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1 Einleitung

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor Infektionen mit Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten. Bei hohe-
ren Vertebraten wird die angeborene Immunantwort (,,innate immunity) von der erworbenen Immunitit (,,adap-
tive immunity“) unterschieden (Janeway, Jr., 1989). Das erworbene Immunsystem bildete sich vor ca. 450 Milli-
onen Jahren aus. Es erlaubt die Wiedererkennung von Pathogenen bei darauffolgenden Infektionen und bot
damit einen Selektionsvorteil. Die phylogenetisch altere angeborene Immunitét, von der Formen in allen mehr-
zelligen Organismen und Pflanzen zu finden sind, blieb jedoch erhalten (Hoffmann et al., 1999). Die angeborene
Immunitét spielt auch bei hoheren Vertebraten eine Schliisselrolle in der initialen Infektionsabwehr und steuert
die darauffolgende erworbene Immunantwort. Obwohl die letzten 10 Jahre wesentliche Fortschritte im Ver-
stindnis des angeborenen Immunsystems erbachten, blieben viele Mechanismen, z.B. zur Erkennung und Ab-

wehr intrazelluldrer Mikroorganismen, noch unvollstdndig verstanden.

1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem erkennt und bekdmpft eindringende Pathogene sofort. Abhéngig vom Ort des
Pathogen-Wirtkontaktes und der Art der Mikroorganismus werden die Krankheitserreger schon oberflachlich von
Epithelzellen oder ortsanséssigen Makrophagen und dendritischen Zellen erkannt (z.B. S. pneumoniae in den
normalerweise sterilen unteren Atemwegen) und/oder werden zum Teil erst nach Invasion bzw. Uberwindung
der Epithelbarriere von Epithelzellen, Makrophagen oder dendritischen Zellen detektiert (z.B. Shigella flexneri
in dem mit Kommensalen besiedelten Darm) (Akira et al., 2006;Meylan et al., 2006;0pitz et al., 2007¢;Opitz et
al., 2007a;Sansonetti, 2004). Darauffolgend werden extrazelluldre Mikroorganismen z.B. durch sofort produzier-
te antimikrobielle Peptide bekdmpft (Hancock and Sahl, 2006) oder (z.T. abhéngig vom Komplementsystem)
phagozytiert (Blander and Medzhitov, 2006a). Intrazelluldre Mikroorganismen werden u.a. durch zellautonome,
intrazelluldre angeborene Abwehrmechanismen bekdmpft (Radtke and O'Riordan, 2006). Dariiber hinaus werden
inflammatorische Zytokine, Interferone und Chemokine von Makrophagen, dendritischen Zellen sowie Epithel-
und ggf. Endothelzellen (z.B. nach Eindringen der Pathogene in das Geféfsystem) produziert. Diese Mediatoren
sind an der Regulation der angeborenen intrazelluliren Resistenzmechanismen sowie an der Produktion von
antimikrobiellen Peptiden beteiligt und steuern eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und anderen
Immunzellen, die zur weiteren angeborenen Immunantwort beitragen. Diese Reaktionen kénnen ausreichen, um
eine Ausbreitung der Infektion zu verhindern. Anderenfalls steuern insbesondere die dendritischen Zellen durch
Antigenprésentation auf Haupthistokompatibilitdtsantigenen (,,major histocompatibility complex 11", MHC II),
durch die Expression kostimulierender Molekiile sowie durch die Sekretion weiterer inflammatorischer Mediato-
ren eine verzogert einsetzende adaptive Immunantwort (Hoebe et al., 2004;Iwasaki and Medzhitov, 2004). Im
Folgenden soll insbesondere auf die initiale Erkennung der Mikroorganismen durch den Wirt genauer eingegan-

gen werden.



1.1.1 Mustererkennende Rezeptoren

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems erfolgt z.B. nach Erkennung von Mikroorganismen durch
keimbahnkodierte Rezeptoren. Einerseits kodiert nur eine Minderzahl der auf ca. 23.000-26.000 geschétzten
Gene des menschlichen Genoms Proteine des Immunsystems (Lander et al., 2001;Venter et al., 2001). Anderer-
seits ist die Gruppe der mikrobiellen Pathogene sehr heterogen und weist eine hohe Mutationsrate auf. Charles
Janeway entwickelte das Konzept der Erkennung von hoch konservierten, mikrobiellen Molekiilen, den Patho-
gen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), durch eine begrenzte
Anzahl von mustererkennenden Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) (Janeway, Jr., 1989). Das
Prinzip der Pathogenerkennung des angeborenen Immunsystems unterscheidet sich somit grundsétzlich von der
Aktivierung des erworbenen Immunsystems, bei dem durch somatisches Genrearrangement der Antigenrezepto-

ren eine Erkennung von Myriaden von verschiedenen Antigenen erfolgen kann.

Das Konzept von Janeway besitzt weiterhin fast uneingeschrankte Giiltigkeit, auch wenn heutzutage davon aus-
gegangen wird, dass nicht ausschlieflich Pathogen-assoziierte Molekiile eine angeborene Immunreaktion hervor-
rufen kdnnen. So kdnnen auch Molekiile von nicht-pathogenen Mikroorganismen durch PRRs erkannt werden.
Deshalb hat sich alternativ zum Ausdruck PAMP auch die Bezeichnung MAMP (microbe-associated molecular
pattern) etabliert. Dariiber hinaus scheinen einige endogene Molekiile, welche bei Entziindungsreaktionen oder
anderen pathologischen Bedingungen freigesetzt werden (sogenannte Gefahr-assoziierte molekulare Muster,
danger-associated molecular patterns, DAMPs), ebenfalls von PRRs erkannt zu werden. Beispiele fiir
PAMPs/MAMPs sind bakterielle Zellwandbestandteile, wie Lipopolysaccharide, Lipoteichonsduren, Pepti-
doglykane und bakterielle Lipopeptide, mikrobielle Nukleinsduren sowie bakterielles Flagellin, wihrend (freige-
setzte) endogene Nukleinsduren, ATP, Mrp8, Mrpl4 und HMGBI zu den DAMPs gezéhlt werden konnen
(Akira et al., 2006;Meylan et al., 2006).

Die Pathogenerkennung erfolgt durch 16sliche, membranstéindige oder intrazelluldire PRRs: Zu den 16slichen
PRRs gehoren z.B. das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) und das Mannan-bindende Lektin (MBL).
Membranstindige PRRs umfassen die Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die C-type Lektin Rezeptoren (CLRs).
Zu den erst kiirzlich identifizierten intrazelluldren PRRs gehoren die NOD-like Rezeptoren (NLRs), die RIG-like
Rezeptoren (RLRs) sowie (moglicherweise) das Z-DNA-bindende Protein 1 (ZBP1, auch DLM-1 oder DAI
genannt) (Akira et al., 2006;Beutler et al., 2007;Fritz et al., 2006;Kanneganti et al., 2007b;Meylan et al.,
2006;Robinson et al., 2006;Takaoka et al., 2007;Yoneyama and Fujita, 2007;Zweigner et al., 2006). Diese PRRs
steuern viele der oben beschriebenen angeborenen Abwehrmechanismen. Losliche PRRs konnen z.B. eine besse-
re Erkennung von PAMPs durch membranstindige PRRs oder eine Komplementaktivierung vermitteln. Viele
membranstidndige und zytosolische PRRs aktivieren hingegen Signalkaskaden und (I) eine nachfolgende
Transkription von inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, antimikrobiellen Peptiden und kostimulatorischen
Oberflachenmolekiilen, (II) eine Expression von Typ I IFNs und IFN-abhéingigen Genen, und (III) eine post-
translationelle Zytokinenregulation. Etwas weniger im Mittelpunkt der Forschung der letzten Jahre stand die
Bedeutung der PRRs fiir die Steuerung eines programmierten Zelltods (IV), von Phagozytose (V), einer Phago-
somenmaturierung (VI), von Antigenprésentation auf MHC II-Molekiilen (VII) sowie von zellautonomen ange-
borenen Abwehrmechanismen gegeniiber intrazelluldren Mikroorganismen (VIII). So existieren deutliche Hin-
weise darauf, dass diese zelluliren Prozesse ebenfalls durch einige transmembrandre und intrazelluldre PRRs

aktiviert zu werden scheinen (siche unten).



1.1.1.1 Toll-like Rezeptoren

Die TLRs sind evolutiondr konserviert und finden sich wahrscheinlich in allen mehrzelligen Organismen. Sie
sind benannt nach dem Toll-Protein (dToll), welches erstmalig in Drosophila melanogaster als ein fiir die dorso-
ventrale Polarisation der Ontogenese entscheidendes Gen identifiziert wurde (Anderson et al., 1985). Gay und
Keith entdeckten Sequenzhomologien zwischen den zytoplasmatischen Doménen von dToll und des humanen
Interleukin-1 Rezeptors (IL-1R) (Gay and Keith, 1991). Uber diese intrazelluliren Toll-IL-1R (TIR)-Domiinen
aktivieren der IL-1-Rezeptor sowie das dToll-Protein Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der Nukledren Faktor-kB (NF-kB)-Familie fiihren (Lemaitre et al., 1996). NF-«xB-
Transkriptionsfaktoren nehmen Schliisselrollen in der Regulation von inflammatorischen Genen ein (Ghosh and
Karin, 2002). Die Bedeutung von dToll und verwandten Proteinen fiir die angeborene Immunantwort in Dro-

sophila war damit erstmalig erkannt und beschrieben.

Medzhitov et al. fanden 1997 das erste humane dToll-Homolog (Medzhitov et al., 1997), welches spiter als
Toll-like-Rezeptor (TLR)4 benannt wurde. Sie zeigten, dass konstitutiv-aktive TLR4-Mutanten NF-kB-
abhingige Gene fiir verschiedene Zytokine und kostimulierende Molekiile aktivierten und wiesen so auf deren
Bedeutung fiir die angeborene Immunitit im Menschen hin. Inzwischen sind 10 TLRs im Menschen identifiziert
worden. TLRs sind transmembranédre Proteine, welche an der Zelloberflache (TLR1, -2, -4-6, -10) oder in endo-
somalen Membranen (TLR3, -7-9) lokalisiert sind (Abb. 1). Sie besitzen Leuzin-reiche Doménen (,,leucin-rich
repeats), welche nach extrazelluldr oder intraendosomal gewandt sind und der Ligandenerkennung dienen.

Ausserdem besitzen sie die intrazelluldren TIR-Doménen (Akira and Takeda, 2004a;Beutler et al., 2007).

Fiir die meisten TLRs mit Ausnahme von TLR10 konnten Liganden identifiziert werden: So erkennt TLR2 zu-
sammen mit TLR1 oder TLR6 u.a. bakterielle tri- oder diazetylierte Lipopeptide sowie das Zymosan von Hefen
(Aliprantis et al., 1999;Schwandner et al., 1999;Takeuchi et al., 2001;Takeuchi et al., 2002;Underhill et al.,
1999a;Underhill et al., 1999b). TLR3 und TLR7/8 detektieren virale doppelstringige (ds) oder einzelstringige
(ss, single stranded) RNA (Alexopoulou et al., 2001;Diebold et al., 2004;Heil et al., 2004), TLR4 ist der Rezep-
tor fiir Lipopolysaccharide (LPS) von Gram-negativen Bakterien (Poltorak et al., 1998) und erkennt wahrschein-
lich auch einige virale Proteine sowie mdglicherweise endogene Faktoren, wie “heat shock”-Proteine und Fibri-
nogen (Beutler, 2007). TLR5 erkennt extrazelluldres bakterielles Flagellin (Hayashi et al., 2001), und TLR9
virale und bakterielle CpG-DNA (Hemmi et al., 2000). Dariiber hinaus fungieren u.a. die Molekiile CD14 und
CD36 als Ko-Rezeptoren fiir TLR4 und/oder TLR3 und TLR2 (Hoebe et al., 2005;Lee et al., 2006;Wright et al.,
1990). Im Unterschied zum guten Verstdndnis der Aktivatoren vieler TLRs blieb die Frage der Erkennung von

Lipoteichonsduren (LTAs) und verwandten Glykolipiden lange Zeit nicht vollstidndig geklart (siche unten).
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Abb. 1: Uberblick iiber die 10 humanen TLRs. *Die MyD88-abhéngige IRF(5/7)-Aktivierung scheint nur in den

TLR7-9-stimulierten Signalwegen funktionell zu sein.

Die TLR-aktivierte Signaltransduktion hidngt von der Rekrutierung der vier Adaptermolekiile MyD88, Mal,
TRIF und TRAM ab (Akira and Takeda, 2004b;O'Neill and Bowie, 2007). Alle TLRs mit Ausnahme von TLR3
aktivieren eine MyD88-abhdngige Signalkaskade, an der die Signalmolekiile IRAK1/4, TRAF6, TAK1 und
IKKB/y beteiligt sind. Sie miindet in einer NF-kB-abhidngigen, inflammatorischen Genexpression. Dariiber hin-
aus werden verschiedene ,,mitogen-associated protein kinases (MAPKs), wie z.B. p38, ERK und JNK, aktiviert.
Im Gegensatz zur NF-kB- und MAPK-Aktivierung induzieren nur einige TLRs zusétzlich eine von den IRF-
Transkriptionsfaktoren (z.B. IRF3 und IRF7) abhingige Expression von Typ I Interferonen (IFN) und nachfol-
gend von IFN-abhédngigen Genen (sieche unten): So aktivieren TLR3 und TLR4 iiber die Molekiille TRIF,
TRAF3, TBK1/IKKi die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7. TLR7-9 steuern die Typ I IFN-Expression iiber
eine MyD88-IRAK1/4-TRAF6-IKKa-IRF7/5-Signalkaskade (Akira and Takeda, 2004b;O'Neill and Bowie,
2007). Kiirzlich wurde mit SARM ein fiinftes TIR-Dominen enthaltendes Adaptermolekiil identifiziert, welches
die TRIF-abhéngige Signaltransduktion negativ zu regulieren scheint (Carty et al., 2006).

Insgesamt regulieren die TLRs neben der Expression von NF-kB- und IRF-IFNo/B-abhéngigen Genen noch
weitere Aktivititen. So scheinen die TLRs (1.) Autophagie steuern zu kdnnen, einen zelluliren Homdostase-
/Abwehrmechanismus bei dem Teile des Zytoplasma, intrazelluldre Organellen oder Pathogene von einer cha-
rakteristischen Doppelmembran-Vakuole umschlossen und dem Lysosomen zugefiihrt werden (Sanjuan et al.,
2007;Xu et al., 2007). Dartiber hinaus kann unter bestimmten Umstédnden die TLR-Aktivierung zu (2.) verschie-
dene Arten von programmierten Zelltod (Aliprantis et al., 1999;Aliprantis et al., 2000;Salaun et al., 2007) und
(3.) moglicherweise zu einer Phagosomenmaturierung (Blander and Medzhitov, 2004;Yates and Russell, 2005)
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sowie (4.) zu MHC-abhéngigen Antigenprdsentationen (Blander and Medzhitov, 2006b;West et al., 2004) bei-
tragen. Zusammengenommen spielen die TLRs eine Schliisselrolle in der Immunatwort gegeniiber unterschiedli-

chen Pathogenen.

1.1.1.2 NOD-like Rezeptoren

Wihrend die groBe Bedeutung der TLRs fiir die (angeborene) Immunantwort als gesichert galt und weiter gilt,
deuteten verschiedene Beobachtungen auf die Existenz und wichtige Funktion intrazelluldr lokalisierter PRRs
hin. So zeigten Studien von Dana Philpott/Stephen Girardin, dass nur invasive S. flexneri, nicht aber nicht-
invasive Shigellen, eine NF-kB-abhéngige IL-8-Produktion in Epithelzellen auslosten (Philpott et al., 2000), und
dass diese Wirtszellantwort abhingig von dem intrazelluliren PRR NOD1 war (Girardin et al., 2001). Inzwi-
schen sind 22 NLRs in der Maus bzw. im Menschen identifiziert, und zum Teil funktionell charakterisiert wor-

den (Abb. 2).

NLRs weisen Strukturdhnlichkeiten mit einer Untergruppe der R-Proteine (,resistance proteins®) der Pflanzen
auf. Sie bestehen aus zentralen ,,nucleotide-binding oligomerization® (NOD)-Doméinen, C-terminalen LRR-
Domaénen, welche wahrscheinlich der Ligandenerkennung dienen, sowie aus N-terminalen Effektor bindenden
Doménen (Fritz et al., 2006;Kanneganti et al., 2007b;Ting et al., 2006). Diese Effektor-Doménen dienen der
Bindung von Signalmolekiilen und der Aktivierung von Signalkaskaden. Da wunterschiedliche NLR-
Untergruppen entweder z.B. CARDs (caspase recruitment domains), PYDs (pyrin domains) oder BIRs (baculo-
virus inhibitor of apoptosis repeats) als Effektor-Doménen exprimieren, aktivieren unterschiedliche NLRs auch

verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden und nachfolgend unterschiedliche Wirtszellantworten.

Zu den zuerst identifizierten und am besten charakterisierten NLRs gehéren NOD1 und NOD2 (Bertin et al.,
1999;Hugot et al., 2001;Inohara et al., 1999;0gura et al., 2001a;0gura et al., 2001b). Beide Molekiile exprimie-
ren eine CARD-Doméne und erkennen intrazelluldr bakterielles Peptidoglykan. Wéahrend NOD1 durch meso-
Diaminopimelinsédure enthaltende Peptidoglykanfragmente aktiviert wird, welche v.a. (aber nicht ausschlieBlich)
in Gram-negativen Bakterien vorkommen, erkennt NOD2 das Muramyldipeptid (MDP) MurNAc-L-Ala-D-
isoGlIn, welches in allen Peptidoglykanen enthalten ist (Chamaillard et al., 2003;Girardin et al., 2003a;Girardin
et al., 2003b;Inohara et al., 2003). Sowohl NOD1 als auch NOD?2 aktivieren (1.) liber die Kinase Rip2 den IxB-
Kinasekomplex (IKK) und nachfolgend NF-kB sowie (2.) iiber das Adaptermolekiil CARD9 die JNK MAPK
(Chin et al., 2002;Hsu et al., 2007;Kobayashi et al., 2002). NF-kB und MAPK steuern nachfolgend die Produk-
tion von proinflammatorischen Zytokinen, antimikrobiellen Peptiden sowie von Chemokinen, wie z.B. IL-8.
Zusétzlich zu diesen inflammatorischen Kaskaden scheinen NOD1 und NOD2, unter bestimmten Umstidnden,
abhéngig von Caspase-8 und Caspase-9, Apoptose induzieren zu konnen (Da Silva et al., 2007;Inohara et al.,
1999). Wihrend also die NOD1/2-aktivierenden PAMPs und einige NOD1/2-stimulierten Hauptsignaltransduk-
tionen charakterisiert wurden, blieb die Bedeutung von NOD1 und NOD?2 fiir die Infektion von verschiedenen

Wirtszellen mit intakten Bakterien sowie weitere Aspekte der Signaltransduktion weiterhin wenig verstanden.
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Aktivatoren:

NOD1 mDAP-PGN

NOD2 MDP (PGN)

NOD3 CARD 2] ?

NOD4 CARD 2] ?

Ipaf Flagellin

NLRX1 2 ?

Nalp1 B. anthracis LF

Nalp2 ?

Nalp3 mikrobielle RNA, MDP,

Toxine Gram-positiver
Bakterien, ATP,
Harnsdurekristalle u.a.

Nalp4-14 ?

mNAIPS Flagellin

(DC)CIITA

Abb. 2: Uberblick iiber die Struktur der 22 humanen NLRs und ihre Aktivatoren (soweit bekannt). LT, Letali-
tats-Faktor; mDAP, meso-Diaminopimelinsdure; PGN, Peptidoglykan

Ein zusédtzliches CARD enthaltendes NLR-Molekiil ist Ipaf (CARD12, CLAN). Es konnte gezeigt werden, dass
mlpaf intrazelluldr und unabhéngig von TLR5 Salmonellen- und Legionellen-Flagellin erkennt (Amer et al.,
2006;Franchi et al., 2006;Mariathasan et al., 2004;Miao et al., 2006;Zamboni et al., 2006). Andere Studien zeig-
ten zudem auch eine von Ipaf abhingige Wirtszellaktivierung durch nicht-flagellierte Shigellen (Suzuki et al.,
2007) sowie durch LPS und Peptidoglykan (Damiano et al., 2004). Das deutet darauf hin, dass Ipaf moglicher-
weise nicht im wortlichen Sinne einen PRR selbst darstellt, sondern als nachgeschaltes Adaptermolekiil eines
noch zu identifizierenden PRRs fungiert. Die Aktivierung von Ipaf in Mauszellen fiihrt wahrscheinlich unter
Beteiligung von ASC zu einer Caspase-1-abhéngigen Prozessierung von pro-IL-13 und zu einer Sekretion von
reifem IL-1p (Franchi et al., 2006;Mariathasan et al., 2004;Miao et al., 2006;Zamboni et al., 2006). mIpaf kann
zudem (ASC-unabhingig) einen Caspase-1-abhidngigen programmierten inflammatorischen Zelltod (Pyroptosis)
aktivieren (Suzuki et al., 2007;Zamboni et al., 2006), und moglicherweise Autophagie inhibieren (Schmid and
Munz, 2007;Suzuki et al., 2007). AuBlerdem wurde beschrieben, dass mlpaf und Caspase-1 eine Phagosomenma-
turierung und nachfolgend ein lysosomales Abtéten von intraphagosomalen Legionella in Mauszellen stimulier-

ten kann (Amer et al., 2006).

Ein weiteres wichtiges NLR-Molekiil fiir die angeborene intrazelluldre Abwehr von L. pneumophila in Maus-
makrophagen ist das BIR-Domédnen enthaltende mNAIPS (Bircle): In Maéusen entscheiden verschiedene
NAIP5/Bircle-Allele, ob Makrophagen eine intrazelluldre Vermehrung von L. pneumophila erlauben oder be-

hindern, und ob die Maus (moderat) empfianglich oder resistent gegeniiber einer Legionellen-Infektion ist (Diez
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et al., 2003;Wright et al., 2003). In resistenten Mausstimmen scheint ein funktionelles NAIP5 die Erkennung
von Legionellen-Flagellin und eine Restriktion der Legionellen-Vermehrung zu vermitteln (Derre and Isberg,
2004;Molofsky et al., 2006;Ren et al., 2006;Zamboni et al., 2006). Als zugrundeliegende Mechanismen werden
ein von der Caspase-1 abhingiger Zelltod (Pyroptose) (Molofsky et al., 2006b;Zamboni et al., 2006), Einfliisse
von NAIPS auf die Maturierung des Legionellen enthaltenen Phagoendosomens (Fortier et al., 2007) sowie Au-
tophagie (Amer and Swanson, 2005) diskutiert. Im Gegensatz zur Resistenz der meisten Mausstimme gegeniiber
einer Legionellen-Infektion unterstiitzen humane Makrophagen und Lungenepithelzellen eine intrazelluldre L.
pneumophila-Vermehrung. Menschen konnen zudem das grippeartige Pontiac-Fieber oder schwere Pneumonien
(Legionnaires-Krankheit) nach einer Legionellen-Infektion entwickeln. Diese Unterschiede in der Empfénglich-
keit von Maus und Mensch warf die Frage auf, ob humane, zu murinem NAIP5 und Ipaf orthologe Proteine

ebenfalls in der Lage sind, die intrazellulidre Legionellenreplikation zu hemmen.

Die 14 Mitglieder der Nalp-Untergruppe der NLRs sind durch PYD-Doménen charakterisiert. Nalp1-3 und
wahrscheinlich auch noch weitere Nalps bilden zusammen mit ASC und der Caspase-1 Inflammasome genannte
Multiproteinkomplexe (Martinon et al., 2002). Sie reagieren auf unterschiedliche PAMPs und DAMPs: So
scheint das Nalp1-Inflammasom durch MDP und den B. anthracis-Letalitdts-Faktor aktiviert zu werden (Boyden
and Dietrich, 2006;Faustin et al., 2007). Das Nalp3 (Cryopyrin)-Inflammasom vermittelt eine Caspase-1-
Aktivierung und nachfolgende IL-1p3-Sekretion z.B. nach Stimulation mit bakterieller RNA, MDP, LPS, Gicht-
assoziierten Harnsdurekristallen, ATP und bakteriellen Toxinen sowie bei einer S. aureus-Infektion (Kanneganti
et al., 2006;Kanneganti et al., 2007a;Mariathasan et al., 2006;Martinon et al., 2004;Martinon et al., 2006). Ahn-
lich wie fiir Ipaf diskutiert, gilt auch fiir die Nalps, dass ihre Aktivierung durch die sehr unterschiedlichen
PAMPs und DAMPs auf eine Adaptermolekiil-Funktion und weniger auf eine Rezeptor-Funktion hindeutet. Die
Nalp3-Inflammasom-Aktivierung durch mikrobielle Produkte und ATP wurde allerdings als TLR-unabhéngig
beschrieben (Kanneganti et al., 2007a). Nalp1l- und Nalp3-Stimulationen scheinen hingegen von einem Anstieg
der intrazelluliren K'-Konzentration abzuhiingen, welche entweder durch Bindung von ATP an den P2X;-
Receptor oder direkt durch Porenbildung infolge bakterieller Toxine hervorgerufen werden kann. Die Nalp3-
Aktivierung durch bakterielle Molekiile plus ATP scheint auBerdem von der nachfolgenden Passage der Bakteri-
enkomponenten durch grofle Pannexin-1-abhidngige Poren sowie von SGT und Hsp90 abzuhédngen (Kanneganti
et al., 2007a;Mayor et al., 2007). Die Aktivatoren und Funktionen vieler weiterer Nalps ist bisher nicht unter-

sucht worden.

Zusitzlich zu den oben erwdhnten CARD-, BIR- oder PYD-Domiénen enthaltenen NLRs wurde kiirzlich das
NLR-Molekiil NLRX1 (auch NOD9 genannt) beschrieben, welches eine putative Mitochondrienlokalisationsse-
quenz anstatt der bekannten Effektordoménen zu exprimieren scheint (Moore et al., 2008;Tattoli et al., 2008).
Waihrend potentielle Liganden oder Aktivatoren von NLRX1 noch nicht bekannt sind, scheint NLRX1 zum
Einen die IFNo/p-Wirtszellantworten auf Virusinfektionen negativ zu regulieren und zum Anderen die Produk-

tion von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROS) in Bakterien-infizierten Zellen zu steuern.

Zusammengefasst weisen verschiedene Studien zu den NLRs klar auf die Existenz eines TLR-unabhéngigen,
intrazelluldren Erkennungssystems von PAMPs und DAMPs hin. Andererseits blieben und bleiben wichtige
Aspekte der NLR-Funktionen, insbesondere ihre Bedeutung fiir Infektion von verschiedenen humanen Wirtszel-

len mit intakten Bakterien, noch unzureichend verstanden.
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1.1.1.3 RIG-like Rezeptoren

Die kiirzlich identifizierten RNA-Helikasen RIG-I (retinoic acid inducible gene-I) und MDAS (melanoma diffe-
rentiation-associated gene 5) konnen als weitere PRR-Familie klassifiziert werden (nachfolgend als RIG-like
Rezeptoren (RLRs) bezeichnet) (Andrejeva et al., 2004;Yoneyama et al., 2004). Beide Molekiile bestehen aus
einer DexD/H-Box-RNA-Helikase-Doméne zur “Ligandenerkennung” sowie aus zwei CARDs, welche die
Signaltransduktionen vermitteln. Beide Proteine erkennen virale 5'-phosphorilierte ssSRNA bzw. dsRNA im
Wirtszellzytosol (Andrejeva et al., 2004;Hornung et al., 2006;Pichlmair et al., 2006;Yoneyama et al., 2004).
Aktuelle Publikationen zeigen aber auch, dass RIG-I und MDAS auf unterschiedliche Virusspezies reagieren
konnen (Kato et al., 2006). Die deutlich abgeschwichten Immunreaktionen auf Virusinfektionen von RIG-I- und
MDA S5-defizienten Méusen in vivo zeigen zudem die wichtigen Funktionen von RIG-I- bzw. MDA 5-abhéngigen
angeborenen Immunreaktionen fiir die weitere Steuerung der adaptiven Immunitdt und die Viruseradikation

(Kato et al., 2006).

Sowohl RIG-I als auch MDAS rekrutieren das Adaptermolekiil IPS-1 (auch MAVS, VISA oder Cardif genannt),
um zwei intrazelluldre Hauptsignalkaskaden zu aktivieren (Kawai et al., 2005;Meylan et al., 2005;Seth et al.,
2005;Xu et al., 2005). Erstens wird eine Expression von Typ I IFNs und IFN-abhédngigen Genen iiber die Sig-
nalmolekiile TRAF3 und TBK1/IKKi und die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 induziert. Zweitens wird
eine NF-kB-abhingige Genexpression durch die Aktivierung/Rekrutierung von Ripl, FADD, des IKK-Komplex
und schlieBlich von NF-kB gesteuert (Abb. 3).

Im Gegensatz zu RIG-I und MDAS exprimiert das dritte RLR-Familienmitglied Lgp2 keine CARD-Doménen
und scheint daher nicht in der Lage zu sein, intrazelluldre Signalkaskaden zu aktivieren (Rothenfusser et al.,
2005;Yoneyama et al., 2005). Initiale in vitro-Studien deuteten auf eine negative Regulation von RIG-I und
MDAS durch Lgp2 hin, entweder durch kompetetive Sequestrierung von dsRNA und/oder durch Bindung von
Signalmolekiilen der RIG-I-/MDAS5-Signalwege (Komuro and Horvath, 2006;Rothenfusser et al.,
2005;Yoneyama et al., 2005). Darauffolgende in vivo-Studien in Lgp2-knock-out-Madusen unterstiitzen die An-
nahme einer negativen Regulation von RIG-I durch Lgp2, deuteten aber auf eine positive Regulation der MDAS-
abhéngigen Signaltransduktion durch Lgp2 hin (Venkataraman et al., 2007). Zusétzlich scheinen RIG-I und
moglicherweise MDAS5 durch die Ubiquitin Ligase RNF125 negativ reguliert zu werden (Arimoto et al., 2007).
Die Aktivierung von MDAS (nicht aber von RIG-I) wird aulerdem durch die Dihydroxyacetonekinase kontrol-
liert (Diao et al., 2007).
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Abb. 3: Uberblick iiber die RLRs und ihre Signalkaskaden.

Zusammengefasst besteht mit den RLRs eine weitere Familie von PRRs, welche wichtige Funktionen in der

angeboren Immunantwort auf Virusinfektionen iibernehmen.

Insgesamt wurden in den leztzten Jahren zwar gro3e Fortschritte im Verstdndnis der Pathogenerkennung erzielt,
jedoch bestanden/bestehen insbesondere zur intrazelluldren Erkennung von intakten Pathogenen in klassischen
Immunzellen (z.B. Makrophagen) und nicht-klassischen Immunzellen (wie Lungenepithelzellen und Endothel-
zellen) sowie zu den davon regulierten Signalkaskaden und zelluldren Prozessen weiterhin gro3e Wissensliicken.
Mit den im Folgenden aufgefiihrten Arbeiten sollt ein Beitrag zur Beantwortung einiger offenen Fragen geleistet

werden.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das angeborene Immunsystem spielt eine zentrale Rolle fiir die Verteidigung des Wirtes gegen eindringende
Krankheitserreger. Es vermittelt die initiale Erkennung der Pathogene, steuert erste Abwehrmechanismen und
kontrolliert die nachfolgend einsetzende erworbene Immunantwort. In den letzten ca. 10 Jahren wurden mit den
TLRs, NLRs und RLRs verschiedenartige Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) identifiziert, die
mikrobielle Molekiile (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) entweder extrazelluldr oder intrazellular
in der Wirtszelle erkennen konnen. Die Zielsetzung der Arbeit war es, die Bedeutung dieser Rezeptoren fiir die
Erkennung von isolierten PAMPs, wie z.B. Lipoteichonséuren, sowie von Infektionen mit intakten, extrazellula-
ren und intrazelluldren Pathogenen in unterschiedlichen Wirtszellen zu untersuchen. Dariiber hinaus sollten die
Signaltransduktionskaskaden einiger PRRs sowie der Einfluss der PRRs auf intrazelluldre Resistenzmechanis-

men weiterfithrend charakterisiert werden.
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3 Eigene Ergebnisse

3.1 Bedeutung von TLR2 und TLR4 fur die Erkennung von
Staphylococcus aureus- und Bacillus subtilis-

Lipoteichonsauren sowie von Treponema-Glykolipiden

Opitz B, Schroder NW, Spreitzer 1, Michelsen KS, Kirschning CJ, Hallatschek W, Zéhringer U, Hartung T,
Gobel UB, Schumann RR. Toll-like receptor-2 mediates Treponema glycolipid and lipoteichoic acid-induced
NF-kappaB translocation. J Biol Chem. 2001;276:22041-7.

Die transmembranéren Toll-like Rezeptoren (TLRs) erkennen hoch konservierte mikrobielle Molekiile, wie z.B.
Lipopolysaccharide (LPS) und bakterielle Lipopeptide. Wéhrend LPS zu einer TLR4-abhéngigen Wirtszellakti-
vierung fiihrt und Lipopeptide von TLR2 erkannt werden, blieb die genaue Identitdt des Rezeptors fiir Lipotei-
chonséuren (LTA) und fiir verwandten Glykolipide ungeklédrt. Um die Bedeutung von TLR2 und TLR4 fiir die
Erkennung dieser bakteriellen Molekiile zu ermitteln, haben wir verschiedene TLR2-negative Zellinien, TLR4-
defiziente C3H/HeJ-Mausmakrophagen und hemmende TLR4/MD2-Antikérper verwendet sowie TLR-
Uberexpressionsstudien durchgefiihrt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Glykolipide von Treponema maltophilum und Treponema brennaborense sowie
hoch-aufgereinigte LTA von Staphylococcus aureus und Bacillus subtilis TLR2-abhingig NF-kB sowie eine
Zytokinproduktion aktivierten. Die T. brennaborense-Glykolipide wurden dariiber hinaus auch von TLR4 er-
kannt. Eine Fraktionierung dieser Glykolipide durch Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie und nachfol-
gende Zellstimulationsexperimente zeigten zwei Aktivititsmaxima, eins mit TLR2- und das zweite mit TLR4-
Aktivitit. In Uberexpressionsexperimenten mit dominant-negativen Mutanten fanden wir, dass sowohl die Tre-
ponema-Glykolipide als auch die S. aureus- und B. subtilis-LTAs eine MyD88- und NIK-abhéngige Signaltrans-

duktion aktivierten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse die Wichtigkeit von TLR2 fiir die LTA- und Treponema-Glykolipid-

stimulierten Wirtszellantworten.
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Wihrend somit die wichtige Bedeutung von TLR2 fiir die Erkennung von bakteriellen Lipoteichonsduren und
verwandten Glykolipiden bestimmt wurde, sollten nachfolgende Untersuchungen die Rolle von TLR2 sowie von
den moglichen Korezeptoren TLR1 und TLR6 fiir die Wirtszellantwort auf intakte Bakterien am Beispiel der

Pneumokokken charakterisieren.



3.2 Streptococcus pneumoniae aktiviert TLR1/2-, Racl- und
NF-kB-abhangig eine IL-8 Produktion in Lungenepithelzel-

len.

Schmeck B, Huber S, Moog K, Zahlten J, Hocke AC, Opitz B, Hammerschmidt S, Mitchell TJ, Kracht M,
Rosseau S, Suttorp N, Hippenstiel S. Pneumococci induced TLR- and Racl-dependent NF-«kB recruitment to
the IL-8 promoter in lung epithelial cells. Amer J Physiol - Lung Cell Mol Physiol. 2006;290:1.730-L737.

Streptococcus pneumoniae ist der haufigste Erreger von ambulant erworbenen Pneumonien. Respiratorische
Epithelzellen gehdren zu den ersten Zellen, welche mit eindringenden Pneumokokken in Kontakt kommen und
spielen somit eine wichtige Rolle in der priméren angeborenen Immunantwort auf eine Pneumokokkeninfektion.
In dieser Studie haben wir die Bedeutung der Toll-like Rezeptoren (TLRs) sowie von Rho-GTPasen bei der In-

teraktion von Epithelzellen mit S. pneumoniae untersucht.

Wir konnten zeigen, dass S. pneumoniae-infizierte Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) IL-8 produzierten. Eine
spezifische Inhibition der Rho-GTPase Racl durch den chemischen Inhibitor Nsc23766 oder durch eine domi-
nant-negative Racl-Mutante fiihrte zu einer deutlich reduzierten Chemokinsekretion. Die Racl-Hemmung be-
wirkte zudem eine verminderte Rekrutierung der NF-kB-Untereinheit p65, nicht aber die Rekrutierung des AP-
1-Molekiils c-Jun an den IL-8-Promotor. Die durch Pneumokokken induzierte IL-8-Sekretion bzw. NF-kB-
Aktivierung war auBlerdem von dem TLR-Adaptermolekiill MyD88, der Phosphatidylinositol 3 (PI3)-Kinase
sowie von der Rho-GTPase cdc42 abhingig. Wir fanden eine Expressionsteigerung von TLR1 und TLR2, nicht
aber von TLR4 und TLR6 in Pneumokokken-infizierten Bronchialepithelzellen. Uberexpressionsexperimente
zeigten eine synergistische Erkennung von S. pneumoniae und nachfolgende NF-kB-Aktivierung durch TLR1
und 2. TLR4, TLR6, LBP (LPS-binding protein) und CD14 schienen die Epithelzellaktivierung durch Pneumo-

kokkeninfektion nicht zu beeinflussen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass S. pneumoniae durch TLR1 und TLR2 auf humanen Epithelzellen
erkannt wird und eine Phosphatidylinositol 3-Kinase- sowie Rho-GTPasen-abhéngige Rekrutierung von NF-kB

an den IL-8-Promotor stimuliert.



Nachdem gezeigt werden konnte, dass TLR2 zusammen mit TLR1 eine Erkennung von Pneumokokken vermit-
teln kann, sollte im Folgenden die Bedeutung der intrazelluldren Rezeptormolekiile NOD1 und NOD?2 fiir die

Wirtszellantwort auf Pneumokokken untersucht werden.
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3.3 Erkennung von internalisierten Pneumokokken durch
NOD2

Opitz B, Piischel A, Schmeck B, Hocke AC, Rosseau S, Hammerschmidt S, Schumann RR, Suttorp N, Hip-
penstiel S. Nucleotide-binding oligomerization domain proteins are innate immune receptors for internalized

Streptococcus pneumoniae. J Biol Chem. 2004;279:36426-32.

Streptococcus pneumoniae ist der héaufigste Erreger der ambulant erworbenen Pneumonie (community-acquired
pneumonia) sowie ein hdufiger Erreger von bakteriellen Meningitiden. Die Gram-positiven Pneumokokken rep-
lizieren extrazellulir, sind aber in der Lage transient z.B. Epithel- und Endothelzellen zu invadieren. Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems erkennen hoch konservierte Pathogen-assoziierte molekulare Muster von Mik-
roorganismen einschliellich der Pneumokokken. Zusétzlich zu den relativ gut untersuchten transmembranéren
Toll-like Rezeptoren (TLRs) wurden kiirzlich neuartige mustererkennende Rezeptoren, die zytosolisch lokalisier-
ten Molekiile ,,nucleotide-binding oligomerization domain 1¢“ (NOD1)/CARD4 und NOD2/CARDI1S5 als Rezep-
toren fiir bakterielles Zellwandpeptidoglykan identifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese ge-

priift, dass NOD-Proteine an der Erkennung von intrazelluldren Pneumokokken beteiligt sind.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass S. pneumoniae HEK293-Zellen invadierte. In Uberexpressionsexperimenten
vermittelte NOD2 eine durch S. pneumoniae stimulierte NF-kB-Aktivierung. Im Gegensatz zur Infektion mit
lebenden Pneumokokken, fiihrte eine Behandlung der Wirtszellen mit inaktivierten Bakterien nur dann zu einer
NOD2-abhingigen NF-kB-Aktivierung, wenn die inaktivierten Pneumokokken in die Zellen eingebracht wur-
den. Uberexpressionsversuche mit dominant-negativen Mutanten und RNA-Interferenz-Experimente zeigten,
dass IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase) an der NOD2-abhingigen Signalkaskade beteiligt war.
Dariiber hinaus hemmten auch dominant-negative Mutanten von Rip-2 (receptor-interacting protein 2), IRAK2,
TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 6), NIK (NF-kB-inducing kinase), TAB2 (transforming
growth factor-beta-activated kinase-binding protein 2) und TAKI1 (transforming growth factor-beta-activated
kinase 1) die NOD2-abhéngige NF-kB-Aktivierung. Eine S. pneumoniae-Infektion fiihrte sowohl im C57BL/6-
Mauslungengewebe in vivo sowie in BEAS-2B-Bronchialepithelzellen in vitro zu einer NOD1- und NOD2-

Expressionssteigerung.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse auf eine Beteiligung von NOD2 an der Erkennung von S. pneumoniae
durch das angeborene Immunsystem hin. An der durch NOD2 vermittelten NF-kB-Aktivierung bei Pneumokok-

ken-Infektionen sind Rip2 sowie Molekiile der TLR-Signalkaskade beteiligt.
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Die vorangegangenen Studien konnten zeigen, dass intakte Bakterien sowohl durch TLR2 als auch durch NOD2
erkannt werden konnen und dass Racl eine wichtige Bedeutung fiir die TLR2-abhéngige NF-kB-Aktivierung
hat. In der folgenden Arbeit sollte untersucht werden, in wie weit Racl auch eine Rolle fiir die Regulation der

NOD2-aktivierten Signaltransduktion spielt.
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3.4 B-PIX und Racl vermitteln eine Membranrekrutierung und

eine Negativregulation von NOD2

Eitel J, Kriill M, Hocke AC, N’Guessan PD, Zahlten J, Schmeck B, Slevogt H, Hippenstiel S, Suttorp N, O-
pitz B. B-PIX and Racl GTPase mediate trafficking and negative regulation of NOD2. J Immunol.
2008;181:2664-71.

Das NOD-like Rezeptormolekiil NOD2 fungiert als ein zytosolischer mustererkennender Rezeptor fiir das Pepti-
doglykanfragment Muramyldipeptid (MDP), wihrend der transmembranére Toll-like Rezeptor (TLR)-2 bakteri-
elle Lipopeptide an der Wirtszelloberfliche erkennt. RhoA-GTPasen sind an vielfdltigen zelluldren Prozessen

einschlieBlich der TLR2-Signalkaskade beteiligt.

In dieser Studie fanden wir eine Aktivierung der RhoA-GTPase Racl nach NOD2-Stimulation durch MDP in
THP-1-Zellen und primiren humanen Monozyten. Eine Racl-Hemmung durch spezifische chemische Inhibito-
ren oder durch siRNA, und eine Beeintrichtigung des Aktinzytoskeletts fithrten zu einer verstirkten MDP-
stimulierten IL-8-Produktion und NF-kB-Aktivierung, wihrend die TLR2-abhéngige Zellaktivierung durch
Racl-Inhibition gehemmt wurde. B-PIX schien an der negativen Regulation von NOD2 beteiligt zu sein. So
bewirkte spezifische B-PIX-siRNA auch eine Verstirkung der NOD2-vermittelten, nicht aber der TLR2-
abhéngigen, IL-8-Produktion. Dariiber hinaus zeigten Koimmunprezipitationsexperimente eine Interaktion von
NOD2 mit B-PIX und Racl nach MDP-Stimulation. Die Inhibition von B-PIX oder Racl fiihrte zu einer vermin-
derten Membranrekrutierung von NOD2 und hemmte die Interaktion von NOD2 mit seinem an der Membran

lokalisierten negativen Regulator Erbin.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass B-PIX und Racl die Lokalisation von NOD2 in der
Wirtszelle beeinflussen und dadurch NOD2 negativ regulieren. Die negativ regulierende Funktion von Racl im

NOD2-Signalweg steht im Gegensatz zu der positiv regulierenden Funktion von Racl im TLR2-Signalweg.
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Nachdem die Funktion und Signalkaskade von NOD2 weiterfiihrend untersucht wurde, sollte im Folgenden die
Bedeutung von NODI1 fiir Wirtszellantwort von Epithelzellen und Endothelzellen auf verschiedene bakterielle
Infektion untersucht werden. Hierfiir wurden Infektionsmodelle mit den hauptsdchlich (aber nicht ausschliess-
lich) extrazelluldr vorkommenden Moraxellen sowie mit den fakultativ intrazelluldren Bakterien C. pneumophila

und L. monozytogenes verwendet.
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3.5 Moraxella catarrhalis wird in Lungenepithelzellen tUber ei-
nen “trigger-like” Mechanismus internalisiert und aktiviert
eine TLR2- und zum Teil NOD1-abhangige angeborene

Immunantwort

Slevogt H, Seybold J, Tiwari KN, Hocke A, Jonatat C, Dietel S, Hippenstiel S, Singer BB, Bachmann S,
Suttorp N, Opitz B. Moraxella catarrhalis is internalized in respiratory epithelial cells by a trigger-like me-
chanism and initiates a TLR2- and partly NOD1-dependent inflammatory immune response. Cell Microbiol.
2007;9:694-707.

Moraxella catarrhalis ist ein Hauptverursacher von bakteriellen Exazerbationen bei Patienten mit chronisch
obstruktiver Lungenkrankheit (COPD). M. catarrhalis wird als ein extrazelluldres Bakterium kategorisiert. Ob
eine potentielle Invasion von respiratorischen Epithelzellen durch die Moraxellen erfolgt, wurde bisher nicht

untersucht.

In Elektronen- und Konfokalmikroskopieaufnahmen konnten wir eine Invasion von M. catarrhalis in Bronchia-
lepithelzellen (BEAS-2B), Typ 1I-Alveolarepithelzellen (A549) und priméren Epithelzellen der kleinen Atemwe-
ge (SAEC) zeigen. Die Invasion der Moraxellen war abhéngig von zellulirem Mikrofilament sowie von der
bakteriellen Vitalitit. Sie war durch die Formierung von Lamellipodia und durch den Einschluss der Bakterien in
Makropinosomen gekennzeichnet. Diese Charakteristika sind typisch fiir einen sogenannten “trigger-like*-
Mechanismus der Invasion von Bakterien in Wirtszellen. Dariiber hinaus fanden wir eine Expression von TLR2
sowie von NODI1 in den untersuchten Lungenepithelzellen. Eine Hemmung der TLR2- und der NODI1-
Expression durch spezifische siRNA fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der IL-8-Produktion in den durch
M. catarrhalis infizierten Alveolarepithelzellen. Uberexpressionsexperimente in HEK293-Zellen bestitigten die

Bedeutung von TLR2 und NODI fiir die Erkennung von M. catarrhalis.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine Invasion von M. catarrhalis in Lungenepithelzellen zu
einer Kolonisierung und Infektion des Respirationstraktes beitragen konnte. Respiratorischen Epithelzellen kon-
nen mit Hilfe von transmembrandrem TLR2 sowie von intrazellulirem NOD1 eine Moraxellen-Infektion erken-

nen.
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3.6 NOD1 vermittelt eine Endothelzellaktivierung durch Chla-

mydophila pneumoniae

Opitz B, Forster S, Hocke AC, Maass M, Schmeck B, Hippenstiel S, Suttorp N, Kriill M. NOD1 mediated
endothelial cell activation by C. pneumoniae. Circ. Res. 2005;96:319-26.

Seroepidemiologische und tierexperientelle Studien sowie der Nachweis von vitalen Bakterien in atheroskleroti-
sche Plaques unterstiitzen die Hypothese, dass Infektionen mit Chlamydophila pneumoniae zur Pathogenese der
Atherosklerose und der koronaren Herzkrankheit beitragen. Eindringende Pathogene, einschlielich von Chla-
mydien, werden durch den Wirt erkannt und 16sen eine angeborene Immunantwort aus. In dieser Studie wurde
die Rolle der kiirzlich identifizierten zytosolisch lokalisierten NOD-like Rezeptoren (NLR) in der Erkennung der

obligat intrazelluldren C. pneumophila durch Endothelzellen untersucht.

Unsere Beobachtung, dass vitale, nicht aber hitzeinaktivierte Chlamydien Endothelzellen aktivierten, deutete auf
eine Erkennung von invadierten nicht aber von extrazelluldren C. pneumophila durch die Endothelzellen hin.
Endothelzellen exprimierten das NLR-Molekiill NODI1. Die Hemmung der NOD1-Expression mittels RNA-
Interferenz reduzierte die IL-8-Produktion in den mit C. pneumoniae infizierten Endothelzellen. In HEK293-
Zellen fiihrte die Uberexpression von NOD1 oder NOD2 zu einer verstiirkten C. pneumoniae-stimulierten NF-
kB-Aktivierung. Hitzeinaktivierte Chlamydien aktivierten nur dann NOD1- oder NOD2-abhingig NF-xB, wenn
sie in die Wirtszellen eingebracht wurden, nicht aber wenn sie extrazellulir zu den HEK293-Zellen gegeben
wurden. Im Gegensatz dazu reagierten TLR2-transfizierte HEK293-Zellen auch auf extrazellulédre hitzeinakti-

vierte Chlamydien.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass NOD1 und NOD2 grundsétzlich eine angeborene Immunantwort
auf eine Chlamydieninfektion vermitteln kdnnen. In Endothelzellen scheint NOD1 eine dominante Bedeutung

fiir die Erkennung von C. pneumophila zu haben.
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3.7 Die Bedeutung von NOD1 und p38 MAPK fur die IL-8-
Produktion in Listeria monozytogenes-infizierten Endo-

thelzellen

Opitz B, Piischel A, Beermann W, Hocke AC, Forster S, Schmeck B, van Laak V, Chakraborty T, Suttorp N,
Hippenstiel S. Listeria monocytogenes activated p38 MAPK and induced IL-8 secretion in a NODI-
dependent manner in endothelial cells. J Immunol. 2006;176:484-90.

Die NOD-like Rezeptormolekiile NOD1 und NOD2 fungieren als intrazelluldire mustererkennende Rezeptoren
zur Erkennung von bakteriellen Peptidoglykanfragmenten. Um die Bedeutung von NOD1 und NOD?2 fiir die
intrazelluldre Erkennung von lebenden Bakterien weiter zu untersuchen, verwendeten wir Listeria monozytoge-
nes als ein Modellorganismus fiir Studien der (angeborenen) Immunantwort auf intrazellulidre Bakterien. Wih-
rend Wildtyp-L. monozytogenes im Wirtszytosol replizieren, verbleiben nicht-pathogene L. innocua oder Interna-
lin B- oder Listeriolysin O-defiziente L. monozytogenes-Mutanten extrazellulir bzw. bleiben im

Phagoendosomen der Wirtszelle gefangen.

Wir fanden, dass eine Infektion mit Wildtype-L. monozytogenes, nicht aber mit Listeriolysin O- oder Internalin
B-negativen L. monozytogenes-Mutanten oder mit L. innocua eine IL-8-Produktion in HUVEC-Endothelzellen
hervorrief. RNA-Interferenz- und NOD1-Uberexpressionsexperimente zeigten, dass NOD1 die L. monozytoge-
nes-induzierte IL-8-Sekretion und NF-kB-Aktivierung vermittelte. NOD1-siRNA hemmte zudem die L. monozy-
togenes-vermittelte Aktivierung des p38 MAPK-Signalwegs in den Endothelzellen, und NOD1-Uberexpression
verstirkte die Listerien-induzierte p38-Aktivierung. Auflerdem fanden wir, dass eine Inhibition von p38 die

Listerien-stimulierte IL-8-Produktion hemmte.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass L. monozytogenes NOD1-abhingig p38 MAPK sowie NF-kB
aktiviert und nachfolgend die IL-8-Produktion in Endothelzellen reguliert. NOD1 scheint somit eine wichtige
Bedeutung fiir die angeborene Immunantwort der Endothelzellen auf eine Infektion mit intrazellulédren Bakterien

zu besitzen.
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Nachdem die Bedeutung der intrazelluldren NLRs fiir die Epithelzell- bzw. Endothelzell-Bakterien-Interaktion
aufgezeigt werden konnte, sollte die folgende Studie die Rolle der intrazelluldren RLRs fiir die Wirtszellantwort

von Lungenepithelzellen auf eine Influenza A-Virusinfektion untersuchen.
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3.8 Die IFNB-Produktion von Influenza A-Virus-infizierten
Lungenepithelzellen ist abhangig von RIG-1 sowie dem vi-

ralen NS1-Protein

Opitz B, Rejaibi A, Dauber B, Eckhard J, Vinzing M, Schmeck B, Hippenstiel S, Suttorp N, Wolff T. IFNf3
induction by influenza A virus is mediated by RIG-I which is regulated by the viral NS1 protein. Cell Mic-
robiol. 2007;9:930-8.

Influenza A-Viren sind Erreger von sich epidemisch bzw. pandemisch ausbreitenden, respiratorischen Infektio-
nen, die zum Teil von hoher Mortalitit gekennzeichnet sind. Eines der Hauptvirulenzfaktoren von Influenza A-
Viren ist das ,,non-structural protein 1 (NS1), mit dem die Viren die Wirts-IFN-Antwort unterdriicken. Respira-
torische Epithelzellen sind die priméren Zielzellen von Influenza-Viren. Der mustererkennende Rezeptor, wel-
cher die Viren in diesen Zellen erkennt und die IFN-Antwort vermittelt, wurde bisher nicht genau charakterisiert.
Die zytosolisch lokalisierten RIG-like Rezeptormolekiile RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) und MDAS (me-
lanoma differentiation-associated gene 5) stellten Kandidaten fiir den Influenza A-Virus-erkennenden Rezeptor

in Lungenepithelzellen dar.

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass eine Infektion mit NS1-defizienten Viren, nicht aber mit Wildtyp-Viren
eine IFNfB-Produktion in Lungenepithelzellen bewirkte, und dass eine Infektion mit NS1-defizienten Viren zu
einer Expressionssteigerung von RIG-I und MDAS in den Lungenepithelzellen fiihrte. In RNA-Interferenz- und
Uberexpressionsexperimenten fanden wir, dass RIG-I, das Adaptermolekiil IPS-1 (IFNB promoter stimulator 1)
und der Transkriptionsfaktor IRF3 (interferon-regulated factor 3) die Influenza A-Virus-induzierte IFNf-
Produktion vermittelten. NS1-Uberexpressionsexperimente wiesen zudem auf eine Hemmung des RIG-I-

Signalwegs durch das virale NS1-Protein hin.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Studie, die wichtige Bedeutung die RIG-I, IPS-1 und IRF3 fiir die ange-

borene Immunantwort der Lungenepithelzellen auf eine Influenza A-Virusinfektion haben.
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Die grofle Bedeutung der Typ I IFNs fiir Virusinfektion ist vor mehr als 50 Jahren erkannt worden. Demgegen-
iiber ist die Rolle dieser Zytokine fiir bakterielle Infektionen bisher weitestgehend unverstanden. Die folgenden
zwei Studien haben die Bedeutung der Typ I IFNs fiir bakterielle Infektion am Beispiel der Legionelleninfektion

sowie den Mechanismus der IFNB-Induktion in diesen Wirtszellen untersucht.
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3.9 Die Bedeutung von IPS-1, IRF3 und IFNB fur die Infektion

von Lungenepithelzellen mit Legionella pneumophila

Opitz B, Vinzing M, van Laak V, Schmeck B, Heine G, Gunther S, Preissner R, Slevogt H, N'Guessan PD,
Eitel J, Goldmann T, Flieger A, Suttorp N, Hippenstiel S. Legionella pneumophila induced IFNf in lung e-
pithelial cells via IPS-1 and IRF3 which also control bacterial replication. J Biol Chem. 2006;281:36173-9.

Legionella pneumophila ist ein Gram-negatives, fakultativ intrazelluldres Bakterium, welches schwere Pneumo-
nien im Menschen (Legionnaires Krankheit) verursacht. Typ I IFNs wurden bisher mit der antiviralen Immunitét
in Verbindung gebracht. Aktuelle Studien deuten zudem auf eine Bedeutung dieser Zytokine fiir die Immunant-

wort auf (intrazelluldre) Bakterien hin.

Unsere Ergebnisse zeigen eine IFNB-Expression in Lungenepithelzellen, welche mit Wildtyp-L. pneumophila
oder Flagellin-defizienten Legionellen infiziert waren. Im Gegensatz dazu fiihrte die Infektion mit L. pneumophi-
la, denen ein funktioneller Typ I'V-Sekretionsapparat (Dot/Icm) fehlte oder die Stimulation mit hitzeinaktivierten
Legionellen zu keiner IFNB-Expression in human Lungenepithelzellen. Die Wildtyp-L. pneumophila-Infektion
aktivierte eine Kerntranslokation der Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-kB-p65 und eine Bindung dieser
Faktoren an den endogenen IFNB-Promotor. RNA-Interferenz (RNAi)-Experimente zeigten, dass IRF3 sowie
das CARD-Domaéinen-enthaltende Adaptermolekiil IPS-1 (interferon-beta promoter stimulator 1) die L. pneu-
mophila-induzierte IFNB-Expression vermittelten. Im Gegensatz dazu schienen die CARD-exprimierenden Mo-
lekiile RIG-I (retinoic acid-inducible protein I), MDAS (melanoma differentiation-associated gene 5), NOD27
(nucleotide-binding oligomerization domain protein 27), und ASC (apoptosis-associated speck-like protein con-
taining a CARD) nicht an der Legionellen-aktivierten IFNB-Expression beteiligt zu sein. In unseren Experimen-
ten beobachteten wir zudem eine verstérkte Replikation von L. pneumophila in humanen Lungenepithelzellen,
wenn die IPS-1- oder IRF3-Expressionen mittels siRNA gehemmt wurden. Diese verminderte ,,Resistenz® von
IPS-1- und IRF3-, knockdown“-Zellen gegeniiber Legionellen lieB sich durch die Behandlung der Epithelzellen

mit rekombinanten IFNJ riickgéngig machen.

Zusammengefasst wird L. pneumophila in Lungenepithelzellen iiber einen noch zu identifizierenden, putativ
zytosolischen PRR erkannt, welcher iiber IPS-1 und IRF3 die IFNB-Expression induziert. Die Ergebnisse deuten
ferner an, dass dieser Signalweg und das nachfolgend endogen produzierte IFN die intrazelluldre Vermehrung
der Legionellen in den untersuchten Lungenepithelzellen —im Sinne eines angeborenen intrazelluldren Abwehr-

mechanismus- negativ kontrollieren.
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3.10 Intrazellulare Bakterien und zytosolische DNA aktivieren
IFNB-Antworten in humanen Wirtszellen ohne Beteilung
von ZBP1 (DLM-1/DAI)

Lippmann J, Rothenburg S, Deigendesch N, Eitel J, Meixenberger K, van Laak V, Slevogt H, N'Guessan
PD, Hippenstiel S, Chakraborty T, Flieger A, Suttorp N, Opitz B. Intracellular bacteria or cytosolic DNA ac-
tivate IFN responses in human cells without requiring ZBP1 (DLM-1/DAI). Cell Microbiol. 2008;10:2579-
-88.

Das angeborene Immunsystem erkennt Mikroorganismen mit Hilfe von mustererkennenden Rezeptoren (PRR)
einschlieBlich der Toll-like Rezeptoren (TLRs), NOD-like Rezeptoren (NLRs) und RIG-like Rezeptoren (RLRs).
Ein Schliisselprozess der angeborenen Immunantwort, welcher nur durch einige TLRs sowie durch die RLRs
aktiviert werden kann, ist die Induktion einer Typ I IFN (IFNa/B)-Produktion. Dariiber hinaus aktivieren intra-
zelluldre Bakterien sowie eine zytosolische Stimulation mit DNA die Produktion von Typ I IFNs unabhéngig
von den TLRs, (den meisten) NLRs sowie den RLRs. Eine kiirzlich publizierte Studie legte nahe, dass
ZBP1/DAI den lang gesuchten zytosolischen PRR représentiert, welcher eine IFNo/pB-Expression auf eine zyto-

solische DNA-Stimulation (und moglicherweise auf intrazelluldre Bakterien) hin in Mauszellen vermittelt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Infektionen mit Legionella pneumophila sowie eine intrazelluldre Stimulati-
on mit synthetischer poly(dA-dT)-DNA, nicht aber mit poly(dG-dC)-DNA, eine Expression von IFNf, von
»full-length ZBP1 und der Haupt-Splicevariante ohne der ersten Za-Domine (ZBP1AZa) induzieren. Eine
Uberexpression von ZBP1 oder von ZBP1AZa hatte nur einen schwach verstirkenden Effekt auf die poly(dA-
dT)-stimulierte IFNB-Reportergenaktivierung in HEK293-Zellen. Die ektope Expression von ZBP1 oder
ZBP1AZo. hatte keinen Einfluss auf die L. pneumophila- oder poly(dA-dT)-stimulierte IFNB-Produktion in
AS549-Zellen. Eine Transfektion mit ZBP1-siRNA schwichte die verzogerte IFNB-Induktion nach poly(dA-dT)-
Stimulation in Maus-L929-Fibroblasten ab. Demgegentiber hatten verschiedene siRNAs, welche differenziell die
Expression der beiden humanen Haupt-ZBP1-Varianten inhibierten, keinen Einfluss auf die durch poly(dA-dT)-
Stimulation oder Bakterieninfektion induzierten IFNB-Expressionen in verschiedenen humanen Wirtszellen. Im

Gegensatz dazu supprimierte eine IRF3-siRNA die durch Bakterien oder DNA aktivierte IFNB-Expression.

Zusammengefasst ergaben unsere Ergbnisse, dass intrazelluldre Bakterien bzw. zytosolische DNA eine IFNf-

Expression in humanen Wirtszellen ohne essentielle Beteiligung von ZBP1 aktivieren.
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Die vorangegangenen Studien deuten darauf hin, dass endogen produziertes IFNf einen zellautonomen angebo-
renen Resistenzmechanismus der Wirtszellen gegen eine Legionelleninfektion vermitteln kann. In der nachfol-

genden Studie wurde ein zweiter zellautonomer Abwehrmechanismus der Wirtszelle untersucht.
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3.11 Die Bedeutung von NAIP und Ipaf fur die Legionellen-

Infektion von humanen Wirtszellen

Vinzing M, Eitel J, Lippmann J, Slevogt H, Zahlten J, Slevogt H, N'Guessan PD, Gunther S, Schmeck B,
Hippenstiel S, Flieger A, Suttorp N, Opitz B. NAIP and Ipaf control Legionella pneumophila replication in
human cells. J Immunol. 2008;180:6808-15.

Bei Miusen entscheiden verschiedene Allele des NAIPS5/Bircle-Gens iiber Resistenz oder Empfindlichkeit ge-
geniiber einer Infektion mit L. pneumophila. mNAIP5 gehort zur NOD-like Rezeptor (NLR)-Familie. Funktio-
nelles mNAIP5 erkennt alleine oder zusammen mit dem weiteren NLR-Molekiil mlpaf das Legionellen-
Flagellin. In der Folge wird eine Resistenz gegeniiber Legionellen in Makrophagen und - davon abhéngig — im
Mausgesamtorganismus vermittelt. Im Gegensatz zu Zellen der meisten Mausstimme unterstiitzen humane
Makrophagen und Lungenepithelzellen eine Replikation von L. pneumophila. Zudem kénnen Menschen schwere
Pneumonien (Legionnaires Krankheit) nach Legionellen-Infektion entwickeln. Die Bedeutung von humanen

Orthologen zu mNAIP5/mBircle und mlpaf fiir die L. pneumophila-Infektion wurde bisher nicht untersucht.

Unsere Ergebnisse zeigen eine verstirkte Replikation von Flagellin-defizienten Legionellen in THP-1-Zellen,
primdren Makrophagen blutmonozytiren Ursprungs, primdren Alveolarmakrophagen und AS549-
Lungenepithelzellen im Vergleich zu Wildtyp-L. pneumophila. Wéhrend das mNAIP5-Ortholog hNAIP sowohl
in den untersuchten Makrophagen als auch in den Epithelzellen exprimiert wurde, war hlpaf nur in den
Makrophagen nachzuweisen. Wildtyp-Legionellen vermehrten sich verstirkt in den verschiedenen Makropha-
gen, in denen die hNAIP- oder hlpaf-Expression mittels siRNA gehemmt wurde bzw. in den hNAIP-
»knockdown“-Lungenepithelzellen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. Demgegeniiber fiihrte die
Uberexpression von hNAIP oder hlpaf zu einer verminderten Bakterienreplikation. Im Gegensatz zu der Wachs-
tumsbeeinflussung von Wildtyp-L. pneumophila hatte die Expressionshemmung von hNAIP oder hlpaf nur we-

nig EinfluB auf die (verstéirkte) Vermehrung der Flagellin-defizienten Legionellen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass hNAIP und hlpaf eine angeborene intrazellulire Abwehr gegen-

iiber begeiBelten Legionellen in humanen Wirtszellen vermitteln kdnnen.
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4 Diskussion

Die im Ergebnisteil aufgefiihrten Arbeiten geben Hinweise auf die wichtige Bedeutung von transmembrandren
und intrazelluldren ,,pattern recognition receptors” (PRRs) fiir die angeborene Immuantwort von unterschiedli-
chen Wirtszellen, wie z.B. Lungenepithelzellen, Endothelzellen oder Makrophagen, auf verschiedene Bakterien-
und Virusinfektionen. So konnte gezeigt werden, dass die vorrangig (aber nicht ausschlielich) extrazelluldren
Bakterien S. pneumoniae und M. catarrhalis sowie die bakteriellen Zellwandbestandteile LTA und Glykolipide
durch transmembranéres TLR2 (z.T. in Kooperation mit TLR1) erkannt werden (Opitz et al., 2001;Schmeck et
al., 2006;Slevogt et al., 2007). Daneben fanden wir erstmalig eine Invasion von M. catarrhalis in Lungene-
pithelzellen, welche Charakteristika des “trigger-like*“-Invasionsmechanismuses aufwies (Slevogt et al., 2007).
Intrazellulare Moraxellen und Pneumokokken, welche ebenfalls Lungenepithelzellen invadieren konnen, werden
von den intrazelluliren PRRs NOD2 bzw. NODI detektiert (Opitz et al., 2004;Slevogt et al., 2007). Klassisch
intrazelluldre Mikroorganismen, wie C. pneumophila, L. monozytogenes, L. pneumophila sowie Influenza A-
Viren, werden vorrangig von den intrazelluliren PRRs NODI1, NAIP, Ipaf, einem noch unbekannten IFN-
induzierenden PRR bzw. von RIG-I erkannt, wihrend ZBP1 keine essentielle Bedeutung fiir die Wirtszellantwort
auf Legionellen, Listerien oder zytosolische DNA zu haben scheint (Lippmann et al., 2008;Opitz et al.,
2005;0pitz et al., 2006b;Opitz et al., 2006a;Opitz et al., 2007b; Vinzing et al., 2008).

Nach der Ligandenerkennung aktivieren die unterschiedlichen PRRs charakteristische Signalkaskaden. Wéhrend
viele TLRs, einschlieBlich von TLR2, abhéngig vom Adaptermolekiil MyD88 den Transkriptionsfaktor NF-kB
aktivieren (Opitz et al., 2001;Schmeck et al., 2006), wird die NOD1- und NOD2-abhéngige NF-kB-Aktivierung
iiber die Adapterkinase Rip2 vermittelt. Dariiber hinaus scheinen z.B. die Signalmolekiile IRAK und TAK1 so-
wohl an der TLR- als auch an der NOD2-vermittelten NF-kB-Aktivierung beteiligt zu sein (Opitz et al., 2004).
Demgegeniiber werden die TLR(2)- und die NOD2-Signalkaskaden durch Racl gegenldufig beeinflusst. So
konnten wir zeigen, dass Racl und die PI3-Kinase die TLR2-abhéngige NF-kB-Aktivierung positiv regulieren
(Schmeck et al., 2006). Im Gegensatz dazu bewirkt Racl zusammen mit 3-PIX eine negative Feinabstimmung
der NOD2-Signaltransduktion iiber die Regulation der NOD2-Membranrekrutierung und der Interaktion von
NOD?2 mit seinem negativen Regulator Erbin (Eitel et al., 2008). Genauso wie die TLRs ist NOD1 (und NOD2)
in der Lage, MAPKSs, wie z.B. die p38 MAPK, zu aktivieren (Opitz et al., 2006a). Die alleinige Stimulation von
NOD1 oder NOD?2 fiihrt aber, im Gegensatz zur Stimulation einiger TLRs und der RLRs, nicht zu einer IRF3-
Aktivierung und zu einer nachfolgenden Typ I IFN-Expression (Opitz et al., 2006a). Die RIG-I-abhéngige Akti-
vierung einer IRF3-abhingigen IFNB-Expression in Influenza A-Virus-infizierten Lungenepithelzellen ist ab-
héngig von dem RIG-I/MDAS5-Adaptermolekiil IPS-1 (Opitz et al., 2007b). Unsere Ergebnisse einer von IPS-1
und IRF3 abhingigen aber z.B. von RIG-1 , MDAS , und ZBP1 unabhéngigen IFNB-Induktion in Legionellen-
infizierten Lungenepithelzellen zusammen mit publizierten Studien (siehe unten) deuten zudem auf die Existenz

eines neuartigen, zytosolischen, IFNB-induzierenden, Legionellen-erkennenden PRR hin (Opitz et al., 2006b).

Die verschiedenen PRRs aktivieren, z.T. abhdngig von den erwihnten Signalkaskaden, verschiedenartige Prozes-
se. So wird (1.) eine Transkription von NF-kB-abhéngigen inflammatorischen Mediatoren (wie z.B. IL-8) durch
die TLRs, NOD1/2 sowie die RLRs aktiviert (Opitz et al., 2001;Opitz et al., 2004;Opitz et al., 2005;Opitz et al.,
2006a;0pitz et al., 2007b;Schmeck et al., 2006;Slevogt et al., 2007), (2.) die Transkription von IRF3-abhédngigen
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Typ I IFNs und die nachfolgende Induktion von IFN-stimulierten Genen durch die RLRs, durch einige TLRs,
sowie durch den putativ zytosolischen, Legionellen-erkennenden PRRs gesteuert (Lippmann et al., 2008;Opitz et
al., 2006b;Opitz et al., 2007b) sowie (3.) angeborene intrazellulire Abwehrmechanismen gegeniiber intrazellula-
ren Mikroorganismen (wie z.B. Legionellen) durch NAIP, Ipaf bzw. durch den zytosolischen, Legionellen-

erkennenden, IFN-induzierenden PRR aktiviert (Opitz et al., 2006b; Vinzing et al., 2008).

Bedenkt man die groBe Bedeutung dieser durch die PRRs regulierten zelluldren Prozesse fiir die angeborene
(und erworbene) Abwehr, so ist es nicht verwunderlich, dass verschiedene Pathogene Mechanismen besitzen, mit
deren Hilfe sie der Erkennung durch die PRRs entgehen oder die durch die PRRs regulierten Signalkaska-
den/Prozesse hemmen konnen. Ein Beispiel hierfiir ist die Hemmung der RIG-I-abhédngigen IFNf-Produktion
durch das NS1-Protein der Influenza A-Viren (Opitz et al., 2007b). Im Folgenden sollen einzelne Aspekte und
»offene Fragen der Pathogen-Erkennung durch die PRRs und davon regulierten Prozesse eingehender diskutiert

werden.

4.1 Die Bedeutung extrazellularer und intrazellulare PRRs in
verschiedenen Wirtszellen fur die inflammatorische Gen-

regulation und die Initiierung einer Immunantwort

Die genauen Expressionsmuster vieler PRRs in verschiedenen Korperzellen und die davon abhingende (diffe-
renzielle) Funktion unterschiedlicher Korperzellen bei Infektionen ist bisher, insbesonders in vivo, nur wenig
untersucht. Grundsétzlich kann man jedoch davon ausgehen, dass unterschiedliche Zellen unterschiedliche PRRs
in verschiedenen Mengen exprimieren und damit z.T. differenziert auf die Interaktion/Infektion mit Mikrorga-
nismen reagieren konnen. So zeigen z.B. humane Monozyten und Makrophagen eine starke Expression von
TLRs (z.B. TLRI, -2, -4, -5, -8) auf ihrer Zelloberfliche bzw. in den Endosomen (McCoy and O'Neill, 2008)
sowie von verschiedenen NLRs (z.B. NODI1, NOD2, NAIP und Ipaf) (Inohara et al., 1999;Ogura et al.,
2001b;Vinzing et al., 2008) im Zytosol. Diese Zellen konnen somit sowohl auf extrazelluldre als auch auf intra-
zelluldre Mikroorganismen reagieren. Demgegeniiber ist beschrieben, dass Darmepithelzellen, welche stindig
einer Vielzahl von kommensalen Bakterien ausgesetzt sind, kaum TLRs auf ihrer apikalen Zelloberflidche expri-
mieren (Sansonetti, 2004). Diese Zellen reagieren auf extrazelluldre (kommensale) Bakterien nicht mit einer
inflammatorischen Antwort, wohingegen invasive (pathogene) Bakterien u.a. durch NLRs erkannt werden. Die
intrazelluldre Erkennung invasiver Bakterien oder bakterieller Produkte bewirkt nachfolgend eine transkriptio-

nelle und posttranskriptionelle Regulation inflammatorische Gene in diesen und anderen Zellen der Mukosa.

Die Lunge hat, wie der Darm, eine gro3e, mit Epithelzellen ausgekleidete Oberfliche zur duleren Umwelt. Im
Gegensatz zum Darm enthalten die unteren Luftwege normalerweise aber keine oder kaum Mikroorganismen.
Ebenfalls im Unterschied zu Darmepithelzellen exprimieren verschiedene Lungenepithelzellen neben den NLRs
(z.B. NOD1, NOD2, NAIP) und den RLRs (RIG-I und MDA5) auch viele funktionelle TLRs (z.B. TLR1, -2, -3,
-6, -9) (Opitz et al., 2007c¢). In dhnlicher Weise kommen auch Endothelzellen unter physiologischen Bedingun-
gen kaum mit Mikroorganismen in Kontakt und exprimieren ebenfalls sowohl TLRs als auch NLRs und RLRs
(Opitz et al., 2007a). Wéhrend insgesamt die (angeborene) Immunantwort im Darm und die Bedeutung der

Darmmukosa hierfiir schon relativ gut untersucht worden sind (auch wenn bei weitem noch nicht vollstindig
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verstanden), so ist die (angeborene) Immunantwort z.B. im Respirationstrakt und die Bedeutung der verschiede-
nen ortsstandigen Zellen hierfiir noch weit weniger gut charakterisiert. Es erscheint fraglich, ob das Konzept,
dass eine Infektion im Darmepithel im Wesentlichen durch die NLRs erkannt wird, auch z.B. fiir das Lungene-

pithel oder das Endothel angewandt werden kann.

Bedenkt man, (1.) dass Lungenepithelzellen, Alveolarmakrophagen oder Endothelzellen TLRs und NLRs expri-
mieren, (2.) dass extrazelluldre Bakterien u.a. {iber Toxine (z.B. das Pneumolysin von S. pneumoniae) oder Sek-
retionsapparate (z.B. das Typ III-Sekretionssystem von Pseudomonas aeruginosa) verfiigen, deren Existenz bzw.
deren Substrate potentiell durch NLRs erkannt werden kénnen (Shoma et al., 2008;Travassos et al., 2005), dass
(3.) intrazelluldre Bakterien z.T. auch extrazelluldr vorkommen, (4.) dass NOD1/NOD2 synergistisch mit den
TLRs NF-kB-abhéngige Gene induzieren konnen (Fritz et al., 2005;van Heel et al., 2005) und (5.) dass z.B. die
Produktion von reifem IL-1 sowohl TLR- als auch NLR-Signale erforderlich macht (Fritz et al., 2006;Martinon
et al., 2002), so erscheint ein Modell, in dem TLRs und NLRs oftmals gemeinsam Infektionen der Lunge oder
des Endothels erkennen, am ehesten wahrscheinlich. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigen die hier
dargestellten Arbeiten, dass z.B. S. pneumoniae und M. catarrhalis sowohl durch NLRs als auch durch TLRs in
Epithelzellen erkannt werden (Opitz et al., 2004;Schmeck et al., 2006;Slevogt et al., 2007). Andererseit scheinen
Endothelzellen, welche wenig TLR2 exprimieren, v.a. NLR-abhéngig Listerien und Chlamydien zu detektieren
(Opitz et al., 2005;0pitz et al., 2006a), obwohl Untersuchungen zur Bedeutung von anderen endothelialen TLRs

fiir die Erkennung von C. pneumoniae und L. monozytogenes noch ausstehen.

Grundsétzlich konnen also verschiedene Korperzellen, wie z.B. Makrophagen, (Lungen-)Epithelzellen oder
Endothelzellen, sowohl TLR- als auch NLR-vermittelt, auf verschiedene Mikroorganismen reagieren. Hieraus
ergibt sich jedoch die Frage, welche Bedeutung insbesondere den nicht-hdmatopoetischen Zellen (Epithel-, En-
dothelzellen) fiir die Initiierung einer erfolgreichen angeborenen und erworbenen Immunantwort in vivo zu-
kommit. Interessant in diesem Zusammenhang sind u.a. in vivo-Studien, in denen NF-kB im Bronchialepithel in
der Maus durch adenovirale Uberexpression aktiviert oder durch dominant-negatives NF-kB gehemmt wurde.
Die Autoren dieser Studie beobachteten eine Rekrutierung neutrophiler Granulozyten, welche von der Aktivie-
rung des NF-kB-Signalwegs im Lungenepithel abhingig war (Sadikot et al., 2006). Es wurde ferner gezeigt,
dass die Immunabwehr gegen P. aeruginosa, einschlieBlich der bakteriellen Eradikation, von der NF-xB-

Aktivierung im Lungenepithel abhing (Sadikot et al., 2003).

Bedenkt man die TLR- und NOD1/NOD2-abhéngige Regulation der NF-kB-Aktivierung in Lungenepithelzellen
(Opitz et al., 2007¢;Opitz et al., 2004;Schmeck et al., 2006;Slevogt et al., 2007), ergibt sich daraus die grofie
Bedeutung dieser PRRs fiir die Immunabwehr respiratorischer Infektionen. Kiirzlich konnte beispielsweise in
einem Koinfektionsmodell gezeigt werden, dass die NODI-abhéingige Erkennung von H. influenza eine
Neutrophilen- und Komplement-abhéngige Eradikation einer S. pneumoniae-Besiedlung der respiratorischen
Mukosa bewirkte (Lysenko et al., 2007).

Aktuelle Studie erbrachten dariiber hinaus Hinweise auf eine Bedeutung von NOD1 und NOD2 in hdmatopoeti-

schen Antigenprisentierenden Zellen sowie in nicht-hdmatopetischen Wirtszellen (z.B. Epithel- und Endothel-

zellen) fiir die Aktivierung und Regulation auch der adaptiven Immunantwort (Fritz et al., 2007;van Beelen et

al., 2007). So wurde gezeigt, dass eine differentielle Stimulation von NOD1/2 und/oder der TLRs unterschiedli-

che T-Zellantworten (Thl, Th2, Th17) aktivieren konnte. Experimente, in denen Knochenmark von Wildtyp-

Maiusen in NOD1-defiziente Miuse tranplantiert bzw. Knochenmark von NOD1-defizienten Méusen in Wildtyp-
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Mause tranplantiert wurden, ergaben, dass NOD1 ausserhalb der himatopoetischen Zellen eine wichtige Bedeu-

tung fiir die Aktivierung der adaptiven Immuniantwort hatte (Fritz et al., 2007).

Im Gegensatz zur oftmals kooperativen Erkennung vieler Bakterien durch TLRs und NLRs innerhalb einer
Wirtszelle und zur nachfolgenden synergistischen inflammatorischen Genexpression scheinen verschiedene
Korperzellen Virusinfektionen entweder (ausschliesslich?) TLR-abhingig oder v.a. RLR-abhéngig zu detektie-
ren. So erkennen plasmazytoide DCs (pDCs) Viren/virale Einzelstrang-RNA durch endosomal lokalisierte TLR7
und TLRS, unabhéngig von einer viralen Vermehrung (Diebold et al., 2004;Lund et al., 2004). Demgegeniiber
scheinen die meisten anderen Korperzellen, einschlieBlich von Lungenepithelzellen, Alveolarmakrophagen und
konventionellen DCs (cDCs), nur dann auf eine Virusinfektion zu reagieren, wenn eine Virusvermehrung statt-
findet und virale RNA durch die zytosolisch lokalisierten PRRs RIG-I oder MDAS erkannt werden kann
(Andrejeva et al., 2004;Kato et al., 2006;Kumagai et al., 2007;0pitz et al., 2007b;Yoneyama et al., 2004). Die
Beobachtung, dass viele Viren iiber Mechanismen zur Hemmung bzw. Umgehung der RLR-Signalwege in den
Wirtszellen im Sinne von Pathogenitétsfaktoren verfiigen (ein Beispiel hierfiir ist das NS1-Protein von Influenza
A-Viren), unterstreicht die groe Bedeutung dieser Detektionsmechanismen fiir die Immunanwort auf unter-

schiedliche Viren (Meylan et al., 2005;Opitz et al., 2007b).

Lange Zeit wurde angenommen, dass die pDCs die vorherrschenden Produzenten von antiviral-wirkendem
IFNo/p wéhrend einer Virusinfektion in vivo sind. Jetzt scheinen aktuelle Ergebnisse diese Sichtweise teilweise
zu revidieren. Im Modell einer intranasalen Newcastle Disease-Virus-Infektion einer ,,knock-in-Maus*, welche
GFP unter der Kontrolle eines IFNa-Promoters exprimierte, zeigte sich, dass nicht die Viruserkennung durch
TLR7 in den pDC, sondern durch RIG-I in den Alveolarmakrophagen den groten Anteil der IFNo-Produktion
bewirkte (Kumagai et al., 2007). Dariiber hinaus fiihrte eine Depletierung der Alveolarmakrophagen zu einer
verminderten initialen Viruseliminierung in der Lunge. Im Gegensatz dazu war die IFNa-Produktion wihrend
einer systemischen Virusinfektion sowohl abhéngig von den TLRs in pDCs als auch von den RLRs in

Makrophagen und ¢cDCs (Kumagai et al., 2007).

Dariiber hinaus zeigte eine kiirzlich ver6ffentlichte Studie auch die wichtige Bedeutung des Lungenepithels fiir
die Immunantwort auf eine Virusinfektion in vivo (Shornick et al., 2008). So zeigten transgene Mause mit einem
Defekt im Typ I IFN-Signalweg in nicht aus Knochenmarkszellen abgeleiteten Wirtszellen (sehr wahrscheinlich
Lungenepithelzellen), eine im Vergleich zu Mausen mit Knochenmark-spezifischem knock-out erhdhten Anfil-
ligkeit gegeniiber der Virusinfektion. Somit scheinen RLRs in Lungenepithelzellen und anderen nicht-
klassischen Immunzellen wahrscheinlich ebenfalls eine grole Bedeutung fiir die Abwehrmechanismen gegen-
iber Viren zu haben, obwohl weiterfithrende in vivo-Untersuchungen zur Unterstiitzung dieser Hypothese drin-

gend notwendig erscheinen.

Zusammengefasst ergeben sich eindeutige Hinweise auf eine Beteiligung von extrazelluldren und intrazelluldren
PRRs sowohl in den klassischen Immunzellen als auch in den Epithel- und Endothelzellen an der Regulation

einer inflammatorischen Genexpression und Steuerung der weiteren angeborenen und adaptiven Immunantwort.
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4.2 Erkennung von intrazellularen Bakterien und Induktion

von Typ | IFNs

IFNo und -p wurden urspriinglich als humorale Faktoren identifiziert, welche einen antiviralen Status in Wirts-
zellen vermitteln konnen (Isaacs and Lindenmann, 1957). Es ist bekannt, dass die RLRs sowie einige TLRs
(TLR3, -4, -7, -8, -9) eine Signalkaskade aktivieren, die in der IRF3/7-abhidngigenen Expression von Typ I IFNs
miinden kann. Im Gegensatz dazu scheinen die meisten bisher untersuchten NLRs nicht in der Lage zu sein,
IFNo/B-Expressionen zu steuern. Eine Ausnahme stellt das neu entdeckte NLRX1-Protein da, welches RLR-
abhingige IFNa/B-Induktionen negativ zu regulieren scheint (Moore et al., 2008). Produzierte Typ I IFNs bin-
den (z.B. auto- oder parakrin) an den IFNa/p-Rezeptor (IFNAR) und aktivieren {iber Janus-Kinasen und STAT-
Transkriptionsfaktoren die Expression von sogenannten IFN-stimulierten Genen (ISGs), von denen viele antivi-

rale (und moglicherweise auch antibakterielle) Aktivititen besitzen (Levy and Darnell, Jr., 2002).

Zusétzlich zu ihrer Bedeutung fiir virale Infektionen zeigten verschiedene, kiirzlich verdffentlichte Studien die
wichtige Rolle der Typ I IFNs bei verschiedenen bakteriellen Infektionen (S. pneumoniae, L. monozytogenes, M.
tuberculosis, Gruppe B Streptokokken) in vivo (Auerbuch et al., 2004;Carrero et al., 2004;Mancuso et al.,
2007;0'Connell et al., 2004;Stanley et al., 2007). Einige Bakterien aktivieren IFN-Antworten moglicherweise
iiber TLR4 und/oder iiber TLRY. Dariiber hinaus erbrachten verschiedene Arbeiten der letzten Jahre eindeutige
Hinweise fiir die Existenz von zytosolischen PRRs, die in der Lage sind, IFNa/B-Expressionen in Bakterien-
infizierten Zellen zu aktivieren. So zeigten u.a. Dan Portnoy und Kollegen im Jahr 2002, dass eine Infektion mit
zytosolisch lokalisierten Wildtype-L. monozytogenes, nicht jedoch mit vakuolér oder extrazelluldr verbleibenden
Listerien, eine IFNB-Wirtszellantwort hervorrief (O'Riordan et al., 2002;Stockinger et al., 2002). Eigene Arbei-
ten sowie Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten zudem, dass auch die vakuolér replizierenden Bakterien L.
pneumophila und M. tuberculosis eine IFNB-Expression aktivieren konnten (Opitz et al., 2006b;Remoli et al.,
2002;Stanley et al., 2007;Stetson and Medzhitov, 2006). Diese Aktivierung der IFNB-Produktion war abhingig
von dem Typ IV-Sekretionssystem der Legionellen (Dot/Icm) (Opitz et al., 2006b;Stetson and Medzhitov, 2006)
bzw. von dem alternativem Sekretionssystem ESX-1 der Mykobakterien, welche die Fahigkeit zu besitzen schei-

nen, bakterielle Molekiile in das Wirtszellzytosol zu translozieren (Stanley et al., 2007).

Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass wéhrend einer L. monozytogenes-Infektion verschiedene Ge-
nexpressionsprofile aktiviert werden: eine TLR-abhéngige Genexpression (252 Gene), welche durch extrazellu-
lare und vakuolér gefangende Listerien gesteuert wurde, sowie eine TLR-unabhingige Genexpression, die aus-
schlieBlich durch zytosolische Listerien angeregt wurde (80 Gene) (Leber et al., 2008;McCaffrey et al., 2004).
Diese TLR-unabhéngige, zytosolisch aktivierte transkriptionelle Antwort war abhéngig von dem Transkriptions-
faktor IRF3 sowie zumeist von der Produktion von IFNf und der autokrinen/parakrinen Bindung des IFNf} an
den IFNo/B-Rezeptor. Die iiberwiegende Zahl der zytosolisch aktivierten Genen waren somit ISGs. In dhnlicher
Weise waren die meisten durch Mykobakterien ESX-1-abhéngig induzierten Gene bekannte ISGs (Stanley et al.,
2007).

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass mikrobielle, Vertebraten- oder synthetische DNA auch eine Typ I
IFN-Expression und insgesamt eine identische transkriptionelle Antwort hervorrief, wenn sie in das Wirtszellzy-
tosol eingebracht worden war (Ishii et al., 2006;Leber et al., 2008;0kabe et al., 2005;Stetson and Medzhitov,

2006). Dieser Befund, zusammen mit Untersuchungen an Listerien und dem Wissen, dass der Legionellen Typ
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IV-Sekretionsapparat in der Lage ist, Legionellen-DNA zu translozieren (Segal et al., 1998;Vogel et al., 1998),
fiihrte zu der Vermutung, dass bakterielle DNA wihrend einer bakteriellen Infektion im Wirtszellzytosol detek-

tiert wird und Typ I IFNs induziert (Leber et al., 2008;Stetson and Medzhitov, 2006).

Die durch Listerien, Mykobakterien oder zytosolische DNA hervorgerufene IFNB-Produktion war abhéngig von
den Wirtszellmolekiilen TBK1 und IRF3, jedoch unabhéngig von den TLRs sowie von NOD1, NOD2 und dem
NODI1/NOD2-Adapter Rip2 (Ishii et al., 2006;Leber et al., 2008;McCaffrey et al., 2004;0'Connell et al.,
2005;0'Riordan et al., 2002;0kabe et al., 2005;0pitz et al., 2006a;Stanley et al., 2007;Stetson and Medzhitov,
2006;Stockinger et al., 2002;Stockinger et al., 2004). Eigene Arbeiten zeigten zudem, dass RIG-I, MDAS5 und
andere CARD-enthaltende Wirtszellmolekiile keine Bedeutung fiir die Typ I IFN-Antwort auf eine L. pneu-
mophila-Infektion oder zytosolische DNA-Stimulation hatten, wéhrend IPS-1 an diesem Signalweg beteiligt zu
sein schien (Opitz et al., 2006b). Die Ergebnisse einer Beteiligung von IPS-1 an der Typ I IFN-Antwort auf
zytosolische DNA-Stimulation in humanen Wirtszellen werden unterstiitzt durch zusétzliche Untersuchungen
mit Hilfe von weiteren IPS-1-siRNAs sowie mit der HCV NS3/4A-Protease, welche IPS-1 prozessiert (Cheng et
al., 2007;Ishii et al., 2006). Im Gegesatz dazu war der Signalweg in Mauszellen, welcher eine IFNB-Induktion
bei einer Listerien-Infektion oder nach einer zytosolischen DNA-Stimulation vermittelt, IPS-1-unabhéngig
(Soulat et al., 2006;Sun et al., 2006) oder nur teilweise von IPS-1 abhéngig (Kumar et al., 2006). Somit scheinen

Unterschiede zwischen Maus und Mensch in diesem Signalweg zu existieren.

Die Identitidt des PRRs, welcher zytosolische DNA bzw. intrazelluldre Bakterien erkennt und Type I IFN-
Antworten vermittelt, blieb weiterhin ungeklart. Eine aktuelle Studie von Taniguchi und Kollegen legte nahe,
dass ZBP1 einen intrazelluliren PRR darstellt, der zytosolische DNA erkennt und TBK1- und IRF3-abhingig
eine IFNa/B-Antwort aktiviert (Takaoka et al., 2007). Die unter 3.10 dargestellten Ergebnisse einer Hemmung
der spaten DNA-stimulierten IFNB-Expression in Maus-L929-Fibroblasten durch ZBP1-siRNA unterstiitzen
dieser Hypothese. Im Gegensatz dazu scheint die IFN-Antwort in den untersuchten humanen Wirtszellen unab-
hiingig von ZBP1 zu verlaufen. So zeigen unsere Uberexpressionsversuche sowie unsere knock-down-Versuche
unter Verwendung von verschiedenen ZBP1-spezifischen siRNAs in unterschiedlichen humanen Zelllinien, dass
ZBP1 keine essentielle Bedeutung fiir die IFNB-Antwort auf L. pneumophila- und L. monozytogenes-Infektionen
oder zytosolische DNA-Stimulation hat (Lippmann et al., 2008). Die Ergebnisse einer nicht essentiellen Bedeu-
tung von ZBP1 fiir die IFNB-Induktion nach DNA-Stimulation in unterschiedlichen Wirtszellen werden zudem
unterstiitzt durch eine kiirzlich erschiene Arbeit von Akira und Kollegen. In dieser Arbeit wurde eine unbeein-
flusste IFNB-Antwort auf eine zytosolische DNA-Stimulation von ZBP1-knock-out-Zellen im Vergleich zu
Wildtyp-Maus-Zellen gezeigt (Ishii et al., 2008).

Zusammengefasst bestehen eindeutige Hinweise auf einen TLR-, RLR und NOD1/2-unabhingigen Signalweg,
welcher eine Typ I IFN-Antwort auf die zytosolische Erkennung von bakteriellen Bestandteilen bzw. von DNA
vermittelt. Wahrend IPS-1, TBK1 und IRF3 diese Signalkaskade in humanen Wirtszellen vermitteln, ist die

Identitét des vorgeschaltet gelegenen PRRs weiterhin ungeklért und bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.3 Die Bedeutung intrazellularer PRRs fur die Aktivierung
von intrazellularen angeborenen Abwehrmechanismen

gegenuber intrazellularen Bakterien

Neben der transkriptionellen und posttranslationalen Regulation von inflammatorischen Genen und von Typ 1
IFNs scheinen einige zytosolische PRRs auch zellautonome angeborene Abwehrmechanismen gegeniiber intra-
zelluldren Pathogenen zu steuern. So zeigen die hier dargestellten Ergebnisse zum Einen eine intrazellulare Er-
kennung von Legionellen-Flagellin sowie eine hiervon abhingige negative Beeinflussung der intrazelluldren
Vermehrung von L. pneumophila durch NAIP und Ipaf in verschiedenen humanen Zelllinien und priméren Zel-
len (Vinzing et al., 2008). Zum Anderen konnte gezeigt werden, dass die intrazelluldre Erkennung von Legionel-
len zu einer IFNB-abhéngigen Restriktion der Legionellen-Replikation fiihrt (Opitz et al., 2006b). Die Mecha-
nismen dieser beiden intrazelluliren Abwehrprozesse gegeniiber Legionellen (und wahrscheinlich anderen

intrazelluldren Bakterien) sind bisher nicht vollstindig bzw. {iberhaupt nicht aufgeklart worden.

In den meisten Mausstimmen vermittelt ein funktionelles NAIP5-Allel eine Resistenz gegeniiber einer Legionel-
len-Infektion, wihrend A/J-Miuse, die ein nicht-funktionelles mNAIP5 exprimieren, empfinglich gegeniiber
einer L. pneumophila-Infektion sind (Diez et al., 2003;Wright et al., 2003). Diese Beobachtung unterstreicht die
grofle Bedeutung von angeborenen zellautonomen Abwehrmechanismen fiir die Immunantwort gegeniiber intra-
zelluldren Bakterien und der davon abhingenden Empfinglichkeit des Gesamtorganismus gegeniiber intrazellu-
laren Pathogenen. Obwohl zumindest manche Menschen im Gegensatz zu den meisten Mausstimmen empfang-
lich gegeniiber einer L. pneumophila—Infektion sind und entweder das grippeartige Pontiac-Fieber oder schwere
Pneumonien (Legionnaires-Krankheit) entwickeln konnen, zeigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass auch in
humanen Zellen die mNAIP5- bzw. mlpaf-Orthologe hNAIP und hlpaf eine zellautonome Abwehr gegeniiber
Legionellen vermitteln. So fiihrte eine siRNA-abhingige Expressionshemmung von NAIP oder Ipaf in humanen
Wirtszellen zu einer vermehrten Replikation der Legionellen, wohingegen die Uberexpression von NAIP oder
Ipaf das Legionellenwachstum negativ beeinflusste (Vinzing et al., 2008). Somit scheint humanes NAIP bzw.
Ipaf zwar eine intrazelluldre Vermehrung von L. pneumophila nicht komplett unterdriicken jedoch negativ kon-
trollieren zu konnen. hNAIP bzw. hlpaf scheinen hierbei, genauso wie mNAIP5 und mlpaf, Legionellen-
Flagellin im Wirtszellzytosol zu erkennen. Ob diese Erkennung direkt oder indirekt iiber vorgeschaltete Molekii-

le erfolgt, ist noch nicht eindeutig geklért.

Zu den zugrundeliegenden Mechanismen der nachfolgenden Legionellenreplikationshemmung von mNAIPS und
mlpaf existieren bisher z.T. wiederspriichliche Erklarungsansétze. So wurden bisher ein Caspase-1-abhingiger
Zelltod (Pyroptose) (Molofsky et al., 2006b;Zamboni et al., 2006), ein EinfluB von NAIPS und Ipaf auf die Ma-
turierung des Legionellen-enthaltenen Phagoendosoms (Amer et al., 2006;Fortier et al., 2007) sowie Autopha-
gie-Prozesse (Amer and Swanson, 2005;Swanson and Molofsky, 2005) in diesem Zusammenhang diskutiert.
Waihrend initiale Studien zudem eine Bedeutung von mlpaf fiir die mNAIPS5-abhéngige Bakterienrestriktion
nahe legten (Zamboni et al., 2006), deuten die hier dargestellten eigenen Ergebnisse zu hNAIP und hlpaf
(Vinzing et al., 2008) sowie eine aktuelle Studie zu mNAIP5 und mlpaf an (Lamkanfi et al., 2007), dass es sich

um zwei voneinander unabhingig funktionierende zellautonome Abwehrmechanismen handelt.

Bedenkt man die grofle Bedeutung der verschiedenen mNAIP5-Allele fiir die Resistenz oder Empféanglichkeit
von Miusen gegeniiber Legionellen-Infektionen, so ergibt sich zudem die Frage, ob Polymorphismen im NAIP-
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und/oder Ipaf-Gen der Menschen existieren und moglicherweise die Empfénglichkeit gegeniiber einer L. pneu-

mophila—Infektion sowie deren Krankheitsverlauf (Pontiac Fieber versus Legionnaires Krankheit) beeinflussen.

Ein weiterer, NAIP/Ipaf-unabhingiger, angeborener intrazelluldrer Abwehrmechanismus gegeniiber L. pneu-
mophila scheint durch autokrin/parakrin produziertes IFN vermittelt zu werden. Die eigenen Arbeiten legen ein
Modell nahe, in dem intrazelluldre Legionellen bzw. Typ IV-Sekretionsapparat-abhingig sezernierte Legionel-
len-Molekiile (moglicherweise Legionellen-DNA) im Wirtszellzytosol detektiert werden (Opitz et al., 2006b).
Nachfolgend kommt es zu einer IPS-1- und IRF3-abhingigen Produktion von IFNf, welches autokrin/parakrin
iiber den IFNo/B-Rezeptor, wahrscheinlich iiber den JAK/STAT-Signalweg, einen teilweise antibakteriellen
Status der Wirtszelle bewirken. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie, in der sich L. pneumophila besser in IFAR-
knock-out-Mauszellen vermehrte, unterstiitzt diese Hypothese (Coers et al., 2007). Uber die zugrundeliegenden
Mechanismen der Resistenz-beeinflussenden Wirkung von IFN kann hingegen momentan nur spekuliert wer-
den: So konnten pro-apoptotische Effekte der Typ I Interferone (Carrero et al., 2004;Stockinger et al., 2002), die
IFNB-abhingige NO-Produktion (Diefenbach et al., 1998;Freudenberg et al., 2002), eine IFNB-abhingige Ex-
pression von IDO, Sp110b oder p47-GTPasen (Beatty et al., 1994;Pan et al., 2005;Taylor, 2007) oder ein IFN[-
regulierter Caspase-1-abhéngiger Zelltod (Henry et al., 2007) hierbei eine Rolle spielen.

Insgesamt existieren mit den NAIP-, Ipaf und Typ I IFN-abhingigen sowie anderen hier nicht aufgefiihrten Pro-
zessen verschiedene angeborene intrazellulire Abwehrmechanismen. Diese Systeme wirken der intrazelluldren
Vermehrung von L. pneumophila und vermutlich von anderen Bakterien in humanen Zellen entgegen und beein-

flussen somit wahrscheinlich die Empféanglichkeit des Gesamtorganismus gegeniiber Pathogenen.

4.4 Ausblick

Die hier aufgefiihrten Forschungsarbeiten konnten einige Aspekte der extra- und intrazelluldren Erkennung von
verschiedenen Pathogenen in unterschiedlichen humanen Wirtszellen sowie hiervon aktivierte Genregulati-
onsprozesse und intrazelluldre Abwehrmechanismen gegeniiber intrazelluliren Bakterien weiter aufkléren. Aus
diesen Untersuchungen und aus Studien anderer Arbeitsgruppen ergeben sich jedoch weiterfithrende Fragestel-

lungen.

So sollten zukiinftige Forschungsprojekte, welche zum Teil in unserer Arbeitsgruppe bereits bearbeitet werden,
u.a. den Mechanismus mit dem Wirtszellen eine IFNo/B-Antwort auf Infektionen mit intrazelluldren Bakterien
bzw. auf Stimulation mit zytosolischer DNA generieren weiter aufkldren. Hierbei ist insbesondere die Identitit
des putativ zytosolischen, DNA-erkennenden PRRs zu ermitteln. Zweitens bediirfen die Mechanismen der
NAIP-, Ipaf und IFNB-abhingigen intrazelluliren Abwehrsysteme weiterer Aufklarung. Dariiber hinaus wére es
wiinschenswert, die Bedeutung der verschiedenen extra- und v.a. intrazelluldiren PRRs sowie der Typ I IFNs,
z.B. in Legionellen- bzw. Pneumokokken-Infektionsmodellen in vivo, zu untersuchen. Bedenkt man (a) die kiirz-
lich gezeigte Modulation von unterschiedlichen Th-Zell-Antworten (Th1, Th2, Th17) durch differentielle Akti-
vierung der TLRs und NOD1/NOD2 (Fritz et al., 2007;van Heel et al., 2005), (b) die Notwendigkeit von (wahr-
scheinlich NLR-Inflammasom-abhéngig reguliertem) IL-1B fiir die Generierung von (humanen) Thl7-
Lymphozyten (Wilson et al., 2007), und (c) die groe Bedeutung der Th1-Zellen fiir die adaptive Immunantwort
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gegeniiber intrazelluldren Bakterien (Abbas et al., 1996;Mosmann and Coffman, 1989) sowie der IL-17- und IL-
22-produzierenden Thl17-Zellen fir die (mukosale) Abwehr v.a. extrazelluldrer Bakterien (Aujla et al.,
2008;Happel et al., 2005), so sollten zukiinftige Untersuchungen auch die Rolle der NLRs fiir die Aktivierung
und Regulation der angeborenen Immunitét (z.B. gegeniiber S. pneumoniae und L. pneumophila im Respirations-
trakt) adressieren. Schlielich wire es interessant zu untersuchen, inwieweit durch Genpolymorphismen bedingte
Variationen in einem oder mehreren der hier besprochenen angeborenen Abwehrmechanismen eine Bedeutung
fiir die Empféanglichkeit gegeniiber der Legionellen-Infektion und anderen bakteriellen Infektionskrankheiten im

Menschen haben.

Bedenkt man einerseits die stindige Zunahme von Resistenzen in der antimikrobiellen Therapie und andererseits
die inzwischen anerkannte wichtige Bedeutung von genetischen Faktoren fiir die Empféanglichkeit von Individu-
en gegeniiber Infektionskrankheiten (Quintana-Murci et al., 2007), so erscheint die weitere Erforschung von
(angeborenen) Immunmechanismen sowohl fiir die Risikoabschédtzung und Prophylaxe von Infektionen sowie

fiir die Entwicklung neuartiger Therapiestrategien von grolem Interesse.
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Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Instanz zur Abwehr einer Infektion dar. Es erkennt eindringende
Pathogene mit Hilfe von keimbahnkodierten mustererkennenden Rezeptoren (pattern recognition receptors,
PRRs). Hierzu gehoren die relative gut untersuchten, transmembrandren Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die
kiirzlich entdeckten, intrazelluldr lokalisierten NOD-like Rezeptoren (NLRs), RIG-like Rezeptoren (RLRs) so-
wie moglicherweise das Z-DNA-bindende Protein (ZBP1/DAI). PRRs erkennen hoch konservierte mikrobielle
Molekiile, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs). Die TLRs, NLRs, RLRs und moglicherweise ZBP1 regulieren nach Aktivierung z.B. eine NF-kB-
abhéngige und/oder IRF-abhingige Genexpression, steuern posttranskriptionelle Regulationsmechanismen
und/oder aktivieren angeborene intrazelluldre Resistenzmechanismen gegeniiber intrazelluldiren Mikroorganis-
men. Die Zielsetzung der Arbeit war es, die Bedeutung dieser Rezeptoren fiir die Erkennung von isolierten
PAMPs, wie z.B. Lipoteichonsduren, sowie von Infektionen mit intakten, extrazelluliren und intrazelluldren
Pathogenen in unterschiedlichen Wirtszellen zu untersuchen. Dariiber hinaus sollten die Signaltransdukti-
onskaskaden einiger PRRs sowie der Einfluss der PRRs auf intrazelluldre Resistenzmechanismen weiterfithrend

charakterisiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass hoch aufgereinigte Lipoteichonsduren von
Staphylococcus aureus und Bacillus subtilis sowie verwandte Glykolipide von Treponema brennaborense und T.
maltophilum spezifisch TLR2 aktivieren. In Lungenepithelzellen wird Streptococcus pneumoniae von TLR2 und
TLR1 erkannt und induziert eine NF-kB-regulierte Genexpression. Invasive Pneumokokken koénnen dariiber
hinaus auch durch das intrazellulire NLR-Molekiil NOD2 detektiert werden. Wahrend Rip2, IRAK1, TAK1 und
TAB2 positiv zur NOD2-abhingigen NF-kB-Aktivierung beitrugen, wurde NOD2 durch B-PIX und Racl nega-
tiv reguliert. Hierbei vermittelten B-PIX und Racl eine Translokation von NOD2 an den an der Plasmamembran
lokalisierten negativen NOD2-Regulator Erbin. Moraxella catarrhalis, dessen Invasion in Lungenepithelzellen
hier erstmals gezeigt werden konnte, wurde von diesen Wirtszellen iiber TLR2- und teilweise iiber NOD1 er-
kannt. Die obligat bzw. fakultativ intrazelluldren Bakterien Chlamydophila pneumoniae und Listeria monozyto-
genes, nicht aber extrazelluldre L. innocua, wurden v.a. durch NOD1 in Endothelzellen erkannt. Sie aktivierten

NOD1-, NF-kB- und p38-abhéngig eine IL-8-Produktion.

Im Gegensatz zur v.a. NF-kB-regulierten IL-8-Produktion bei bakteriellen Infektionen war die IFNB-Produktion
in Influenza A-Virus-infizierten Lungenepithelzellen abhidngig von dem RLR-Molekiil RIG-I, von dem Adap-
termolekiil IPS-1 sowie von dem Transkriptionsfaktor IRF3. Andererseits exprimierten Influenzaviren das NS1-
Protein, welches die Produktion des antiviral wirkenden IFN, wahrscheinlich iiber die Bindung und Hemmung
von RIG-I/IPS-1, unterdriickte. Mit Legionella pneumophila infizierte Lungenepithelzellen produzierten RLR-,
NOD1/2-, TLR-, und ZBP1-unabhéngig, aber IPS-1- und IRF3-abhingig ebenfalls IFNB. Dieser IPS-1-IRF3-
Signalweg bzw. die hierdurch gesteuerte IFNB-Produktion sowie dazugegebenes IFNP bewirkten eine Restrikti-
on der intrazelluldren Vermehrung von L. pneumophila. Ein zweiter, IFNB-unabhéngiger, intrazelluldrer Resis-
tenzmechanismus gegeniiber L. pneumophila in Lungenepithelzellen und Alveolarmakrophagen wurde durch die

NLR-Molekiile NAIP und Ipaf nach Erkennung von Legionellen-Flagellin gesteuert.
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Zusammengenommen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Wirtszellen, wie z.B. Lungene-
pithelzellen, Endothelzellen und Makrophagen, iiber transmembranire und zytosolische PRRs verfiigen, mit
denen sie extrazelluldre und intrazelluldre Pathogene erkennen kdnnen. Diese Pathogenerkennung steuert nach-
folgend sowohl eine differenzierte inflammatorische Genexpression als auch zellautonome angeborenen Ab-

wehrmechanismen gegeniiber eindringenden Pathogenen.
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Summary

The innate immune system represents the principal sensor of infections in multicellular organisms. It recognizes
invading pathogens by using germ-line encoded pattern recognition receptors (PRRs) such as the well examined,
transmembrane Toll-like receptors (TLRs), as well as the recently found intracellular NOD-like receptors
(NLRs) and RIG-like receptors (RLRs). PRRs detect highly conserved microbial molecules, the so-called patho-
gen-associated molecular patterns (PAMPs), and might also mediate responses to some endogenous danger-
associated molecular patterns (DAMPs). Recognition of pathogens by TLRs, NLRs, RLRs and perhaps ZBP1
activates either a NF-kB-dependent and/or IRF-dependent gene expression, mediates posttranscriptional gene

regulation and/or activates innate intracellular resistance mechanisms against intracellular microbes.

Here we showed that purified lipoteichoic acids from Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis, related glycol-
ipids from Treponema brennaborense and T. maltophilum, as well as Streptococcus pneumoniae were recognized
by TLR2 or TLR1/2, respectively, and activated a NF-kB-dependent gene expression. Invasive pneumococci
were additionally detected by the NLR molecule NOD2 which led to NF-kB activation. While Rip2, IRAKI,
TAK1 and TAB2 positively contributed to the NOD2-dependent NF-kB activation, B-PIX und Racl were in-
volved in negative regulation of NOD2 by mediating NOD2's trafficking to its negative regulator Erbin at the
plasma membrane. Moraxella catarrhalis, which was for the first time shown to invade lung epithelial cells, was
detected by lung epithelial TLR2 and -to a lesser extent- by NOD1. The obligate or facultative intracellular bac-
teria Chlamydophila pneumoniae and Listeria monocytogenes, respectively, but not the extracellular L. innocua

were detected by NODI1 in endothelial cells and activated a NF-kB- and p38-dependent IL-8 production.

In contrast to the primarily NF-kB-regulated IL-8 production in bacterial infections, the IFNP production in
influenza A virus-infected lung epithelial cells was dependent on the RLR molecule RIG-I, the adapter IPS-1 as
well as the transcription factor IRF3. In addition, we showed that the viral NS1 protein was capable of inhibiting
the RIG-I-induced signaling, a mechanism which corresponded to the observation that only NS1-deficient but
not the wild-type virus induced high-level production of IFNp. Legionella pneumophila-infected lung epithelial
cells produced a RLR-, NOD1/2-, TLR-, and ZBP1-independent, but IPS-1- and IRF3-dependent IFN expres-
sion. The IPS-1-IRF3 signaling leading to IFNf production or added IFNf led to Legionella growth restriction
within lung epithelial cells. A second, IFNB-independent intracellular innate resistance mechanism to L. pneu-
mophila in lung epithelial cells and alveolar macrophages was mediated by the NLRs NAIP and Ipaf which de-
tected Legionella flagellin.

Overall, host cells including lung epithelial and endothelial cells as well as macrophages were equipped with
transmembrane and cytosolic PRRs which detect extracellular and intracellular pathogens, and which mediate a

differentiated inflammatory gene expression as well as cell-autonomous innate defense to invading pathogens.
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