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1 EINLEITUNG

1.1 Historischer Hintergrund

Die Legionarskrankheit trat zum ersten Mal im Juni 1976 wé&hrend einer Ver-
sammlung der amerikanischen Legion in Erscheinung. Das Treffen, an dem
4400 Veteranen teilnahmen, fand in einer Hotelanlage in Philadelphia statt. In-
nerhalb weniger Tage fuhrte die typische Symptomatik in Form von trockenem
unproduktiver Husten und Fieber zur stationdren Einweisung von 221 Mitglie-
dern der Vereinigung und schlie3lich zum Tod von 34 Menschen.

Die Krankheit erhielt aufgrund der Umstande den Namen ,Legionarserkran-
kung“ (legionaires’ disease) bzw. ,Veteranenerkrankung®.

Innerhalb von nur sechs Monaten gelang es dem Center for Disease Control
(CDC) in Atlanta den Erreger zu identifizieren. Als hilfreich erwies sich hierbei
die Methode der Rickettsienziichtung, bei der der Erregernachweis durch Kulti-
vierung in der Gewebekultur, dem Hihnerembryo oder im Versuchstier erfolgt.
Im Gegensatz zum Erreger konnte die Quelle der Infektion nicht identifiziert
werden.

Nach der Situation seines Ausbruchs und seiner Symptome wurde das Bakteri-
um Legionella (L.) pneumophila benannt. Aus den gewonnenen Informationen
konnten anhand von eingefrorenen Patientenseren retrospektiv frihere Ausbru-
che von L. pneumophila Infektionen serologisch nachgewiesen werden. Im Jahr
1968 erkrankten Besucher des Gesundheitsamtes der Stadt Pontiac (Michi-
gan/USA) an einer leichteren Form der Infektion. Sie machte sich durch grippe-
ahnliche Symptome der oberen Luftwege bemerkbar und verlief in keinem der
Falle letal. Seit diesem Vorfall wird diese Form der Erkrankung als Pontiac-
Fieber bezeichnet *.

Als es gelang, Legionellen problemlos auf synthetischen Agarnédhrbdden anzu-
zuchten, wurden immer mehr Spezies dieser Gattung sowohl aus Patientenpro-

ben als auch aus Umweltmaterial isoliert und charakterisiert. Es wird allgemein



angenommen, dass in Zukunft weitere Legionellen-Spezies beschrieben wer-

den und die Gattung ein Ausmalf3 éhnlich dem der Salmonellen erreichen wird
2,3

1.2 Epidemiologie

Legionella pneumophila wird fur 4-20 % aller ambulant erworbenen Pneumo-
nien verantwortlich gemacht *. Die jeweiligen Ausbriiche konnten auf eine Viel-
zahl von Infektionsquellen zuriickverfolgt werden. Dazu gehéren Kuhltirme,
Schwimmbader, Eismaschinen, Springbrunnen und Duschen. Gemeinsames
Kennzeichen aller Infektionsquellen ist die Bildung von Aerosolen, die den
Transport des Erregers in die tiefen Lungenbereiche ermdglichen. Eine direkte
Ubertragung von Mensch zu Mensch konnte dagegen nicht beobachtet werden
®. In einer Studie der HeiBwassersysteme im Siidosten Deutschlands wurde
Legionella in 68 % der Krankenhauser, 50 % der Arztpraxen, 58 % der Zahn-
arztpraxen, 85 % der Offentlichen Geb&ude und 65 % der Privathaushalte iso-
liert. Die Konzentration lag in den meisten Fallen unter 100 ml °. Griinde fir
die Persistenz des Bakteriums in den Wassersystemen sind seine Resistenz
gegenuber Malinahmen der Abwasserklarung und die auf3ergewohnlich gute
Uberlebensfahigkeit bei Temperaturen zwischen 5C und 65C .

Okologische Studien haben gezeigt, dass zum Uberleben auRerhalb des Wirtes
Mensch Protozoen gebraucht werden 8. Legionella kann als deren Parasit fun-
gieren, was unweigerlich zum Untergang des Wirtes fiihrt ° oder sie kann den
Amoben selbst als Futterquelle dienen °. In den meisten Féllen tiberlebt und
vermehrt sich das Bakterium innerhalb der Vakuolen des Einzellers. Die Repli-
kation in Protozoen ist notig, um Bakterien zu generieren, die in der Lage sind
in der Umwelt zur persistieren und Saugetierzellen zu infizieren 2. Der Auf-

nahmemechanismus von L. pneumophila durch Acanthamoeba castelanii (,coi-



ling phagocytosis®) und die Hemmung der Fusion des Phagosoms mit lysoso-
malen Vakuolen innerhalb der Amodbe kann in &hnlicher Weise auch beim Men-

schen beobachtet werden 314,

1.3 Pathogenitat, Virulenz

Die 40 bisher identifizierten Spezies unterscheiden sich deutlich in ihrer Viru-
lenz, wobei weniger als die Halfte fur eine Erkrankung beim Menschen verant-
wortlich gemacht werden kann. Etwa 85 % der Falle werden durch L. pneu-
mophila Serogruppe (Sg) 1 ausgeldst, gefolgt von L. pneumophila Sg 6 (10 %)
und L. micdadei (5 %) '°. Zugang zum Makrophagen erhélt das Pathogen
hdchstwahrscheinlich durch eine vom endoplasmatischen Rektikulum (ER)
vermittelte Phagozytose. Die Verbindung des ER mit dem Plasmalemm des
Makrophagen ermoglicht die Formation einer Phagosomenmembran und ist fur
die Bildung von Phagolysosomen auch dariber hinaus noch von Bedeutung.
Diese ER-vermittelte Phagozytose wird bei der Internalisierung von intrazellula-
ren Pathogenen unabhangig von ihrem weiteren Weg in der Wirtszelle beo-
bachtet °. In einem signifikanten Anteil der autophagosomalen Vakuolen (18 h
nach Infektion) finden sich lysosomale Marker wie LAMP1 (lysosomal-
associated membrane protein 1) und Cathepsin D und der durchschnittliche pH-
Wert sinkt auf 5.6. Diese Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung uberein,
dass intrazellular replizierende Bakterien Saureresistenz zeigen. Die Grundla-
gen dafur werden hdchstwahrscheinlich bereits wahrend der Stunden nach der
Infektion gelegt, wenn das Bakterium von dem endozytischen Pfad des
Makrophagen noch isoliert ist. Es kommt zur Induktion von Faktoren, die ein

Uberleben in der feindseligen Umgebung erméglichen *"22.

L. pneumophila ist in der Lage seine Genexpression zu modulieren und diverse

Gene als Antwort auf spezifische Stimuli zu exprimieren. Der wahrscheinlich



wichtigste Stimulus ist die limitierte Verfluigbarkeit von Aminosauren, dem
Hauptenergielieferanten des Bakteriums. Als Folge des Aminoséduremangels
kommt es zur Akkumulation des second messengers ppGpp und einer Kette
von Ereignissen im Zellstoffwechsel, die in die Expression mehrerer Virulenz-
faktoren minden. Diese ermdglichen es dem Pathogen, einen Wirtswechsel
durchzufiihren °.

Zwischen virulenten und nicht-virulenten Stdmmen gibt es Unterschiede auf
mehreren Genloci, die mit der Fahigkeit zur intrazellularen Infektion und Repli-
kation assoziiert sind **?*. Das MIP (macrophage infectivity potentiator) Protein
beispielsweise ist zur erfolgreichen Zellinvasion und zum optimalen intrazellula-
ren Uberleben von L. pneumophila absolut notwendig. Es zeigt die Aktivitat ei-
ner PPlase, eines in der Proteinfaltung involvierten Enzyms, das auch das Im-
munsuppresivum FK-506 binden kann %23,

Mehrere bakteriellle fur die intrazellulare Proliferation notwendige Faktoren
werden durch den Dot/lcm Genkomplex kodiert. Die meisten Dot/lcm Mangel-
mutanten sind zur intrazellularen Vermehrung nicht in der Lage und koénnen
dem endozytischen Prozess nicht entgehen ?*%. Die Produkte dieser Genloci
bilden die Grundlage fur das Typ-IV-Sekretionssystem, das es den Legionellen
erlaubt, bakterielle Faktoren aus den Vakuolen in das Zytoplasma der Wirtszelle
zu schleusen. Die translozierten Proteine sind wesentlich fur das intrazellulare
Wachstum, den intrazellularen Stoffwechsel sowie fiir die hohe MOI (multiplicity
of infection) Zytotoxizitat. Der IcmQ-IcmR-Komplex reguliert beispielsweise die
Bildung eines Translokationskanals, der Proteine in die Wirtszellen befordert,
und der IcmS-lcmW-Komplex wird fir den Export von Virulenzfaktoren, die in
den phagosomalen Bildungs- und Reifungsprozess eingreifen, benétigt 2%,
Coers et al. haben gezeigt, dass die Primarfunktion der Dot- und Icm-Produkte
in der Ubersendung eines Signals an den Makrophagen liegt, der die Reifung
des L.-pneumophila-Phagosoms in eine replikative Vakuole vorantreibt .

Luo and Isberg identifizierten mehrere Proteinfamilien, die durch das Typ-IV-
Sekretionssystem transloziert werden und konnten anhand eines neu identifi-
zierten Proteins (SidC) die Translokation tUber die phagosomale Membran bis

zur zytoplasmatischen Seite des L.-pneumophila-Phagosoms zeigen 3.



1.4 Klinik

Es wird zwischen der klassischen Form der Legionellose (Legionarserkrankung)
und dem Pontiac-Fieber als der milden Variante unterschieden.

Das Leitbild bei der klassischen Form ist die Pneumonie. Der Beginn der Er-
krankung ist durch unspezifische Symptome wie Fieber, Ubelkeit, Myalgien,
Erbrechen und Kopfschmerzen gekennzeichnet, begleitet von einem Tempera-
turanstieg bis Uber 40C. Der Husten ist meist trocken und unproduktiv.
Gastrointestinale Symptome sind ebenfalls keine Seltenheit, denn Durchfall
wird in 20 bis 40 % der Félle beobachtet *?. Extrapulmonale Legionellosen sind
rar, aber die Verlaufe sind duRerst dramatisch 3. Hier ist die haufigste Lokalisa-
tion das Herz, als Erkrankungsmanifestationen fungieren Myokarditiden und
Perikarditiden 3*3°. An der klassischen Form der Legionellose erkranken typi-
scherweise altere Menschen und Risikogruppen mit einer mehr oder weniger
ausgepragten Immunschwéche. Dazu gehoren beispielsweise Raucher, Perso-
nen mit chronischen Lungenerkrankungen und Tumorpatienten 3¢,

Das Pontiac-Fieber ist eine Infektion von immunkompetenten Personengrup-
pen, charakterisiert durch Fieber, Schiittelfrost, Myalgien und Kopfschmerzen
37 Es unterscheidet sich von der Legionarserkrankung durch die kurze Inkuba-
tionszeit (6-48h), eine hohe Erkrankungsrate und die fehlende Letalitat *. Die
Pathogenese des Pontiac-Fiebers ist weitgehend unbekannt, wobei eine Hy-
persensitivitdt gegentber zellularen Komponenten der Legionellen oder auch

der Amobe vermutet wird >°.

1.5 Diagnose

Die Kultur ist der Goldstandard und fiir epidemiologische Untersuchungen un-

verzichtbar. Obwohl sie anspruchsvoll und zeitaufwéndig ist (4-5 Tage), liegt



ihre Empfindlichkeit - je nach Untersuchungsmaterial - bei 50 bis 90 %. Legio-
nellen wachsen nicht auf herkdbmmlichen Nahrbéden, sondern werden auf ge-
puffertem Kohle-Hefeextrakt-Agar mit Zusatz von a-Ketoglutarat (BCYE-a Agar)
und evtl. von Antibiotika (z.B. Polymixin B, Cefamandol und Anisomycin) ge-
zlchtet. Rasche Methoden zum Direktnachweis (Indirekte Immunfluoreszenz,
DNA Sonden) sind mit 30 — 70 % nicht sensitiv. Fir den Antigennachweis im
Urin ist der ELISA (enzyme-linked-immuno-sorbent-essay) sensitiver (75 — 90
%), doch alle handelsublichen Assays haben den Nachteil ausschlie3lich L.
pneumophila der Serogruppe 1 zu erfassen. Die Persistenz des Antigens ist
allerdings nicht mit dem Weiterbestehen der Krankheit gleichzusetzen *°. Die
Spezifitat der verschiedenen Methoden ist mit Uber 95 % zufriedenstellend. Der
Antikérpernachweis wird zwar immer noch sehr haufig verwendet, sollte heute
jedoch wegen seiner Mangel nur noch fir epidemiologische Zwecke oder als
Ergénzung zu anderen Methoden eingesetzt werden *!. Die PCR ist spezifisch
und der Kultur an Empfindlichkeit tiberlegen ****. Ein negatives Resultat fiir Le-
gionella spp. erlaubt praktisch den Ausschluss der Infektion. Ein positives Re-
sultat fur Legionella pneumophila dagegen ist ein starker Hinweis auf eine Legi-

onellose.

1.6 Therapie

Erythromycin war fir lange Zeit das Mittel der Wabhl, ist jedoch durch die neue-
ren Makrolide, insbesondere Azithromycin, ersetzt worden. Sie weisen eine ho-
here In-vitro-Aktivitat auf und gelangen besser in das betroffene Lungengewe-
be. Gegen Erythromycin sprechen auch die gastrointestinalen Nebenwirkungen
und die notwendige Verabreichung groRer Flussigkeitsmengen. Ahnliche Vortei-
le wie die Makrolide weisen Quinolone auf und stellen somit eine mogliche Al-

ternative dar *4*°,



4647 und wird als Teil

Rifampicin ist gleichfalls sehr effektiv gegen Legionella
einer Kombinationstherapie (mit einem Makrolid oder Chinolon) bei schwer er-
krankten Patienten eingesetzt .

Parenterale Therapie sollte bis zur deutlichen Verbesserung der Symptomatik
verabreicht werden, gefolgt von der oralen Therapie. Die Gesamtdauer der An-
tibiose liegt zwischen 10-14 Tagen, wird aber bei immunsupprimierten Patien-

ten auf 21 Tage ausgedehnt *.

1.7 Immunitat

Es konnte anhand von Experimenten am Tier und am Menschen gezeigt wer-
den, dass sowohl die angeborene als auch die erworbene Immunitat bei der
Legionelleninfektion eine Rolle spielt. Die natirliche (angeborene) Immunitat
geht auf eine gro3e Anzahl von Effektorzellen und Zytokinen zuriick. Neben
natlrlichen Killerzellen und Makrophagen sind neutrophile Granulozyten, also
zur Phagozytose fahige Zellen, involviert. Innerhalb von Stunden nach der In-
fektion werden neben Zytokinen, wie IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, II-15, TN, IFNy,
TGFB auch mehrere Chemokine freigesetzt. Die adaptive (erworbene) Immuni-
tat setzt sich aus B- und T-Lymphozyten, Zytokinen und antigenprésentieren-
den Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen, u.a.) zusammen. Beide Gruppen
tragen sowohl dazu bei, die Primarinfektion zu limitieren als auch die Antwort
der T-Helferzellen zu triggern. Verschiedene Umweltfaktoren konnen eine Ver-
anderung des quantitativen und qualitativen Gleichgewichtes zwischen den
zahlreichen Zytokinen bewirken. Anstatt eine protektive Wirkung auszuiben,
kann dieser Prozess dann zur einer Verstarkung der Erkrankung und auch zu
einem todlichen Verlauf fiihren 2.

Die zellvermittelte Immunitat ist wahrscheinlich der wichtigste Mechanismus zur

Inhibierung der intrazellularen Vermehrung und zur Begrenzung der Infektion.



Obwohl die Art und Weise dieser Immunantwort noch unklar ist, haben mehrere
In-vitro-Studien gezeigt, dass IFN-y aktivierte Makrophagen das intrazelluléare
Wachstum des Bakteriums hemmen “°°°. Die Zytokininduktion durch Legionel-
len aktiviert hauptsachlich T-Helferzellen, von denen zwei Subtypen (Th1, Th2)
anhand ihrer Zytokinprofile identifiziert werden konnten ®*°2, Th1-Zellen sind mit
den sezernierten Zytokinen (IFN-y, TNF und IL-2) an der zellvermittelten Immu-
nitat, insbesondere der Abwehr von intrazellularen Erregern, beteiligt *3. Die
Th2-Zellen produzieren indessen IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 4 Sie aktivieren B-
Lymphozyten und sind somit bei der humoralen Abwehr von Bedeutung. Die auf
den Stimulus hin produzierten Antikbrper wehren unter anderem den Angriff
extrazellularer Erreger ab. Trotzdem scheinen diese Antikorper keine Rolle bei
der Abwehr der Legionelleninfektion zu spielen. Zum einen zeigen nur 50 % der
Patienten eine Serokonversion und zum anderen haben die Serumantikdrper
mit dem Komplementsystem keine lytische Wirkung auf das Pathogen. Sie for-
dern zwar die Phagozytose des Bakteriums durch die Makrophagen; dieser
Prozess fiihrt aber nicht zur Abtétung des Pathogens °°.

Es hat sich gezeigt, dass die immunmodulierenden Zytokine auch kreuzregula-
torische Fahigkeiten besitzen. So fordert z.B. IL-12 nicht nur die Thl-
Klonbildung und die Zytokinproduktion, sondern es unterdrtickt auch Th2-Klone
und ihre entsprechenden Zytokine *°. Bedeutsam fiir die Steuerung der Immun-
antwort gegenuber angreifenden Mikroben ist die Balance der Thl- und der
Th2-Zytokinantwort °**2, Experimentelle Modelle von durch Leishmania spp.
758 Toxoplasma gondii *°, Mykobakterium spp. ®°, Lysteria monocytogenes
und Candida albicans ®? verursachten Erkrankungen haben die kritische Rolle
des Th1/Th2 Gleichgewichtes bei infektionsinduzierter Reaktion des Immunsys-
tems aufgezeigt. Nur einige Kklinische Infektionen wie die durch Mycobacterium
tuberculosis verursachte Pleuritis ®® sowie Lepra ®* und Leishmaniose ®® wurden
auf ihren Immunstatus untersucht. Sie wiesen aufgrund des Zytokinmusters ein
Uberwiegen der Th1-Antwort auf.

Bei mit L. pneumophila infizierten Mausen hatte die Unterdrickung der Thl-
Aktivitat durch Marihuana eine deutliche Mortalitatserhéhung zur Folge ®°. Kit-

sukawa et al. fanden im Uberstand von mit L. pneumophila infizierten, humanen



peripheren mononuklearen Blutzellen mRNA von IFN-y, aber keine mRNA, die
fur das Interleukin IL-4 kodierte ®’. Tateda et al. >* bestétigten anhand der Zyto-
kinprofile von Patienten mit einer Legionellenpneumonie die Gberragende Rolle
der Th1-Antwort.

IL-12 scheint das erworbene und das angeborene System zu verbinden *°. Die
Fahigkeit des Zytokins, die Differenzierung von Thl-Zellen aus neutralen T-
Lymphozyten (Initialisierung der zellvermittelten Immunitéat) und die Produktion
von IFN-y und anderen aktivierenden Zytokinen zu induzieren, ist insbesondere
bei akuten bakteriellen Infektionen unerlasslich. Bei Patienten mit einer Legio-
nellenpneumonie wurden bereits erhéhte Serumspiegel von IL-12 beobachtet
* Ob die Infektion mit L. pneumophila aber tatsachlich vom Th1-Zytokintyp
dominiert wird, muss durch weitere Studien geklart werden. Eine durch Thl-
gewichtete Antwort kdnnte aber die Anfélligkeit von immunsupprimierten Indivi-
duen, insbesondere alteren Personen, gegeniber einer Legionelleninfektion
erklaren und den immunologischen Unterschied zwischen der Legionarskrank-
heit und dem Pontiac-Fieber aufzeigen. Das Wissen tber immunologische Ver-
anderungen im Alter ist noch gering; fest steht aber, dass insbesondere T-
Zellen eine Funktionsminimierung erfahren 8. In der dritten Lebensdekade ist

69

vor allem die T-Zell-Aktivierung erheblich eingeschrankt > und das Zytokin-

muster scheint sich von einer Thl- zu einer Th2-Antwort zu verschieben. ™.
Eine geringere Proliferationsrate und eine verminderte Expression von Adhasi-
onsmolekilen wie dem CD96 sind weitere Kennzeichen des Alterungsprozes-

ses .

Wichtige Komponenten der zellvermittelten Immunitat sind neben Makrophagen
und Thl-Zellen die zytotoxischen T-Zellen (CTLs), die den MHC-Klasse-I-
Komplex an Zelloberflachen erkennen konnen. Fast alle kernhaltigen Zellen
exprimieren MHC-Klasse-I-Molekiile und préasentieren mit deren Hilfe zelleigene
Proteine sowie — bei einer bestehenden Infektion — Proteine der entsprechen-
den Pathogene. Viren haben Mechanismen entwickelt, um dieser Erkennung zu
entgehen. So reduzieren sie z. B. die Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen

oder sie produzieren Proteine, die diese Molekiile aus dem endoplasmatischen



Retikulum herausschleusen und so eine Oberflachenprasentation des Antigens
unmdglich machen.

Die naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) spiren Zellen auf, die keine oder eine
reduzierte MHC-Klasse-I-Expression aufweisen und deshalb einer Erkennung
durch zytotoxische T-Zellen entgangen sein kénnten 2. Sowohl zu den CTLs
als auch zu den nattrlichen Killerzellen liegen noch keine Erkenntnisse im Hin-
blick auf eine Legionelleninfektion vor. Die Reaktion der NK-Zellen ist Gegens-

tand dieser Dissertation.

1.8 Naturliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen sind sowohl fur die angeborene Immunantwort gegen-
Uber Pathogenen als auch fir die korpereigenen Tumorzellen entscheidend. Sie
erkennen, wie bereits oben erwéahnt, die MHC-Klasse-I-Expression auf der Zell-
oberflache. Ist diese reduziert oder fehlt sie ganz, wird die Zielzelle eliminiert.
Beim Menschen ist der Schritt von der Erkennung der Klasse-I-Molekile bis zur
entsprechenden Reaktion eine komplexe Interaktion zwischen aktivierenden
und inhibierenden Rezeptoren, wobei im Allgemeinen der Effekt der inhibieren-
den Gruppe Uberwiegt. Die Rezeptoren von NK-Zellen lassen sich in zwei
Gruppen einteilen, die KIRs (killer cell immunoglobulin-like receptors), die auf
dem LRC-Abschnitt (leukocyte receptor complex) der DNA kodiert sind und die
lectin-like molecules, dessen Strukturinformation der NK-Genkomplex (natural
killer cell gene complex, NKC) tragt. Die Funktionen bzw. Liganden der meisten
NKC-codierten Molekile sind noch nicht charakterisiert. Eine der am besten
untersuchten Rezeptorgruppen beim Menschen ist die NKG2-CD94-Familie.
NKG2A-CD94, NKG2B-CD94 und NKG2C-CD94 erkennen das MHC-Klasse-I-
Molekil HLA-E, das Peptide (leader peptides) klassischer MHC-Molekile préa-

sentiert . So kann die Expression von HLA-E mit Hilfe von NK-Zellen auch als

10



Indikator fur eine korrekte MHC-Klasse-I-Bildung verwendet werden. In Tumor-
zellen und virusinfizierten Zellen wird durch die verminderte HLA-A, HLA-B und
HLA-C Expression die Bindung des Peptids und somit eine Stabilisierung von
HLA-E verhindert .

Der NKG2D-Rezeptor, der auch auf einigen T-Zellen und Makrophagen expri-
miert wird, weist im Gegensatz zu anderen NKG2-Molekiilen eine begrenzte
Sequenzhomologie auf ">’" und hat sowohl aktivierende als auch costimulatori-
sche Funktionen "®"°. Die Liganden des NKG2D-Molekiils beim Menschen sind
das MHC class | chain-related gene A protein (MIC-A), MIC-B und die ULBP-
Familie (UL16-binding protein) %®®'. Sie zeigen in Struktur und Sequenz Ahn-
lichkeit mit MHC-Klasse-I-Molekillen, assoziieren aber weder mit f,-
Mikroglobulin noch weisen sie eine Peptidbindung auf. Die Expression dieser
Liganden wird durch zwei Prozesse induziert: die Tumorgenese und die Virusin-
fektion. Die Aktivierung durch das Virus hat eine Costimulation von virusspezifi-
schen zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) und somit eine Lyse der infizierten
Zellen zur Folge. Dies geschieht selbst dann, wenn das Virus die MHC-Klasse-
I-Expression deutlich reduziert hat. 8283,

Die im NKC-Komplex der Maus kodierte Ly49-Familie und die immunglobulin-
like Rezeptorfamilie beim Menschen, die die klassischen MHC-Klasse-I-
Molekile erkennen kann, sind strukturell unterschiedliche, funktionell jedoch
analoge MHC-Klasse-I-Rezeptoren #. Die Mitglieder der Ly49-Familie gehdren
mit Ausnahme von Ly49h und Ly49d zu den inhibierenden Molekilen. Insbe-
sondere Ly49h kommt eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort
gegeniiber Virusinfektionen zu 8%, M157, ein durch das Cytomegalievirus co-
diertes Molekul, ist der entsprechende Ligand. Es wird durch infizierte Zellen
exprimiert 28 und triggert innerhalb von Stunden die IFN-y-Produktion von frisch
isolierten, Ly49h-exprimierenden NK-Zellen in vitro. Obwohl Ly49 von humanen
NK-Zellen nicht exprimiert wird, ist es moglich, dass ahnliche Virus-
Erkennungsmechanismen im LRC-Abschnitt kodiert sind. Es sind verschiedene
Virusinvasionsstrategien bekannt, die direkt gegen NK-Zellen gerichtet sind und
darauf hindeuten, dass humane NK-Zellen Rezeptoren fir die Viruserkennung

exprimieren .
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1.9 MHC-Klasse-I-Komplex

Die MHC Klasse | Molekile setzen sich aus einer polymorphen, HLA-codierten
schweren Kette und einer nicht-polymorphen, I6slichen Kette, dem [,-
Mikroglobulin (8.m) zusammen %°. Beide sind durch eine nicht-kovalente Bin-
dung miteinander verbunden und der distale Teil der schweren Kette bildet eine
Peptidbindungsfurche. Das Peptid ist ein integraler Bestandteil der MHC-
Klasse-I-Struktur, wobei jedes MHC-Klasse-I-Molekil — mit Einschrankungen in
Hinblick auf Lange und Sequenz - unterschiedliche Peptide binden kann **. Da
die Bindungsfurche an beiden Enden geschlossen ist, werden nur Peptide mit
einer Lange von acht bis zehn Aminoséuren gebunden. Zusatzlich missen die
Seitenketten spezifische Charakteristika aufweisen, um an Aminosaureresten
des MHC-Klasse-I-Molekiils andocken zu kénnen. Bereiche der Bindungsfur-
che, die mit dem Antigen interagieren, werden als Antigenbindungstaschen be-
zeichnet, wohingegen die Aminosaurereste des Peptids als Ankerreste klassifi-
ziert werden. Die Peptidbindungstaschen sind fur die Variabilitat und die Bin-
dungsspezifitdt der MHC-Klasse-I-Molekile verantwortlich. Die Prasenz multip-
ler MHC-Klasse-I-Gene, ihr Polymorphismus und die kodominante Expression
steigern die Vielfalt der moglichen, an der Oberflache zu prasentierenden Pep-
tide %.

Die meisten Peptide, die an Klasse | Molekiile binden, stammen von im Zytosol
synthetisierten Proteinen % Obwohl reife Proteine, die sich am Ende ihres Le-
benszyklus befinden auch durch Klasse | prasentiert werden kdnnen, zeigen
neuere Studien, dass neu synthetisierten Proteine die Hauptquelle der présen-
tierten Antigene ausmachen %*%. 30 bis 80 % dieser neusynthetisierter Protei-
ne werden direkt nach der Synthese degradiert, weil es entweder vorzeitig ter-
minierte Polypeptide oder missgefaltete Proteine (defective ribosomal products,
DRiPs) sind. Sie stellen eine wichtige Quelle fur die MHC-I-
Antigenprozessierungsmaschinerie dar und ermdglichen eine schnelle Erken-

nung von infizierten oder anderweitig veranderten Zellen.
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Im Zytosol lokalisierte Proteasomen kdnnen Proteine, Polypeptide sowie DRIPS
nach einer vorherigen Bindung an den Kofaktor Ubiquitin degradieren ®. Das
Proteasom selbst ist eine Protease mit mehreren katalytischen Untereinheiten
und verschiedenen proteolytischen Aktivitdten. IFN-y, ein Zytokin, das in der
Regel bei einer viralen Infektion, aber auch bei der Legionelleninfektion produ-
ziert wird, induziert die Synthese von drei Untereinheiten: LMP2 (low molecular
weight protein), LMP7 und MECL-1 ¥. Die neu gebildete Protease wird als Im-
munoproteasom bezeichnet und ist in antigenprasentierenden Zellen (APCs)
sowie entzindetem Gewebe zu finden. Die fur LMP2 und LMP7 kodierenden
Gene stehen mit HLA- | Bereichen in Verbindung und es erscheint naheliegend,
dass eine Koevolution mit MHC-Klasse-I-Molekiilen stattgefunden hat %.

Proteasomen, denen die IFN-y-induzierbaren Einheiten fehlen, werden als
Standardproteasome klassifiziert und sind in den meisten Zelltypen die prado-
minant exprimierte Form. Sie degradieren vor allem Selbstantigene effizienter
als Immunoproteasomen, die besser in der Lage zu sein scheinen Peptide aus
infektiosen Substanzen als aus Selbst-Proteinen zu generieren . Die Induktion
dieser Proteasomen wahrend einer Infektion kdnnte also einen Vorteil fir den
Wirt darstellen. Die Degradierung der Fremdantigene hatte dann Vorrang vor
zelleigenen Antigenen. Es ware mdglich, dass dendritische Zellen, die eine
konstitutive Expression der Immunoproteasomen zeigen und dadurch Selbstan-
tigene weniger effizient als Fremdantigene prozessieren, eine Art Selbsttoleranz

bei der CD8-T-Zellantwort induzieren *°.

Die meisten der nach der Prozessierung durch das Proteasom gebildeten Oli-
gopeptide werden von Endopeptidasen und Aminopeptidasen weiter zu Amino-
sauren degradiert, die fur Proteinsynthese und Energieproduktion verwendet
werden. Trotz allem wird ein kleiner Teil dieser Peptide durch den TAP-
Transporter, einem integralen ER-Membranprotein, deren Untereinheiten TAP1
und TAP2 innerhalb des MHC Komplexes kodiert sind, in das endoplasmati-
sche Retikulum (ER) transloziert ®. Ahnlich wie bei Untereinheiten des Immu-
noproteasoms (LMP2, LMP?7) ist die Expression von TAP1 und TAP2 durch die

Prasenz von IFN-y deutlich gesteigert.
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TAP-defiziente Zellen haben tiefgreifende Defekte in der Klasse-I-
Oberflachenexpression und sind erheblich in ihrer Antigenprasentation einge-
schrankt. Nichtsdestotrotz wurden bereits Proteasom- und TAP-unabhé&ngige

Wege der Antigenprasentation beschrieben %.

Das Beladen der MHC Klasse | Molekile mit Peptiden innerhalb des ER ist ein
hochregulierter Prozess, der eine Vielfalt von akzessorischen Proteinen beno-
tigt 2931%_ Dije initialen Schritte werden durch die Lektin-ahnlichen Chaperone
Calnexin und Calretikulin kontrolliert °*. Sofort nach ihrer Translokation in das
ER bindet die schwere Kette Calnexin, welches dann nach der Assoziation mit
B2-Mikroglobulin durch Calretikulin ersetzt wird. Die Bedeutung des Calnexins
fur die Zusammenfiigung von Klasse-I-Molekilen ist unklar, weil dieser Prozess
auch in humanen Zelllinien mit fehlendem Calnexin stattzufinden scheint *°*,
Beim Menschen wird es wahrscheinlich durch andere Chaperone, wie das BiP
(immunoglobulin heavy chain binding protein) ersetzt 1°2. Bei Mausen dagegen
weisen die Calnexinmangelmutanten schwere Prozessierungsdefekte des Klas-
se-I-Antigens auf %,

Tapasin, eine weitere Komponente des Peptidtransporters, ist ein in der MHC-
Klasse-1l-Region codiertes Transmembranprotein. Es erhdht die Expression des
TAP-Transporters in der Zelle ® und vermittelt eine effektive Assoziation von
Klasse-I-Molekiilen an das TAP *°°. Daneben hat es ebenfalls eine Chaperon-
ahnliche Funktion in der Stabilisierung des Klasse- 1/3zm-Dimers, die in Erho-
hung der Halbwertszeit des Molekiils resultiert 1°°. Die Tapasinabhangigkeit bei

107 und die moleku-

der Peptidbeladung wurde nicht bei allen Allelen beobachtet
laren Mechanismen sind Gegenstand weiterer Untersuchungen.

ERp57 ist 1998 als eine Komponente des Peptidbindungskomplexes identifiziert
worden. Als eine Thiol-abhéngige Reduktase, auch bekannt als ER60-Protease,
beeinflusst es die Bildung von Disulfidbriicken innerhalb der schweren Kette
und somit die Faltung des MHC-Klasse-I-Molekiils 1% Auch eine nicht kova-
lente Interaktion zwischen ERp57 und Calretikulin und eine tber Disulfidbri-
cken erzeugte Bindung zum Tapasin wurden beobachtet '  Die genaue

Funktion des ERp67 ist noch unklar.
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Die Peptidbindung verandert die Konformation des MHC-Klasse-I-Molekils so-
weit, dass eine Losung des Rezeptors vom TAP-Transporter moglich wird und
der Transport des Molekiils aus dem ER zur Zelloberflache iniziert wird **2%3,
Der Zyklus der ATP-Bindung und der Hydrolyse des TAP-Transporters ist ne-
ben der Regulation des Peptidtransportes in das ER ebenfalls fir die Freiset-
zung des MHC-Klasse-I-Komplexes verantwortlich ***. Verlangerte Retention im
endoplasmatischen Retikulum hat einen Transport aus dem ER in das Zytosol

und dort die proteasomale Degradation zur Folge *>*1¢,

1.10 Versuchsziel

Neuere Ergebnisse in der FACS-Analyse zeigen eine Reduktion der MHC-
Klasse-l-Expression bei der Infektion mit Legionella pneumophila. Nach 48 h ist
die Oberflachenexpression von Mono-Mac-6-Zellen, die mit der pathogenen
Spezies infiziert sind, deutlich vermindert (Abb. 1.10.1). Zellen, die mit der
apathogenen L. steigerwaltii infiziert wurden, weisen hingegen im Histogramm
eine deutlich geringere Reduktion auf (Abb. 1.10.2). Bei der Negativkontrolle
findet kaum eine Minderung der Expression statt (Abb. 1.10.3). Die vorliegende
Arbeit sollte die Interaktion zwischen infizierten Zellen und den natirlichen Kil-
lerzellen untersuchen und feststellen. ob autologe NK-Zellen infizierte

Makrophagen erkennen und lysieren.
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1.10.1 Expression von MHC-Klasse-I auf infizierten =~ MM6-Zellen

Die Infektionsdosis betrug 1:100 (Wirtszelle: Legionella)

Infektion mit L. pneumophila subtyp pontiac

Abb. 1.10.1

Schwarze Flache: Oh

Graue Flache: 24h (nicht sichtbar)
Weile Flache: 48h

Abb. 1.10.2
Schwarze Flache: Oh
Graue Flache: 24h
Weile Flache: 48h
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Abb. 1.10.3
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Freundlicherweise von M. Faigle zur Verfiigung gestellt.

16



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
211 Chemikalien, Reagenzien, Hilfsstoffe
RPMI-1640 Invitrogen, Eggenstein

FCS (fetal calve serum), hitzeinaktiv

L-Glutamin 10%

MEM nicht-essentielle Aminoséuren

OPI (Oxalacetat-Pyruvat-Insulin)

Legionella-Kulturplatten

Gentamicin (50mg/ml, mit RPMI
auf 100ug/ml verdiinnt)

Rinderserumalbumin (BSA)

PBS

Trypanblau 0,4%

MACS NK Isolation Kitt

MACS Monocyte Isolation Kitt

Interleukin-2
Sy

Triton 2%
Aqua dest.

Kulturmedium

Infektionsmedium

Invitrogen, Eggenstein
Invitrogen, Eggenstein
Invitrogen, Eggenstein
Sigma, Miinchen
Biotest, Heidelberg

Invitrogen, Eggenstein

Sigma, Minchen
Invitrogen, Eggenstein
Sigma, Miinchen

Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach
Sigma, Minchen

3,7x10" Bg/ml, Amersham
Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein
RPMI-1640 Medium mit
10% FCS

1% L-Glutamin

1% nicht-essentielle Aminosauren
1% OPI-Supplement
RPMI-1640 Medium mit



2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen 75cm?, 0,2um Filter
6-Lochplatten

96-Lochplatten

LumaPlate

Zellschaber

Spritzen (verschiedene Grof3en)
Sterilfilter 0,22um

Eppendorfcups, 2ml

Pipettenspitzen (weil3, gelb, blau)
Einmalpipetten (1, 2, 5,10, 25, 50ml)
Falcon Blue-Cap (50ml, 15ml)
Impfschlingen, steril

Elutionssaulen (MACS®)

2.1.3 Gerate, technische Hilfsmittel

CO; Brutschrank

Sterile Werkbank MSC 11-72
Lichtmikroskop

Mikroskop

Photometer

18

1% L-Glutamin
1% nicht-essentielle Aminoséuren
1% OPI-Supplement

Costar, Bodenheim

Costar, Bodenheim

Costar, Bodenheim

Packard Biosciences, Niederlande
Costar, Bodenheim

Braun, Melsungen

Millipore, Molsheim, Frankreich
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen
Costar, Bodenheim

Becton Dickinson, USA
Greiner, Frickenhausen
Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach

Heraeus, Hanau
Holten, Allerod, DK
Zeiss, Jena
Olympus

Pharmacia, Hamburg



Vortexer MS1 Minishaker IKA-Works, NC, USA

Pipettboy Hirschmann
Pipetten Eppendorf, Hamburg
MidiMACS®, Magnet zur Elution Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach
Zentrifuge Hettich, Tuttlingen
Neubauerzahlkammer Bender und Hobein, Zirich, CH
Ultraschallbad Optosonic Breitfeld&Schliekert, Karben
Gammastrahlenmessgerat Bertold
Liquid scintillation counter Wallac, Turku, Finnland

2.2 Methoden

2.2.1 Zellisolation

Fur die Versuche wurden periphere Monozyten und natirliche Killerzellen von
jeweils unterschiedlichen Spendern ohne MHC-Typisierung verwendet. Die bei-
den Zelltypen wurden aus Buffy-coats (Institut fur Transfusionsmedizin, Tubin-
gen) uber mehrere Zwischenstufen isoliert. Beim Buffy-coat handelt es sich um
die leukozytenhaltige Zwischenschicht, die sich bei der Zentrifugation von Voll-
blut zwischen dem Blutplasma und der Erythrozytenmasse ablagert. Die weitere
Anreicherung der Leukozyten erfolgte durch Zentrifugation tber einen Dichte-
gradienten (Ficoll Paque"). Die nachsten Schritte der Zellisolierung fanden un-
ter Verwendung der indirekten Minimacs[]-Methode von Miltenyi Biotec” statt.

Die Zellen wurden mit primaren Antikbrpern markiert und anschlie3end an kol-
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loidale Magnetbeads gebunden. Die Trennung erfolgt Uber eine Saule mit Ei-
senkern, der mit einem Magneten vollstandig magnetisiert werden kann. Die
markierten Zellen bleiben in der Saule zuriick und die ungebundenen Zellen

lassen sich schonend selektieren.

Naturliche Killerzellen (NK):

Die Isolation von NK-Zellen aus peripheren mononuklaeren Blutzellen (PBMC)
erfolgte nach einem Protokoll von Miltenyi Biotec". Jeweils 25 ml eines Buffy-
coats wurden auf 25 ml Ficoll Paque® gegeben und 20 min bei 1000 x g (ohne
Bremse) zentrifugiert. Die Zellen der Interphase (Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten) wurden anschlie3end aspiriert, mit 40 ml PBS vermischt und bei
400 x g fur 10 min erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet mit PBS aufgeflllt und bei 200 x g (10 min) zentrifugiert. Die Zellen
wurden gezahlt und ein letztes Mal bei 120 x g (10 min) zentrifugiert. Das Zell-
pellet wurde mit einem Puffer (PBS, 0,5 % Rinderserumalbumin) auf ein Volu-
men von 80 pl pro 1x10’ Zellen resuspendiert. Fiir je 1x10’ wurden 20 pl einer
Mischung von haptenkonjugierten CD3, CD14, CD19, CD36 und IgE-
Antikérpern hinzugegeben (Markierung von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten,
Monozyten, Basophilen, dendritischen Zellen, Thrombozyten und erythroiden
Vorstufen). Die Losung wurde gut vermischt und bei 7 < fir 10 min inkubiert.
Hinterher wurden die Zellen zweimal mit dem Puffer gewaschen (400 x g, 10
min) und erneut mit 80 ul Puffer pro 1x10° Zellen resuspendiert. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe von Magnetbeads, die an einen monoklonalen Haptenanti-
kérper gekoppelt waren (20 pl pro 1x10” Zellen), und die Inkubation bei 7 <C fiir
15 min. Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Zellpellet mit 500 pl Puf-
fer pro 1x10® Zellen resuspendiert und durch eine MACS"-Saule eluiert. Die
markierten Zellen wurden im magnetischen Feld zurtickgehalten, die unmarkier-

ten NK-Zellen passierten hindurch und konnten aufgefangen werden.
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Monozyten:
Die Isolation von Monozyten aus peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC)

erfolgte nach einem Protokoll von Miltenyi Biotec”. Jeweils 25 ml eines Buffy-
coats wurden auf 25 ml Ficoll Paque® gegeben und 20 min bei 1000 x g (ohne
Bremse) zentrifugiert. Die Zellen der Interphase (Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten) wurden anschlie3end aspiriert, mit 40 ml PBS vermischt und bei
400 x g fur 10 min erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet mit PBS aufgefillt und bei 200 x g (10 min) zentrifugiert. AnschlieRend
wurden die Zellen gezahlt und erneut mit PBS gewaschen (120 x g, 10 min).
Das Zellpellet wurde mit einem Puffer (PBS, 0,5 % Rinderserumalbumin) auf
ein Volumen von 60 pl pro 1x10’ Zellen resuspendiert. Fiir je 1x10” wurden 20
pl einer Mischung von haptenkonjugierten CD3, CD7, CD19, CD45RA, CD56
und IgE-Antikdrpern hinzugegeben (Markierung von T-Zellen, NK-Zellen, B-
Zellen, dendritischen Zellen und Basophilen). Die Losung wurde gut vermischt
und bei 7 € fur 5 min inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit dem
Puffer gewaschen (400 x g, 10 min) und erneut mit 60 pl Puffer pro 1x108 Zellen
resuspendiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von Magnetbeads, die an ei-
nen monoklonalen Haptenantikérper gekoppelt waren (20 ul pro 1x10” Zellen)
und die Inkubation bei 7 C fur 15 min. Nach einem erneuten Waschschritt wur-
de das Zellpellet mit 500 pl Puffer pro 1x10® Zellen resuspendiert und durch
eine MACS"-Saule eluiert. Die markierten Zellen wurden im magnetischen Feld
zurickgehalten, die unmarkierten Monozyten passierten hindurch und konnten

aufgefangen werden.
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2.2.2 Zellkultur

Monozyten:
Die Monozyten wurden nach der Isolation mit Hilfe einer Z&hlkammer gezéhlt,

in Kulturmedium gegeben und im Brutschrank (37 C, 5 % CO,, 90 % Luftfeuch-
tigkeit) gelagert.

Naturliche Killerzellen (NK):
Die NK-Zellen wurden nach der Isolation gezahlt, in Kulturmedium resuspen-
diert und im Brutschrank (37 C, 5 % CO ,, 90 % Luftfeuchtigkeit) gelagert.

K562:

Fur die Versuche wurden K562-Zellen verwendet, die als Zelllinie aus Granulo-
zytenvorstufen einer chronisch myeloischen Leukamie etabliert wurden. Da sich
auf der Oberflache dieser Zellen keine MHC-Klasse-I-Molektle befinden, ist
diese Zelllinie gegenuber einem Angriff durch NK-Zellen préadestiniert. Die
K562-Zellen wurden in dieser Arbeit als Positivkontrolle eingesetzt. Sie wurden
in RPMI mit einem Zusatz von 10 % fétalem Kéalberserum gehalten. Es hat sich
gezeigt, dass bei der Kultivierung im Kulturmedium das Wachstum der Zelllinie
erheblich beschleunigt ist, was auch die Chromaufnahme bzw. Inkorporation
negativ beeinflusste. Die Zellen wurden deshalb im Abstand von drei Tagen

umgesetzt.

2.2.3 Bakterienkultur
Legionellen

Legionella pneumophila Serogruppe 1 subtyp Pontiac wurde freundlicherweise

von Prof. Dr. Ruckdeschel vom Institut flr Bakteriologie der Ludwig-Maximilian-
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Universitat Minchen zur Verfigung gestellt. Das Bakterium ist ein Patienteniso-
lat.

Die Legionellen lagerten in lysiertem Pferdeblut bei =70 . Nach dem Auftauen
erfolgte die Anzucht auf BCYEa-Agar bei 37 T und 5 % CO, flir 5 bis 6 Tage.

Fur die Versuche wurden frische, 5 Tage alte Subkulturen verwendet.

224 Infektion

Die in Kulturmedium befindlichen isolierten humanen Monozyten wurden gewa-
schen (400 x g, 10 min) und in 4 ml Infektionsmedium resuspendiert. Die Men-
ge der isolierten Monozyten war bei jedem Buffy-coat unterschiedlich, bewegte
sich aber in der Regel zwischen 2x10® und 8x10® Zellen. Der Ansatz wurde in
zwei Halften geteilt. Eine Halfte wurde infiziert, die andere verblieb uninfiziert
(Negativkontrolle). Beide Ansétze unterlagen den gleichen Bedingungen.

Um eine Bakteriensuspension zu erhalten, wurden einige Einzellkolonien der
Bakterienkultur mit einer Ose abgenommen und in 25 ml RPMI gegeben. Even-
tuell vorhandene Klimpchen wurden mit Hilfe eines Vortexmischers aufgeltst.
Die Suspension wurde mittels Photometer bei 578 nm auf eine optische Dichte
von 0,2 eingestellt, wobei RPMI als Nullabgleich diente. Bei dieser Extinktion
enthielt die Suspension 3x10® koloniebildende Einheiten pro Milliliter (CFU/ml).
Eine entsprechende Menge dieser Suspension wurde fir die Infektion der hu-
manen Monozyten verwendet, um ein Infektionsverhaltnis von 1:1, 10:1 oder
100:1 zu erzielen. So wurden beispielsweise bei einer 1:1- Infektion und 4x10°
zu infizierenden Monozyten 1,3 ml der Legionellensuspension hinzugegeben.
Das Gemisch wurde in eine Vertiefung einer 6-Loch-Platte pipettiert und zwei
Stunden bei 37 € und 5 % CO , inkubiert. Danach wurde zur Abtétung der ext-
razellular verbliebenen Bakterien 4,5ml Infektionsmedium, das eine Gentamicin-
Konzentration von 100 pg/ml enthielt (Gentamicin-Endkonzentration 75ug/ml),

hinzugegeben und erneut fir eine weitere Stunde inkubiert. Am Ende wurden
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die Zellen sorgfaltig mit dem Zellschaber vom Boden der Platte gelost und
dreimal mit RPMI (400 x g, 10 min) gewaschen. Mit diesem Schritt war die In-
fektion beendet. Die Zellen wurden in Infektionsmedium resuspendiert, erneut in
eine 6-Loch-Platte gegeben und bis zur *Cr-Markierung gelagert (37 T, 5 %
COy).

225 *1Cr- Markierung

Die *’Cr-Methode beruht auf der Fahigkeit von Zellen, Chrom in ihren Stoff-
wechsel mit einzubeziehen und es nach der Zelllyse wieder freizusetzen. Der
kleinste Wert bei der Messung ist die spontane Freisetzung (Spontanrelease),
den groRten Wert stellt die maximale Freisetzung (Maximumrelease) des radio-
aktiven Elements dar, das nach Lyse der Zelle gemessen wird. Die Lyse der
Targetzellen (Monozyten, K562) ist zwischen den genannten Extremen ange-
siedelt. Sie erfolgt durch Effektorzellen, in diesem Fall den natirlichen Killerzel-
len. Das Verhaltnis zwischen dem Spontan- und dem Maximumrelease sollte
idealerweise 1:10 betragen. Die spezifische Lyse in Prozent errechnet sich

nach der folgenden Formel:

(cpm der Probe — Spontanrelease)

Prozent spezifische LySe =  ---m-mmmmmmmmmm oo x 100

(Maximumrelease — Spontanrelease).

Alle Messwerte werden in counts per minute (cpm) angegeben.
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2251 Markierung der Targetzellen (TZ)

Alle Proben wurden mit 45 pl *'Cr (1,665x10° Bq) inkubiert.

Monozyten
Ein Teil von beiden Monozytenfraktionen (sowohl von der infizierten als auch

von der uninfizierten, wurde aus der Zellkultur entnommen, gewaschen (400 x
g, 10 min) und erneut gezahlt. Anschlie3end wurden die Zellen in einer Kon-
zentration von 2,5x10° Zellen/ml resuspendiert. Davon wurden 100 pl (2,5x10°
Zellen) in ein Falconréhrchen berfiihrt mit 45 pl >*Cr versetzt und 1 h bei 37 C
inkubiert. Nach der Halfte der Zeit wurden die Rohrchen lber ein Metallgitter
gezogen, um das Zellpellet aufzuwirbeln. Nach der Inkubation wurden die Zell-
proben zweimal mit je 5 ml RPMI gewaschen, mit 5 ml Kulturmedium aufgeftllt

und auf eine Konzentration von 5x10* Zellen/ml eingestellt.

K562

Die Zellen wurden gewaschen, auf die Konzentration von 2,5x10° Zellen/ml in
Kulturmedium eingestellt und im Falconréhrchen mit 45 pl ®'Cr versetzt. Die
Inkubationszeit betrug eine Stunde. Nach der Halfte der Zeit wurde das R&hr-
chen Uber ein Metallgitter gezogen um das Zellpellet aufzuwirbeln. Nach der
Inkubation wurde die Zellprobe zweimal mit je 5 ml RPMI gewaschen und an-
schlieend mit 5 ml Kulturmedium versetzt. Die Konzentration betrug hiernach
5x10% Zellen/ml.

2.25.2 Vorbereitung der Effektorzellen (EZ)

Jeweils 48 h vor dem Einsatz erfolgte die Aktivierung der Killerzellen mit Inter-
leukin-2. Dazu wurden 250 Units des Zytokins pro ml Zellsuspension hinzuge-
geben und die Zellen ruhen lassen (37 T, 5 % CO ,, 90 % Luftfeuchtigkeit). Am
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Versuchstag wurden die Effektorzellen gewaschen (400 x g, 10 min) und mit

Kulturmedium auf 2,5x10° Zellen pro ml eingestellt.

2.253 Kontrollen

Positivkontrollen: 1. K562

2. heterologe Monozyten eines anderen Spenders
Negativkontrolle: uninfizierte homologe Monozyten

Spontanrelease (SR): Aktivitat des Uberstandes von **Cr-markierten

Targetzellen ohne Zugabe von Effektorzellen.

Maximumrelease (MR): Aktivitat des Uberstandes von **Cr-markierten

Targetzellen nach Lyse mit Triton.

2254 Pipettierschema

Der Ansatz fand in einer 96-Loch-Platte statt. Das Gesamtvolumen betrug 200
pl pro Vertiefung. Das Verhaltnis von Effektor- zur Targetzelle betrug: 50:1, 10:1
und 2:1.
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Tabelle 2.1

EZ: Effektorzellen

TZ: Targetzellen

Spontanrelease

100pl Medium
100ul TZ

50:1 (EZ:TZ)

100ul EZ
100ul TZ

50:1 (EZ:TZ)

100l EZ
100pl TZ

10:1 (EZ:TZ)

80ul Medium
20ul EZ
100ul TZ

10:1 (EZ:T2)

80ul Medium
20ul EZ
100ul TZ

2:1 (EZ:T2)

96ul Medium
4ul EZ
100ul TZ

2.1 (EZ:T2Z)

96ul Medium
4ul EZ
100ul TZ

Maximumrelease

100ul 2% Triton

100ul TZ
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2.255 Durchfihrung des Tests

Nach dem Zusammenfuhren von Effektor- und Targetzellen wurde die Platte bei
37 <C fur vier Stunden inkubiert. AnschlieRend wurd e sie bei 400 x g fur 3 min
abzentrifugiert, um die Zellen vom Uberstand zu trennen. Es wurden 30 pl vom
Uberstand abgenommen und in eine 96-Loch-Lunaplate tiberfiihrt. Diese wurde
Uber Nacht unter den Abzug gestellt, so dass die Flussigkeit verdunsten konnte,
und dann im liquid scintillation counter gemessen.

Dieser Versuchsaufbau wurde sowohl fur den 24-h- als auch den 48-h-Wert

(nach Infektion) durchgeftihrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vorversuche

3.1.1 Monozyten

Der Versuchsaufbau im Hinblick auf die Monozyten musste verifiziert werden.
Die Inkubationszeit von einer Stunde reichte fur die Monozyten nicht aus, um
gentgend Chrom in ihren Stoffwechsel einzubauen. Ein Spontan- zu Maximum-
release von 1:10 wurde nicht erreicht. Die Fraktion der K562-Zellen (Positivkon-

trolle) verhielt sich erwartungsgemaf und zeigte ein Verhéltnis von 1:10 und

hoher.

3111 Inkubationsdauer: 1h
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2 SR: Spontanrelease
2 MR: Maximumrelease

2 cpm: counts per minute
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3.1.1.2 Mehrstindige Inkubation von uninfizierten Monozyten:

Um den bestmoglichen Zeitpunkt herauszufinden, wurde eine Zeitkinetik mit
Inkubationszeiten von 8 h, 18 h, 24 h und 48 h bei uninfizierten Monozyten
durchgefuhrt. Das Chrom wurde vor dem jeweiligen Versuchsbeginn steril filt-
riert. Es wurden zwei Werte gemessen: der Spontanrelease (SR) und der Ma-
ximumrelease (MR), der durch Zusatz von zweiprozentigem Triton zu den Zell-
fraktionen erzielt wurde. Der entscheidende Faktor war das Verhaltnis von
Spontan- zum Maximumrelease, das im ldealfall mindestens 1:10 betragen soll-

te.
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Abbildung 3.1.4
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18-h-Inkubation
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2 SR: Spontanrelease
2 MR: Maximumrelease

2 cpm: counts per minute

Die gemessene Aktivitat variierte bei den Versuchen deutlich. Je nach Lange
der Inkubation betrug der Maximumrelease von 2000 bis 60000 counts per mi-
nute (cpm). Dies spiegelt die unterschiedliche Intensitat der *'Cr-Aufnahme
durch die Monozyten wieder. Das Verhaltnis von Maximum- zu Spontanrelease
betrug bei 8 h das Zwei- bis Dreifache (Abb. 3.1.4), bei 24 h das Funf- bis
Sechsfache (Abb. 3.1.6) und bei 40 h das Dreifache (Abb. 3.1.7). Bei der 18-
stindigen Inkubation war das Verhéltnis am besten (Maximumrelease sechs-
bis siebenmal hoher als Spontanrelease, Abb.3.1.5). Fur die weiteren Versuche
wurden die infizierten als auch die uninfizierten Monozyten 18 h lang mit Chrom
inkubiert.

3.1.1.3 Monozytenkonzentration

Die lange Inkubationszeit machte es notwendig, die Ausgangskonzentration der
Monozyten zu erh6hen, um am Ende der Inkubation gentigend Zellen zu erhal-
ten. Weder bei der im Protokoll eingesetzten Zellzahl von 2,5x10° noch bei der
doppelten Zellzahl von 5x10° Zellen fand sich nach der 18-stiindigen Inkubati-
onszeit eine optimale Chrom-Freisetzung. Erst bei der Konzentration von 1x10°
erhielt man ein Verhaltnis von Maximum- zu Spontanrelease von bis zu 1:10.

Die Proben wurden in Triplets gemessen. Bei der Zellzahl von 2,5x10° wurde
aufgrund der unzureichenden Isotopenaufnahme auf die Messung des 48-h-

Wertes verzichtet.
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2 cpm: counts per minute
2 MR: Maximumrelease

2 SR: Spontanrelease

3.1.2 K562

Jeweils zwei Tage vor der Inkubation mit Chrom wurde die Zelllinie gewaschen,
auf 1x10° verdiinnt und im Inkubator gelagert. Dieser Schritt war nétig, denn bei
den vorhergehenden Versuchen ohne die Verdinnung fand keine Aufnahme
von Chrom durch die K562-Zelllinie statt. Es wurden mehrere Probedurchlaufe
mit unterschiedlichen Verdiinnungen vorgenommen. Diese zeigten ein Verhalt-
nis von Spontan- zu Maximumrelease von mind. 1:10 und eine deutliche Lyse
durch die Effektorzellen. Als Effektorzellen wurden sowohl unstimulierte als

auch NK-Zellen, die Gber 48 h mit Interleukin-2 stimuliert wurden, verwendet.
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IL-2: Interleukin-2

%: Zelllyse in Prozent

EZ:TZ: Effektor- zur Targetzellratio
5x10%: Konzentration K562-Zellen

v Vv vy

Fir die weiteren Versuche wurde die 1x10°-Verdiinnung eingesetzt. Zum einen
wurde somit die Konzentration der Zellen moglichst gering gehalten, zum ande-

ren konnte eine gute Lyse durch die Effektorzellen gemessen werden.
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3.2 Messungen

3.21 1:1 Infektion

Das Infektionsverhaltnis 1:1 war die niedrigste eingesetzte Infektionsdosis. Es
wurden Lyseparameter zu drei verschiedenen Zeitpunkten ermittelt. Die Mes-
sungen fanden 24, 30 und 48 h nach Abschluss der Infektion statt (siehe 2.2.4).
Die Lyse lief3 sich am deutlichsten mit der héchsten Effektor- zur Targetzellratio
(50:1) interpretieren. Die 10:1- und 2:1-Ratios waren schwécher und wiesen nur
bedingt deutliche Unterschiede auf. Die Positivkontrolle mit der K562-Zelllinie
zeigte sehr gute Empfanglichkeit gegenitber den natirlichen Killerzellen und

erreichte somit Lyseraten von bis zu 90 % (Abb. 3.2.9).

3211 Messung nach 24 Stunden

Der Vergleich von infizierten zu uninfizierten Zellen zeigte kein einheitliches
Muster. Die Lyse der uninfizierten autologen Monozyten bewegte sich zwischen
20 und 36 %; die der infizierten Fraktion zwischen 18 und 37 % (Effektor- zur
Targetzellratio 50:1). Buffy-coat 1 und 5 zeigten eine hohere Lyse der infizierten
Monozyten, wohingegen Buffy-coat 3 ein umgekehrtes Bild ergab. Bei Buffy-
coat 1 und 4 fand sich kein Unterschied im Lysegrad. Wichtig anzumerken ist,
dass der Unterschied zwischen der infizierten und uninfizierten Fraktion bei kei-
nem der Buffy-coats mehr als 13 % betrug.

Die Lyse der heterologen, uninfizierten Monozyten variierte deutlich von Probe
zu Probe und schwankte zwischen 28 und 49 % (Effektor- zur Targetzellratio
50:1). Buffy-coat 3 zeigte ein bis zu 30 % hoheres Killing als die beiden anderen
Monozytenfraktionen, wohingegen Buffy-coat 1 und 2 einen Unterschied von
nur 5 bis 10 % aufwiesen. Bei Buffy-coat 4 und 5 lag die Lyse der heterologen

Monozyten sogar etwas unter der von der infizierten autologen Fraktion.
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3.21.2 Messung nach 30h

Die Ergebnisse fur die infizierten als auch die uninfizierten Monozyten &hnelten
den Werten fur die 24-h-Versuche. Die infizierten Monozyten zeigten eine Lyse
von 27 bis 42 % (Effektor- zur Targetzellratio 50:1), die Lyse der uninfizierten
Monozyten hingegen bewegte sich im Bereich von 29 bis 43 % (Effektor- zur
Targetzellratio 50:1). Bei den Buffy-coats 6, 8 und 9 fanden sich nur minimale
Unterschiede zwischen den beiden Fraktionen, die 5 % nicht Uberschritten.
Beim Buffy-coat 7 zeigte die infizierte Fraktion dagegen eine Lyse von 60 %,
also 19 % hoher als die uninfizierten Monozyten. Die heterologen Monozyten
zeigten Ergebnisse im Bereich der beiden anderen Monozytenfraktionen (33 bis

50 %), mit Ausnahme des bereits erwahnten siebten Buffy-coats.
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3.2.1.3 Messung nach 48 Stunden

Die folgenden 48-h-Werte bilden die Folgemessungen fur die in Abschnitt
3.2.1.1 dargestellten Proben. Die infizierte Fraktion fehlt bei diesen Messungen,
da die Monozyten die Infektion Gber 48 h nicht Gberlebt haben. Somit entfallt
der Vergleich zwischen den infizierten und den uninfizierten, autologen Monozy-
ten.

Die Lyse der K562-Zelllinie ist auch in dieser Versuchsreihe mit Werten von bis
zu 80 %, eindeutig. Die uninfizierten autologen Monozyten zeigten eine Lysera-
te von 13 bis 26 % (Effektor- zur Targetzellratio: 50:1). Die uninfizierten hetero-
logen Monozyten wiesen mit 15 bis 35 % eine um bis zu 6 % héhere Lyse auf.
Die hochste Differenz zwischen diesen beiden Zellfraktionen zeigte Buffy-coat 3

auf, mit einer 17 % hoheren Lyse der heterologen Monozyten.
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3.2.2 10:1 Infektion

Es wurden Lyseparameter zu zwei verschiedenen Zeitpunkten ermittelt. Die
Messungen fanden 24 und 48 h nach Abschluss der Infektion statt (siehe 2.2.4).
Die Lyse lief3 sich am deutlichsten mit der héchsten Effektor- zur Targetzellratio
(50:1) interpretieren. Die 10:1 und 2:1 Proben waren deutlich schwécher und
wiesen nur bedingt deutliche Unterschiede auf. Die Positivkontrolle mit der
K562-Zelllinie erreichte Lyseraten von bis zu 83 % (Abb. 3.2.20).

3.2.2.1 Messung nach 24 Stunden

Die 10:1-Infektionsdosis war die héchste Dosis, mit der gearbeitet werden konn-
te. Die lange Inkubationszeit kombiniert mit der Toxizitat der Legionelleninfekti-
on minimierte die Uberlebensfahigkeit der Monozyten. Die infizierte Monozy-
tenfraktion zeigte eine Lyserate von um die 20 % (Effektor- zur Targetzellratio
50:1). Die uninfizierte heterologe Fraktion zeigte ein breiteres Spektrum von 4
bis 22 %. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen betrug zwischen 4
und 17 % und war beim Buffy-coat 3 am héchsten. Die heterologen, uninfizier-
ten Monozyten wiesen eine Lyse von 4 bis 18 % auf, wobei Buffy-coat 3 mit 10
% die hochste Lysedifferenz zu den uninfizierten, autologen Monozyten zeigte.

Die Lyse der K562-Zelllinie betrug bis zu 75 % und war deutlich héher als die

der anderen Zellpopulationen.
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3.2.2.2 Messung nach 48 Stunden

Die folgenden 48-h-Werte bilden die Folgemessungen fur die in Abschnitt
3.2.2.1 dargestellten Proben (24-h-Messungen). Die Infektion erwies sich wie
schon bei der 1:1-Infektionsdosis (3.2.1) als zu toxisch fur die 48-h-Messungen.
Somit konnten nur die uninfizierten Monozytenpopulationen miteinander vergli-
chen werden. Die K562-Zelllinie zeigte eine Lyse von bis zu 83 % (Abb. 2.4.20).
Die autologen Monozyten wiesen eine Lyserate von 4 bis 25 % auf, die hetero-
loge Fraktion war mit 4 bis 28 % ahnlich angesiedelt. Der Unterschied zwischen
diesen beiden Zellgruppen betrug 8 bis 23 %, mit der hdchsten Differenz beim
Buffycoat 3.
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4 DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob als Konsequenz der Redukti-
on der MHC-Klasse-I-Expression auf von L. pneumophila infizierten Monozyten
eine Aktivierung der naturlichen Killerzellen erfolgt.

Monozyten aus dem Buffy-coat gesunder Blutspender wurden mit L. pneu-
mophila infiziert und die Lyse dieser Targetzellen durch nattrliche Killerzellen
(NK) mittels >Cr-Release-Essay wurde ermittelt.

Entscheidend war der Lysevergleich zwischen den infizierten und den uninfi-
zierten autologen Monozyten. Es konnten zwei Gruppen von Ergebnissen ge-
bildet werden. In der ersten Gruppe war die Lyse der infizierten Fraktion hoher
als die der uninfizierten. So zeigte bei der 1:1-Infektionsdosis ein Teil der Ver-
suche ein Uberwiegen der Lyse von infizierten Monozyten von bis zu 13 % 24 h
nach der Infektion (Abb. 3.2.5) und bis zu 19 % bei den Versuchen nach 30 h
(Abb. 2.4.7). Die 10:1-Infektion wies bei den 24-h-Messungen teilweise ein um
bis zu 17 % hoheres Killing auf (Abb. 3.2.15). In der zweiten Gruppe tberwog
weder die infizierte noch die uninfizierte Monozytengruppe bzw. die Lyse der
infizierten Fraktion war geringfligig kleiner (bis zu 4 %). Bei den 24-h-Werten
der 1:1-Infektion zeigt dies z.B. Abb. 3.2.1 und bei den 30-h-Werten Abb. 3.2.9.
Bei den 24-h-Werten der 10:1-Infektion findet sich beispielsweise in Abb. 3.2.15
eine im Gegensatz den uninfizierten Monozyten schwéchere Lyse der infizierten
Fraktion.

Die Spannbreite der Ergebnisse variierte von Spender zu Spender und es lasst
sich keine allgemeingultige Aussage im Hinblick auf die Antwort der naturlichen
Killerzellen treffen. Die Erklarung liegt zum einen in der Variabilitat der HLA-I-
Region und zum anderen in der Variabilitdét der Rezeptoren der nattrlichen Kil-
lerzellen.

Wie bereits in der Einleitung dargestellt findet bei der Infektion mit der human-
pathogenen Legionella pneumophila eine Reduktion der MHC-Klasse-I-
Expression um 50 % statt. Die teilweise schwache bzw. fehlende Lyse in den

vorhergehenden Experimenten scheint dies nicht zu bestatigen. Beim Men-
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schen jedoch spielt nicht nur der Grad der MHC-Klasse-I-Reduktion eine Rolle,
sondern auch, welcher Klasse-I-Isotyp betroffen ist. Naturliche Killerzellen sind
am empfindlichsten gegentber Verdnderungen in der HLA-C- Expression. Die
Expression der HLA-B-Molekule wird auch noch relativ gut iberwacht, wéahrend
Veranderungen im Expressionsgrad von HLA-A kaum eine Antwort der naturli-
chen Killerzellen triggern **’.

Auf der anderen Seite unterliegen die Haplotypen der KIR-Rezeptoren als den
HLA-Bindungspartnern auf den natirlichen Killerzellen ebenfalls den Gesetzen
der Variabilitét, indem sie Unterschiede hinsichtlich ihrer Anzahl und Spezifitat
aufweisen. So kann z.B. das Rezeptorrepertoire eines Spenders von dem inhi-
bitorischen CD94-NKG2A-Rezeptor dominiert werden. Da dieser fur HLA-E
spezifisch ist " und die Infektion nur eine HLA-I-Reduktion zur Folge hat, erhalt
man einen geringen bzw. keinen Effekt. Wird aber die Rezeptorbandbreite von
KIR2DL dominiert und das korrespondierende HLA-C-Molekdl ist auf der Tar-
getzelle nach unten reguliert, kann ein guter Effekt erzielt werden. Selbst bei
zwei HLA-identischen Spendern kénnen abhangig von den verschiedenen KIR-
Haplotypen unterschiedliche Antworten getriggert werden.

Beide Mechanismen kénnten zur Interpretation der Ergebnisse herangezogen
werden und die Lyseunterschiede zwischen den individuellen Spendern erkla-
ren. Fest steht, dass in keinem der Versuche die Lyse der infizierten Monozyten
die Lyse der uninfizierten autologen Monozyten um mehr als 19 % uberstieg,
wahrend die K562-Zelllinie Lyseraten von 47 bis 90 % (hochste Effektor- zur
Targetzellratio 50:1) zeigte. Immunkompetente Individuen sind in der Regel ge-
genuber einer Infektion mit L. pneumophila sehr gut geristet. Sie zeigen zwar
eine grippeahnliche Symptomatik, genesen aber relativ ziigig. Kann eine Lyse
von 20 % diesen entscheidenden Unterschied ausmachen? Es muss innerhalb
des angeborenen Immunsystems ein sehr effektiver Mechanismus existieren,
um die potenzielle Letalitaét der Legionelleninfektion abwehren zu kodnnen.
Nachdem die natirlichen Killerzellen in der vorliegenden Arbeit keine Lyse der
infizierten Monozyten gezeigt haben, kann versucht werden die Infektabwehr
der immunkompetenten Personen mit Hilfe der T-Lymphozyten zu erklaren.

Moglicherweise reicht die durch Legionella pneumophila induzierte Reduktion
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der MHC-Klasse-I-Expression nicht aus, um eine Antwort der naturlichen Killer-
zellen zu triggern. Die durch das Molekul prasentierten Peptide aber kdnnten
durchaus durch T-Zellen erkannt werden und eine entsprechende Immunant-
wort triggern. Die Zytokininduktion durch Legionellen kdnnte insbesondere T-
Helferzellen aktivieren, von denen zwei Subtypen (Th1, Th2) anhand ihrer Zyto-
kinprofile identifiziert werden konnten 2. Th1-Zellen sind mit den sezernierten
Zytokinen IFN-y, TNF und IL-2 an der zellvermittelten Immunitat, insbesondere
der Abwehr von intrazellularen Erregern beteiligt **. Bedeutsam fiir die Steue-
rung der Immunantwort gegeniber angreifenden Mikroben ist die Balance der
Thi- und Th2-Zytokinantwort °**2. Experimentelle Modelle von durch Leishma-
nia spp. °"*®, Toxoplasma gondii *°, Mykobakterium spp. ®°, Lysteria monocyto-
genes ®' und Candida albicans ®? verursachten Erkrankungen haben die kriti-
sche Rolle des Th1/Th2-Gleichgewichtes bei infektionsinduzierter Reaktion des
Immunsystems aufgezeigt. Nur einige klinische Infektionen, wie die durch My-
cobacterium tuberculosis verursachte Pleuritis ®, Lepra ® und Leishmaniose ®°
wurden auf ihren Immunstatus untersucht. Sie wiesen aufgrund des Zytokin-
musters ein Uberwiegen der Thl-Antwort auf. Mehrere Studien konnten anhand
von Zytokinprofilen auf die Bedeutung der Thl-Antwort bei Legionella pneu-
mophila hinweisen **¢"8 Eine auf diese Weise vermittelte Antwort kénnte
auch die Anfalligkeit von immunsupprimierten Individuen, insbesondere &lteren
Personen, gegeniber einer Legionelleninfektion erklaren.

Das Wissen uber immunologische Veranderungen im Alter ist noch gering, fest
steht aber, dass vor allem T-Zellen eine Funktionsminimierung erfahren . In
der dritten Lebensdekade ist die Aktivierung der T-Zellen erheblich einge-
schrankt ® und das zytokinmuster scheint sich von einer Thl- zu einer Th2-
Antwort zu verschieben. >"*. Eine geringere Profilerationsrate und eine ver-
minderte Expression von Adhasionsmolekilen wie dem CD96 sind weitere
Kennzeichen des Alterungsprozesses ®.

Auf welche Art und Weise die L.-pneumophila-Antigene den zytotoxischen T-
Zellen (CD8") prasentiert werden und ob diese an der Lyse von infizierten Mo-
nozyten beteiligt sind, ist bisher nicht untersucht worden. Bekannt sind mehrere

alternative Wege zur Triggerung einer CD8"-Antwort. Ein Mechanismus bein-
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haltet die direkte Injektion vom pathogenen Material in das Zytosol der antigen-
prasentierenden Zelle, was eine Antigenverarbeitung durch die herkdmmliche
Prozessierungsmaschinerie fur MHC-Klasse-I-Molekile (Kap. 1.9) zur Folge
hat. Dieses Phanomen konnte bereits bei Viren und intrazellularen Bakterien
wie Lysteria monocytogenes beobachtet werden *°'%. Die Fahigkeit von Legi-
onellen Poren in eukaryotische Membranen zu inserieren *** und die Prasenz
des Typ-IV-Sekretionssystems *?* kénnte die Uberbringung des Legionella-
Antigens in das Zytosol ermdglichen.

Einige Studien haben zeigen kénnen, dass auch ein alternativer, TAP-
unabhéngiger Weg existiert. TAP-defiziente Makrophagen waren in der Lage
Antigene von Escherichia coli, Salmonella typhimurium und mehreren Viren zu
verarbeiten und an der Oberflache zu prasentieren 2%, Die Prozessierung
erfolgt in der Regel endosomal und kann auf zweierlei Weise geschehen. Mdg-
lich ist eine direkte endosomale Beladung von recyclierten MHC-Klasse-I-
Molekilen mit den Antigenpeptiden oder es findet eine Regurgitation der Pep-
tidantigene aus dem endosomalen Kompartment an die Zelloberflache statt und
die Peptide assoziieren dort mit praformierten MHC-Klasse-I-Molekiilen %%,
Im letzteren Fall ist IFN-y ein entscheidender Stimulus fur die Peptidsekretion
durch den Makrophagen. Es ist mdglich, dass diese Aktivierung eine proteolyti-
sche Aktivitdt innerhalb des Phagolysosoms induziert und die so generierten
Peptide, denen durch ein Proteasom prozessierten ahneln '

Eine mdgliche Erklarung fur die in der FACS-Analyse bewiesene Reduktion von
MHC-Klasse-I ist die Bindung des Chaperons Calnexin durch L. pneumophila.
Verschiedene Ergebnisse deuten darauf hin, dass es die Expression von meh-
reren NK-Zielstrukturen kontrolliert. Calnexin-defiziente Zelllinien zeigen eine
geringere NK-Sensitivitat, die durch die geringere Expression von Adhasions-
molekilen, die Calnexin fur ihre Oberflachenprasentation benétigen, erklart
werden konnte. Umgekehrt fihrt die Inkubation von NK-Zellen mit Calnexin-
produzierenden Targetzellen zu einer signifikanten Erhohung der CD69-
Expression. Calnexin kontrolliert also die Expression von Strukturen auf Target-

zellen, die zur Bindung und Aktivierung von NK-Zellen beitragen. *%%°, Magli-
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cherweise verhindert L. pneumophila durch Bindung des Chaperons eine fur
das eigene Uberleben gefahrliche Aktivierungskaskade.

Die dokumentierten Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es sich bei der
Infektion mit L. pneumophila um einen Immunevasionsmechanismus handelt,
der zur Verminderung der MHC-Klasse-I-Expression in Legionellen-infizierten
Monozyten fihrt und in &hnlicher, aber im molekularen Mechanismus unter-
schiedlicher Weise bisher nur bei einigen Viren bekannt ist.

So ist z.B. die Reduzierung von Klasse-I-Molekilen durch HIV locusspezifisch
80130 Das Nef-Protein ist an der Internalisierung von HLA-A und HLA-B, jedoch
nicht von HLA-C oder HLA-E beteiligt. Der Grad der HLA-C-Expression von infi-
zierten Zellen ist im Allgemeinen geringer als von HLA-A und HLA-B und hat
somit geringere Chancen eine angemessene Reaktion der zytotoxischen T-
Zellen zu provozieren. Es ist aber immer noch in der Lage mit inhibitorischen
NK-Rezeptoren zu interagieren, um eine Aktivierung ebendieser zu verhindern
131 Herpes-simplex-Viren vermindern die HLA-Klasse-l-Expression durch eine
Inhibierung der Reifung und des Transports des Molekiils **!**, Das Cytome-
galievirus (CMV) weist ein Genprodukt (UL18) auf, das grol3e Strukturahnlich-
keit zur schweren Kette der MHC-Klasse-l besitzt und auch B,-Mikroglobulin

binden kann **

. Dieses Protein interagiert mit einem inhibitorischen NK-
Zellrezeptor aus der immunoglobulin-like Rezeptorfamilie. .

Ebenso lohnt der Vergleich mit anderen intrazellularen Bakterien. Ein bedeut-
samer Vertreter dieser Gruppe ist das Mykobakterium. Mycobakterium avium
subsp. paratuberculosis ruft beim Rind eine chronische granulomatdse Enteritis
hervor. Infizierte Makrophagen zeigen nach 24 h eine deutliche Reduktion der
MHC-Klasse-I-Expression, die auch durch Gabe von Ginterferon nicht atenuiert
werden kann. Die Reduktion der Klasse-I-Molekule erlaubt es dem Bakterium
scheinbar, einem Killing durch das zellvermittelte Immunsystem zu entgehen.
Die Inkubation mit Lymphozyten ergibt nur eine leichte Abnahme von lebensféa-
higen Zellen. Mykobakterium avium subsp. avium als nichtpathogener Orga-
nismus zeigt keine Anderung in der Klasse-I-Expression und weist zudem einen

Anstieg dieser Expression nach Zugabe von y-Interferon auf. Die Inkubation mit
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Lymphozyten resultiert somit auch in einer deutlichen Lyse der infizierten
Makrophagen.

Entscheidend bei der Infektion mit Mykobakterium avium subsp. paratuberculo-
sis ist die Reduktion von antigenprasentierenden Molekilen. Dies kann eine
Kette von Ereignissen zur Folge haben. Die zellvermittelte Immunitat bei der
Erkrankung wird verzogert, das Bakterium erhalt die Chance zur Profileration
und das Immunsystem verpasst die Méglichkeit zur Pathogenbeseitigung 3.
Mit L. pneumophila infizierte Alveolarmakrophagen zeigen hingegen eine deut-
lich verbesserte Lyse der Bakterien nach Gabe von y-Interferon. Die Verzoge-
rung der MHC-Klasse-I-Abnahme wéahrend der Legionella pneumophila Infekti-
on halt aber nur Gber die ersten zwolf Stunden an (Faigle, nicht publizierte Da-
ten).

Beim Mykobakterium tuberculosis konnte keine Verdnderung der Expression
von klassischen MHC-Molekiilen festgestellt werden **’.

Lysteria monocytogenes als ein weiterer Vertreter der intrazellularen Bakterien
vermindert ebenfalls die MHC-Klasse-I-Expression auf infizierten Makrophagen.
Die nicht-pathogene Spezies Lysteria innocua hat keinen Effekt auf die Oberfla-
chenexpression des Molekiils 1%,

Die Infektion mit Enterobakterien wie Salmonella, Yersinia oder Klebsiella ist
gleichfalls in der Lage die Expression von Klasse-I-Molektlen in vivo zu verrin-
gern. Dies geschieht interessanterweise hauptséchlich bei Patienten mit einem
HLA-B27-Genotyp **°, welcher fiir eine Gruppe von rheumatischen Erkrankun-

gen verantwortlich ist **°.

Die fehlende Stimulation der natirlichen Killerzellen durch die Reduktion der
MHC-Klasse-I-Expression auf infizierten Monozyten kann also als ein Immune-
vasionsmechanismus gedeutet werden. Die individuelle Variabilitat zwischen
den Spendern kann durch Unterschiede in der Rezeptorspezifitat der natirli-
chen Killerzellen und ihre vom HLA-Typ abhangige Reaktionsintensitat erklart
werden. Es bleibt jedoch offen, auf welchem Wege die Immunantwort im Orga-

nismus initiiert und die Infektion limitiert wird.
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5 AUSBLICK

Eine Abnahme der MHC-Klasse-I-Expression wurde nur bei L. pneumophila
beobachtet. Die nicht-pathogenen Spezies greifen in diesen Bereich der Ober-
flachenexpression nicht ein. Da in dieser Arbeit keine signifikante Antwort der
natlrlichen Killerzellen gegentiber den pathogenen Spezies beobachtet werden
konnte, gewinnen die weiteren Vertreter des angeborenen Immunsystems an
Bedeutung. Reicht der Grad der MHC-Klasse-I-Expression fiir die CD8" T-
Lymphozyten aus, um das gebundene Peptid zu erkennen und die infizierte
Zelle zu zerstoren ?

Ein weiteres interessantes Forschungsziel ist die Aufklarung der Interaktion
zwischen den infizierten Monozyten und den natirlichen Killerzellen. Wie be-
reits diskutiert wurde, ist das Ausmalfd der Killerzellantwort abhéngig von dem
exprimierten HLA-Molekil. Welchen HLA-Genotyp weist der Blutspender auf?
Ist der Einfluss von L. pneumophila beschrénkt auf einen bestimmten Typ?

Die Auswirkungen der verminderten Expression von klassischen MHC- Moleki-
len auf die HLA-E-Présentation sind ebenfalls zu untersuchen. Ist das Ausmalf3
der HLA-E-Expression ausreichend, um eine Abnahme von MHC- Klasse-I-
Molekilen auszubalancieren und die Aktivierung der nattrlichen Killerzellen zu

verhindern?
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob als Konsequenz der Redukiti-
on der MHC-Klasse-I-Expression auf von L. pneumophila infizierten Monozyten
eine Aktivierung der naturlichen Killerzellen erfolgt.

Monozyten aus dem Buffy-coat gesunder Blutspender wurden mit L. pneu-
mophila infiziert und die Lyse dieser Targetzellen durch nattrliche Killerzellen
(NK) mittels >Cr-Release-Essay wurde ermittelt.

Das Infektionsverhdaltnis von 1:1 war die niedrigste eingesetzte Infektionsdosis.
Bei den Messungen 24 h nach der Infektion wies der Vergleich von infizierten
mit uninfizierten Zellen kein einheitliches Muster der Zytolyse auf. Je nach
Spender zeigte sich sowohl ein geringes Uberwiegen der Lyse infizierter als
auch der Lyse uninfizierter Monozyten. Dies kann zum einen mit der Variabilitat
der HLA-I-Region und zum anderen mit der Variabilitat der Rezeptoren der na-
turlichen Killerzellen erklart werden. Auch unterliegen die Haplotypen der KIR-
Rezeptoren als den HLA-Bindungspartnern auf den nattrlichen Killerzellen e-
benfalls den Gesetzen der Variabilitat, indem sie Unterschiede hinsichtlich ihrer
Anzahl und Spezifitat aufweisen. Die gleiche Beobachtung konnte bei Messun-
gen 30 h nach der Infektion gemacht werden. 48-h-Werte konnten fir die infi-
zierte Fraktion nicht ermittelt werden, denn im Laufe der Vorversuche hat sich
gezeigt, dass die einstiindige Inkubationszeit der humanen Monozyten mit >'Cr
nicht ausreicht, um eine gute Aufnahme in die Zelle zu gewahrleisten. Erst bei
einer Inkubationsdauer von 18 h konnte das Isotop in entsprechender Menge in
den Zellstoffwechsel eingebaut werden. Dies und die Toxizitdt der Legionelle-
ninfektion haben es nicht mdglich gemacht, die Infektion tber 30 h hinaus zu
erhalten.

Das Infektionsverhaltnis von 10:1 war die héchste Infektionsdosis, mit der gear-
beitet werden konnte. Auch hier zeigte sich 24 h nach der Infektion eine spen-
derabhangige individuelle Variabilitat. Der 48-h-Wert konnte wie bei der 1:1-

Infektion fur die infizierte Fraktion nicht ermittelt werden.
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Insgesamt war bei den Versuchsreihen die Lyse der infizierten gegentber den
uninfizierten Monozyten maximal um 19 % hoher.

Moglicherweise reicht die durch L. pneumophila induzierte Reduktion der MHC-
Klasse-l-Expression nicht aus, um eine Antwort der nattrlichen Killerzellen zu
triggern. Die durch das Molekil prasentierten Peptide aber kdnnten durchaus
durch T-Zellen erkannt werden und eine entsprechende Immunantwort auslo-
sen. Auf welche Art und Weise die L.-pneumophila-Antigene den zytotoxischen
T-Zellen (CD8") prasentiert werden und ob diese an der Lyse von infizierten
Monozyten beteiligt sind, ist bisher nicht untersucht worden.

Die dokumentierten Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es sich bei der
Reduktion der HLA-Klasse-I-Expression durch L. pneumophila um einen Immu-
nevasionsmechanismus handelt, der in ahnlicher, aber im molekularen Mecha-
nismus unterschiedlicher Weise bisher nur bei einigen Viren bekannt ist und
auch bei anderen intrazellularen Bakterien noch Gegenstand weiterer For-

schung ist.
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