
intrazellularer Bakterien in den mit spezifischer siRNA transfizierten Zellen und hob den
Effekt der IRF3 und IPS-1 siRNA wieder auf. In den IPS-1-Experimenten wurden
vergleichbare Ergebnisse bei der Verwendung von beiden IPS-1-siRNA-Sequenzen (IPS-1a
und IPS-1b) erzielt, dargestellt in Abbildung 5.1-7 B ist eine Zusammenfassung der mit IPS-
1b siRNA durchgefuhrten Experimente. Der Nachweis fur die Funktionalitat der verwendeten
siRNAs wurde bereits in den vorangegangenen Experimenten erbracht (siehe Abbildungen
5.1-3 und 5.1-4).

Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass IPS-1 und IRF3 negativ die intrazellulare
Legionellenvermehrung in humanen pulmonalen Epithelzellen regulierten. Die Ergebnisse
gaben zudem deutliche Hinweise darauf, dass (IPS-1- und IRF3-abhangig) endogen

produziertes IFNB auto- oder parakrin negativ auf das Legionellenwachstum wirkte.
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Abbildung 5.1-7 A, B: Einfluss von IRF3 und IPS-1 auf die Vermehrung von L. pneumophila in humanen

Lungenepithelzellen.

A549 Zellen wurden entweder mit Kontroll siRNA oder mit spezifischer IRF3 (A) bzw. IPS-1b (B) siRNA

transfiziert, ein Teil 56 h spater mit 1000 IU/ml rIFNB vorinkubiert und weitere 16 h spater alle Zellen mit L.

pneumophila 130b [MOI 0,1] fir 2 h infiziert. AnschlieRend wurden extrazellulare Bakterien durch Waschen mit
PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt O h). Nach 0 h, 24 h und 48 h mit bzw. ohne

rIFNB-Behandlung wurden die Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spéter die Kolonie-bildenden-

Einheiten (CFU) ausgezahlt. Das intrazellulare Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum

Zeitpunkt 0 h) und dargestellt als CFU/well (Fold). Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte (+ SEM)

von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit

einem Stern gekennzeichnet.
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5.2 Humanes Naip und Ipaf sind beteiligt an der Erkennung und der Kontrolle der
Legionella pneumophila-Infektion in humanen Lungenepithelzellen und

Makrophagen

Auch wenn die vorherigen Versuche zeigten, dass Naip nicht an der IFNB-Produktion in
Legionellen-infizierten humanen Lungenepithelzellen beteiligt war (siehe 5.1.5), beschreibt
die aktuelle Literatur eine wesentliche Rolle fir Maus-Naip5 (mNaip5) und auch von Maus-
Ipaf (mlpaf) fur die (IFNB-unabhangige) Wirtszellresistenz in Mausmakrophagen auf eine L.
pneumophila-Infektion (Amer et al., 2006; Diez et al., 2003; Fortier et al., 2005; Fortier et al.,
2007; Wright et al., 2003; Zamboni et al., 2006). Humane Orthologe zu mNaip5 und mlpaf
wurden bisher im Zusammenhang mit bakteriellen Infektionen, und insbesondere L.

pneumophila-Infektionen, nicht untersucht.

5.21 Die L. pneumophila Flagellin-Mutante vermehrt sich in humanen

Lungenepithelzellen und Makrophagen besser als der Wildtypstamm

Fur die Kontrolle der Vermehrung von L. pneumophila in Mausmakrophagen ist die
Erkennung von zytosolischem Legionellen-Flagellin durch mNaip5 und mlpaf als wesentlich
beschrieben worden (Amer et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006).

Um eine mdgliche Funktion von den humanen Orthologen von mNaip5 und mipaf in der
Wirtszellresistenz gegeniber L. pneumophila in humanen Lungenepithelzellen und
Makrophagen zu untersuchen, wurden zunachst sowohl A549 Zellen als auch adharente
THP-1 Zellen mit dem Wildtypstamm L. pneumophila Corby bzw. der Flagellin-
Deletionsmutante L. pneumophila Corby AflaA mit einer von MOI 0,1 (A549) oder 0,02 (THP-
1) fir 2 h infiziert. AnschlieBend wurden die extrazellularen Bakterien durch Waschen
entfernt bzw. mit Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt 0 h). Aullerdem wurden analog zum
Vergleich Infektionen mit L. pneumophila JR32-Wildtyp bzw. der Typ IV Sekretionssystem-
Deletionsmutante L. pneumophila JR32 AdotA durchgefihrt. Die Zellen wurden nachfolgend
entweder sofort oder nach 24 h und 48 h lysiert und das Lysat ausplattiert oder nach 48 h die
Zellen fur die Konfokalmikroskopie fixiert, permeabilisiert und gefarbt. Nach zwei Tage
wurden die Kolonie-bildenden-Einheiten (colony forming units; CFU) zur Beurteilung des

intrazellularen Wachstums ausgezahlt.

Abbildung 5.2-1 zeigt, dass sich die Flagellin-Deletionsmutante von L. pneumophila Corby
sowohl in A549 (A) als auch in THP-1 (B) Zellen nach 48 h signifikant (p < 0,05) starker
vermehrte als Wildtyp L. pneumophila Corby. Auch in den Konfokalmikroskopiebildern ist der

Unterschied in der Vermehrung zwischen dem Wildtypstamm L. pneumophila Corby und der
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Flagellin-Deletionsmutante L.p. Corby AflaA nach 48 h sowohl in A549 (E) als auch in THP-1
(F) Die Abbildungen 5.2-1
Lungenepithelzellen und THP-1-Makrophagen Wildtyp L. pneumophila JR32, nicht aber eine

dass sich in

Zellen zu sehen. C und D zeigen,

JR32-basierte Typ IV Sekretionssystem-Deletionsmutante (AdotA) vermehrte. Weder die

Expression von Flagellin noch die vom Typ IV Sekretionssystem hatte einen Einfluss auf die

Invasion der Bakterien (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.2-1 A — D: Vergleich der Vermehrung von L.p. Corby, L.p. Corby AflaA, L.p. JR32 und L.p.
JR32 AdotA in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen.

A549 und adharente THP-1 Zellen wurden mit L.p. Corby, L.p. Corby AflaA bzw. L.p. JR32 und L.p. JR32 AdotA
[MOI 0,1] (A549) oder [MOI 0,02] (THP-1) fur 2 h infiziert. AnschlieRend wurden extrazellulare Bakterien durch
Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetotet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden die
Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) ausgezahlt. Das
intrazellulare Bakterienwachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum Zeitpunkt O h) und
dargestellt als CFU/well (Fold). Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte (+ SEM) von drei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten (Ausnahme: 5.2-1 D zeigt einen reprasentativen von 3 Versuchen).

Signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

64



Ergebnisse

L.p. Corby Aktin Uberlagerung

L.p. Corby AflaA Aktin Uberlagerung A549

L.p. Corby Aktin Uberlagerung

Aktin THP-1

Abbildung 5.2-1 E — F: Vergleich der Vermehrung von L.p. Corby und L.p. Corby AflaA in humanen
Lungenepithelzellen und Makrophagen.

A549 und adharente THP-1 Zellen wurden mit L.p. Corby und L.p. Corby AflaA [MOI 0,1] (A549) oder [MOI 0,02]
(THP-1) fir 2 h infiziert. AnschlieBend wurden extrazellulare Bakterien durch Waschen mit PBS entfernt bzw. mit
Gentamycin abgetotet (Zeitpunkt 0 h). Nach 48 h wurden die Zellen mit 3% PFA fixiert und mit 1% Triton
permeabilisiert. Nach der Legionellen- und Aktin-Farbung wurden die Ergebnisse mit einem LSM5 Pascal Zeiss
Mikroskop visualisiert. Dargestellt sind jeweils die mit einem spezifischen Antikdrper griin gefarbten Legionellen,
dass mit Phalloidin rot gefarbte Aktin und eine Uberlagerung der beiden Kanale. Die dargestellten Bilder sind
reprasentativ fir drei unabhangige Experimente.
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5.2.2 Humanes Naip wird in Lungenepithelzellen und Makrophagen, humanes Ipaf

nur in Makrophagen exprimiert

In Mausmakrophagen scheinen mNaip5 und mlpaf Legionellen-Flagellin zu erkennen und
nachfolgend die intrazellulare Vermehrung der Legionellen zu begrenzen. Die
vorangegangenen Versuche zeigten, dass sich auch in humanen Wirtszellen Flagellin-
defiziente Legionellen besser vermehren konnten als Wildtyp-Legionellen. Diese
Beobachtung fiihrte somit zur Hypothese, dass in humanen Zellen mNaip5- bzw. mlpaf-
Orthologe existieren, welche Legionellen-Flagellin erkennen und das intrazellulare

Wachstum der Legionellen begrenzen.

Menschen exprimieren hilpaf, das sehr homolog zu mipaf ist. Im Gegensatz dazu
unterscheiden sich Mensch und Maus betrachtlich in der Expression der Naip-Proteine.
Wahrend Mause 7 naip-Gene (u.a. mnaip5) exprimieren, findet sich im humanen Genom nur
ein naip-Gen, welches sehr homolog zu mnaip5 ist. Abbildung 5.2-2.1 zeigt einen Ausschnitt
des Aminosauresequenzvergleich von C57BL/6-Maus-Naip5 (funktionell, Resistenz-
vermittelnd) und A/J-Maus-Naip5 (nicht funktionell, Mause sind empfanglich) mit dem
nahesten humanen Homolog Naip/Birc1 (68% Sequenzidentitat). Die beiden Mausstamme
weichen an 14 Positionen mit je einer Aminosaure voneinander ab. Bezlglich dieser
offensichtlich flr die Funktion von mNaip5 wichtigen 14 Aminosauren ist humanes Naip
gleich ,nah verwandt® oder ,weit entfernt® von den beiden Maus-Naip5-Allelen (C57BL/6-
Maus- und A/J-Maus-Naip5). In finf Aminosauren verhalt es sich wie C57BL/6-Maus-Naip5,
in finf wie A/J-Maus-Naip5 und in vier Aminosauren ist es von C57BL/6-Maus-Naip5 und
A/J-Maus-Naip5 verschieden. Es stellte sich somit die Frage, ob humanes Naip ,funktionell”

oder ,nicht-funktionell* im Sinne einer Legionellenrestriktion in humanen Wirtszellen ist.

C57BL/6-mNaip5

il B | |
. TPETSE T T LG FRRis AR G ACCCUEE 0 55 51007 0HY
A/J-mNaip5 —Pp yizisa 1T ia0r! HeicAGh cACEC: S5 o 38T 00! H
YIRBRERT T DOGE SIS A GACGCI RN Tl 3RS I JHD
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¥ WLk

/ SIBETRDEGH. ISIRICDIREKECS NIDOQEEND
hNaip

Abbildung 5.2-2.1: Ausschnitt von einem Aminosaurevergleich zwischen mNaip5 und humanem Naip.
Dargestellt ist der Ausschnitt des Aminosaurevergleichs von C57BL/6-Maus-Naip5 (resistent) und A/J-Maus-
Naip5 (empfanglich) mit dem nahesten humanen Homolog Naip. Die oberen Rechtecke markieren 5 der 14
Positionen an denen sich die beiden Maussequenzen unterscheiden. An diesen Stellen verhalt sich das humane
Naip z.T. wie das ,funktionelle* /Resistenz-vermittelnde) C57BL/6-mNaip5 und z.T. wie das ,nicht-funktionelle®
(Empfanglichkeit-,vermitteInde“) A/J-mNaip5.
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Zuerst wurde jedoch die Expression von humanem Naip und Ipaf in Lungenepithelzellen und
Makrophagen als wichtige Zielzellen der Legionellen untersucht. Hierfur wurden A549-
Lungenepithelzellen und adharente Makrophagen-ahnliche THP-1 Zellen mit dem Wildtyp L.
pneumophila Corby [MOI 10] fir 2 h bis 6 h infiziert. Im Anschluss wurden die Zellen fur die
Gesamtproteinextraktion fur die Western blot Analyse lysiert. Im Western blot wurde mit
spezifischen Antikdrpern die Naip- und Ipaf-Expression auf Proteinebene untersucht. Als
Kontrolle einer infektionsbedingten Zellaktivierung diente der Nachweis von COX-2
(N'Guessan et al.,, 2007) und als Kontrolle der gleichmaRigen Beladung das konstant
exprimierte Protein p38.

Wie in der Abbildungen 5.2-2.2 zu sehen ist, wurde Naip in A549 (A) und THP-1 Zellen (B)
exprimiert. Eine Ipaf-Proteinexpression und Ipaf-mRNA-Expression (Daten nicht gezeigt) ist
nur in THP-1 (B), nicht jedoch in A549 Zellen (A) zu sehen. Die Legionelleninfektion fuhrte zu

einer leichten Expressionszunahme von Naip und Ipaf in A549 und/oder THP-1 Zellen.

A B
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[~ | Naip oy —y ﬂ Naip
i -‘HH||paf

= e | COX-2 wy g | COX-2
[ ogp ==y =] p38 o~ = = | P38
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|
| | Ipaf |
|
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Abbildung 5.2-2.2 A, B: Expression von Naip und Ipaf in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen.

A549 (A) und adhdrente THP-1 Zellen (B) wurden Uber 2 h, 4 h und 6 h mit L.p. Corby [MOI 10] infiziert.
Nachfolgend wurde die Naip-, Ipaf-, COX-2- und p38-Expression mit spezifischen Antikérpern im Western blot

bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fur jeweils drei unabhangige Experimente.

5.2.3 Das Ausschalten von humanem Naip fiihrt zur verstarkten Replikation von L.

pneumophila in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen

Nach dem Nachweis der Expression von hNaip in humanen Lungenepithelzellen und THP-1

Zellen wurde die Funktionalitat von Naip beztiglich der Legionellenreplikation untersucht.

Dafir wurden A549 und THP-1 Zellen entweder mit unspezifischer Kontroll siRNA oder mit

spezifischer siRNA gegen Naip (Pool aus zwei verschiedenen gegen Naip gerichteten
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Sequenzen) transfiziert und 72 h spater mit L. pneumophila Corby oder L. pneumophila
Corby AflaA mit einer MOI von 0,1 (A549) oder 0,02 (THP-1) fur 2 h infiziert. Anschlieend
wurden die extrazellularen Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet
(Zeitpunkt 0 h). Nachfolgend wurden die Zellen zum Einen nach 0 h, 24 h und 48 h lysiert,
das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) zur
Beurteilung des intrazellularen Wachstums ausgezahlt. Zum Anderen wurden die infizierten

Zellen nach 48 h fir die Konfokalmikroskopie fixiert, permeabilisiert und gefarbt.

Die Abbildungen 5.2-3 A und B zeigen analog zu den Abbildungen 5.2-1 A und B, dass sich
der Wildtyp L. pneumophila Corby und die Flagellin-Deletionsmutante L. pneumophila Corby
AflaA in Kontroll-transfizierten A549 (A) und THP-1 (B) Zellen tUber 48 h replizierten, wobei
sich die Flagellin-defizienten Legionellen in beiden Zelltypen nach 48 h signifikant (p < 0,05)
besser vermehrten als die Wildtyp-Bakterien. Zudem vermehrten sich Wildtyp-Legionellen
verstarkt in Zellen, in denen die Naip-Expression mittels siRNA gehemmt wurde im Vergleich
zu Kontroll siRNA-transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu waren keine signifikanten
Unterschiede in der intrazelluldren Vermehrung der Flagellin-defizienten Legionellen in
Kontroll siRNA- und in Naip siRNA-transfizierten Zellen zu sehen. Die Transfektion der
siRNAs an sich hatte keinen Einfluss auf die Legionellenreplikation (Daten nicht gezeigt). Zur
Kontrolle der Wirksamkeit der verwendeten siRNA wurden A549 und THP-1 Zellen entweder
mit unspezifischer Kontroll siRNA oder mit spezifischer siRNA gegen Naip (Pool aus zwei
verschiedenen gegen Naip gerichteten Sequenzen) transfiziert und 72 h spater die
Expression von Naip mittels Western blot untersucht. Wie in den Abbildungen 5.2-3 A und B
zu sehen, wurde die Expression des Ziel-Proteins in beiden Zelltypen durch die verwendeten
siRNAs deutlich reduziert. Die gleichmafige Beladung im Western Blot wurde mit Hilfe eines

spezifischen Antikérpers gegen das konstant exprimierte Protein Akt Uberprift.

Die Abbildungen 5.2-3 C und D zeigen die Unterschiede in der Replikation nach 48 h von L.
pneumophila Corby und L. pneumophila Corby AflaA in Kontroll siRNA- und Naip siRNA-
transfizierten A549 (C) und THP-1 (D) Zellen in Konfokalmikroskopiebildern. Es ist zu sehen,
(I) dass sich Wildtyp-Legionellen in Kontroll-transfizierten Zellen schlechter vermehrten als
Flagellin-defiziente Legionellen und (Il) dass Wildtyp-Legionellen verstarkt in Naip siRNA-
transfizierten A549 (C) und THP-1 (D) Zellen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen

replizierten.

Diese Ergebnisse unterstutzten somit die Ergebnisse der vorangegangenen
Vermehrungsversuche und zeigten, dass sich Wildtyp-Legionellen (kaum jedoch Flagellin-
defiziente Legionellen) verstarkt in Naip-,knock-down“-Zellen im Vergleich zu Kontroll-

transfizierten Zellen vermehrten.
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Insgesamt deuteten die Ergebnisse dieser RNAi-Experimente eine negative Beeinflussung
der intrazellularen Replikation der Wildtyp-Legionellen, nicht aber der Flagellin-defizienten

Legionellen durch Naip an.
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Abbildung 5.2-3 A und B: Einfluss der Expressionshemmung von Naip auf die Vermehrung von L.

pneumophila in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen.

A549 und THP-1 Zellen wurden entweder mit Kontroll siRNA oder mit spezifischer Naip siRNA (Pool aus zwei
verschiedenen gegen Naip gerichteten Sequenzen) transfiziert und 72 h spater mit L. pneumophila (L.p.) Corby
und L.p. Corby AflaA mit einer MOI von 0,1 (A549) oder 0,02 (THP-1) fir 2 h infiziert. AnschlieRend wurden
extrazellulare Bakterien durch Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0
h, 24 h und 48 h wurden die Zellen lysiert und das Lysat ausplattiert. Nach zwei Tagen wurden die Kolonie-
bildenden-Einheiten (CFU) ausgezahlt. Das intrazelluldre Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt
x)/(CFU zum Zeitpunkt 0 h) und dargestellt als CFU/well (Fold). Die dargestellten Ergebnisse zeigen Mittelwerte
(+ SEM) von drei unabhéangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Signifikante Unterschiede bezogen auf
Kontroll- transfizierte und mit L. pneumophila Corby infizierte Zellen (p < 0,05) wurden mit einem Stern und dem
jeweils gewahlten graphischem Symbol gekennzeichnet. Fir die Western blot Analyse wurden A549 und THP-1
Zellen mit Kontroll siRNA oder mit Naip siRNA transfiziert und 72 h spater lysiert. Das Gesamtproteinextrakt
wurde nachfolgend mit spezifischen Antikérpern untersucht. Eine Beladungskontrolle erfolgte durch die Detektion

des konstitutiv exprimierten Proteins Akt.
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Abbildung 5.2-3 C und D: Einfluss der Expressionshemmung von Naip auf die Vermehrung von L.

pneumophila in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen.

A549 und THP-1 Zellen wurden mit Kontroll siRNA oder mit Naip siRNA (Pool aus zwei verschiedenen gegen
Naip gerichteten Sequenzen) transfiziert und nach 72 h mit L. pneumophila (L.p.) Corby und L.p. Corby AflaA mit
einer MOI von 0,1 (A549) oder 0,02 (THP-1) fiir 2 h infiziert. Anschliefend wurden extrazellulare Bakterien durch
Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetdtet. Nach 48 h wurden die Zellen mit 3% PFA fixiert und
mit 1% Triton permeabilisiert. Nach der Legionellen- und Aktin-Farbung wurden die Ergebnisse mit einem LSM5
Pascal Zeiss Mikroskop visualisiert. Dargestellt sind jeweils die mit einem spezifischen Antikdrper griin gefarbten
Legionellen, dass mit Phalloidin rot gefarbte Aktin und eine Uberlagerung der beiden Kanale. Die dargestellten

Bilder sind reprasentativ fir drei unabhéangige Experimente.
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5.2.4 Uberexpression von humanem Naip reduziert die Replikation von L.

pneumophila in humanen Lungenepithelzellen

Um die in den ,knock-down“-Versuchen (5.2.3) gewonnene Hypothese, dass humanes Naip
das Wachstum von L. pneumophila kontrolliert, zu bestatigen, wurden nachfolgend

Uberexpressionsexperimente durchgefihrt.

Dafiur wurden A549 Zellen entweder untransfiziert gelassen oder mit einem Leervektor bzw.
humaner Naip-, A/J-Maus mNaip5- (welches die Legionellenvermehrung in
Mausmakrophagen nicht verhindert) oder C57BL/6-Maus mNaip5- (vermittelt Resistenz
gegenuber L. pneumophila in Mausmakrophagen) Plasmid-DNA transfiziert und 24 h spater
mit L. pneumophila Corby [MOI 0,1] fur 2 h infiziert. AnschlieRend wurden die extrazellularen
Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h,
24 h und 48 h wurden die Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die
Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) zur Beurteilung des intrazellularen Wachstums

ausgezahilt.

Die Abbildung 5.2-4 zeigt, dass sich die Wildtyp-Legionellen (L. pneumophila Corby) in den
untransfizierten und mit dem Leervektor transfizierten Zellen in etwa gleichem Male Uber 48
h vermehrten. In den hNaip- und C57BL/6-Maus mNaip5-Uberexprimierten Zellen vermehrte
sich L. pneumophila Corby ebenfalls Uber 48 h, aber die Legionellen replizierten hier
signifikant schlechter im Vergleich zu den mit dem Leervektor transfizierten Zellen (nach 48 h
p < 0,05). In den A/J-Maus mNaip5-transfizierten Zellen war ebenfalls eine eingeschrankte
Vermehrung von L. pneumophila Corby im Vergleich zu den untransfizierten und mit dem
Leervektor transfizierten Zellen (nicht signifikant), aber eine bessere Vermehrung im
Vergleich zu den hNaip- und C57BL/6-Maus mNaip5-transfizierten Zellen (nicht signifikant)
zu beobachten. Zur Kontrolle der Uberexpression der Naip-Orthologe, wurde die
Naip/mNaip5-Protein-Expression im Western blot nachgewiesen. Wie in der Abbildung 5.2-4
zu sehen ist, wurde Naip basal in untransfizierten und mit dem Leervektor transfizierten A549
Zellen exprimiert. Im Vergleich dazu ist in den mit hNaip- oder mNaip5-Plasmid-DNA
transfizierten Zellen jedoch eine starkere Expression zu sehen. Die Transfektion mit hNaip-
,C57BL/6-Maus mNaip5- und A/J-Maus mNaip5-Plasmid-DNA fiihrte zu annahernd gleichen
Expressionen von hNaip/mNaip5 (rechtes Teilbild, Abb. 5.2-4). Die Beladungskontrolle

erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen das konstant exprimierte Protein Akt.

Zusammengenommen zeigten die ,knock-down®“- und Uberexpressionsexperimente an, dass

humanes Naip die intrazelluldre Vermehrung der Legionellen negativ kontrollierte.
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Abbildung 5.2-4: Einfluss der Uberexpression von hNaip auf die Vermehrung von L. pneumophila in

humanen Lungenepithelzellen.

A549 Zellen wurden untransfiziert belassen oder mit pcDNA3.1, hNaip oder A/J-Maus mNaip5 bzw. C57BL/6-
Maus mNaip5 transfiziert und 24 h spater mit L. pneumophila (L.p.) Corby [MOI 0,1] fir 2 h infiziert. Anschlieend
wurden extrazellulare Bakterien durch Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt O h).
Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden die Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-
bildenden-Einheiten (CFU) ausgezahlt. Das intrazelluldre Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt
x)/(CFU zum Zeitpunkt O h) und dargestellt als CFU/well (Fold). Das dargestellte Ergebnis zeigt Mittelwerte (+
SEM) von vier unabhangigen Experimenten. Signifikante (p < 0,05) Unterschiede zwischen Leervektor- und
spezifisch-transfizierten Zellen wurden mit einem Stern und dem dazugehdrigen graphischen Symbol fir die
transfizierte DNA gekennzeichnet. Fir die Western blot Analyse wurden A549 Zellen untransfiziert belassen oder
mit pcDNA3.1, hNaip oder A/J-Maus mNaip5 bzw. C57BL/6-Maus mNaip5 transfiziert und 24 h spéater lysiert und
das Gesamtproteinextrakt mit einem spezifischen sowohl hNaip als auch mNaip5 erkennenden Antikorper
untersucht. Eine Beladungskontrolle erfolgte durch Detektion des konstant exprimierten Proteins Akt.
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5.2.5 Der ,knock-down“ von humanem lpaf fiihrt zur verstarkten Replikation von L.

pneumophila in humanen Makrophagen

Da Ipaf nur in humanen Makrophagen, nicht aber in Lungenepithelzellen exprimiert wird
(siehe 5.2.2), wurden siRNA Experimente zur Untersuchung der Funktionalitdt von Ipaf

bezlglich der Legionellenreplikation in THP-1 nicht aber in A549 Zellen durchgefihrt.

Hierfir wurden THP-1 Zellen entweder mit unspezifischer Kontroll siRNA oder mit
spezifischer Ipaf siRNA transfiziert und 72 h spater mit L. pneumophila Corby oder L.
pneumophila Corby AflaA [MOI 0,02] fir 2 h infiziert. Anschlieend wurden die
extrazellularen Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt
0 h). Die so behandelten Zellen wurden nach 0 h, 24 h und 48 h lysiert, das Lysat ausplattiert
und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) zur Beurteilung des
intrazelluldaren Wachstums der Legionellen ausgezahlt. In anderen Experimenten wurden die

Zellen nach 48 h fiir die Konfokalmikroskopie fixiert, permeabilisiert und gefarbt.

In der Abbildung 5.2-5 A ist erneut zu sehen, dass sich Flagellin-defiziente Legionellen (L.
pneumophila Corby AflaA) besser in Kontroll-transfizierten THP-1 Makrophagen vermehrten
als Wildtyp L. pneumophila Corby. Zudem replizierten Wildtyp L. pneumophila deutlich
besser in Ipaf-,knock-down“-Zellen verglichen mit Kontroll-transfizierten Zellen. Signifikant (p
< 0,05) im Vergleich zu Kontroll-transfizierten und L. pneumophila Corby infizierten Zellen
waren dabei nach 48 h folgende Werte: Vermehrung von L. pneumophila Corby in lpaf-
transfizierten Zellen und L. pneumophila Corby AflaA in Kontroll- und siRNA Ipaf-
transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu war die Replikation der Flagellin-defizienten
Legionellen in Kontroll-transfizierten und Ipaf siRNA-transfizierten Zellen nicht signifikant
unterschiedlich. Zur Kontrolle der Wirksamkeit der verwendeten siRNA, wurde die
Expression von Ipaf mittels Western blot Uberprift. Die Abbildung 5.2-5 A (rechtes Teilbild)
zeigt eine deutliche Expressionsminderung von Ipaf durch Ipaf-spezifische siRNA. Die
gleichmafige Beladung wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers gegen das konstant

exprimierte Protein Akt Uberpruft.

Zur Bestatigung der Vermehrungsversuche wurden im Folgenden
Konfokalmikroskopieexperimente durchgeflinrt. Die Abbildung 5.2-5 B zeigt erneut eine
starkere intrazellulare Vermehrung der Wildtyp-Legionellen in Ipaf-,knock-down“-Zellen im
Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu wurde die (verstarkte)
Replikation der Flagellin-defizienten Legionellen kaum durch die Hemmung der Ipaf-

Expression beeinflusst.
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Insgesamt deuteten die Ergebnisse dieser RNAi-Experimente eine negative Beeinflussung
der intrazellularen Replikation der Wildtyp-Legionellen, nicht aber der Flagellin-defizienten

Legionellen durch humanes Ipaf an.
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Abbildung 5.2-5 A: Einfluss der Expressionshemmung von Ipaf auf die Vermehrung von L. pneumophila

in humanen Makrophagen.

THP-1 Zellen wurden mit Kontroll siRNA oder mit Ipaf siRNA transfiziert und nach 72 h mit L. pneumophila (L.p.)
Corby oder L.p. Corby AflaA [MOI 0,02] fir 2 h infiziert. Nachfolgend wurden extrazellulare Bakterien durch
Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt O h). Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden die
Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) ausgezahlt. Das
intrazellulare Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum Zeitpunkt 0 h) und dargestellt als
CFU/well (Fold). Das dargestellte Ergebnis zeigt die Mittelwerte (+ SEM) von drei unabhangigen Experimenten.
Signifikante Unterschiede bezogen auf Kontroll-transfizierte und mit L.p. Corby infizierte Zellen (p < 0,05) wurden
mit einem Stern und dem jeweils gewahlten graphischem Symbol gekennzeichnet. Fir die Western blot Analyse
wurden THP-1 Zellen mit Kontroll siRNA oder mit spezifischer Ipaf siRNA transfiziert, nach 72 h lysiert und das
Gesamtproteinextrakt mit spezifischen Antikdrpern untersucht. Eine Beladungskontrolle erfolgte durch Detektion

des konstant exprimierten Proteins Akt.
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Abbildung 5.2-5 B: Einfluss der Expressionshemmung von Ipaf auf die Vermehrung von L. pneumophila
in humanen Makrophagen.

THP-1 Zellen wurden mit Kontroll siRNA oder mit Ipaf siRNA transfiziert und nach 72 h mit L. pneumophila (L.p.)
Corby und L.p. Corby AflaA [MOI 0,02] fir 2 h infiziert. Nachfolgend wurden extrazellulare Bakterien durch
Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt O h). Nach 48 h wurden die Zellen mit 3%
PFA fixiert und mit 1% Triton permeabilisiert. Nach der Legionellen- und Aktin-Farbung wurden die Ergebnisse
mit einem LSM5 Pascal Zeiss Mikroskop visualisiert. Dargestellt sind jeweils die mit einem spezifischen
Antikdrper griin gefarbten Legionellen, dass mit Phalloidin rot gefarbte Aktin und eine Uberlagerung der beiden

Kanale. Die dargestellten Bilder sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente.
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5.2.6 Uberexpression von humanem Ipaf reduziert die Replikation von L.

pneumophila in humanen Lungenepithelzellen

Zur Uberprifung der mittels siRNA-Versuchen (5.2.5) gewonnenen Hypothese, dass
humanes lpaf die intrazellulare Vermehrung von L. pneumophila restringiert, wurden im

Folgenden Uberexpressionsexperimente durchgefiihrt.

Dafir wurden A549 Zellen entweder untransfiziert belassen, mit einem Leervektor oder
humanem Ipaf (plpaf) transfiziert. 24 h spater wurden die Zellen mit L. pneumophila Corby
[MOI 0,1] fur 2 h infiziert. Nachfolgend wurden die extrazellularen Bakterien durch Waschen
entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt O h). Nach 0 h, 24 h und 48 h wurden die
Zellen lysiert und das Lysat ausplattiert. Zwei Tage wurden spater die Kolonie-bildenden-

Einheiten (CFU) zur Beurteilung des intrazelluldren Wachstums ausgezahlt.

Die Abbildung 5.2-6 zeigt, dass sich der Wildtypstamm L. pneumophila Corby in den
untransfizierten und mit dem Leervektor transfizierten Zellen in etwa gleichem Male Uber 48
h vermehrte. In den Ipaf-Uberexprimierten Zellen vermehrte sich L. pneumophila Corby
signifikant (p < 0,05) schlechter im Vergleich zu untransfizierten und mit Leervektor
transfizierten Zellen. Zur Kontrolle der Uberexpression von Ipaf wurde die Expression von
Ipaf im Western blot untersucht. Die Abbildung 5.2-6 zeigt eine Expression von Ipaf in den
Ipaf-transfizierten, nicht aber in den Kontroll-transfizierten A549 Zellen. Die
Beladungskontrolle erfolgte mit spezifischen Antikdérpern gegen das konstant exprimierte
Protein FAK.

Zusammengenommen zeigten die ,knock-down“- und Uberexpressionsexperimente, dass
humanes Ipaf die intrazelluldre Replikation von Legionellen in humanen Wirtszellen negativ

kontrollierte.
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Abbildung 5.2-6: Einfluss der Uberexpression von Ipaf auf die Vermehrung von L. pneumophila in

humanen Lungenepithelzellen.

A549 Zellen wurden unbehandelt gelassen, mit dem Leervektor pcDNA 3.1 oder mit plpaf transfiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen mit L. pneumophila (L.p.) Corby [MOI 0,1] fur 2 h infiziert. AnschlieRend wurden extrazelluléare
Bakterien durch Waschen mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h, 24 h und 48
h wurden die Zellen lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU)
ausgezahlt. Das intrazellulare Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum Zeitpunkt O h)
und dargestellt als CFU/well (Fold). Das dargestellte Ergebnis zeigt die Mittelwerte (+ SEM) von vier
unabhangigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zwischen den Werten in Kontroll-transfizierten und Ipaf-
transfizierten Zellen wurden mit einem Stern (p < 0,05) gekennzeichnet. Fir die Western blot Analyse wurden
A549 Zellen unbehandelt gelassen, mit dem Leervektor pcDNA 3.1 oder mit plpaf transfiziert. Nach 24 h wurden
die Zellen lysiert und das Gesamtproteinextrakt mit einem spezifischen Ipaf-Antikérper im Western Blot

untersucht. Eine Beladungskontrolle erfolgte durch Detektion des konstant exprimierten Proteins FAK.
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5.2.7 Humanes Naip und Ipaf regulieren negativ die intrazellulare Replikation von L.

pneumophila in primaren humanen Makrophagen

Zur Bestatigung der in den Zelllinien gewonnenen Ergebnisse wurde im Folgenden die
Bedeutung von humanem Naip und Ipaf flr die Legionellenreplikation in primaren

Makrophagen untersucht.

Dafir wurden peripheren humane Blutmonozyten gewonnen und entweder mit
unspezifischer Kontroll siRNA oder mit spezifischer Naip siRNA (Pool aus zwei
verschiedenen Sequenzen) oder mit spezifischer Ipaf siRNA transfiziert. AnschlieRend
erfolgte die Differenzierung der Monozyten in Makrophagen. 5 d nach der siRNA
Transfektion wurden die Makrophagen mit Wildtyp L. pneumophila Corby oder mit Flagellin-
defizienten Legionellen (L. pneumophila Corby AflaA) mit einer MOI von 0,02 fur 2 h infiziert.
Nachfolgend wurden die extrazelluldren Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit
Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h und 24 h der Infektion wurden die Zellen
lysiert, das Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU)

zur Beurteilung des intrazellularen Wachstums der Legionellen ausgezahlt.

Die Abbildungen 5.2-7 A und B zeigen, dass sich Flagellin-defiziente Legionellen verglichen
mit Wildtyp-Legionellen signifikant (p < 0,05) besser in humanen primdren Makrophagen
vermehrten. Zudem zeigte sich, dass die Hemmung der Naip- (Abb. 5.2-7 A) und Ipaf- (Abb.
5.2-7 B) Expression eine signifikant (p < 0,05) verstarkte Vermehrung von L. pneumophila
Corby verglichen mit Kontroll-transfizierten Zellen zur Folge hatte. Demgegenuber hatte die
Expression von endogenem Naip (Abb. 5.2-7 A) bzw. endogenem Ipaf (Abb. 5.2-7 B) wenig
Einfluss auf die (verstarkte) Replikation der Flagellin-defizienten Legionellen. Zur Kontrolle
der Wirksamkeit der verwendeten siRNA, wurden die primaren Makrophagen mit
unspezifischer Kontroll siRNA oder mit spezifischer Naip siRNA (Pool aus zwei
verschiedenen Sequenzen) oder spezifischer Ipaf siRNA transfiziert. Anschlielend erfolgte
die Differenzierung der Monozyten in Makrophagen. 5 d nach der Transfektion wurde die
Expression von Naip bzw. Ipaf mittels Western blot untersucht. Wie in den Abbildungen 5.2-7
A und B zu sehen ist, wurde das Ziel-Protein in beiden Fallen durch die verwendeten siRNAs
ausgeschaltet. Die gleichmafRige Beladung wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers

gegen das konstant exprimierte Protein FAK Uberprift.
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Abbildung 5.2-7 A und B: Humanes Naip und Ipaf kontrollieren die intrazelluldre Replikation von L.

pneumophila in primdren humanen Makrophagen

Primdre humane Monozyten wurden mit Kontroll siRNA oder mit spezifischer Naip siRNA (Pool aus zwei
verschiedenen Sequenzen) bzw. Ipaf siRNA transfiziert. In den folgenden 5 Tagen erfolgte die Differenzierung in
Makrophagen durch Adhasion an das Kulturgefal®. Am 5. Tag wurden die Zellen mit L. pneumophila (L.p.) Corby
und L.p. Corby AflaA [MOI 0,02] fiir 2 h infiziert. AnschlieBend wurden extrazelluléare Bakterien durch Waschen
mit PBS entfernt bzw. mit Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h und 24 h wurden die Zellen lysiert, das
Lysat ausplattiert und zwei Tage spater die Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) ausgezahit. Das intrazellulare
Wachstum wurde berechnet als (CFU zum Zeitpunkt x)/(CFU zum Zeitpunkt 0 h) und dargestellt als CFU/well
(Fold). Die dargestellten Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte (+ SEM) von acht unabhangig voneinander
durchgefiihrten Experimenten. Fur die Western blot Analyse wurden primare humane Monozyten mit Kontroll
siRNA oder mit spezifischer Naip siRNA bzw. Ipaf siRNA transfiziert. In den folgenden 5 Tagen erfolgte die
Differenzierung in Makrophagen durch Adhdsion. Am 5. Tag wurden die Zellen lysiert und das
Gesamtproteinextrakt mit spezifischen Naip- oder Ipaf-Antikérpern untersucht. Eine Beladungskontrolle erfolgte

durch Detektion des konstitutiv exprimierten Proteins FAK.
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5.2.8 Humanes Naip und Ipaf haben keinen Einfluss auf die LDH-Freisetzung nach

Legionelleninfektion von humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen

In einigen, aber nicht allen aktuellen Publikationen zu murinem Naip5 und Ipaf wird diskutiert,
ob der Effekt von mNaipS und mlpaf auf die intrazellulare Legionellenvermehrung in
Mausmakrophagen durch einen vermehrten mNaip5- bzw. mlpaf-abhangigen
programmierten Zelltod hervorgerufen wird. So wurde in einigen Untersuchungen ein
Einfluss vom mNaip5 und mlpaf auf den Zelltod, bestimmt Uber die Menge der freigesetzten
Laktat-Dehydrogenase- (LDH), gezeigt (Amer et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren et al.,
2006; Zamboni et al., 2006).

Um den Einfluss von humanem Naip und Ipaf auf einen (Legionellen-bedingten)
programmierten Zelltod in humanen Wirtszellen zu analysieren, wurden A549 und THP-1
Zellen mit unspezifischer Kontroll siRNA oder mit spezifischer Naip siRNA bzw. Ipaf siRNA
(Ipaf nur in THP-1 Zellen) transfiziert und 72 h spater mit L. pneumophila Corby oder L.
pneumophila Corby AflaA [MOI 0,1] (A549) oder [MOI 0,02] (THP-1) fur 2 h infiziert.
AnschlieBend wurden die extrazelluldaren Bakterien durch Waschen entfernt bzw. mit
Gentamycin abgetdtet (Zeitpunkt 0 h). Nach 0 h, 24 h und 48 h wurde in den Uberstanden
mit Hilfe eines Zytotoxizitats-Detektions-Assays die LDH-Aktivitat als Indikator des Zelltods
(Ren et al., 2006) gemessen.

24 h oder 48 h nach Legionelleninfektion kam es zu keiner oder nur minimalen Zunahme der
LDH-Freisetzung im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (Abbildung 5.2-8 A und B und Daten
nicht gezeigt). Die LDH-Aktivitdt schien daruber hinaus nicht durch den ,knock-down® von
Naip oder Ipaf beeinflusst zu sein. Ebenso konnte kein Unterschied in der LDH-Freisetzung
von mit Wildtyp-Legionellen und mit Flagellin-defizienten Legionellen infizierten Wirtszellen
beobachtet werden. Es muss jedoch kritisch angemerkt werden, dass die Messung der LDH-
Freisetzung eventuell nicht sensitiv genug gewesen ist. Da niedrige MOIs bei der
Legionelleninfektion benutzt wurden, war auch nach 48 h nur ca. jede 20. Wirtszelle infiziert,
so dass eventuelle Unterschiede in der LDH-Freisetzung mdglicherweise maskiert wurden
(siehe 6.2.3).
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Abbildung 5.2-8 A und B: Einfluss von Naip und Ipaf auf die LDH-Freisetzung in humanen

Lungenepithelzellen und Makrophagen.

A549 und THP-1 Zellen wurden mit Kontroll siRNA oder mit spezifischer Naip und Ipaf (nur THP-1) siRNA
transfiziert und 72 h spater mit L. pneumophila (L.p.) Corby und L.p. Corby AflaA [MOI 0,1] (A549) oder [MOI
0,02] (THP-1) fur 2 h infiziert. AnschlieRend wurden extrazellulare Bakterien durch Waschen mit PBS entfernt
bzw. mit Gentamycin abgetétet (Zeitpunkt 0 h). Nach 24 h wurden die Uberstéande genommen und mit einem
Zytotoxizitats-Detektions-Assay die LDH-Aktivitit gemessen. Als Leerwert diente Uberstand von untransfizierten
und uninfizierten Zellen, als Kontrollwert (co) Uberstand von vollsténdig lysierten Zellen. Samtliche Werte wurden
auf die Totallyse (100% LDH-Aktivitat) bezogen. Die dargestellten Ergebnisse stellen Mittelwerte von
Zweifachbestimmungen dar und sind reprasentativ fliir mindestens zwei unabhangig voneinander durchgefiihrte

Experimente.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig zwei verschiedene Mechanismen der
angeborenen Immunabwehr nach Infektion von humanen Zellen mit Legionella pneumophila
auf. Dabei handelt es sich zum Einen um IPS-1-IRF3-IFNB-abhangige Prozesse und zum
Anderen um Naip- und Ipaf-vermittelte zellautonome Abwehrmechanismen. In beiden Fallen
handelt es sich um wahrscheinlich PRR-vermittelte aber TLR-unabhangige Mechanismen,
die zu einer partiellen Restriktion der Legionellenreplikation fiihren.

Im Folgenden werden die gewonnenen Ergebnisse entsprechend dem Ablauf der
angeborenen Immunantwort Uber Erkennung entsprechender MAMPs durch PRRs,
ausgeloste Signalkaskaden und anschlieBende Resistenzvermittiung jeweils fir die IPS-1-

IRF3-IFNB- und die Naip-/Ipaf-vermittelte Legionellenrestriktion diskutiert.

6.1.1 Bei der Restriktion der Vermehrung von L. pneumophila beteiligte aktivierende
mikrobielle Molekiile (MAMPs)

6.1.1.1 MAMPs in der IPS-1-IRF3-IFNf-vermittelten Legionellenrestriktion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung humaner
Lungenepithelzellen durch L. pneumophila und anschlieBende IFNB-Produktion Flagellin-
unabhangig ist, da sowohl der L. pneumophila Wildtypstamm Corby als auch die Flagellin-
Deletionsmmutante L. pneumophila Corby AflaA in gleichem Male in der Lage waren, die
IFNB-Sekretion zu induzieren. Die IFNB-Produktion in Legionellen-infizierten humanen
Lungenepithelzellen war jedoch abhangig von einer Substrattranslokation durch das Typ IVB
Sekretionssystem der Legionellen und/oder von der intrazellularen Replikation. So flihrte
weder eine Infektion mit Typ IVB Sekretionssystem-defizienten Legionellen, denen ein
essentielles Gen fir die Substrattranslokation und damit auch die Fahigkeit zur Replikation
fehlt (Roy and Isberg, 1997), noch eine Stimulation der Lungenepithelzellen mit
hitzeinaktivierten Legionellen zu einer Induktion der IFNB-Produktion.

Diese Ergebnisse decken sich mit kurzlich publizierten Erkenntnissen von Stetson und
Medzhitov, die ebenfalls zeigen konnten, dass eine Infektion mit L. pneumophila, nicht aber
L. pneumophila AdotA zu einer IFNB-Sekretion flihrte. Dartber hinaus wurde in dieser Studie
gezeigt, dass DNA von Listeria monocytogenes, welche ins Wirtszellzytosol gelangte, zur
Induktion von IFNp fuhrte. Daraufhin wurde vermutet, dass es bei einer Legionelleninfektion
zu einer Typ IVB Sekretionssystem-abhangigen Translokation von Bakterien-DNA ins
Wirtszellzytosol, zu einer Erkennung der Bakterien-DNA durch zytosolische PRRs und
nachfolgend einer Aktivierung der IFNB-Antwort kommt (Stetson and Medzhitov, 2006). Zu
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dieser Hypothese passen zum Einen Studien, die zeigten, dass eine Transfektion von
embryonalen Mausfibroblasten und HEK293 Zellen (humane Nierenepithelzelllinie) mit
synthetischer dsDNA (B-Form DNA) oder bakterieller nicht-CpG-DNA zur Produktion von
IFNB fuhrte (Ishii et al., 2006). Zum Anderen ist das Typ IVB Sekretionssystem der
Legionellen per se in der Lage, DNA zu transferieren (Segal et al., 1998; Vogel et al., 1998).
Nichtsdestotrotz wurde bisher nicht bewiesen, dass tatsachlich Legionellen-DNA als MAMP
die IFNB-Produktion von Wirtszellen hervorruft. Ahnlichkeiten im Mechanismus der IFNp-
Antwort auf intrazellulare Infektionen mit Listeria monocytogenes und L. pneumophila waren
denkbar, auf Grund der bestehenden Unterschiede (z.B. zytosolische Replikation versus
Replikation im LCP und Gram-positiv versus Gram-negativ) sind weitere Untersuchungen

diesbezlglich jedoch dringend noétig.

6.1.1.2 MAMPs der Naip-/Ipaf-vermittelten Legionellenrestriktion

Beim zweiten hier untersuchten angeborenen zellautonomen Abwehrmechanismus hingegen
scheint die Erkennung des MAMPs Legionellen-Flagellin von Bedeutung zu sein. Zum Einen
vermehrte sich die Flagellin-Deletionsmutante in humanen Lungenepithelzellen und
Makrophagen besser als der Legionellen-Wildtypstamm, was auf eine generelle Bedeutung
von Flagellin als MAMP bei der Restriktion der Legionellenvermehrung hinweist. Zum
Anderen hatte der Einsatz von spezifischer Naip und Ipaf siRNA kaum, oder zumindest
keinen signifikanten, Einfluss auf die (ohnehin verstarkte) Vermehrung von L. pneumophila
Corby AflaA. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass eine Erkennung von
Legionellen-Flagellin bei dem Naip- und/oder Ipaf-abhangigen Restriktionsmechanismus
beteiligt ist.

Unterstutzt wird diese Hypothese zudem durch aktuelle Publikationen, die zeigten, dass die
Erkennung von Flagellin Gber mNaip5 (Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006) oder mipaf
(Amer et al., 2006; Lamkanfi et al., 2007; Amer et al., 2006) in Mausmakrophagen zur
Hemmung des Legionellenwachstums fihrte. Darlber hinaus wurde Salmonellen-Flagellin
als Ligand flr mlpaf in der Salmonelleninfektion von Mausmakrophagen beschrieben
(Franchi et al., 2006; Miao et al., 2006).

Zusammengenommen handelt es sich bei den hier untersuchten Mechanismen der
angeborenen Immunantwort auf L. pneumophila-Infektion wahrscheinlich um zwei
unterschiedliche Prozesse, von denen einer abhangig ist von der Erkennung von
Legionellen-Flagellin und der andere mdglicherweise von der Erkennung von Legionellen-
DNA durch die Wirtszelle.
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6.1.2 Bei der Kontrolle der Legionellenreplikation beteiligte mustererkennende
Rezeptoren (PRRs)

6.1.2.1 PRRs in der IPS-1-IRF3-IFNp-vermittelten Legionellenrestriktion

Die Beobachtung dieser Arbeit, dass die IFNB-Produktion nach Legionelleninfektion (welche
nachfolgend die Legionellenreplikation negativ kontrolliert) abhangig von einer Typ IVB
Sekretionssystem-abhangigen Substrattranslokation ins Wirtszellzytosol bzw. von einer
intrazellularen Vermehrung der Legionellen ist, lasst darauf schlieRen, dass der beteiligte
PRR zytosolisch lokalisiert ist. Auf Grund dessen und der Beteiligung von IPS-1 bei der
INFB-Antwort nach Legionelleninfektion humaner Lungenepithelzellen (Ergebnis dieser
Arbeit) sowie des Wissens, dass IPS-1 Uber homologe CARD-CARD-Interaktionen mit den
bekannten, im Signalweg oberhalb lokalisierten Rezeptormolekilen RIG-I und MDA5
interagiert (Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005), wurden
in dieser Arbeit verschiedene intrazellulare CARD-enthaltene PRR- oder Adaptermolekiile
bzw. Molekile, die mit einem CARD-enthaltenden Adaptermolekil interagieren, auf ihre
Rolle bei der INFp-Produktion nach Infektion mit L. pneumophila hin untersucht. Die in den
.knock-down“-Experimenten gewonnen Ergebnisse weisen nicht auf eine Beteiligung der
PRRs RIG-I und MDA5, des Adaptermolekills ASC sowie der mit einem CARD-enthaltenden
Adaptermolekul interagierenden Molekile PIDD (interagiert mit CARD-enthaltendem RAIDD
(Tinel and Tschopp, 2004)) und Naip (interagiert moglicherweise mit ASC und/oder Ipaf
(Damiano et al., 2004; Zamboni et al., 2006)) bei der IFNB-Antwort in Legionellen-infizierten
Wirtszellen hin. Die Molekule Nod27 (Nod4) und Nod5, die eventuell eine CARD-Domane
oder eine atypische CARD-Domane zu exprimieren scheinen (Martinon and Tschopp, 2005),
scheinen ebenfalls nicht involviert zu sein.

Anhand publizierter Studien kdénnen zudem Nod1 und Nod2 sowie die TLRs als
moglicherweise  die  IFNB-Antwort  auf  Legionelleninfektion-vermittelnde = PRRs
ausgeschlossen werden, da gezeigt werden konnte, dass MyD88- und Trif- (zwei
Hauptmediatoren der TLR-Signalwege) Doppel-,knock-out‘-Zellen bzw. MyD88- und Rip2-
(Rip2 als kritisches Adaptermolekil des Nod1- und Nod2-Signalweges) Doppel-,knock-out*-
Zellen eine mit Wildtypzellen vergleichbare IFNB-Antwort nach Infektion mit L. pneumophila
aufzeigten (Stetson and Medzhitov, 2006). Die TLR- und Nod1/2-Unabhangigkeit der IFNf3-
Produktion konnte auch fir Infektionen mit dem Gram-positiven Bakterium Listeria
monocytogenes gezeigt werden (O'Connell et al., 2005; Opitz et al., 2006a; Stockinger et al.,
2004). Diese Listerienstudien, in denen extrazellular verbleibende bzw. in der Vakuole
.gefangene” Listerienmutanten keine IFNB-Antwort auslosten (O'Riordan et al., 2002;

Stockinger et al.,, 2002), unterstitzen zudem die Hypothese, dass tatsachlich ein
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zytoplasmatisch lokalisierter PRR eine IFNB-Antwort in Bakterien-infizierten Wirtszellen
vermittelt. Das ebenfalls CARD-exprimierende Nod3-Molekil kann als PRR fur die IFNB-
Produktion nach Legionelleninfektion im verwendeten Versuchsaufbau ebenso
ausgeschlossen werden, da dieser Rezeptor in den untersuchten A549 Zellen nicht
exprimiert wird (Conti et al., 2005). Ipaf kdnnte auf Grund seiner CARD-Domane ebenfalls
als potentieller Rezeptor in Frage kommen. Da aktuelle Publikationen jedoch besagen, dass
mipaf Legionellen-Flagellin in der Legionelleninfektion erkennt (Molofsky et al., 2006; Ren et
al., 2006; Zamboni et al., 2006), Flagellin-defiziente Legionellen jedoch sehr wohl in der Lage
waren, eine IFNB-Antwort in humanen Lungenepithelzellen hervorzurufen, gilt auch die
Beteiligung von Ipaf an der [IFNB-Antwort nach Legionelleninfektion humaner
Lungenepithelzellen als unwahrscheinlich. Zudem zeigt eine aktuelle Publikation, dass die
Typ | IFN-Antwort nach einer Infektion mit L. pneumophila in Mausmakrophagen mNaip5-
und mlpaf-unabhangig ist (Coers et al., 2007). Hierbei muss jedoch bedacht werden, dass
sich viele Mechanismen der angeborenen Immunantwort zwischen Mensch und Maus
deutlich unterscheiden und dass Makrophagen der meisten Mausstamme eine intrazellulare
Vermehrung der Legionellen verhindern, wahrend humane Epithelzellen und Makrophagen
empfanglich gegenuber der Legionelleninfektion sind (Gao et al., 1998b; Horwitz and
Silverstein, 1980; Yamamoto et al., 1994). Aus diesem Grund sollten zur endgultigen
Abklarung einer Beteiligung von Ipaf zuklnftig Experimente im gewahlten
Untersuchungssystem (humane Lungenepithelzellen) durchgefihrt werden.

Von der Annahme ausgehend, dass es sich bei dem die IFNB-Antwort stimulierenden MAMP
tatsachlich um bakterielle DNA handelt, muss auf Grund neuester Untersuchungen DAI
(,DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) (auch DLM-1 oder ZBP1 (,Z-DNA
binding protein“) genannt) als mdglicher Legionellen-,erkennender® und IFNB-Produktion-
.vermitteltender* PRR in Betracht gezogen werden (Takaoka et al., 2007). DAl (DLM-
1/ZBP1) ist in der Lage, DNA zu binden und wurde urspringlich mit der Wirtsantwort auf
Tumore assoziiert (Fu et al., 1999). In der aktuellen Publikation konnte gezeigt werden, dass
(1) DAI-Uberexpression eine Typ | IFN-Antwort auf Z- und B-Form bzw. virale und bakterielle
DNA in Mausfibroblasten verstarkte, (II) DAI-,knock-down“ die Typ | IFN-Antwort auf Z- und
B-Form bzw. virale und bakterielle DNA in Mausfibroblasten abschwachte, (lll) DAI mit B-
Form DNA interagierte und (IV) DAI mit TBK-1 und IRF3 interagierte (Takaoka et al., 2007).
Zusammengenommen existieren also deutliche Hinweise dafur, dass DAI Legionellen-DNA
im Wirtszellzytosol erkennen und eine IFNB-Antwort vermitteln konnte. Diese Hypothese, wie
auch die Frage, ob noch weitere DNA-Rezeptoren existieren, bedarf genauer zukinftiger

Untersuchungen.
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Ein weiterer Schwerpunkt zukunftiger Studien konnte auch in der Rolle von dem DAI-
verwandten Molekil ADAR1 (,adenosine deaminase acting on RNA 1%) liegen, welches
wahrscheinlich ebenfalls eine Bedeutung in der angeborenen Immunantwort hat (Nie et al.,
2005).

6.1.2.2 PRRs in der Naip-/Ipaf-vermittelten Legionellenrestriktion

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass humanes Naip und/oder Ipaf, vergleichbar
mit mNaip5 und mlipaf eine Restriktion des Bakterienwachstums vermitteln. Darauf lassen
zum Einen die ,knock-down“-Versuche schliel3en, die zeigten, dass ein Ausschalten von
Naip bzw. Ipaf mittels spezifischer siRNA zu einer besseren Vermehrung von L. pneumophila
Corby fiihrte. Zum Anderen bestéatigten die Uberexpressionsversuche diese Daten, da die
Legionellenreplikation in Naip- und lpaf-Uberexprimierenden Zellen signifikant gehemmt
wurde.

Dabei ist jedoch zu beachten, dass humane Makrophagen und Epithelzellen eine starkere
Vermehrung von L. pneumophila (ca. 100fach nach 48 h) zulassen als Makrophagen von
Mausen, die ein ,funktionelles®, Resistenz-vermittelndes mNaip5 exprimieren und somit
insgesamt resistent gegentber der Legionelleninfektion sind (z.B. C57BL/6) (nicht mehr als
10fache Vermehrung) (Derre and Isberg, 2004; Fortier et al., 2007; Lamkanfi et al., 2007;
Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al., 2006). Eine mogliche Erklarung flr
diese Diskrepanz ist, dass humanes Naip und Ipaf prinzipiell funktionell in humanen
Wirtszellen, aber weniger effektiv bei der Restriktion des Legionellenwachstums sind als
mNaip5 und mlpaf in Mausmakrophagen. Der Umstand, dass humanes Naip bezuglich der
Aminosauresequenz gleich ,nah verwandt‘ oder ,weit entfernt von C57BL/6-Maus-Naip5
(funktionell, Resistenz-vermittelnd) und A/J-Maus-Naip5 (nicht funktionell, Mause sind
empfanglich) ist (siehe 5.2.2 und Abbildung 5.2-2.1), kdnnte diese Hypothese unterstitzen.
Die mit den Uberexpressionsexperimenten gewonnenen Daten sprechen jedoch dagegen,
da hier humanes Naip ahnlich effektiv in der Restriktion der Legionellenvermehrung zu sein
scheint wie C57BL/6-Maus-Naip5 (resistenter Mausstamm). Eine andere Erklarung kénnte in
der Verwendung unterschiedlicher L. pneumophila-Stamme in dieser Studie und den meisten
Mausstudien liegen. So wurde hier L. pneumophila Corby verwendet, wahrend in den
meisten Mausstudien L. pneumophila Philadelphia verwendet wurde (Amer et al., 2006;
Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006). Der mdglicherweise wahrscheinlichste
Erklarungsansatz kénnte in der Existenz und der malRgeblichen Bedeutung von weiteren,
Naip- und lIpaf-unabhangigen Mechanismen (z.B. dem IFNB-System) der zellautonomen
Resistenz gegenuber Legionellen in humanen Wirtszellen liegen. So ware es mdglich, dass

die unterschiedliche Suszeptibilitit von Maus- und humanen Zellen durch die
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unterschiedliche Funktionalitdt eines dieser potentiellen Naip- und Ipaf-unabhangigen
Mechanismen zur Restriktion der Legionellenreplikation bedingt ist (siehe 6.1.4).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, dass Naip in beiden untersuchten
Zellarten (humane Lungenepithelzellen und Makrophagen) exprimiert wurde, Ipaf hingegen
nur in humanen Makrophagen, nicht aber in Lungenepithelzellen. Nach Legionelleninfektion
wurde die Proteinexpression von Naip und lpaf in den Zellen, in denen sie exprimiert wurden,
induziert. Fir Mause konnte bereits gezeigt werden, dass mNaip5 in Makrophagen
exprimiert wird, wobei die Expression in Makrophagen von empfanglichen Mausen (A/J-
Mausen) signifikant geringer war als die in Makrophagen resistenter Mausstamme (z.B.
C57BL/6). Auch hier konnte eine Anstieg der Proteinexpression nach Infektion mit L.
pneumophila oder Salmonella typhimurium sowie nach Inkubation mit Latexkigelchen
gezeigt werden (Diez et al., 2000).

Mausstudien zeigten eine (direkte oder indirekte) Erkennung von Flagellin Gber mNaip5 und
mipaf (Amer et al., 2006; Franchi et al., 2006; Miao et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren et
al., 2006; Zamboni et al., 2006). DarUber hinaus wird diskutiert, ob wahrend einer L.
pneumophila-Infektion Flagellin Typ IVB Sekretionssystem-abhangig in das Wirtszellzytosol
und somit in die ,Nahe“ vom mNaip5 und mlpaf transloziert wird (Molofsky et al., 2006; Ren
et al.,, 2006; Zamboni et al., 2006). Ein direktes Zusammenspiel von mNaip5 und mlipaf
erscheint moglich (eventuell als Teile eines Rezeptorkomplexes), da gezeigt werden konnte,
dass sowohl Naip und Ipaf als auch mNaip5 und mipaf heterodimerisieren kénnen (Damiano
et al., 2004; Zamboni et al., 2006). Die hier gewonnenen Ergebnisse sprechen jedoch gegen
eine obligate Beteiligung von Ipaf an der Naip-vermittelten Legionellenrestriktion, da auch in
den A549-Lungenepithelzellen, welche kein Ipaf exprimieren, Naip eine Restriktion der
Flagellin-exprimierenden Legionellen vermittelte. Zudem deutet eine aktuelle Publikation an,
dass mNaip5 und mipaf Gber zwei unterschiedliche Mechanismen eine Legionellenrestriktion
bewirken. So wurde gezeigt, dass die mipaf-abhdngige Hemmung der intrazellularen
Vermehrung von L. pneumophila in Mausmakrophagen Flagellin- und Caspase-1-abhangig,
aber mNaip5-unabhangig erfolgte. Im Gegensatz dazu war die mNaip5-abhangige
Legionellenrestriktion unabhangig von der Ipaf-vermittelten Caspase-1-Aktivierung (Lamkanfi
et al., 2007).

Bisher konnte weder eine direkte Bindung von Flagellin an mNaip5 noch an mipaf gezeigt
werden. Es stellt sich somit die Frage, ob Flagellin direkt oder indirekt Uber ein
Ubergeordnetes Rezeptormolekll erkannt wird. TLRs, insbesondere TLRS als bekannter
membranstandiger Rezeptor fur extrazellulares Flagellin (Hayashi et al., 2001), sind an den
hier diskutierten Prozessen nicht beteiligt, wie Versuche mit MyD88-,knock-out‘-und TLR5-
.knock-out“-Mausmakrophagen klar zeigen konnten (Amer et al., 2006; Franchi et al., 2006;
Miao et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006). Zusatzlich weisen weitere
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Publikationen darauf hin, dass es sich um einen zytosolischen Rezeptor und nicht um einen
membranstandigen handelt, da direkt ins Zytosol appliziertes Flagellin erkannt wird (Franchi
et al., 2006; Miao et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006). Nichtsdestotrotz
misste streng genommen zum Einen die Bedeutung von TLR5 flr die Naip- und Ipaf-
vermittelte Legionellenrestriktion in humanen Zellen eventuell auch noch geprift werden.
Zum Anderen kann eine Bedeutung von TLR5 u.a. TLRs fur die Legionellenrestriktion Uber
einen separaten, Naip- und Ipaf-unabhangigen Mechanismus nicht ausgeschlossen werden,
zumal gezeigt werden konnte, dass TLR5-Stop-Codon-Polymorphismen mit dem vermehrten

Auftreten von Legionelleninfektionen in Menschen assoziiert waren (Hawn et al., 2003).

6.1.3 An die Erkennung der MAMPs durch PRRs anschlieBende Signalkaskaden, die

zur Restriktion der Replikation von Legionella fiihren
6.1.3.1 Signalmolekiile in der IPS-1-IRF3-IFNB-vermittelten Legionellenrestriktion

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass das Adaptermolekul IPS-1 entscheidend
an der Legionellen-induzierten IFNB-Produktion humaner Lungenepithelzellen beteiligt ist. So
fuhrte ein ,knock-down“ von IPS-1 zur Reduktion der IFNB-Expression in L. pneumophila-
infizierten Lungenepithelzellen und zu einer gesteigerten intrazellularen Vermehrung der
Legionellen.

IPS-1 ist bisher bekannt als Adaptermolekil fur die RIG-I- und MDAS-vermittelte IFNp-
Aktivierung (Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005).
Bezuglich der Beteiligung von IPS-1 bei der IFNB-Induktion durch B-Form DNA (als
moglicher die IFNB-Antwort induzierender MAMP der Legionellen) existieren jedoch
kontroverse Publikationen. Einerseits konnten verschiedene Studien in humanen Zellen eine
Beteiligung von IPS-1 bei der Aktivierung von IFNB durch eine Stimulation mit dsDNA
aufzeigen (Cheng et al., 2007; Ishii et al., 2006). Andererseits zeigte sich in IPS-1-,knock-
out“-Mausen/-Mauszellen eine intakte oder nur leicht abgeschwachte IFNB-Induktion nach
Infektion mit Listeria monocytogenes oder nach Stimulation mit B-DNA (Kumar et al., 2006;
Soulat et al.,, 2006; Sun et al., 2006). Diese Diskrepanz spiegelt moglicherweise
Unterschiede zwischen dem humanen und murinen angeborenen Immunsystem wieder, wie
sie auch in der Expression, Regulation und Funktion anderer wichtiger Gene (z.B. den TLRs
oder den p47-GTPasen) beschrieben werden (Mestas and Hughes, 2004; Taylor, 2007).
Zudem besteht natirlich weiterhin die Mdéglichkeit, dass nicht DNA sondern ein anderes
Legionellen-MAMP von einem PRR erkannt wird und Uber IPS-1 eine Signaltransduktion

aktiviert.
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Des Weiteren zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die IFNB-Expression in Legionellen-
infizierten humanen Lungenepithelzellen abhangig ist von dem Transkriptionsfaktor IRF3.
Daflr spricht, dass IRF3 nach Legionelleninfektion in den Kern translozierte und an den
endogenen ifng-Promotor band. Zudem fihrte ein ,.knock-down“ von IRF3 zur Hemmung der
IFNB-Expression in L. pneumophila-infizierten humanen Lungenepithelzellen.

Der Transkriptionsfaktor IRF3 wurde zusammen mit IRF7 als der Schlisselregulator der Typ
I IFN-Antwort auf virale Infektionen und als potenter Aktivator des ifnfs-Gens beschrieben
(Sato et al., 1998; Sato et al., 2000). Zudem konnte gezeigt werden, dass auch eine
Listerien- oder B-DNA-induzierte IFNB-Antwort IRF3-abhangig war (O'Connell et al., 2004;
Stetson and Medzhitov, 2006; Stockinger et al., 2004).

Die Proteinkinasen TBK1 und IKK/ phosphorylieren die Transkriptionsfaktoren IRF3 und
IRF7 und bewirken somit die IRF3- und IRF7-Kerntranslokation (Fitzgerald et al., 2003;
Sharma et al., 2003). Auch konnte gezeigt werden, dass TBK1 und IKK/ die IRF3- und IRF7-
Aktivierung im IPS-1-Signalweg vermitteln (Kawai et al., 2005; Kumar et al., 2006; Meylan et
al., 2005; Seth et al., 2005; Sun et al., 2006; Xu et al., 2005).

Zusammenfassend kann auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit und der hier diskutierten
Publikationen von folgender, die IFNB-Expression-vermittelnder Signalkaskade in
Legionellen-infizierten humanen Lungenepithelzellen ausgegangen werden: Nach einer
Legionelleninfektion kommt es Uber einen noch unbekannten Rezeptor (siehe 6.1.2) zur
Rekrutierung des Adaptermolekils IPS-1 und anschlieRend zur Aktivierung der Kinasen
TBK1/IKKi. TBK1/IKKi bewirken eine Phosphorylierung, Aktivierung und Kerntranslokation
von IRF3 und modglicherweise IRF7 und flhren somit zur ifng-Gentranskription mit
anschlielender Translation und IFNB-Sekretion (Abbildung 6.1-1). Natlrlich wurde nach
Legionelleninfektion humaner Lungenepithelzelln auch der Transkriptionsfaktor NF-xB
aktiviert (siehe 5.1.2 Kerntranslokation und ifng-Promotor-Bindung von p65), der ebenfalls
wichtig fur die IFNB-Expression ist. Da dies aber nicht unmittelbar Gegenstand der
vorliegenden Arbeit war, wird hier nicht ndher darauf eingegangen, eine Zusammenfassung

ist jedoch in Abbildung 6.1-1 zu sehen.
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Abbildung 6.1-1 Signalweg der IFNp-

Expression nach Legionelleninfektion

humaner Lungenepithelzellen.

l Nach einer Legionelleninfektion kommt es
Uber einen noch unbekannten PRR zur
Rekrutierung des Adaptermolekiils IPS-1.

AnschlieBend kommt es einerseits zur

<_TBK1 > Aktivierung der Kinasen TBK1/IKKi, zur
m m Phosphorylierung, Aktivierung und

Kerntranslokation von IRF3 und

S moglicherweise IRF7. Andererseits erfolgt
“ @ die Aktivierung des IKK-Komplexes und
NF-xB somit die Aktivierung von NF-xB. Die

Bindung der Transkriptionsfaktoren
(IRF3/7 und NF-«xB) an den ifn-Promotor
IFNB fiihrt zur Gentranskription von IFNB.

6.1.3.2 Signalmolekiile in der Naip-/Ipaf-vermittelten Legionellenrestriktion

In dieser Arbeit konnte erstmalig eine Restriktion der Legionellenvermehrung durch humanes
Naip und Ipaf abhangig vom Legionellen-Flagellin gezeigt werden. Die Untersuchung der
genauen Mechanismen und Signaltransduktion dieses zellautonomen
Resistenzmechanismus war hingegen nicht Gegenstand dieser Untersuchungen.

Obwohl die Funktion und Signaltransduktion von murinem Naip5 und Ipaf bisher nur
fragmentarisch verstanden sind und z.T. widerspriichliche Ergebnisse publiziert sind, lassen
sich dennoch anhand der aktuellen Literatur zu mNaip5 und mipaf einige Hypothesen Uber
die Signaltransduktion und Wirkmechanismen von humanem Naip und Ipaf aufstellen. So
konnte gezeigt werden, dass es nach einer Infektion mit L. pneumophila oder Salmonella
typhimurium mlpaf-abhangig zur Aktivierung der Caspase-1 kam (Amer et al., 2006; Franchi
et al.,, 2006; Mariathasan et al., 2004; Miao et al., 2006). Aullerdem wurde in einigen
Publikationen gezeigt, dass in Legionellen-infizierten Mausmakrophagen auch mNaip5-
abhangig Caspase-1 aktiviert wurde (Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al.,
2006), wohingegen neuere Studien mit transgenen Mauszellen diesen Ergebnissen
widersprechen (Lamkanfi et al., 2007). Demzufolge scheint die urspringliche Hypothese,
dass nach einer Infektion mit L. pneumophila mNaip5 aktiviert wird und nachfolgend ein
Inflammasom-Komplex aus mlpaf und Caspase-1 gebildet wird, der zur Aktivierung der
Caspase-1 fuhrt, mdglicherweise widerlegt zu sein. Es scheint sich vielmehr wahrscheinlich

um zwei separate Mechanismen der Restriktion der Legionellenreplikation zu handeln, wobei

91



Diskussion

der Signalweg von mNaip5 noch ungeklart ist (Lamkanfi et al., 2007). Diese Hypothese deckt
sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, die zeigen, dass humanes Naip auch in
Lungenepithelzellen, welche kein Ipaf exprimieren, die Legionellenvermehrung restringieren
kann (siehe auch 6.1.2). Da Unterschiede zwischen den Publikationen mdglicherweise auf
unterschiedliche Untersuchungbedingungen (niedrige MOI versus hohe MOI, friher
Infektionszeitpunkt versus spater Zeitpunkt, direkte versus indirekte Nachweismethoden)
zurtckzufuihren sind, bedarf es weiterer Untersuchungen sowohl im humanen als auch im
murinen System, um diese Diskrepanzen zu klaren und die genauen Signalkaskaden von
Naip und Ipaf zu charakterisieren.

Fir humanes Naip wurde in Untersuchungen zur Rolle von Naip bei der Spinalen
Muskelatrophie eine Wirkung einerseits Uber die Bindung und Inhibition der Caspasen-3, -7
und -9 und andererseits Uber die Aktivierung von JNK1 Uber das Adaptermolekll TAB1
(,TAK1-binding protein 1“) und die Kinase TAK1 (,transforming growth factor 3 activating
kinase 1%) beschrieben (Davoodi et al., 2004; Maier et al., 2002; Sanna et al., 2002).
Bezlglich JNK und L. pneumophila existiert allerdings auch eine Veroffentlichung, die
besagt, dass eine Inhibition des JNK- (und p38-) Signalweges die Fahigkeit der Legionellen
zur intrazellularen Replikation signifikant vermindert (Welsh et al., 2004). Somit scheint eine
mogliche  Aktivierung von JNK1 durch Naip also eher forderlich fuar die
Legionellenvermehrung zu sein und die Legionellenrestriktion durch Naip kann mit einer
Wirkung auf JNK1 eher nicht erklart werden. Interessanter erscheinen moglicherweise
Ergebnisse, welche einerseits eine Inhibition der Caspase-3 durch Naip nahe legen und
andererseits zeigten, dass in Legionellen-infizierten humanen Wirtszellen Caspase-3 (nicht
aber Caspase-1 wie in Legionellen-infizierten Mausmakrophagen) aktiviert wurde und
Legionellen in Caspase-3-inhibierten Wirtszellen schlechter replizierten (Maier et al., 2002;
Molmeret et al., 2004b; Santic et al., 2007). Es kdnnte somit sein, dass humanes Naip tber
die Hemmung der Caspase-3 inhibierend auf die intrazellulare Vermehrung der Legionellen
wirkt. Insgesamt scheint eine zukunftige Untersuchung der Beteiligung von Caspase-1,
Caspase-3 sowie von JNK bei dem in dieser Arbeit dargestellten Effekt von Naip (und
eventuell auch Ipaf) auf die intrazellulare Replikation von L. pneumophila interessant und

empfehlenswert.
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6.1.4 Mechanismen der Resistenzvermittlung nach einer Infektion humaner Zellen

mit L. pneumophila

Beide in dieser Arbeit untersuchten Prozesse (IPS-1-IRF3-IFNB und Naip/Ipaf) kénnen als
zellautonome  angeborene intrazelluldare  Resistenzmechanismen gegeniber  der
Legionelleninfektion verstanden werden. Darauf lassen zum Einen die Ergebnisse schlielen,
die zeigen, dass (I) es nach einer Infektion humaner Lungenepithelzellen mit L. pneumophila
zur IFNB-Produktion kommt, (I) sich L. pneumophila schlechter in Zellen vermehrt, die mit
rekombinantem IFNB behandelt wurden und (lll) ein Ausschalten der fir die IFNB-Produktion
essentiellen Gene IPS-1 und IRF3 zu einer signifikant besseren Legionellenreplikation fuhrt.
Die verstarkte Legionellenvermehrung in IPS-1- bzw. IRF3-,knock-out*-Zellen kann zudem
durch die Gabe von rekombinantem IFNB wieder aufgehoben werden. Dieses Ergebnis stellt
keinen formellen Beweis, aber einen sehr starken Indiz daflir dar, dass nach einer Infektion
humaner Lungenepithelzellen mit L. pneumophila endogen produziertes IFNB autokrin oder
parakrin die intrazellulare Legionellenvermehrung kontrolliert. Zum Anderen fuhrt ein
Ausschalten von humanem Naip und Ipaf ebenfalls zu einer gesteigerten Vermehrung und
die Uberexpression von Naip und Ipaf zu einer verminderten Replikation von L. pneumophila

in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen.

6.1.4.1 Mechanismen der IPS-1-IRF3-IFNB-vermittelten Legionellenrestriktion

Die Bedeutung der Typ | IFN bei der antibakteriellen Abwehr ist bisher relativ wenig
untersucht worden. Eine Studie konnte Ubereinstimmend mit den hier gewonnenen
Ergebnissen zeigen, dass die Vermehrung von L. pneumophila in Mausmakrophagen durch
eine Behandlung mit rekombinantem IFNo/f inhibiert und durch den Einsatz von
hemmenden anti-IFNo/B-Antikdrpern verstarkt wurde (Schiavoni et al., 2004). Der Effekt der
anti-IFNo/B-Antikérpern deutet somit ebenfalls auf eine Rolle von endogenen Typ | IFN bei
der Kontrolle der Legionellenvermehrung in Wirtszellen hin. Nach der Publikation der hier
dargestellten Ergebnisse konnte die Bedeutung der Typ | IFN bei der Legionelleninfektion
auch durch Versuche in IFNAR-defizienten Mausmakrophagen bestatigt werden. In diesen
Zellen zeigte sich im Vergleich zu Wildtypzellen eine verstarkte Vermehrung der Legionellen
(Coers et al.,, 2007). Darlber hinaus zeigten IFNAR-defiziente Mause eine erhodhte
Anfalligkeit fur Infektionen mit extrazellulare Keimen (Gruppe B Streptokokken,
Streptococcus pneumoniae und Escherichia coli) (Mancuso et al., 2007). Im Gegensatz dazu
scheinen Typ | IFN ,schadlich® bei Infektionen mit Mycobacterium und Listeria

monocytogenes in vitro als auch in vivo zu sein (Auerbuch et al., 2004; Bouchonnet et al.,
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2002; Carrero et al., 2004; Manca et al., 2001; O'Connell et al., 2004; Stockinger et al.,
2002).

Zusammenfassend scheinen Typ | IFN somit sowohl vorteilhaft als auch nachteilig fur den
Wirt wahrend bakterieller Infektionen (wahrscheinlich abhangig vom jeweiligen Bakterium)
wirken zu kénnen. In der Legionelleninfektion in vitro wirken Typ | IFN protektiv.

Die Wirkungsmechanismen von IFNB bezlglich der Restriktion der intrazellularen L.
pneumophila-Vermehrung in humanen Lungenepithelzellen wurden in dieser Arbeit nicht
untersucht. Es ist jedoch bekannt, dass Typ | IFN die Induktion vieler hundert ISGs bewirken
(Der et al., 1998), von denen einige bereits als antibakteriell-wirkend beschrieben wurden.
Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die IFNB-abhangige
Legionellenrestriktion Gber ein oder mehrere ISG(s) vermittelt wird. Einige mdglicherweise an
der Restriktion der intrazellularen Legionellenreplikation beteiligten 1SGs werden im
Folgenden naher diskutiert:

(I) Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein IFN-induzierbares Enzym, welches die
essentielle Aminosaure Tryptophan abbaut und der Abwehr von tryptophan-abhangigen
Krankheitserregern dient. So kommt es z.B. wahrend einer Chlamydia psittaci-Infektion zu
einer IFNB-abhangigen Induktion von IDO, zu einer IDO-vermittelten Verminderung des
Tryptophan-Gehaltes in den Zellen und davon abhangig zu einer Hemmung der
Chlamydienreplikation (Carlin et al., 1989). Zu IDO und Legionelleninfektion gibt es noch
keine Untersuchungen, es ware aber mdglich, dass es nach Legionelleninfektion von
humanen Wirtszellen zu einer IFNB-IDO-vermittelten Restriktion der intrazellularen
Bakterienreplikation kommt.

(I) Eine zentrale Rolle wird den Typ | IFN auch bei der NO-abhangigen (Uber die IFN-
bedingte Induktion der iINOS) Wirtsabwehr nach Infektionen mit Chlamydia und Leishmania
zugesprochen (Diefenbach et al., 1998; Gao et al., 1998a). Gegen eine Beteiligung der iNOS
an der IFNB-vermittelten Legionellenrestriktion spricht jedoch eine Studie, die zeigen konnte,
dass die NO-Produktion scheinbar keine Rolle bei der Hemmung der intrazellularen
Legionellenvermehrung in humanen Monozyten spielt (Neumeister et al., 2001).

(1) Weiterhin besitzt die NADPH-Oxidase Interferon-vermittelte antimikrobielle Aktivitat. Sie
fuhrt Uber die Bildung von ROS zum Abtdten von Pathogenen, wie z.B. fur Coxiella burnetii
und Candida albicans gezeigt (Brennan et al., 2004; Donini et al., 2007). Die Bedeutung von
ROS bei der Legionellenrestriktion wurde bisher noch nicht genau untersucht, es konnte
jedoch gezeigt werden, dass in ,resistenten“ Mausmakrophagen mehr ROS gebildet wurde
als in ,empfanglichen® Mausmakrophagen (Gebran et al., 1994; Kura et al., 1994). Zudem

wurde gezeigt, dass virulente L. pneumophila die Bildung von ROS in Monozyten und
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Neutrophilen inhibieren (Jacob et al., 1994; Saha et al., 1985). Eine Rolle der NADPH-
Oxidase bei der IFNB-vermittelten Legionellenrestriktion scheint also moglich.

(IV) Neben den vorher genannten liegt eine weitere mogliche Erklarung der Wirkung der Typ
I IFN in einer indirekter Verstarkung der antibakteriellen Immunitat durch die Produktion von
IFNy. So konnte z.B. in Infektionen mit Salmonella typhimurium gezeigt werden, dass es Typ
I IFN-abhangig zur IFNy—Produktion kommt (Freudenberg et al., 2002). Auch die erhdhte
Anfalligkeit fur Infektionen mit extrazellulare Bakterien (Gruppe B Streptokokken,
Streptococcus pneumoniae und Escherichia coli) in IFNAR-defizienten Mausen konnte z.T.,
wenn auch nicht ausschlielich, auf eine nicht adaquate Produktion von IFNy und NO beim
Fehlen des IFNa/B-Signalweges zurtickzufthren sein (Mancuso et al., 2007). Fir Legionellen
konnte gezeigt werden, dass IFNy NO-unabhangig das intrazellulare Wachstum vermindert,
ein Zusammenhang von Typ | IFN mit Typ Il IFN und NO in der Legionelleninfektion wurde
jedoch bisher nicht hergestellt (Akamine et al., 2007).

(V) Ebenfalls zu den ISGs gehéren die IRGs (,immunity related GTPases®), auch p47
GTPasen genannt. In der Maus existieren 23 IRGs, welche durch Typ | und/oder Typ Il IFN
induzierbar sind und antibakteriell auf intrazellulare Bakterien zu wirken scheinen (Bekpen et
al., 2005; MacMicking et al., 2003; Martens et al., 2005; Taylor et al., 2004). Z.B. scheint
Irgm1 IFNy-abhangig durch Autophagie intrazellulare Mycobakterien abzutéten (Gutierrez et
al., 2004). Bei der Autophagie handelt es sich um einen proteolytischen Mechanismus
eukaryoter Zellen zur lysosomalen Degradation intrazelluldren Materials. Aktuelle Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Autophagie neben seiner Homdostasefunktion auch als angeborener
Immunmechanismus z.B. gegen Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii,
Salmonella enterica und Escherichia coli wirken kann (Amer et al., 2005; Andrade et al.,
2006; Birmingham et al., 2006; Gutierrez et al., 2004; Ling et al., 2006; Singh et al., 2006).
Hingegen scheinen andere Bakterien und Parasiten, wie z.B. Francisella tularensis, Brucella
abortus, Porphyromonas gingivalis, Leishmania mexicana, Chlamydia trachomatis und
Coxiella burnetii, Autophagie mdglicherweise zu ,benutzen®, um ihre ,Replikationsnischen®
zu bilden (Al Younes et al., 2004; Celli et al., 2003; Checroun et al., 2006; Dorn et al., 2001;
Gutierrez et al., 2005; Pizarro-Cerda et al., 1998; Schaible et al., 1999). Die Frage, ob
Autophagie ein Abwehrmechanismus gegenuber einer Legionelleninfektion darstellt oder
vielmehr von den Bakterien fir ihre Zwecke ,missbraucht wird, ist momentan Gegenstand
intensiver Forschung. So zeigt z.B. eine Studie, dass es nach Legionelleninfektion von
Mausmakrophagen zu Induktion der Autophagie kommt, Legionellen jedoch die Reifung der
Autophagosomen (Verschmelzung mit dem Lysosom) verhindern bzw. verzégern, um sich
effizient vermehren zu kénnen (in Mausmakrophagen der ,empfanglichen® A/J-Maus). In

Mausmakrophagen mit funktionellem mNaip5 (resistent) hingegen kommt es zur rapiden
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Induktion der Autophagie und somit zur Limitation der bakteriellen Replikation (Amer and
Swanson, 2005).

Im Gegensatz zur Maus gibt es im humanen Genom nur drei /IRG Gene, die wahrscheinlich
nicht durch Interferone induzierbar sind. Aus diesem Grund wurde bisher vermutet, dass sie
beim Menschen keine Rolle bei der Vermittlung einer Wirtsresistenz spielen. Aktuelle
Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass zumindest auch das humane IRGM, das
Homolog zum murinen Irgm1, Autophagie zur Elimination intrazelluldrer Mycobakterien
induziert (Singh et al., 2006). Eine Rolle von IRGM und der beiden anderen humanen IRGs
bei der Restriktion auch anderer intrazellularer Pathogene kann somit angenommen werden.
Zusammenfassend bestehen erhebliche Wissensllicken bezlglich der (IFNB-vermittelten)
intrazellularen Resistenz. Eine zuklnftige Untersuchung der hier diskutierten und anderer
ISGs bzw. Mechanismen bei der (IFN-vermittelten) Resistenz gegenlber Legionellen und

anderen intrazellularen Pathogenen erscheint somit winschenswert.

6.1.4.2 Mechanismen der Naip-/Ipaf-vermittelten Legionellenrestriktion

Uber den Mechanismus der Restriktion der Vermehrung von L. pneumophila in humanen
Wirtszellen Gber Naip und/oder Ipaf kdnnen anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
keine tiefer gehenden Aussagen getroffen werden. Zwei Schlussfolgerungen kénnen jedoch
gemacht werden:

() Humanes Naip und Ipaf scheinen unabhangig voneinander wirken zu kdnnen. So
vermittelte Naip auch in Lungenepithelzellen, welche kein Ipaf exprimieren, eine Restriktion
der Flagellin-exprimierenden Legionellen.

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu ersten Untersuchungen in Mausmakrophagen, die
vermuteten, dass mNaip5 und mlpaf Komponenten des selben Signalweges sind, der einen
Caspase-1-abhangigen Zelltod aktiviert und so die Legionellenrestriktion vermittelt (Zamboni
et al.,, 2006). Allerdings zeigt eine aktuelle Studie, dass mNaip5 und mlpaf Uber zwei
unterschiedliche Mechanismen eine Legionellenrestriktion bewirkten (Lamkanfi et al., 2007).
So wurde gezeigt, dass die mlpaf-abhangige Hemmung der intrazellularen Vermehrung von
L. pneumophila in Mausmakrophagen Flagellin- und Caspase-1-abhangig, aber mNaip5-
unabhangig erfolgte. Im Gegensatz dazu war die mNaip5-abhangige Legionellenrestriktion
unabhangig von der Ipaf-vermittelten Caspase-1-Aktivierung.

(I1) Der Einfluss auf das intrazellulare Legionellenwachstum wird moglicherweise nicht, wie
urspriinglich vorgeschlagen (Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al., 2006),
Uber das Ausldsen eines Zelltods vermittelt. Darauf lassen die Daten des Zytotoxizitats-
Detektions-Assays schlieflen, welche keine Zunahme der LDH-Freisetzung (als Zeichen des

Zelltods) nach einer Infektion mit L. pneumophila Corby oder der entsprechenden Flagellin-
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Deletionsmutante anzeigten. AuRerdem wurde keine Beeinflussung der LDH-Freisetzung
durch das Ausschalten der bei der Restriktion beteiligten Gene Naip und Ipaf beobachtet.
Unterstutzt wird diese Hypothese durch aktuellen Untersuchungen in der Maus, welche eine
mipaf-vermittelte Zelltod-unabhangige und mNaip5-vermittelte Caspase-1- und Zelltod-
unabhangige Restriktion des L. pneumophila-Wachstums zeigten (Amer et al., 2006;
Lamkanfi et al., 2007). Die Diskrepanzen zwischen diesen Ergebnissen und den initialen
Studien, die eine Restriktion der Legionellenvermehrung durch Aktivierung eines Caspase-1-
abhangigen  Zelltods vermuteten, sind mdglicherweise  auf  unterschiedliche
Untersuchungssysteme zurlickzufiihren. In den initialen Studien wurden deutlich héhere
MOlIs zur Infektion benutzt. Zudem schliefien z.B. Zamboni und Kollegen nicht aus, dass die
beobachteten Effekte der Caspase-1 auch auf eine Zelltod-unabhangige proteolytische
Degradierung von Faktoren im Wirtszellzytosol zurlickzufiihren sind, welche maoglicherweise
wichtig fUr das intrazellulare Legionellenwachstum sind (Zamboni et al., 2006). Nach
Infektion von Mausmakrophagen mit Salmonella typhimurium konnte ebenfalls eine mipaf-
vermittelte Caspase-1-abhangige Aktivierung des Zelltods gezeigt werden (Franchi et al.,
2006; Miao et al.,, 2006). Dieser mlpaf- und Caspase-1-abhangige Zelltod nach
Salmonelleninfektion konnte auch von Amer und Kollegen nachvollzogen werden, die jedoch
in derselben Studie eine mipaf- und Caspase-1-abhangige, aber Zelltod-unabhangige
Restriktion der Legionellenvermehrung zeigten (Amer et al., 2006).

Ein weiteres Modell besagt, dass mNaip5 und mipaf nach Legionelleninfektion von
Mausmakrophagen die Phagosommaturierung (verstarkte Fusion der LCP mit dem
Lysosom) ausldésen und so zur lysosomalen Degradation der intraphagosomalen L.
pneumophila und zur Restriktion der Replikation flihren (Amer et al., 2006; Amer and
Swanson, 2005; Fortier et al.,, 2007). Die mlpaf-vermittelte Phagosommaturierung ist
Caspase-1-abhangig (Amer et al.,, 2006; Lamkanfi et al., 2007), der genaue
Wirkmechanismus wurde jedoch noch nicht aufgedeckt. Mdglicherweise werden durch die
aktivierte Caspase-1 bei der Formation und/oder dem Transport des LCP involvierte
Wirtszellproteine oder zur Bildung des LCP bendtigte bakterielle Faktoren prozessiert (Fortier
et al., 2007). Die mNaip5-vermittelte verstarkte Fusion des LCP mit dem Lysosom hingegen
ist wahrscheinlich Caspase-1-unabhangig (Lamkanfi et al., 2007) und wird eventuell tber
verstarkte Autophagy vermittelt (Amer and Swanson, 2005) (siehe auch 6.1.4.1). Ein weiterer
denkbarer Wirkmechanismus konnte z.B. eine direkte Interaktion von mNaip5 mit Proteinen
des Zytoskelettes oder mit den Rab-Proteinen sein, welche bereits in Zusammenhang
gebracht wurden mit der Bildung des LCPs (Fortier et al., 2007; Lu and Clarke, 2005).
Zudem scheint es moglich zu sein, dass mNaip5/Naip tUber die Hemmung der Caspase-3
und nachfolgende Aktivierung der Phagosommaturierung inhibierend auf die intrazellulare

Vermehrung der Legionellen wirkt. Dafur sprechen Untersuchungen, die zeigen konnten,
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dass Caspase-3 durch Naip inhibiert wurde (Maier et al., 2002), Caspase-3 essentiell fur die
Evasion der lysosomalen Fusion ist und Legionellen in Caspase-3-inhibierten Wirtszellen
schlechter replizierten (Molmeret et al., 2004b).

Zusammengefasst scheint die Kontrolle der intrazellularen Vermehrung von L. pneumophila
sehr viel komplexer zu sein als bisher angenommen und durch verschiedene, z.T. noch
unerforschte, Mechanismen bewirkt zu werden.

Die angeborene Resistenz gegenuber einer L. pneumophila-Infektion (und wahrscheinlich
auch anderer intrazelluldrer Bakterien) scheint insgesamt von Typ | IFN- und auch Naip- und
Ipaf- vermittelten Prozessen abzuhangen. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um zwei
unabhangige, zellautonome Abwehrmechanismen der angeborenen Immunantwort nach
Legionella pneumophila-Infektion, die beide fliir die Resistenz gegen Legionelleninfektionen
von Bedeutung sind. Daflr sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit, die zeigen, dass (I) die
IFNB-vermittelte Legionellenrestriktion Flagellin- und Naip-unabhangig erfolgt, (I) die Naip-
vermittelte Hemmung der Legionellenvermehrung jedoch Flagellin-abhangig ist. Unterstitzt
wird diese Hypothese durch aktuelle Studien, die zeigten, dass nach Legionelleninfektion
von Mausmakrophagen weder mNaip5 und mlpaf fir die Typ | IFN-Induktion noch die Typ |
IFN fir die mNaip5- und mlpaf-vermittelten Prozesse von Bedeutung waren (Coers et al.,
2007). Zudem konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte Legionellenvermehrung sowohl
in Mausmakrophagen mit nicht-funktionellem mNaip5 (aber intaktem IFNB-Signalweg) als
auch in IFNAR-,knock-out‘-Zellen (mit funktionellem mNaip5 und mlpaf) zu beobachten war
(Coers et al., 2007). Nichtsdestotrotz kbnnen Verbindungen zwischen den zwei ,Systemen®
nicht ausgeschlossen werden. So konnte kurzlich gezeigt werden, dass die Typ | IFN-
Antwort nach Francisella tularensis- und Listeria monocytogenes-Infektion essentiell war fir
die Aktivierung des Caspase-1-Inflammasom-vermittelten Zelltods (Henry et al., 2007).
Zusammengenommen bedarf es weiterer Untersuchungen beziglich der Wirkmechanismen
von IFNB und Naip und Ipaf und deren Interaktion.

Desweiteren deuten aktuelle Studien auf eine Bedeutung von Typ Il IFN, TNFa, Nramp1 und
antimikrobiellen Peptiden bei der angeborenen Resistenz gegenlber Legionellen hin
(Akamine et al., 2007; Peracino et al., 2006; Radtke and O'Riordan, 2006; Schiavoni et al.,
2004) und sollten deshalb ebenfalls in zukinftigen Uberlegungen und Untersuchungen zur

angeborenen intrazelluldren Resistenz gegenlber Legionellen mit einbezogen werden.
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6.2 Diskussion der eingesetzten Materialien und Methoden
6.2.1 Auswahl der Zelllinien

Obwohl bekannt ist, dass sich L. pneumophila als Erreger schwerer Pneumonien effizient in
humanen Lungenepithelzellen vermehren kann, die Uber 95% der Lungenoberflache
darstellen und direkt mit eindringenden Pathogenen interagieren kénnen (Gao et al., 1998b),
weil® man bisher wenig Uber diese Zellen als Effektorsystem der angeborenen Immunantwort
nach Legionelleninfektion. Aus diesem Grund wurde fir die Untersuchungen dieser Arbeit
die humane Alveolar Typ Il Epithelzelllinie A549 verwendet. Zudem wurde zur Bearbeitung
der zweiten Fragestellung (Rolle der humanen Orthologe Naip und Ipaf in der
Legionelleninfektion im Vergleich zu den in Mausmakrophagen beschriebenen mNaip5 und
mipaf) zur besseren Vergleichbarkeit mit den publizierten Ergebnissen zusatzlich die
humane Monozytenzelllinie THP-1 verwendet.

Bei beiden handelt es sich um etablierte Zelllinien, die Uber die ,Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH* erworben und auf Grund ihrer Tumorgenese Uber
lange Zeit ohne Probleme fur die in vitro Kultivierung verwendet werden kdnnen (Giard et al.,
1973; Tsuchiya et al., 1980). Fiur die Uberexpressionsexperimente wurden A549 Zellen
verwendet, da die cDNA-Transfektionseffizienz im Vergleich zu den THP-1 Zellen hier héher
(55%) ist. Im Gegensatz zur DNA-Transfektion lassen sich beide Zelllinien sehr gut mit
siRNAs transfizieren (Transfektionseffizienz > 90%).

Mit Hilfe von PMA kénnen monozytaren THP-1 Zellen zu Makrophagen-ahnlichen Zellen
ausdifferenziert werden, die mit primaren Makrophagen vergleichbare Eigenschaften
besitzen (Auwerx, 1991). Neben dem Einfluss auf die Differenzierung hat PMA jedoch auch
einen aktivierenden Effekt, so dass ein eventueller Einfluss auf die Versuchsergebnisse nicht
ausgeschlossen werden kann. Desweiteren sind, trotz der Praktikabilitat, mit Tumorzellen
gewonnene Ergebnisse generell kritisch zu betrachten, da veranderte biologische
Reaktionen im Verhaltnis zu primaren Zellen nicht auszuschlief3en sind. Aus diesen Griinden
wurden zentrale Versuche zur Rolle von humanem Naip und Ipaf in primdren humanen
Makrophagen verifiziert. Da diese Versuche schwer zu standardisieren (Unterschiede bei der
Gewinnung, Ausdifferenzierung und spenderspezifische Einflisse) und aus diesem Grund
hohere Versuchszahlen nétig sind, wurden nicht alle Experimente mit primaren
Makrophagen wiederholt. Fir zuklnftige Versuche ist zudem geplant, in A549 Zellen
gewonnene Ergebnisse zur Bedeutung der Typ | IFN in der Legionelleninfektion in primaren
humanen Makrophagen und eventuell auch in primaren humanen Lungenepithelzellen zu

bestatigen.
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6.2.2 Auswahl der Legionellenstamme

Von den 48 bekannten Legionella-Spezies verursacht die Spezies L. pneumophila 90% der
humanen Legionellosefélle (Marston et al., 1994; Doleans et al., 2004). Aus diesem Grund
wurde flr die Versuche der vorliegenden Arbeit L. pneumophila verwendet. Speziell kamen
dabei Wildtypstamme und daraus hergestellte Mutanten der Serogruppe 1 zum Einsatz, da
diese bei 95% der durch L. pneumophila hervorgerufenen Krankheitsfalle beteiligt ist
(Doleans et al., 2004). Da bekannt ist, dass L. pneumophila ein heterogenes Genom besitzt
und 10-14% der Gene Bakterienstamm-spezifisch sind (Cazalet et al., 2004), wurden
Grundbeobachtungen mit mehreren Wildtypstdmmen verifiziert. So wurde z.B. die IFNj-
Produktion von humanen Lungenepithelzellen nach L. pneumophila-Infektion mit drei
verschiedenen Wildtypstdmmen (130b, Corby, JR32) untersucht. Da hier keine wesentlichen
Unterschiede festzustellen waren, kann darauf geschlossen werden, dass es sich um
Spezies-spezifische und nicht Bakterienstamm-spezifische Ergebnisse handelt. Die weiteren
Experimente wurden daraufhin exemplarisch mit dem Wildtypstamm L. pneumophila 130b
durchgefuhrt, wobei die intrazelluldre Vermehrung der Legionellen und der Einfluss von IFNf
auf die Legionellenreplikation noch einmal mit einem zweiten Wildtypstamm (Corby) bestatigt
wurden. Im zweiten Teil der Arbeit zur Rolle von humanem Naip und Ipaf bei der
Legionelleninfektion wurden L. pneumophila Corby und JR32 eingesetzt, da hier spezifische
Flagellin- und Typ IVB Sekretionssystem-Deletionsmutanten zur Verfigung standen. Die im
Zusammenhang mit der Rolle von mNaip5 und mipaf bei der Legionelleninfektion von
Mausmakrophagen publizierten Untersuchungen in Mausmakrophagen wurden ebenfalls mit
dem Wildtyp L. pneumophila Corby und dazugehériger Mutante (Akamine et al., 2007) sowie
mit einem Weiteren (L. pneumophila Philadelphia) durchgefiihrt (Amer et al., 2006; Molofsky
et al., 2006; Ren et al, 2006). Zum Ausschluss des Einflusses des gewahlten
Wildtypstammes auf die gewonnen Ergebnisse ist zuklnftig eine Bestatigung von
SchlUsselexperimenten mit einer andere L. pneumophila Flagellin-Deletionsmutante

empfehlenswert.

6.2.3 Zytotoxizitats-Detektions-Assay
Beim Zytotoxizitats-Detektions-Assay wird die Aktivitat der Laktat-Dehydrogenase (LDH)

Uber die Menge des umgesetzten Substrats (Tetrazoliumsalz INT) in farbiges Formazan
quantifiziert. Dieses Enzym kommt praktisch in jeder Zelle gelst im Zytoplasma vor und wird
beim Verlust der Zellmembranintegritat, z.B. bei zerstorten bzw. sterbenden Zellen,
freigesetzt. Im Gegensatz zur traditionellen aber teuren und gefahrlichen Methode der
Messung der Freisetzung von radioaktiv gekennzeichneten Isotopen (*H und *'Cr) ist dieser

Assay schnell, einfach und gefahrlos durchzufiihren, dabei aber genauso prazise, denn die
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LDH-Freisetzung korreliert mit der *'Cr-Freisetzung (Decker and Lohmann-Matthes, 1988;
Korzeniewski and Callewaert, 1983). In der vorliegenden Arbeit wurde der Zelltod mit Hilfe
des Zytotoxizitats-Detektions-Assay Uberprift, da dieser ebenfalls in den Untersuchungen
zum Einfluss vom mNaip5 und mlipaf auf den Zelltod in Mausmakrophagen verwendet wurde
(Amer et al., 2006; Molofsky et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al., 2006). Im
gewahlten Versuchsaufbau muss jedoch kritisch angemerkt werden, dass die Messung der
LDH-Freisetzung eventuell nicht sensitiv genug gewesen ist. Da niedrige MOls bei der
Legionelleninfektion benutzt wurden, war auch nach 48 h nur ca. jede 20. Wirtszelle infiziert,
so dass eventuelle Unterschiede in der LDH-Freisetzung moglicherweise maskiert wurden.
Zur Bestatigung der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse waren demzufolge
weiterfuhrende Untersuchungen mit anderen, direkten Methoden (z.B. Durchflusszytometer-

basierte lebend/tot-Assays) ratsam.

6.2.4 RNAi- (,,RNA interference*) Experimente

RNAIi wurde erstmals beschrieben als posttranskriptionelles Ausschalten von Genen in
Pflanzen (Napoli et al., 1990). Das Prinzip ist die sequenzspezifische Degradierung von
MmRNA sowie ein negativer Einfluss auf die Translation durch dsRNA, die homolog zur
Zielsequenz ist. Aus zellularen dsRNAs wird durch Spaltung durch das Enzym Dicer siRNA
produziert und eine siRNA-Duplex gebildet. Diese Duplex wird anschlieBend durch eine
RNA-Helikase entwunden und in einen Komplex namens RISC (,RNA induced silencing
complex”) eingebaut. RISC leitet die ,sense“ siRNA via Sequenzspezifitat zur Ziel-mRNA,
was zur Spaltung der Ziel-mRNA und damit zur Hemmung der Expression des Zielgens fuhrt
(Mak, 2005). 2001 konnte erstmals gezeigt werden, dass synthetische 21 Basenpaare grofte
doppelstrangige siRNA (wie die in dieser Arbeit verwendeten siRNAs), die in Sdugetierzellen
transfiziert wurde, den Effekt der Dicer-Produkte imitierte (Elbashir et al., 2001b; Elbashir et
al., 2001a). Diese Methode hat sich in den letzten Jahren zu einer sehr guten
experimentellen Moglichkeit zur Untersuchung des Einflusses eines gezielten Ausschaltens
von Zielgenen entwickelt.

Auf Grund der Komplexitat dieser Methode ist die Gefahr von Artefakten jedoch relativ grof3,
so dass interne Kontrollen von grof3er Bedeutung sind. Zum Einen besteht die Méglichkeit
eines Einflusses auf das zu untersuchende Gen durch die gewahlte Transfektionsmethode
an sich und nicht durch die spezifische siRNA. Aus diesem Grund wurden immer auch
Versuche mit Zellen mit Kontroll siRNA, das heit mit Nonsense siRNA, durchgefihrt, um zu
bestatigen, dass in diesen Zellen kein Einfluss auf das Zielgen zu sehen ist. Um bei den
Vermehrungsversuchen eine Einfluss der Transfektion auf die Replikation von L.

pneumophila auszuschliellen, wurden in Vorabversuchen die Legionellenvermehrung in
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unbehandelten Zellen und Kontroll siRNA transfizierten Zellen verglichen und keine
Unterschiede festgestellt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass einige siRNAs Uber die
Aktivierung von TLR7 die Typ | IFN-Produktion induzierten (Hornung et al., 2005). Diese
unspezifische IFNB-Induktion kdnnte unabhangig vom Effekt der Expressionhemmung des
Zielgens einen negativen Einfluss auf die Legionellenvermehrung haben (wie diese Arbeit
zeigt). Aus diesem Grund wurde vorab auf mRNA- und Proteinebene mittels RT-PCR und
IFNB-ELISA ausgeschlossen, dass die verwendeten siRNAs zur IFNB-Produktion fuhrten.
Eine weitere Fehlerquelle liegt in den sogenannten ,off-target effects®. Dabei kommt es zur
Inhibition von Nicht-Zielgenen durch den ,antisense“ siRNA-Strang, da eine
Ubereinstimmung von 10 bis 14 Aminosauren fiir eine Bindung an die mRNA ausreichen
kann (nach Vortrag von Gunter Meister, TSIS 2007, Minchen). Um dies ausschliel’en zu
kénnen, wurde der Einfluss der verwendeten siRNAs auf die Expression des Nicht-Zielgens
IL-8 mit Uberprift. Dabei war zu sehen, dass es zu einer Hemmung der Expression der
Zielgene, nicht aber von IL-8 durch die verwendeten siRNAs kam. Im zweiten Teil dieser
Arbeit kann weiterhin von einem spezifischen Effekt der Naip und Ipaf siRNAs ausgegangen
werden, da kaum ein Einfluss auf die Vermehrung der Flagellin-Deletionsmutante zu sehen
war, wie es bei einem unspezifischen Effekt auf die Legionellenreplikation zu vermuten ware.
Zudem wurden die siRNA-Ergebnisse des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit durch
Uberexpressionsexperimente bestatigt. Zur Untermauerung der siRNA-Ergebnisse des
ersten Teils dieser Arbeit waren zukiinftig eventuell ebenfalls Uberexpressionsexperimente

empfehlenswert.
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6.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Mechanismen der zellautonomen
intrazelluldren angeborenen Immunabwehr gegen L. pneumophila-Infektionen in humanen
Zellen aufgezeigt: Zum Einen aktiviert die Legionelleninfektion eine IPS-1-IRF3
Signalkaskade und nachfolgend eine IFNB—Produktion, welche der Legionellenvermehrung
entgegenwirkt. Zum Anderen vermitteln Naip und Ipaf Uber die Detektion von Legionella-

Flagellin eine Restriktion der Legionellenvermehrung.

Dabei konnte gezeigt werden, dass die IFNB-Produktion humaner Lungenepithelzellen nach
einer Infektion mit L. pneumophila abhangig vom Typ IVB Sekretionssystem der Legionellen,
aber unabhangig von Flagellin ist. Zukinftig ware es interessant herauszufinden, welche L.
pneumophila-Struktur durch welchen Wirtsrezeptor erkannt wird und eine IFNB-Antwort
hervorruft. Auf Grund aktueller Publikationen sollte dabei v.a. die Hypothese einer
Erkennung von Legionellen-DNA Uber das zytosolische Wirtszellmolekil DAI/ZBP1 gepruift
werden (Stetson and Medzhitov, 2006; Takaoka et al., 2007). Auf’erdem sollten weitere
Substrate des Typ IVB Sekretionssystems Gegenstand zukulnftiger Untersuchungen sein,
deren Erkennung mdglicherweise Uber noch nicht charakterisierte zytoplasmatische
Rezeptormolekiile erfolgt oder die anderweitig die IFNB-Produktion der Wirtszellen
beeinflussen. Uber 30 Proteinsubstrate des L. pneumophila Typ IVB Sekretionssystems
wurden mittlerweile identifiziert. Wahrend flr einige einer Bedeutung fiur die
Legionellenreplikation aufgezeigt wurde (z.B. SdhA), ist die Funktion vieler anderer zum
grofRen Teil noch ungeklart (Laguna et al., 2006; Ninio and Roy, 2007).

In dieser Arbeit konnte ebenfalls demonstriert werden, dass Naip und Ipaf eine Restriktion
der Legionellenvermehrung in humanen Zellen vermitteln. Dieser Mechanismus ist jedoch im
Gegensatz zur IFNB-vermittelten Kontrolle der Replikation von L. pneumophila Flagellin-
abhangig. Fortfihrend ware es interessant zu untersuchen, ob Naip und Ipaf direkt als
Rezeptoren fur Legionella-Flagellin fungieren oder ob es sich um Adaptermolekile handelt
und Ubergeordnete, noch nicht charakterisierte Flagellin-Rezeptoren (zusatzlich zu dem hier
nicht beteiligtem TLR5) existieren. Zudem ware es interessant herauszufinden, ob es ein
Zusammenwirken der beiden Moleklle gibt oder ob es sich um zwei separate Mechanismen
handelt.

Von grollem Interesse ware weiterhin eine Erforschung der zugrundeliegenden
Mechanismen der in dieser Arbeit untersuchten Wege der Resistenzvermittiung.
Im Falle von IFN sollte zuerst ein Hauptaugenmerk auf ISGs gelegt werden, die durch eine

Bindung von IFNB an den IFNo/p-Rezeptor und der Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges
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induziert werden. Dabei wére es interessant herauszufinden, welche der ISGs nach einer
Infektion humaner Zellen mit L. pneumophila hochreguliert werden und ob diese eine Rolle
bei der Restriktion der Legionellenvermehrung spielen. Einige potentielle Kandidaten wurden
bereits in 6.1.4 diskutiert.

Ebenso gilt es zuklnftig die genauen Mechanismen der Naip- und Ipaf-vermittelten
Resistenz in humanen Zellen zu untersuchen. Besonders lohnenswert ware hierbei die
folgenden Hypothesen der Wirkungsweise von humanem Naip und Ipaf zu prifen: (I) einen
Einfluss auf die Phagosommaturierung, eventuell Gber (a) Autophagie, (b) Caspase-1- oder
(c) Caspase-3-Aktivierung oder (llI) eine Vermittlung eines Caspase-1-abhangigen oder -

unabhangigen Zelltods.

In den meisten Mausstammen verhindern potente angeborene Abwehrmechanismen
(mNaip5, mlpaf, Typ | und Typ Il IFN) eine Erkrankung der Maus nach Legionelleninfektion.
Mausstamme, in denen eines dieser Abwehrsysteme nicht funktioniert (wie z.B. das nicht-
funktionelle mNaip5 der A/J-Maus) zeigen eine stark abgeschwachte Resistenz gegenuber
Legionellen und erkranken nach Infektion mit L. pneumophila. Dies zeigt die groRe
Bedeutung dieser zellautonomen angeborenen  Abwehrmechanismen in  der
Legionelleninfektion. Im Gegensatz zu den meisten Mausstdmmen zeigen (zumindest einige)
Menschen trotz offensichtlich funktionellem Naip-, Ipaf- und IFN-Systems (Ergebnisse dieser
Arbeit) eine Empfanglichkeit fur Infektionen mit L. pneumophila, indem sie an dem akuten,
fiebrigen, aber selbstlimitierenden Pontiac-Fieber oder einer schweren Pneumonie, der so
genannten Legionarskrankheit, erkranken (Fraser et al.,, 1977; Glick et al.,, 1978).
Erkrankungen sowie Schweregrad sind zum Teil abhangig von Risikofaktoren wie Alter,
Rauchen, chronische Lungenerkrankungen, Krebs und Immunsuppression. Andererseits
treten auch bei gesunden unter 50 Jahre alten Personen schwere Formen der
Legionellenpneumonie auf (Falguera et al., 2001). Zusammengenommen lassen sich hieraus
mindestens zwei Hypothesen Uber die Grinde der ,Empfanglichkeit® mancher Menschen
gegenuber der Legionelleninfektion aufstellen: Zum einen ware es moglich, dass weitere,
noch nicht genau charakterisierte (angeborene) Abwehrmechanismen zur Resistenz der
Maus gegenuber der Legionelleninfektion beitragen, die im Menschen nicht oder nur
abgeschwacht funktionell sind (z.B. verfugen Mause Uber > 20 IRGs, Menschen nur Uber 3
IRGs; die Bedeutung der IRGs fur die Legionelleninfektion in der Maus und in Menschen ist
bisher nicht untersucht). Zum Anderen ist es vorstellbar, dass, ahnlich zu den verschiedenen
mNaip5-Allelen der C57BL/6- und A/J-Mause, Polymorphismen in Naip oder anderen Genen
der angeborenen Immunantwort in Menschen existieren und die Empfanglichkeit bzw.
Resistenz gegenuber der Legionelleninfektion und deren Auspragung (Pontiac-Fieber versus

Legionarskrankheit) mafgeblich beeinflussen. Ergebnisse Uber Polymorphismen in den
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PRR-kodierenden Genen tir4 und {fIr5, die mit einer Resistenz oder Empfanglichkeit
gegenuber Legionelleninfektion in Zusammenhang gebracht wurden, unterstitzen diese
Hypothese potentiell (Hawn et al., 2003; Hawn et al., 2005). In Anbetracht dessen ware es
sehr interessant, in zuklnftige Studien zu untersuchen, ob Variationen im humanen naip-
Gen existieren und ob diese die Empfanglichkeit fir Legionelleninfektionen und/oder die

verschiedenen Krankheitsbilder beeinflussen.

Noch einmal zusammengefasst zeigt die vorliegende Arbeit, dass bei der Kontrolle der
intrazellularen Vermehrung von L. pneumophila in humanen Zellen mindestens zwei
verschiedene Mechanismen der angeborenen Immunantwort beteiligt sind. Neben diesen
beiden Systemen scheinen jedoch weitere Resistenzmechanismen wichtig in der
Legionelleninfektion zu sein. So wurde auch fir IFNy, IFNy-abhangige Prozesse, TNFa,
Nramp1 und antimikrobielle Peptide eine Rolle bei der Restriktion der Legionellenreplikation
beschrieben oder vermutet (Akamine et al., 2007; Coers et al., 2007; Opitz et al., 2006b;
Peracino et al., 2006; Radtke and O'Riordan, 2006; Schiavoni et al., 2004). Fir das volle
Verstandnis dieser komplexen Resistenzmechanismen und der Bedeutung fur die L.
pneumophila-Infektion (und wahrscheinlich auch Infektionen durch andere intrazellulare
Bakterien) sollten zukunftige Arbeiten, auch im Hinblick auf eventuelle neue
Therapieansatze, auf diese und weitere Wege der angeborenen Immunabwehr und das
mogliche Zusammenspiel dieser Faktoren fokussieren.

In jedem Fall sind weitere Versuche im humanen System zur Vervollstdndigung des
fragmentarischen Wissens Uber die angeborene Immunantwort, speziell auf intrazellulare
Bakterien, unumganglich, da (,knock-out®-) Mausstudien zwar einen einmaligen Beitrag zum
Verstandnis biologischer Prozesse leisten, viele Abwehrmechanismen des Immunsystems

sich aber betrachtlich zwischen Mensch und Maus unterscheiden.
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7 Zusammenfassung / Summary

7.1 Zusammenfassung

Nicht-TLR-abhangige Mechanismen der angeborenen Immunantwort auf Legionella

pneumophila in humanen Wirtszellen

Eindringende Pathogene, wie z.B. das fakultativ intrazelluldre Gram-negative Bakterium
Legionella pneumophila, werden durch das wirtseigene angeborene Immunsystem bekampft.
Dieses erkennt Mikroorganismen mittels sogenannter mustererkennender Rezeptoren, wie
z.B. den Toll-like Rezeptoren (TLRs), und initiilert nachfolgende Abwehrmechanismen.
Aktuelle Studien zeigen eine entscheidende Bedeutung von Typ | Interferonen in bakteriellen
Infektionen an. Darlber hinaus demonstrieren genetische Studien in verschiedenen
Mausstammen, dass verschiedene Allele des Nod-like Rezeptor mnaip5-Gens entscheidend
die Resistenz oder Empfanglichkeit von Mausmakrophagen — sowie davon abhangig von
Mausen in vivo - gegenuber der L. pneumophila-Infektion beeinflussen. Wahrend also
insgesamt in den meisten Mausstdmmen leistungsfahige angeborene Abwehrmechanismen
eine Resistenz gegenlber L. pneumophila-Infektionen vermitteln, kénnen Menschen
schwere Pneumonien nach einer Legionelleninfektion entwickeln.

In dieser Arbeit wurden zwei Mechanismen der TLR-unabhangigen angeborenen
intrazellularen Resistenz gegenuber L. pneumophila untersucht (siehe Abbildung 7.1-1). Es
konnte zum Einen gezeigt werden, dass Legionellen-infizierte Lungenepithelzellen abhangig
vom Typ IVB Sekretionssystem der Legionellen sowie der Wirtszellproteine IPS-1 und IRF3
IFNB produzierten. Endogen produziertes oder exogen zugegebens IFNp fihrte zu einer
Restriktion der intrazellularen Legionellenvermehrung. Zum Anderen konnte mittels ,knock-
down“- und Uberexpressionsexperimenten gezeigt werden, dass eine Erkennung von
Legionellen-Flagellin durch die Wirtszellmolekiile Naip und Ipaf in humanen Makrophagen
und Lungenepithelzellen ebenfalls zu einer zellautonomen Abwehr gegenuber L.
pneumophila fuhrte.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Existenz zweier funktionsfahiger
Rezeptor-vermittelter aber  TLR-unabhangiger = Mechanismen der  angeborenen
Immunabwehr gegen Legionella pneumophila in humanen Zellen an, die zu einer (partiellen)
Restriktion der Legionellenreplikation fihren. In zuklnftigen Studien bleibt zu klaren, ob
Polymorphismen in diesen Abwehrsystemen oder Unterschiede in zusatzlichen
Immunmechanismen die unterschiedliche Empfanglichkeit von (den meisten) Mausen und

dem Menschen begrinden.
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Abbildung 7.1-1: Zusammenfassung der in der Arbeit untersuchten angeborenen Abwehrmechanismen
gegen eine L. pneumophila-Infektion in humanen Zellen
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7.2 Summary

TLR-independent innate defence against Legionella pneumophila in human host cells

The innate immunity is the first line defence against invading pathogens, such as the
facultative intracellular, Gram-negative bacterium Legionella pneumophila. It senses
microorganisms by so-called pattern recognition receptors, e.g. Toll-like receptors (TLRs),
and initiates subsequent defence mechanisms. Recent studies indicated an important role of
type | interferons in bacterial infections. Moreover, genetic studies in different mice strains
demonstrated that different alleles of the Nod-like receptor gene mnaip5 determine whether
macrophages restrict or support intracellular replication of L. pneumophila and whether a
mouse is resistant or susceptible to Legionella infection. While in most mice strains powerful
innate immune mechanisms mediate resistance to Legionella infection, humans can develop

severe pneumonia.

In this study two mechanisms of the TLR-independent innate intracellular resistance against
L. pneumophila were examined (see figure 7.2-1). On the one hand it was shown that
Legionella infected lung epithelial cells produced IFNB dependent on the Legionella type IVB
secretion system and the host cell proteins IPS-1 and IRF3. Endogenously produced IFNf or
exogenously added IFNQ restricted the intracellular Legionella replication. On the other hand
knock-down and overexpression experiments demonstrated that recognition of Legionella
flagellin by the host cell molecules Naip and Ipaf also induced cell autonomous resistance

against L. pneumophila in human macrophages and lung epithelial cells.

Taken together the results of this work indicate the existence of two functional, receptor-
mediated but TLR-independent innate immune mechanisms which result in (partial) growth
restriction of Legionella in human cells. In future studies it might be interesting to examine
whether polymorphisms in genes involved in these defence systems or differences in
additional immune mechanisms are responsible for the different susceptibilities of (most)

mice strains and humans.
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Figure 7.2-1: Summary of the examined innate defence mechanisms against L. pneumophila in human
cells.
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