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2.2.3 Phagozytose und intrazelluläre Vermehrung . . . . . . . . . . . . . 36

2.2.4 Blockierungsversuche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .37

2.2.5 Durchflußzytometrie (FACS) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .39

3 Ergebnisse 41
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Geschichtliches

Im Juli 1976 versammelten sich in einem Hotel in Philadelphia, USA, 4400 Mitglieder der

”
Amerikanischen Legion“, des Veteranenverbandes der USA. Bereits während der Konfe-

renz klagten mehrere Personenüber Fieber und trockenen Husten, bis zwei Wochen später

erkrankten dann 221 Mitglieder der Legion an Pneumonie und benötigten eine station̈are

Behandlung. Insgesamt 34 der Erkrankten verstarben. Teilnehmer eines zur gleichen Zeit

im selben Hotel stattfindenden kirchlichen Kongresses und einige andere Gäste erkrank-

ten ebenfalls an einer Pneumonie. Auf Grund der Hauptgruppe der Betroffenen wurde die

noch unbekannte Erkrankung
”
Legion̈ars-Erkrankung“ oder auch

”
Veteranen-Erkrankung“

genannt. Zun̈achst verd̈achtigte man ein Influenza-A-Virus, aber auch Umweltnoxen, z.B.

eine Nickelvergiftung, wurden nicht ausgeschlossen und das betroffene Hotel abgerissen.

Trotz intensiver Suche konnte keiner der bis dahin bekannten bakteriellen oder viralen Er-

reger als Ursache für die Erkrankung verantwortlich gemacht werden. Auch aus der sero-

logischen Diagnostik ließen sich keine Schlußfolgerungen ziehen [257, 313]. Innerhalb von

6 Monaten gelang es Wissenschaftlern der Centers for Disease Control (CDC) in Atlanta

zusammen mit dem Pennsylvania Department of Health
”
rickettsien̈ahnliche“ Mikroorga-

nismen zu isolieren, die die Erkrankung verursacht hatten. Dies konnte dadurch gesichert

werden, daß mehr als 90 % der entsprechenden Patientenseren Antikörper gegen diese Er-

reger im indirekten Immunfluoreszenztest aufwiesen [89, 198]. Aus welchem Reservoir die

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Infektion hervorging, blieb jedoch noch unklar, da Untersuchungen des Wassers und der Um-

welt nicht durchgef̈uhrt wurden. Das
”
rickettsien̈ahnliche“ Agens, das sich zwar gramnegativ

anf̈arbte, sich jedoch besser mit der für Rickettsien entwickelten Giḿenez-F̈arbung darstel-

len ließ, wurde bezugnehmend auf die betroffene Patientengruppe und auf die Lokalisation

der ErkrankungLegionella (L.) pneumophilagenannt [198, 309]. Mit Hilfe des indirekten

Immunfluoreszenztest konnten Antikörper gegen Legionellen nachgewiesen werden, wo-

durch retrospektiv eine Reihe früherer Ausbr̈uche anhand von eingefrorenen Patientenseren

aufgekl̈art werden konnten. So gab es bereits 1957 in einem Fleischverpackungsbetrieb in

Austin, Minnesota, USA [230], 1965 in einem psychiatrischen Krankenhaus in Washington

und 1974 in dem betreffenden Hotel in Pennsylvania Legionellen-Infektionen mit mehre-

ren erkrankten Personen [257]. Nun fand man aber auch, daß Legionellen Ursache einer

weiteren Erkrankung waren, die zu einer grippeähnlichen, nicht ẗodlich verlaufenden Infek-

tion der oberen Luftwege führten: Dem sogenannten Pontiac-Fieber, das erstmals 1968 bei

Besuchern des Gesundheitsamtes von Pontiac, Michigan, USA, beschrieben wurde [109].

Fraser et al. dokumentierten 1979 eine gleichartige Erkrankung bei zehn Arbeitern, die mit

Druckluft einen Dampfturbinenkondensor reinigten [88]. Nähere Untersuchungen der beiden

unterschiedlichen Erkrankungsformen Legionellen-Pneumonie und Pontiac-Fieber zeigten,

daß deren Auftreten sowohl von der Infektionsdosis, als auch von der Abwehrlage des Infi-

zierten abḧangt. Nun erkannte man aber auch, daß bereits 1947 von Marilyn Bozeman am

National Institute of Health ein Bakterienstamm namens OLDA isoliert wurde, der nach

heutiger Nomenklatur auf den NamenLegionella pneumophilahört [197]. 1959 stieß sie auf

zwei weitere Sẗamme, denen sie damals die Namen WIGA und HEBA gab und die heute

L. bozemaniiund L. micdadeientsprechen [125]. 1979 wurde schließlich einLegionella-

Stamm in Pittsburgh isoliert, der zunächst den Namen
”
Pittsburgh Pneumonia Agent“ be-

kam und mitLegionella micdadeïubereinstimmt [216, 251]. Immer mehr Spezies wurden

entdeckt, nachdem es gelang, Legionellen problemlos auf synthetischen Agarnährb̈oden an-

zuz̈uchten und sowohl aus Patientenproben als auch aus Umweltmaterial Bakterien isoliert

und charakterisiert wurden. Eine neuereÜbersichtsarbeit von Bender und Fields beschreibt

42Legionella-Spezies in 15 Serogruppen [22].
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1.2 Taxonomie und Nomenklatur

Obwohl es innerhalb der GattungLegionellaeine Vielzahl von pḧanotypisch sehr̈ahnli-

chen Spezies gibt, ist deren genotypische Identität weit weniger ausgeprägt. Nimmt man zur

Definition der genotypischen Gattungszugehörigkeit eine DNA-Homologie von 40% an, so

würdeLegionellain mindestens 14 Gattungen zerfallen, legt man eine 25%ige Homologie

zugrunde, so entstünden immer noch 9 Gattungen. Illustriert sei diese geringe genotypische

Verwandtschaft anL. pneumophila, deren DNA nur zu rund 1% mit der vonL. gormanii

übereinstimmt. Folglich macht es bei der Taxonomie der GattungLegionellaSinn, bei der

Einordnung die große phänotypischeÄhnlichkeit zugrunde zu legen und sie nicht entspre-

chend der DNA-Homologie in mehrere Gattungen aufzugliedern [68, 257].

1.3 Diagnostik

1.3.1 Mikroskopie

Legionellen sind gramnegative, plumpe Stäbchen mit mono- oder lophotricher Begeißelung,

die in derüblichen Gramf̈arbung allerdings schlecht dargestellt werden, deutlich besser dafür

mit der für Rickettsien und Chlamydien entwickelten Gimenéz-F̈arbung (Karbolfuchsin-Ma-

lachitgr̈un-F̈arbung). Die optimale Darstellung gelingt jedoch mit der direkten Immunfluo-

reszenz.

1.3.2 Kultur

Die Bakterien stellen hohe Ansprüche an Kulturmedien und benötigen Aminos̈auren als

primäre Energiequelle, da sie keine Zucker aufspalten können. Man verwendet heute zur

Anzucht der Legionellen einen Hefeextrakt-Aktivkohleagar, dem L-Cysteinhydrochlorid, Ei-

senpyrophosphat [75], ACES-Puffer [233] undα-Ketoglutarat [66] zugesetzt werden und

dessen pH-Wert zwischen 6,85 und 6,95 liegen muß. Da Legionellen auf entstehende Sau-

erstoffradikale hochgradig empfindlich reagieren, müssen diese durch den Zusatz von Ak-

tivkohle beseitigt werden [139]. Die inokulierten Nährb̈oden werden bei 30-35◦C und 3-5%

CO2 in einem Inkubator mit 90% Luftfeuchtigkeit bebrütet. Prim̈arkulturen oder Kulturen



4 KAPITEL 1. EINLEITUNG

nach intrazellul̈arer Zellkulturpassage benötigen bis zu 10 Tage zur Koloniebildung, agara-

daptierte Sẗamme erscheinen bereits nach 2-3 Tagen als runde, leicht konvexe, milchglasar-

tige, z.T. leicht gelbliche oder blau-rosa opaleszierende Kolonien auf dem Aktivkohleagar.

Ältere Kulturen haben ein leicht flockig-wolkiges Aussehen. Die Sensitivität dieser Methode

wird mit 9-70% angegeben [68] und muß deshalb im klinischen Alltag durch die serologi-

sche Diagnostik erg̈anzt werden. Ein Problem ergibt sich bei der weiteren Differenzierung

der Legionellen. Ẅahrend andere Bakterien mittels ihrer enzymatischen, fermentativen oder

oxidativen Aktiviẗaten unterschieden werden können, ist dies f̈ur Legionellen nicht m̈oglich,

da sie nur eine geringe enzymatische Aktivität besitzen und keine Kohlenhydrate abzubauen

vermögen. Ihre Identifizierung gelingt also letzten Endesüber das Wachstum auf BCYEα-

Agar, die Gramf̈arbung und aufgrund der Tatsache, daß sie auf zysteinfreiem Medium, wie

etwa Columbia-Blutagar, nicht wachsen.

1.3.3 Direkte Immunfluoreszenz

Als weiteres Verfahren konnte mit der Zeit die direkte Immunfluoreszenz etabliert werden,

bei der ein FITC-markiertes Antiserum gegen das speziesspezifische 28kDa Hauptmembran-

protein (MOMP) vonLegionellaverwandt wird und das die Identifizierung der am häufigsten

vorkommenden Stämme erlaubt [111, 227, 306]. Eine tiefergehende Differenzierung und

Einordnung in bestimmte Serogruppen ist mit spezifischen Antikörpern m̈oglich, die das

Spezies-spezifische LPS-Molekül erkennen. Außerdem hat sich in den letzten Jahren die

Differenzierung mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) etabliert (siehe Abschnitt

1.3.6 auf Seite 5).

1.3.4 Antigen-Test im Urin

Der Antigen-Test im Urin ist ein relativ g̈unstiger, einfach durchzuführender Test, derLegio-

nella pneumophila-Antigen mit Hilfe des Radio-Immun-Assay (RIA), des Enzym-Immun-

Assay (ELISA), der Latex-Agglutination oder der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) [127]

im Urin nachweist. Hinzu kommt, daß eine Urinprobe im Gegesatz zu einer Sputumprobe

sehr einfach gewonnen werden kann, vor allem wenn man bedenkt, daß Patienten mit einer
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Legionelleninfektion ḧaufig einen unproduktiven Husten haben. Mit diesem Verfahren kann,

anders als bei der Kultur, eine Infektion auch noch Wochen nach Beginn einer Antibiotika-

therapie nachgewiesen werden. Obwohl ein Nachweis vonLegionella-Antigen noch ein Jahr

nach Beginn der Infektion berichtet wurde [167], sind diese nach 60 Tagen in der Regel bei

mehr als 90 % der Patienten verschwunden [282]. Der größte Nachteil dieses Tests besteht

darin, daß er nurLegionella pneumophilaSg 1 detektiert, wobei diese aber mehr als 80% der

Legionellosen verursachen.

1.3.5 Serologische Testung

Serologische Testungen sind sehr nützlich für die epidemiologische Aufklärung und das Auf-

decken von Infektketten. F̈ur den klinisch ẗatigen Arzt sind sie jedoch wenig hilfreich, da

erstens Proben aus der akuten Phaseundder Rekonvaleszenz benötigt werden und zweitens

das Intervall bis zur Bestätigung viel zu lange ist, als daß hieraus therapeutische Konse-

quenzen abgeleitet werden könnten. F̈ur den Nachweis einer Infektion wird der vierfache

Titeranstieg auf 1:128 oder mehr verlangt. Erstmals bestimmte Titer von mehr als 1:256 bei

Patienten mit den klinischen Symptomen einer Pneumonie sind ebenfalls hoch verdächtig

auf eine Legionellen-Pneumonie, sollten jedoch nur in epidemiologischen Studien und nicht

in der diagnostischen Routine angewandt werden [65]. Prinzipiell sollte bei der serologi-

schen Testung nach IgG und IgM gesucht werden, da es zahlreiche Patienten gibt, die nur

einen IgM-Anstieg zeigen.

1.3.6 Assays mit Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Legionellen k̈onnen auch mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) nachgewiesen

werden [187, 194, 308]. Hierbei werden winzige Mengen Legionellen-DNA aus Urin, Ma-

terial einer broncho-alveolären Lavage oder dem Serum amplifiziert. Vorteil dieser Methode

ist, daß sie sehr spezifisch, aber nicht sensitiver als beispielsweise die Kultur ist und daß sie

mit einem Test alle Legionellenspezies und Serogruppen nachzuweisen vermag. Von Nach-

teil sind Inhaltsstoffe des Sputums oder auch gewisser Blutproben, die die PCR inhibieren

können. Neuere technische Entwicklungen wie die Real-Time-PCR haben diese Methode
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noch schneller gemacht, was eine rasche Diagnose ermöglicht [14, 123].

Tabelle 1.1: Sensitivität und Spezifiẗat bei Verfahren der Le-

gionellendiagnostik [282, 306]

Test Sensitiviẗat Spezifiẗat

Kultur aus Sputum 80% 100%

Direkte Immunfluoreszenz 33-70% 96-99%

Antigen-Nachweis im Urin 70% 100%

Serologische Antik̈orper-Bestimmung 40-60% 96-99%

PCR aus Urin/Blut 75-82% 90-100%

PCR aus Bronchialsekret 83-100% 90-100%

Neuere Arbeiten zeigen, daß die PCR auch eine sinnvolle und schnelle Methode zur

Identifizierung vonLegionella-Spezies ist, wobei mit einer randomly amplified polymor-

phic-DNA (RAPD)-Technik differenziert werden kann zwischen allen Spezies, zwischen

den Serogruppen und zwischen den Subtypen derselben Spezies [16]. Dabei lagern sich die

Primer an einer unbekannten, also
”
zufälligen“ Stelle der DNA an und amplifizieren den

Genabschnitt.

Eine weitere Methode benutzt Längenpolymorphismen von Genabschnitten zwischen

tRNA-Genen, die mit Hilfe der PCR amplifiziert und anschließend analysiert werden: trans-

ferDNA-intergenic length polymorphism (tDNA-ILP) [54].

1.4 Epidemiologie

1.4.1 Inzidenz der Legionellenpneumonie

Betrachtet man die Ḧaufigkeit der Legionellenpneumonie, so stellt man schnell fest, daß es

sich um keine sehr seltene Erkrankung handelt. Zwischen 2 und 15% aller aller ambulant er-

worbenen Pneumonien, die eine stationäre Behandlung erforderlich machen, werden durch

Legionellen ausgelöst [282, 286]. F̈ur Deutschland geht das Robert-Koch-Institut (RKI) in

seinem Ratgeber Infektionskrankheiten von einer Inzidenz von 6.000 bis 10.000 Legionella-
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Pneumonien pro Jahr aus [249]. Insgesamt zählen sie damit zu den häufigsten bakteriellen

Erregern ambulant erworbener Pneumonien. Engt man den Kreis auf hospitalisierte Patien-

ten ein, so lassen sich in 9 bis 25 % serologisch und/oder kulturell eine Legionellenpneu-

monie nachweisen. Verglichen mitStreptococcus pneumoniaeist sie damit mehr als doppelt

so ḧaufig [93, 184, 326]. Neuere Zahlen des Robert-Koch-Institutes zeigen aber auch, daß

nur in etwa 1-5% der in Krankenhäusern behandelten Pneumonien eine Legionellose dia-

gnostiziert wird. Die ḧochste Inzidenz zeigt sich jedoch bei den nosokomialen Infektionen:

Hier werden bis zu 40% der Pneumonien von Bakterien der GattungLegionellaverursacht

[157, 213, 258, 325]. Aufgeteilt in die einzelnen Serogruppen ergibt sich ein eindeutiges

Bild: 71,5% der Legionellenpneumonien werden durchL. pneumophilaSg 1 verursacht, le-

diglich 10% vonL. pneumophilaSg 6 und 6% vonL. micdadei[246, 286]. Gelegentlich

findet man auch andere Serogruppen vonL. pneumophila, L. bozemaniiundL. dumoffii. Nur

sehr selten treten Infektionen mit gering humanpathogenen Spezies, in der Regel bei immun-

supprimierten Patienten auf [73, 313, 314]. Für das Pontiac-Fieber konnte ebenfalls vor allem

L. pneumophilaSg 1, gefolgt vonL. pneumophilaSg 6 undL. feeleials Hauptverursacher

identifiziert werden [109, 131, 189, 275]. Vor allem vom frühzeitigen Therapiebeginn hängt

die Prognose der schweren Legionellenpneumonie ab. Die Letalität betr̈agt hier zwischen

15 und 45% [53, 232, 286]. Infektionen mit Legionellen treten meist in Form von Epide-

mien auf, die dann hauptsächlich von Orten mit großen Menschenmengen, wie Hotels und

Krankenḧausern ausgehen. Daneben sind aber auch sporadische Fälle beschrieben [257].

1.4.2 Vorkommen und Infektionswege

Legionellen sind weit verbreitet in Warmwasserversorgungen von Wohnhäusern, Kranken-

häusern, Heimen und Hotels. Vor allem in raumlufttechnischen Anlagen, z. B. Klimaanlagen

und Kühlaggregaten, in Badebecken, hier insbesondere in Whirlpools und in anderen An-

lagen, die einen Spray von Wassertröpfchen erzeugen können, wie z. B. bei Einrichtungen

der Hydrotherapie, in Dentaleinheiten und in bestimmten Luftbefeuchtern im häuslichen Be-

reich, vermehren sich die Bakterien besonders gerne [53, 121, 133, 154, 161, 176, 313]. Hier-

bei gilt, daß Systeme mit größerem Fassungsvermögen sehr viel ḧaufiger kontaminiert sind

als beispielsweise Leitungen in Einfamilienhäusern [26]. Auch in natürlichen Geẅassern
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sind ḧaufig Legionellen zu finden, von denen ausgehend auch schon Infektionen berichtet

wurden [74, 174]. Kingston et al. beschrieben 1994 auch eine Infektion, die bei der Gar-

tenarbeit aufgetreten war, was den Schluß nahe legt, daß sich Legionellen auch im Erdreich

aufhalten [164]. Legionellen werden durch 1 bis 5 mm große Aerosole auf den Menschen

übertragen [140]. Es gibt jedoch auch Berichte, nach denen Pneumonien durch die Aspi-

ration von kontaminiertem Wasser aufgetreten sind [30, 296, 318, 324]. Wichtige Faktoren

für die Vermehrungsfähigkeit der Legionellen sind einerseits die Temperatur und anderer-

seits das Vorhandensein von Protozoen, in denen sie sich multiplizieren können. Tempera-

turen zwischen 25 und 49◦C fördern die Vermehrung in erheblichem Umfang [302], wes-

halb besonders von Warmwassersystemen eine Gefahr ausgeht. Darüberhinaus besteht ein

direkter Zusammenhang zwischen im Wasser lebenden Protozoen, in denen sich die Le-

gionellen vermehren und der Temperatur: Bei niedrigen Temperaturen sind Amöben bei-

spielsweise in der Lage, Legionellen nach deren Phagozytose zu zerstören. Dies gelingt

nicht mehr in warmem Wasser, da hier die Rate der intrazellulären Vermehrung von Le-

gionellen drastisch ansteigt und sie deshalb von den Protozoen nicht mehr eliminiert wer-

den k̈onnen [274, 292]. Hieraus wird auch ersichtlich, daß die Vermehrung der Legionellen

unmittelbar an das Vorhandensein von Protozoen gebunden ist; in unbesiedeltem Wasser

können sie sich nicht vermehren [17, 33, 81, 80, 129, 219, 255, 262, 301]. Diese Interak-

tion zwischen Legionella und Protozoen wurde 1980 zunächst f̈ur Acanthamoeba spp.und

Naegleria spp.beschrieben [254], später fand man jedoch eine Vielzahl weiterer Gattungen

[82, 141, 209, 256, 274, 292, 295]. Das Vermehrungsmuster von Legionellen in Amöben ist

nicht unmittelbar auf Versuchstiere oder den Menschenübertragbar. Hier scheint es zahl-

reiche verschiedene Mechanismen zu geben, die in den genannten Wirtsorganismen unter-

schiedlich ausgeprägt sind [77, 78, 79, 223, 277]. Aber auch hinsichtlich der Virulenz für den

Menschen ist eine Koinhalation von Legionellen und Amöben bedeutsam: Die entstehenden

Pneumonien verlaufen sehr viel häufiger mit schwerwiegenden Komplikationen bis hin zum

Tod des Patienten, als bei der alleinigen Aufnahme von Legionellen [229]. Im Tierversuch

konnte gezeigt werden, daß die endotracheale Koinokulation vonL. pneumophilaundHart-

manella vermiformisin suszeptiblen A/J-M̈ausen im Vergleich zur Infektion mitL. pneumo-

phila alleine, wesentlich schwerere, multifokale und meist tödliche Pneumonien mit einer si-
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gnifikant erḧohten intrapulmonalen Keimzahl hervorruft [34]. Die intrazelluläre Vermehrung

der Erreger spielt darüberhinaus eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Invasivität und

damit Virulenz, da sie im Vergleich zu agaradaptierten Stämmen in Makrophagen- und Epi-

thelzellkulturen 10 bis 100-fach invasiver sind, sehr viel häufiger durch coiling-Phagozytose

aufgenommen werden und sich auch phänotypisch in der Membranproteinelektrophorese

von diesen unterscheiden [50]. Auf der anderen Seite werden Legionellen in ihrer Virulenz

deutlich abgeschẅacht, wenn sie auf suboptimalen Medien, die z. B. viel Kochsalz enthal-

ten, kultiviert werden [45]. Allerdings führt auch die ḧaufige Passagëuber BCYEα-Agar zu

einem attenuierten Stamm [218].

Einen der wichtigsten Infektionsparameter stellt die Legionellenkonzentration dar. 104

colony forming units (CFU)/ml gelten als Dosis, die bei gesunden, nicht abwehrgeschwächten

Personen eine klinisch manifeste Legionelleninfektion hervorrufen können, f̈ur L. pneumo-

phila Sg 1 als besonders virulente Spezies werden 102 CFU/ml genannt. Immunsupprimierte

sind bereits ab 10 CFU/ml gefährdet [169]. Die Empfehlungen an Betreiber von Hotels,

Krankenḧausern, Heimen, B̈adern etc. lauten, die Keimzahl möglichst unter 104 CFU/ml zu

halten. Abteilungen in Krankenhäusern, in denen sich Transplantierte, Immunsupprimier-

te und Intensivpflegepatienten aufhalten, sollten Legionellen-frei sein [70]. Das RKI weist

darauf hin, daß f̈ur neue Geb̈aude technische Richtlinien vorgegeben werden, die darauf

abzielen, in keinem Bereich des Warmwassersystems Temperaturen unter 55◦C zuzulassen

[249]. Ein Problem stellen alte Gebäude dar, wo durch blind endende Leitungen oder bau-

lich bedingt an vielen Stellen Temperaturen von deutlich unter 55◦C herrschen [225, 257].

Deshalb kommt der regelm̈assigenÜberwachung und gegebenenfalls der gründlichen Sa-

nierung große Bedeutung zu. Empfohlen werden mindestens jährliche Kontrollen in großen

Hotel-, Wohn- und Heimkomplexen, in Altenheimen, Krankenhäusern und Betrieben mit

Duschanlagen. In den Bereichen mit besonders gefährdeten Patienten wie Intensivstatio-

nen und Transplantationseinheiten sollte mindestens viertel-jährlich kontrolliert werden. Zur

Sanierung einer Legionellenkontamination stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung

[121, 215]:
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• thermische Dekontamination

• chemische Dekontamination (Hochchlorierung, Biozide, Natriumhypochlorit, Ozon)

• Beseitigung der Bakterien mittels UV-Strahlen

• Entfernung der Adḧasions- und Vermehrungs-fördernden Biofilme

• Einsatz von Metallionisationseinheiten

• Trinkwasserfiltration

Bei der Chlorierung treten mehrere Probleme auf: Bedingt durch die intrazelluläre Ver-

mehrungüberleben die Legionellen selbst 50 mg Chlor pro Liter Wasser [19, 162, 171].

1988 wurden superchlorresistente Stämme beschreiben [313]. Leider läßt sich die Chlorie-

rung nicht beliebig steigern, da zu hohe Konzentrationen zu Schäden an den Wasserleitungen

führen [200] und im Wasser kanzerogene Trihalogenmethane entstehen können [257]. Auch

die UV-Bestrahlung ist nicht sehr effektiv, wofür ein erstmals 1991 beschriebenes konjugati-

ves Plasmid inL. pneumophilaverantwortlich ist, das zur Resistenz der Bakterien gegenüber

UV-Strahlen f̈uhrt [291]. Die Behandlung mit Bioziden wird dadurch erschwert, daß an Bio-

film gebundene Legionellen wenig empfindlich sind [319]. Ein Kombinationsprogramm aus

Chlorzusatz, UV-Bestrahlung, Temperaturerhöhung und Ozonisierung wurde als erfolgrei-

cher Ansatz beschrieben [214], letztlich gibt es jedoch bis heute kein Patentrezept, mit dem

eine 100%ige Eradikation erreicht werden könnte.

Ist eine Legionelleninfektion aufgetreten, so sollte unverzüglich nach der Infektionquelle

gesucht werden. Dabei sollte mittels Plasmidanalyse [119, 155, 186, 201, 228, 281], Restrik-

tionsmusteranalyse [116, 119, 120, 160, 173, 182, 237, 263, 290, 294], DNA-Fingerprinting

durch Pulsfeldgelelektrophorese [158, 177, 183, 231, 270] oder PCR [110, 160, 205, 293,

322] dieÜbereinstimmung des Umweltisolats mit dem Patientenisolat festgestellt und die

Infektionskette vervollsẗandigt werden. Anschließend ist eine sofortige Dekontamination mit

oben beschriebenen Verfahren durchzuführen.
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1.5 Klinik der Legionelleninfektion

1.5.1 Legionellenpneumonie

Die klassische Legionellenpneumonie beginnt zwei bis zehn Tage nach Infektion mit uncha-

rakteristischen Prodromalerscheinungen wie allgemeinem Unwohlsein, Müdigkeit, Benom-

menheit,Übelkeit, Kopf- und Gliederschmerzen, einem unproduktiven Reizhusten, Myalgi-

en und Fieber. Das Vollbild der Erkrankung präsentiert sich dann mit einem breiten Spek-

trum von Symptomen. Neben nun produktivem, manchmal purulentem Husten und Fieber,

das ḧaufig über 40◦C steigt und von Scḧuttelfrost begleitet ist, kommt es zu Dyspnoe, tho-

rakalen Schmerzen und selten Hämoptysis. Das Thorax-R̈ontgen zeigt in diesem Stadium

eine zun̈achst fleckige Infiltration, die später konfluiert und in der Verdichtung ganzer Lun-

genlappen endet. Das Röntgenbild ist aber nicht geeignet, die Legionelleninfektion von an-

deren Pneumonien abzugrenzen. Als weiteres Charakteristikum gilt, daß die radiologischen

Zeichen der antibiotischen Therapie hinterher hinken, das heißt auch nach Beginn der Medi-

kation wird auf dem R̈ontgenbild eine weitere Verschlechterung der Situation zu sehen sein,

wobei sich aber das klinische Zustandsbild deutlich bessert. Mit dem Verschwinden der ra-

diogischen Zeichen der Lungeninfiltration ist erst nach ein bis vier Monaten zu rechnen. Das

pathohistologische Korrelat dieser Erkrankung ist eine multifokale, fibrinopurulente Alveo-

litits und Bronchiolitis mit neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Fibrin und Erythrozy-

ten in den Alveolen [315]. Abszedierungen und Einschmelzungen kommen, vor allem bei

immunsupprimierten Patienten, vor [57, 117, 165, 208, 245].

Ältere Personen zeigen häufig eine relative Bradykardie, die lange Zeit als besonde-

rer differentialdiagnostischer Hinweis galt [89, 165], von einigen Autoren in dieser Hin-

sicht mittlerweile aber als̈uberbeansprucht bewertet wird [282]. 20 bis 40% aller Patienten

zeigen gastrointestinale Manifestationen in Form einer wässrigen, selten blutigen Diarrhoe

[165, 326]. Ein weiteres differentialdiagnostisches Kriterium ist die Hyponatriämie mit einer

Serum-Natrium-Konzentration von weniger als 130 mmol/l, die häufiger bei der Legionello-

se als bei anderen Pneumonien auftritt.

Kompliziert werden kann der Verlauf der Legionellenpneumonie durch das Auftreten ei-

nes ARDS und eines septischen Zustandes mit disseminierter intravasaler Gerinnung (DIC),
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Multiorganversagen und häufig letalem Ausgang [10, 95, 130, 210, 300]. Insgesamt liegt die

Letalität bei durch Legionellen verursachten Pneumonien bei 15-25%, bei Patienten mit no-

sokomialen Infektionen 60-70% und bei unbehandelten immunsupprimierten Patienten kann

sie bis auf 80% ansteigen. In der Regel heilen die Pneumonie und die Begleiterkrankun-

gen folgenlos aus, in einem Teil der Fälle bleiben jedoch restriktive Ventilationsstörungen

bestehen. Vereinzelt sind Lungenfibrosen beschrieben.

1.5.2 Extrapulmonale Legionellose

Extrapulmonale Infektionen mit klinischer Symptomatik sind selten, deren klinische Ma-

nifestationen sind jedoch häufig dramatisch. Es wurden Fälle von Sinusitis [266], Cellu-

litis [303], Pankreatitis [310], Peritonitits, Pyelonephritis und tubulo-interstitieller Nephri-

tis [272] beschrieben. Die häufigsten extrapulmonalen Manifestationen betreffen jedoch das

Herz, wozu zahlreiche Veröffentlichungen̈uber Myokarditis, Perikarditis, Postkardiotomie-

Syndrom und Ersatzklappen-Endokarditis in Folge einer im Krankenhaus erworbenen Legio-

nellen-Infektion erschienen sind [220, 289]. Interessanterweise waren die meisten Patienten

nicht gleichzeitig an einer Pneumonie erkrankt und die Kontamination der Wunden erfolgte

über den Eintritt von Legionellen-haltigem Wasser in die Wunde oderüber das Drainage-

System [180].

1.5.3 Pontiac-Fieber

Das Pontiac-Fieber tritt nach einer Inkubationszeit von ein bis zwei Tagen auf und manife-

stiert sich klinisch mit grippëahnlichen Symptomen wie allgemeinem Unwohlsein, unpro-

duktivem Husten, Fieber, Kopf-, Glieder-, Muskel- und Thoraxschmerzen und gelegentlich

auch mit Verwirrtheitszuständen [225, 226]. Außerdem sind bei vielen Patienten entzündliche

Veränderungen im Bereich der Mundschleimhäute, eine Konjunktivitis, Lichtscheu und Me-

ningismus zu finden. Das Pontiac-Fieber ist nach zwei bis sieben Tagen wieder verschwun-

den und heilt folgenlos ab.
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1.5.4 Legionelleninfektionen bei Kindern

Bei Kindern treten sowohl ambulant als auch nosokomial erworbene Legionelleninfektionen

auf [32, 43, 113]. Die meisten Erkrankten sind auch in dieser Altersgruppe immunsuppri-

miert. Einige F̈alle wurden im postoperativen Verlauf [114] und bei Neugeborenen [142]

beobachtet. Die meisten derartigen Infektionen standen im Zusammenhang mit im Kranken-

haus erworbenen Pneumonien während k̈unstlicher Beatmung [181, 316].

1.6 Risikofaktoren

Risikofaktoren f̈ur den Erwerb einer Legionelleninfektion können in zwei Gruppen unterteilt

werden:

• Faktoren, die die Kontamination der Umgebung erhöhen

• Faktoren, die die k̈orpereigene Abwehr des Wirts herabsetzen

Zur ersten Gruppe gehören der Aufenthalt in R̈aumen mit Klimaanlagen, die häufig

mit Legionellen kontaminiert sind, der Aufenthalt in Hotels und Ferienanlagen, die Expo-

sition gegen̈uber kontaminiertem Trinkwasser und eine längere Hospitalisierung (auch hier

durch die langfristig steigende Wahrscheinlichkeit einer Exposition gegenüber Aerosolen

aus K̈uhltürmen und R̈uckkühlger̈aten von Klimaanlagen). Auch der Aufenthalt auf Baustel-

len hat sich als Risikofaktor herauskristallisiert, ebenso wie Tätigkeiten bei Ausschachtungs-

oder Gartenarbeiten.

Zur zweiten Gruppe gehören als allgemeine Risikofaktoren das Zigarettenrauchen, das

die mukozilïare Clearance der Atemwege beeinträchtigt und so zur Schẅachung der unspe-

zifischen Abwehr beitr̈agt [89]. Das Lebenalter und damit häufig einhergehende Erkrankun-

gen wie Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus und chronische Lungenerkrankungen spielen

hier ebenfalls eine Rolle [44, 252, 259]. Auch Drogen- oderüberm̈aßiger Alkoholkonsum,

Mangelern̈ahrung und Stoffwechselanomalien mit Urämie und Azidose k̈onnen das Immun-

system schẅachen [224, 259].

Zu den speziellen Riskofaktoren gehören schließlich vorangegangene Operationen, wo-

bei vor allem Transplantationen das Risko, an einer Legionellose zu erkranken, signifikant
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erḧohen [15, 43, 157, 168, 243, 326]. Die zur Verhinderung der Transplantatabstoßung not-

wendige Immunsuppression führt hier zusammen mit der sehr komplexen organischen und

metabolischen Dysfunktion zur Infektion [257]. Daß die Erkrankungen von Patienten nach

Knochenmarktransplantationen geringer sind, hängt wohl mit der besonderen Abschirmung

in den
”
life islands“ zusammen. Auch Patienten, die sich einer Nierendialyse unterziehen

müssen, sind stärker gef̈ahrdet [25]. Eine iatrogene Beeinträchtigung der Infektabwehr spielt

bei der Therapie mit Glucocorticoiden [273] und Chemotherapeutika eine Rolle. Vor allem

Patienten unter einer Steroidtherapie sind häufig betroffen. Weiterhin wichtig sind in diesem

Zusammenhang vorausgehende bzw. begleitende maligne Erkrankungen, wobei Patienten

mit einer Haarzellenleuk̈amie besonders gefährdet erscheinen.

Erstaunlicherweise gehört das erworbene Immunschwäche-Syndrom (AIDS) nicht zu

denjenigen Faktoren, die das Risiko, an einer Legionelleninfektion zu erkranken, stark er-

höhen [29]. Wohl aber zeigen AIDS-Patienten, die erkrankt sind, einen sehr viel ernste-

ren klinischen Verlauf, der ḧaufiger mit Lungenabszessen, extrapulmonalen Infektionen und

Bakterïamie einhergeht [12, 192, 211]. EineÜbersichẗuber Risikofaktoren f̈ur Legionellosen

zeigt Tabelle 1.2.

Tabelle 1.2: Risikofaktoren für die Entwicklung einer Legio-

nellenpneumonie [53]

Spezielle Risikofaktoren

Transplantation

Nierendialyse

Kortikosteroidtherapie, Cyclosporintherapie

Chemotherapie

Allgemeine Risikofaktoren

Zigarettenrauchen

chronische Lungenerkrankung

Alkoholismus

Diabetes mellitus

männliches Geschlecht
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Alter über 50 Jahre

Umweltfaktoren

Aufenthalt in R̈aumen mit Klimaanlagen

Aufenthalt in Hotels und Ferienanlagen

Inhalationsexposition gegenüber kontaminiertem Trinkwasser

längere Hospitalisierung (Exposition gegenüber Aerosolen aus K̈uhltürmen und

Rückkühlaggregaten von Klimaanlagen)

Aufenthalt auf Baustellen

Beteiligung an Ausschachtungs- oder Gartenarbeiten

1.7 Therapie

Der schnelle Beginn der Behandlung stellt den entscheidenden Schritt in der Verringerung

der Morbidiẗat und Mortaliẗat der Legionellose dar [124, 241]. Bei der Therapie der Erkran-

kung ergibt sich allerdings ein spezielles Problem, da sich die Bakterien größtenteils intra-

zellulär aufhalten. Eine entscheidende Voraussetzung für die Behandlung ist deshalb, daß

die verwendeten Antibiotika in die Zellen gelangen und dort ihre Wirkung entfalten können.

Zus̈atzlich m̈ussen sie das Sekret der Atemwege penetrieren können [58]. Es stellte sich

alsbald heraus, daß viele der häufig verwendeten Medikamente, wie etwa Aminoglykoside

oder auchβ-Lactam-Antibiotika zwar in vitro Legionellen abtöten k̈onnen, in vivo jedoch

unwirksam sind [216, 326].

Historisch gesehen ist Erythromycin das wichtigste Medikament, das alle oben genann-

ten Eigenschaften erfüllt. Es geḧort in die Gruppe der Makrolidantiobiotika und stellt ein

bakteriostatisch wirksames Breitspektrumantiobiotikum dar, welches die ribosomale Prote-

inbiosynthese hemmt [5, 304, 305]. Erythromycin wird nur unvollständig und dar̈uberhinaus

in äußerst variablen Mengen aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert. Deshalb und weil es

sich in der Leber anreichert, werden heute die moderneren Makrolidantibiotika mitähnlichem

Wirkspektrum, Clarithromycin [5, 221] und Roxithromycin [5, 190] bevorzugt. Sie besit-

zen eine wesentlich höhere Wirksamkeit gegenüber Legionellen, eine g̈unstigere Pharma-

kokinetik, eine geringere Rate an gastrointestinalen Nebenwirkungen und sind, anders als

Erythromycin [285], in relevanten Dosen nicht ototoxisch. In der Schwangerschaft sollte
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jedoch weiterhin Erythromycin gegeben werden, da hier nur 8-10% der mütterlichen Serum-

konzentration im fetalen Blut nachzuweisen sind gegenüber 50% bei Clarithromycin oder

Roxithromycin. Die Verwendung der neueren Makrolidantibiotika wird durch die Tatsache

eingeschr̈ankt, daß sie nur als orale Medikamente erhältlich sind.

Eine noch gr̈oßere Wirksamkeit gegen Legionellen bei insgesamt guter Verträglichkeit

besitzt das Azalid-Derivat Azithromycin [172], das sehr eng mit den Makroliden verwandt ist

[5, 239]. Es ist sowohl Erythromycin als auch Clarithromycin und Roxithromycinüberlegen,

was seine F̈ahigkeit, in die Zellen zu gelangen und dort die Bakterien abzutöten, anbelangt

[63, 84, 85, 166, 242, 276]. Dazu trägt auch seine F̈ahigkeit bei, sich im Gewebe und den

Makrophagen anzureichern.

Edelstein empfiehlt als Mittel der Wahl bei immunsupprimierten Patienten ein Fluorchi-

nolon wie Levofloxacin oder Ciprofloxacin [62, 156]. Diese haben gegenüber den Makro-

lidantibiotika eine nochmals erhöhte in vitro-Aktivität und eine verbesserte intrazelluläre

Penetration [18, 62]. Deshalb, und wegen der Interaktionen von Makrolidantibiotika und Ri-

fampicin mit immunsuppressiven Medikamenten erscheinen die Fluorchinolone Mittel der

Wahl bei transplantierten Patienten [282].

Rifampicin sollte wegen der Gefahr einer Resistenzentwicklung nur in einer Kombinati-

onstherapie zusammen mit einem Makrolid oder einem Fluorchinolon appliziert werden und

ist vor allem bei schwer verlaufenden Pneumonien indiziert, wobei es keine Labordaten gibt,

die auf einen erḧohten bakteriziden Effekt bei der Kombination von Fluorchinolonen oder

neueren Makroliden mit Rifampicin schließen liesse [64].

Tabelle 1.3: Antibiotische Therapie der Legionelleninfektion

Antibiotikum Dosierung

Makrolidantibiotika

Azithromycin 500 mg p.o. oder i.v. alle 24 Stunden

Clarithromycin 500 mg p.o. oder i.v. alle 12 Stunden

Roxithromycin 300 mg p.o. alle 12 Stunden

Erythromycin 1 g i.v. alle 6 Stunden

500 mg p.o. alle 6 Stunden
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Fluorchinolone (Gyrasehemmer)

Levofloxacin 500 mg p.o. oder i.v. alle 24 Stunden

Ciprofloxacin 400 mg i.v. alle 8 Stunden

750 mg p.o. alle 12 Stunden

Ofloxacin 400 mg p.o. oder i.v. alle 12 Stunden

Tetracycline

Doxycyclin 100 mg p.o. oder i.v. alle 12 Stunden

Minocyclin 100 mg p.o. oder i.v. alle 12 Stunden

Tetracyclin 500 mg p.o. oder i.v. alle 6 Stunden

Kombinationsantibiotika

Trimethoprim/Sulfamethoxazol 160 und 800 mg i.v. alle 8 Stunden

160 und 800 mg p.o. alle 12 Stunden

Antituberkulotika

Rifampicin 300 bis 600 mg p.o. oder i.v. alle 12 Stun-

den

Historisch wichtig erscheint auch Tetrazyklin, weil es dasjenige Medikament ist, das

1976 bei der Epidemie unter den Teilnehmern der Legionärskonferenz in Philadelphia mit

Erfolg eingesetzt worden war [89]. Auch mit Hilfe von Minocyclin, Doxycyclin, Imipenem,

Co-Trimoxazol, Ofloxacin und Clindamycin sind in der Vergangenheit erfolgreich Legionel-

losen behandelt worden [62, 156].

Die Therapie einer schweren Pneumonie, die auf Legionellose verdächtig ist, sollte im-

mer intraven̈os begonnen werden. Mit der klinischen Besserung und Entfieberung, die meist

innerhalb von drei Tagen nach Beginn der Therapie eintritt, kann auf eine orale Medika-

mentengabe umgestellt werden. In den meisten Fällen scheint eine Therapiedauer von 10

bis 14 Tagen ausreichend zu sein [172, 203]. Bei Immunsupprimierten oder Patienten mit

überdeutlichen radiologischen Zeichen einer Pneumonie werden allerdings bis zu 21 Tage

Behandlung empfohlen. Für die Anwendung von Azithromycin genügt eine 3- bis 5- bis

10-ẗagige Therapie [195].
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Tabelle 1.4: Therapieempfehlungen für eine gesicherte Mo-

noinfektion mitLegionella spp.nach Edelstein [62, 64, 156]

Ambulant erworbene Pneumonie mit

üblicherweise geringer Letalität

Erythromycin, Doxycyclin

Ambulant erworbene Pneumonie mit

klinischen Hinweisen auf hohe Leta-

lit ätswahrscheinlichkeit

Fluorochinolon (z.B. Levofloxazin,

Ofloxazin)

Nosokomiale Pneumonie bei Patienten<

60 Jahren ohne zusätzliche Erkrankung

Hochdosis Penicillin und Azithromycin

i.v.

Immunsupprimierte Patienten und Patien-

ten mit zus̈atzlichen Erkrankungen

Fluorochinolon (z. B. Levofloxacin)

1.8 Pathogenese

Die Pathogenese der Legionelleninfektion beginnt mit der Inhalation von Bakterien-halti-

gem Aerosol. Dieses gelangt in die Alveolen und wird dort von Alveolarmakrophagen pha-

gozytiert. In-vitro-Versuche mit Serum-haltigem Medium haben ergeben, daß die Komple-

mentkompente C3b an eine 28 kDa große Untereinheit des
”
major outer membrane pro-

tein“ (MOMP) an der Oberfl̈ache der Legionellen bindet. Dies geschiehtüber den klassi-

schen oder den alternativen Weg der Komplementaktivierung. Man nahm daher bisher an,

daß die solchermassen markierten Bakterien von den Komplementrezeptoren CR3 und CR1

erkannt, gebunden und dann als MOMP-C3bi-CR-Komplex gemeinsam endozytiert werden.

Diese Rezeptoren kommen vor allem auf Monozyten/Makrophagen und polymorphkerni-

gen Leukozyten vor. Obwohl man bisher davon ausging, daß für eine effektive Phagozytose

der Bakterien Komplementkomponenten benötigt werden, gelingt die Phagozytose jedoch

auch, wenn dem Infektionsmedium in vitro kein oder nur hitzeinaktiviertes Serum zuge-

setzt wird [235]. Da Makrophagen ebenfalls geringe Mengen Komplement sezernieren, wird

von zahlreichen Autoren vermutet, daß dies bereits ausreicht, um die Aufnahme der Legio-

nellen in die Makrophagen zu stimulieren. Von einigen Autoren wurde postuliert, daß es

eine Opsonin-unabhängige Komponente der Legionellenphagozytose geben muß, dieüber
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Lektin-ähnliche Strukturen vermittelt sein könnte. Hier kommen als Antigene insbesondere

Kohlenhydrat- oder Lipidmolek̈ule auf der Legionellenoberfläche in Frage [108], die genau-

en Rezeptoren m̈ussen aber noch ermittelt werden.

Die Komplement-vermittelte Phagozytose ist ein Mechanismus für zahlreiche intrazel-

luläre Bakterien, um auf schonende Art und Weise und unter Umgehung bakterizider Me-

chanismen in die Wirtszelle zu gelangen [320].

Neuere Untersuchungen von Krinos et al. zeigen außerdem eine Komplement-unabhän-

gige Rolle von MOMP bei der Phagozytose vonLegionella spp.So verbessert das Protein in

Abwesenheit von Serum die Bindung von Bakterien um das fünffache und erḧoht die Viru-

lenz vonL. pneumophilain Hühnerembryonen-Assays [170]. Wichtig für die Komplement-

unabḧangige Adḧasion scheinen weiterhin Typ IV-Pili zu sein, da Mutanten, denen das

StrukturgenpilEL fehlt, eine um 50% reduzierte Adhärenz anA. polyphagaund die humanen

Zellinien U937 und HeLa zeigen [280].

Ist die Adḧarenz gegl̈uckt und die Phagozytose in Gang gebracht, so erkennt man un-

ter dem Elektronenmikroskop, daß es hierfür zwei verschiedene Mechanismen gibt: Auf der

einen Seite die klassische Phagozytose, bei der die Partikel durch eine Einziehung des Zyto-

plasmas und letztlich durch die Abschnürung der Plasmamembran in die Zelle aufgenommen

werden. F̈ur die Komplementrezeptor-vermittelte Phagozytose vonLegionella pneumophi-

la Serogruppe 1 hat man einen speziellen Mechanismus entdeckt, der unter anderem aber

auch beiLeishmania donovani, Borrelia burgdorferi, zahlreichen Spirocḧaten Trypanoso-

men und Hefen zu beobachten ist [286]: Die sogenannte
”
coiling-Phagozytose“, bei der eine

lange pseudopodienartige Ausziehung der Plasmamembran entsteht, die das Bakterium spi-

ralförmig umschließt und es schließlich in sich aufnimmt [145]. Aber nicht nur Makropha-

gen, sondern auch Am̈oben bedienen sich dieser Methode [31], nicht aberH. vermiformis

[1]. Sowohl tote, als auch lebendeL. pneumophilaSg 1 werden auf diese Weise internali-

siert, nicht jedoch eine Vielzahl anderer Legionellen oderL. pneumophilaSg 1, die zuvor

mit anti-Legionella-Antiserum inkubiert wurden.

Verfolgt man den Prozeß unter dem Elektronenmikroskop weiter, so erkennt man, daß

virulente Legionellen nach der Phagozytose ein Phagosom bilden, das von Ribosomen um-

geben ist. In diesen Phagosomen vermögen sich die Legionellen zu vermehren, mit einer
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Verdopplungszeit von etwa zwei Stunden während der mid-log-Phase [146]. Bisher glaub-

te man, daß diese Phagosomen weiter persistieren, ohne mit Lysosomen zu fusionieren und

dar̈uberhinaus nicht angesäuert werden. Dies seien die entscheidenden Pathomechanismen,

die das intrazellul̈areÜberleben der Legionellen sichern und eine effektive Vermehrung erst

ermöglichen. Werden Legionellen vor der Phagozytose mit Formalin inaktiviert, sind sie

nicht mehr in der Lage, eine Phagosom-Lysosom-Fusion zu verhindern: Der pH-Wert wird

sauer und die Bakterien werden schnell innerhalb des Phagolysosoms verdaut. Neuere Ar-

beiten von Swanson et al. zeigen jedoch, daß die Mehrzahl der Phagosomen 18 Stunden

nach der Infektion LAMP-1 (Lysosomen-assoziiertes Membranglykoprotein 1), ein spätes

endo- und lysosomales Glykoprotein und etwa die Hälfte das lysosomale Enzym Cathepsin

D enthalten. Diese Arbeitsgruppe beobachtete außerdem eine Ansäuerung der Replikations-

vakuolen, die erst im Laufe der Infektion einsetzt und 16-20 Stunden nach Beginn derselben

einen pH-Wert von 5,5 messen läßt. Swanson et al. schließen daraus, daß die Phagosomen

im Laufe der Zeit doch mit Lysosomen fusionieren und daß dies die bakterielle Replikation

nicht verhindert, sondern sogar unterstützt [283, 286]. Wenn die Ansäuerung des Phagosoms

aber eine Voraussetzung für die Replikation der Legionellen ist, bleibt ungeklärt, weshalb

sich die Bakterien schon kurz nach Beginn der Infektion in dann noch neutralem pH deutlich

vermehren k̈onnen.

In der Vergangenheit wurden fünf Gen-Loci im Legionellen-Genom charakterisiert, die

für die intrazellul̈are Vermehrung von entscheidender Bedeutung sind:

• icm (intracellular multiplication locus [191, 244, 271])

• dot (defect in organelle trafficking [6, 23, 299])

• mip (macrophage infectivity potentiator [46])

• pmi (protozoan and macrophage infectivity loci [100, 102])

• mil (macrophage-specific infectivity loci [101, 102, 118])

Das Fehlen eines dieser Genbereiche führt, wie an zahlreichen Mutanten gezeigt, zur Ab-

schẅachung der Virulenz mit einer verzögerten intrazellul̈aren Vermehrung. Einschränkend

muß gesagt werden, daß mip- oder mip-ähnliche Gensequenzen auch in anderen Bakterien
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vorhanden sind, die sich intrazellulär wenig oder gar nicht vermehren. Außerdem exprimie-

ren auchEnterobacteriaceaeMip-Proteine, die sie jedoch sicher nicht für eine intrazellul̈are

Vermehrung ben̈otigen. Dies l̈aßt dieüberragende und ausschließliche Bedeutung dieses Ge-

nabschnitts f̈ur die intrazellul̈are Vermehrung zweifelhaft erscheinen.

Zusammenfassend ergibt sich nach Swanson et al. folgendes Pathogenese- und Replikati-

onsmodell f̈ur L. pneumophila[286]: Werden die Bakterien von Makrophagen oder Amöben

aufgenommen, sezernieren sieüber Dot/Icm-Proteine Faktoren, die das entstehende Phago-

som modifizieren und es vom endosomalen Stoffwechselweg fernhalten. Anschließend wird

ein autosomales Phagosom gebildet, indem das ursprüngliche Phagosom vom endoplasma-

tischen Retikulum aufgenommen wird. In dieser beschützten Umgebung differenzieren sich

die Legionellen in eine replizierende Form, die Säure-tolerant ist, keine Dot/Icm-Proteine

mehr ben̈otigt und etliche Virulenzfaktoren, die z. B. für das Blockieren der Phagosom-

Lysosom-Fusion notwenig sind, nicht mehr exprimiert. Anschließend wird die Autosomen-

ähnliche Vakuole zum lysosmalen Kompartiment transportiert, wo nach Fusion von Phago-

som und Lysosom die Replikation stattfindet. Wenn schließlich der Aminosäuren-Vorrat der

Wirtszelle zur Neige geht, akkumuliert der intrazelluläre Second-messenger Guanosin-3’5’-

Bispyrophosphat (ppGpp), was die Ausbildung bestimmter Eigenschaften triggert, die für

die Infektion benachbarter Monozyten/Makrophagen benötigt werden [42]. Dazu geḧort:

• ein Zytotoxin, das die Flucht aus der Wirtszelle erlaubt

• die osmotische Resistenz der Bakterien wird erhöht, damit sie im extrazellulären Mi-

lieu besser̈uberleben k̈onnen

• eine erḧohte Beweglichkeit erleichtert die Verbreitung und den Kontakt mit einer neu-

en Wirtszelle und

• es werden wiederum Eigenschaften hervorgebracht, die die Phagosom-Lysosom-Fu-

sion verhindern und somit das̈Uberleben im neuen Makrophagen ermöglichen. Dort

beginnt der Zyklus dann von neuem.

Neutrophile Granulozyten phagozytieren ebenfalls Legionellen, allerdings mußL. pneu-

mophilazuerst durch spezifische Antikörper opsoniert werden, damit eine, hier Fc-vermittelte
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Phagocytose, stattfinden kann. Diese Wirtszellen lassen eine Vermehrung der Bakterien nicht

zu [148, 307] und ẗoten 60% der Legionellen eines Inokulums ab.Überlebende Wirtszellen

zeigen sich anschließend aber eindeutig funktionsgemindert, was die Chemotaxis und den

”
oxidative burst“ anbelangt [59, 260].

1.8.1 Stoffwechsel

Eine Reihe von Stoffwechselfaktoren, die einerseits in den Legionellen selbst begründet sind

und andererseits Umweltfaktoren darstellen, begünstigen oder benachteiligen das Wachstum,

dasÜberleben der Bakterien in Kultur oder in den Wirtszellen und die Virulenz. Dabei zeich-

nen sich attenuierte Stämme vor allem dadurch aus, daß sie sich in Wirtszellen nicht mehr

oder nur deutlich langsamer vermehren und in Versuchstieren praktisch keine Infektion mehr

ausl̈osen k̈onnen.

”oxidative burst“

Für L. pneumophilaund für L. micdadeikonnte gezeigt werden, daß sie den
”
oxidative burst“

der phagozytierenden Zelle herabsetzen können, indem sie die Produktion von Sauerstoffra-

dikalen hemmen [59, 260]. Dies geschieht zumindest teilweiseüber dasL. pneumophila-

major secretory protein (Msp), eine Zink-Metalloprotease [261]. Für die Legionellen ist dies

besonders wichtig, da sie aufgrund ihrer geringen Enzymaktivitäten an Katalase, Glutathion-

peroxidase und Glutathionreduktase sehr empfindlich gegen die toxisch wirkenden Sauer-

stoffradikale sind [179].

Eisenstoffwechsel

Ein weiterer wesentlicher Faktor ist die Beeinflussung des Eisenstoffwechsels der Wirtszelle

durchLegionella spp.Eisen ist f̈ur das Legionellenwachstum essentiell und muß hierfür in

hohen Konzentrationen zwischen 3 und 20µM vorliegen. Dem Kulturmedium wird deshalb

Eisenpyrophosphat zugesetzt [75]. In vivo beziehen die Bakterien das Eisen aus dem Stoff-

wechsel ihrer Wirtszellen. In den Wirtszellen werden das Transferrin-Transferrinrezeptor-

System (siehe 4.2.6 auf Seite 67), das Lactoferrin-Lactoferrinrezeptorsystem und das Fer-
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ritin f ür diese Funktionen herangezogen. So beobachtet man, daß nach der Freisetzung von

Granula aus neutrophilen Granulozyten die intrazelluläre Vermehrungsrate von Legionellen

in benachbarten Makrophagen deutlich abnimmt. Die Granula enthalten Apolactoferrin, das

an den Lactoferrinrezeptor von Makrophagen bindet und von diesen aufgenommen wird.

Dieses bildet intrazellulär Chelate und reduziert auf diese Weise das für das Wachstum der

Legionellen zur Verf̈ugung stehende Eisen. Gesteigert wird dieser Effekt durch die Stimula-

tion der Granulozyten mit TNF-α oder IFN-γ [37, 38, 39, 40].

Temperatur

Die Umgebungstemperatur beeinflußt maßgeblich die Virulenz der Legionellen. Bei Tempe-

raturen um 37◦C finden sie optimale Bedingungen für das Wachstum vor. Wird diese bei-

spielsweise auf 24◦C reduziert, so ist die Virulenz deutlich abgeschwächt, steigt aber bei

Erwärmung auf 37◦C wieder auf das fr̈uhere Niveau an [196]. Auch die Transkription und die

Synthese von Flagellen ist temperatur-abhängig: So sind die DNA- und die Protein-Synthese

bei Temperaturen von 30◦C deutlich erniedrigt [178]. Gleiches gilt für die Synthese von Typ

IV Pili [286].

Elektrolytkonzentrationen

Kultiviert man Legionellen nicht auf Optimalmedien wie BCYEα-Agar, in Zellkulturen,

Amöbenkulturen oder Ḧuhnereiembryonen, sondern auf suboptimalen Medien, wie beispiels-

weise SMH-Agar, der einen hohen Gehalt an Kochsalz besitzt, werden die Legionellen in

ihrer Virulenz ebenfalls deutlich abgeschwächt [45, 197].

Oberfl ächenproteine

Legionellen produzieren ẅahrend des intrazellulären Wachstums eine ganze Reihe von Pro-

teinen, die spezifisch für diese Phase sind. Zu diesen
”
Macrophage Induced Proteins“ (MIN)

geḧoren auch Hitzeschockproteine, die verstärkt exprimiert werden und an der Oberfläche

erscheinen. Deren erhöhte Produktion ist gleichzeitig ein Proliferationsreiz für Lymphozy-

ten, die so die Abwehr der Legionellen erleichtert [2, 284, 323].
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1.9 Virulenzfaktoren

Im Laufe der Zeit konnten einige potentielle Virulenzfaktoren vonLegionella spp.charakte-

risisert werden, die bei der Pathogenese eine Rolle spielen. Insgesamt kann aber keinem der

bislang diskutierten Faktoren ein eindeutig dominanter Effekt zugeordnet werden.

1.9.1 Extrazellul äre Enzyme und Produkte

Zink-Metalloprotease = Major Secretory Protein (MSP) 38 kDa, Metalloprotease mit

zytotoxischer und ḧamolytischer Aktiviẗat, die die protektive zellvermittelte Immuni-

tät induziert und den
”
oxidative burst“ der phagozytierenden Zellen herabsetzt, jedoch

keine direkte Bedeutung für die intrazellul̈are Vermehrung hat [61, 261]

Legionellatoxin 1,3 kDa großes Protein, welches zytotoxisch ist und den
”
oxidative burst“

in neutrophilen Granulozyten hemmt [91, 92]

Säurel ösliches Toxin 3,4 kDa großes Protein, das ebenfalls zytotoxisch ist und die Che-

milumineszenzreaktion von neutrophilen Granulozyten hemmt [126]

Phospholipasen Ein früher als Phospholipase C beschriebenes Molekül, von dem man

heute weiß, daß es Phospholipase A-Aktivität aufweist, ist zytotoxisch für eukaryonte

Membranen, hydrolysiert evtl. Surfactant und ist spezifisch für zwei Substrate: Phos-

phatidylglycerol und Lysophosphatidylcholin [13, 86, 87]

1.9.2 Zellassoziierte Komponenten

Major Outer Membrane Protein (MOMP) 100 kDa-Komplex mit einer 28 kDa-Unter-

einheit, die den Komplementfaktor C3 bindet und einen MOMP-C3bi-CR3-Komplex

bildet, der phagozytiert wird; Komplement kann auf klassischem oder alternativem

Weg aktiviert werden [35, 97, 96]

Macrophage infectivity potentiator (mip) 24 kDa großes Enzym mit Peptidyl-Prolyl-

cis-trans-Isomerase-Aktivität, das f̈ur Infektiosiẗat und intrazellul̈aresÜberleben direkt

im Anschluß an die Phagozytose zuständig ist [47]
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Intracellular multiplication locus (icm) Locus mit 13 Genabschnitten, wichtig für die

intrazellul̈are Vermehrung [191, 244, 271]

Defect in organelle trafficking (dot) Locus mit 15 Genabschnitten, ebenfalls wichtig

für die intrazellul̈are Vermehrung [6, 23, 299]

Protozoan and macrophage infectivity loci (pmi) Gen, das eine Rolle spielt für Zy-

totoxizität, intrazellul̈aresÜberleben und Replikation in Monozyten/Makrophagen und

Protozoen [100, 102])

Macrophage-specific infectivity loci (mil) Gen, das f̈ur das intrazellul̈are Überleben

und die Vermehrung vor allem in Monozyten/Makrophagen von Bedeutung ist [101,

102, 118])

Legiolysin (lly) 39 kDa mit Ḧamolysin-Aktiviẗat [21]

Hitzeschockprotein = Major cytoplasmic membrane protein (htpB) 60 kDa, im-

munogenes Protein mit Genus-spezifischem Epitop, das während der intrazellulären

Vermehrung im Phagosom von den Legionellen vermehrt exprimiert wird und sich

sowohl auf der Legionelloberfläche als auch frei in den Vakuolen befindet [138, 240]

Major iron containing protein (MICP) = Aconitase (acn) 98 kDa, von Bedeutung für

den Eisenmetabolismus [202]

Ferric uptake (fur) 15 kDa, ebenfalls von Bedeutung für Eisenmetabolismus [136]

periplasmatische Eisenreduktase wichtig für den Eisenmetabolismus [159]

LPS Lipopolysaccharid mit einem hohen Prozentsatz an verzweigtkettigen Fettsäuren, das

Serogruppen-spezifisch ist, Komplement auf dem klassischen Weg aktivieren kann und

nur eine geringe Endotoxinaktivität aufweist [48, 222, 317]

Flagellen (flaA) 47 kDa, entscheidend für die Bakterienmotiliẗat und die Invasion vonLe-

gionella spp.[56, 134, 135, 250]

Superoxiddismutase (SOD) zur Inaktivierung toxischer Sauerstoffradikale [238]
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Phosphatase(n) 86 kDa, Hemmung der Neutrophilenaktivierung und des
”
oxidative burst“,

ohne Bedeutung für die intrazellul̈are Vermehrung [8, 7, 144, 163]

1.10 Immunabwehr

1.10.1 Humorale Immunit ät

Insgesamt muß man feststellen, daßL. pneumophilaserumresistent ist, d.h. daß weder die

Aktivierung des Komplements durch MOMP oder LPS, noch hochtitrige Antikörperkonzen-

trationen die Legionellen zu inaktivieren oder zu vernichten vermag [148].

1.10.2 Zellvermittelte Immunit ät

Die zellvermittelte Immuniẗat stellt den entscheidenden Mechanismus für die Abwehr der

Legionellen dar. Zwar schafft auch sie es nicht, die Legionellen abzutöten, sie ḧalt aber die

Infektion unter Kontrolle und wirkt bakteriostatisch, indem sie in Phagozytose und intrazel-

luläre Vermehrung eingreift. So zeigen Lymphozyten von infizierten Patienten, die wieder

gesundet waren, bei erneutem Kontakt mit Legionellen eine deutliche Proliferationstendenz

und eine Erḧohung der Zytokinproduktion, vor allem von IFNγ [90, 143].

Für Makrophagen gilt, daß sie bei Stimulation mit IFNγ deutlich weniger Legionellen

phagozytieren und in der Lage sind, die ungehemmte Vermehrung der Bakterien einzu-

schr̈anken [147]. Vermutlich sind es zwei Mechanismen, die hierzu beitragen: Einerseits

die verminderte Expression des Komplementrezeptors, die die Phagozytose erschwert und

gleichzeitig die verminderte Expression des Tranferrinrezeptors, der die Verfügbarkeit von

intrazellul̈arem Eisen in Form von Ferritin für die Legionellen deutlich einschränkt und sie

dadurch im Wachstum behindert. Zusätzlich lassen sich Makrophagen in vitro auch durch

LPS bzw. Lipid A [9, 67, 106] oder TNF-α [193] stimulieren, wobei ebenfalls eine vermin-

derte Transferrinrezeptor-Expression zum Tragen kommt.

Die endg̈ultige Beseitigung infizierter phagozytierender Zellenübernehmen NK-Zellen,

die wahrscheinlich durch Interleukin-2 (IL-2) getriggert werden [27, 28, 247]. Es entsteht

in der Abwehr einer Legionelleninfektion also ein komplexes Zusammenspiel von vielen
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Faktoren, das im einzelnen die Antigenpräsentation, die Aktivierung von Makrophagen, T-

Lymphozyten und NK-Zellen und die Chemotaxis und Phagozytose durch neutrophile Gra-

nulozyten umfaßt. Durch verschiedene Erkrankungen oder immunsuppressive Therapien, al-

len voran der Applikation von Kortikosteroiden, können Situationen entstehen, die es dem

Körper merklich schwerer machen, mit einer Legionelleninfektion fertig zu werden und so-

mit zu schweren klinischen Verläufen f̈uhren.

1.11 Fragestellung

Bisherige in-vitro-Untersuchungen mit agaradaptierten Stämmen zeigten eine Adhärenz der

Komplementkomponente C3b an das Hauptoberflächenprotein (MOMP) vonL. pneumo-

phila. Der MOMP-C3bi-Komplex bindet an CR1 oder CR3 auf Monozyten/Makrophagen

und wird dann als MOMP-C3bi-CR-Komplex in die Zelle aufgenommen [235]. Ob die-

se Beobachtungen auf die in-vivo Situation bzw. auf zelladaptierte Stämme zuübertragen

sind, ist unklar, da in der Lunge zu Beginn einer Infektion z. B. nur wenig Komplement

zu finden ist. Außerdem fanden Gibson et al. später eine Komplementrezeptor-unabhängige

Phagozytose, wobei die Legionellenüber Lektine in Alveolarmakrophagen und Monozy-

ten aufgenommen wurden [108]. 1997 haben dann Venkataraman et al. ein Galaktose/N-

Acetyl-Galaktosamin(Gal/GalNAc)-inhibierbares Lektin gefunden, das Legionellen bei der

Adhäsion und Invasion von Protozoen als Rezeptor dient [297]. Gao et al. zeigten schließlich,

daß die Aufnahme und intrazelluläre Vermehrung von Legionellen in Protozoen und mensch-

lichen Zellen zu einem sehr großen Teilüberähnliche Mechanismen verlaufen, bestimmte

Mechanismen aber nur für die Invasion von Legionellen in Am̈oben benutzt werden [100].

Als weiterer Ligand mit Bedeutung für die Phagozytose von Legionellen wurde 1998 von

Gardũno et al. Hsp60 beschrieben, das die Adhäsion und Invasion in HeLa-Zellen vermit-

telt [104]. Bermudez et al. untersuchten 1997 die Rollen von CR1 und CR3, CD29, CD71

und von Scavengerrezeptoren bei der Phagozytose vonMycobacterium aviumund stellten

fest, daß extrazellulär kultivierte (agaradaptierte)M. avium über den CR3-Rezeptor in die

Zelle gelangen, ẅahrend intrazellul̈ar (in Monozyten) gewachsene Bakterien dasβ-Integrin

CD29 und den Transferrinrezeptor (CD71) für ihre Phagozytose nutzen [24]. Schlesinger
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et al. fanden 1993, daß die Phagozytose von virulentenM. tuberculosiszus̈atzlich zu den

Komplementrezeptoren auchüber den Mannoserezeptor vermittelt wird [267]. Dies wurde

in einer weiteren Studie von Astarie-Dequeker et al. 1999 auch für pathogene und apathoge-

ne Spezies vonM. phei, M. smegmatisundM. kansasiibesẗatigt [11].

In der vorliegenden Arbeit soll der Zusammenhang und die Beteiligung einzelner Ober-

flächenrezeptoren von Makrophagen bei der Phagozytose von Legionellen, auch im Hinblick

auf Unterschiede zwischen Wirtszell- und Agar-adaptierten Stämmen, untersucht werden.

Dies geschieht mit Hilfe einer sehr weit differenzierten Monozyten-Zellinie (Mono Mac 6)

und der Verwendung blockierender monoklonaler Antikörper, unter der Vorstellung, daß sich

bei der Blockade des Rezeptors und einer maßgeblichen Beteiligung des entsprechenden

Oberfl̈achenmolek̈uls an der Phagozytose eine signifikante Veränderung der Phagozytosera-

te finden wird [24]. Bei allen Experimenten wurden sowohl eine hochvirulente, als auch eine

durch ḧaufige Agar-Passagen attenuierte Legionellenspezies getestet.

Zu Beginn wurden die Vermehrungsfähigkeit der Legionellen in der verwendeten Zellinie

und der Expressionsgrad der zu untersuchenden Oberflächenrezeptoren auf den Mono Mac

6-Zellen untersucht und anschließend die Versuche mit Blockierung aller in Abschnitt 4.2

ab Seite 61 vorgestellten Rezeptoren durchgeführt, wobei sowohl Integrine (CD11b, CD18,

CD29, CD35), als auch der LPS-Rezeptor (CD14), das interzelluläre Adḧasionsmolek̈ul 1

(ICAM-1, CD54) und der Transferrin-Rezeptor (CD71) berücksichtigt wurden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Anzuchtmedien und -materialien

In der folgenden Tabelle sind alle Medien und Materialien aufgeführt, die zur Anzucht und

Kultur der Legionellen verwendet wurden.

Tabelle 2.1: Material

Bezeichnung Hersteller

Agar Agar Oxoid, Wesel

Lysiertes Pferdeblut

Hefeextrakt Merck, Darmstadt

Aktivkohle

Legionella-BCYEα-Supplement

Petrischale Greiner, Frickenhausen

RPMI 1640 Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Fetales K̈alberserum

Glutamin

Zellkulturwasser

Aminos̈auren

29
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Zellkulturflasche bel̈uftet, 75 cm2 Costar, Corning, NY, USA

OPI Sigma, M̈unchen

PP-R̈ohrchen, steril, 50 ml Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Röhrchen 15 ml

24-Loch-Platte

MycoplasmaPCR-Kit Stratagene, La Jolla, CA, USA

Cryo 1◦C Freezing Container Nalge Nunc International, Rochester, NY,

USA

2.1.2 Legionellenspezies und -serogruppen

FolgendeLegionella-Sẗamme wurden f̈ur die Versuche verwendet:

• Legionella pneumophilaSerogruppe 1 (Philadelphia 1), Patientenisolat einer in Itali-

en erworbenen Legionellenpneumonie, weniger als drei Agarpassagen nach primärer

Isolierung [Lp1v]; freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Herrn Dr. L̈uck und

Herrn Dr. Helbig, Institut f̈ur Medizinische Mikrobiologie der Medizinischen Akade-

mie Dresden

• Legionella pneumophilaSg 1 (Philadelphia 1), isoliert aus einer menschlichen Lunge,

Anzahl der Agarpassagen unbekannt, ATCC 33152 [Lp1a].

Dabei handelt es sich mit Lp1v um ein vergleichweise pathogenes Isolat, das in seiner Viru-

lenz noch nicht abgeschwächt ist. Die direkte Isolierung aus dem Körper eines betroffenen

Patienten und die geringe Anzahl an Agarpassagen garantieren dies. Mit Lp1a wurde hinge-

gen einLegionella-Stamm ausgeẅahlt, der durch eine größere Anzahl von Agarpassagen in

seiner Virulenz abgeschwächt wurde [45, 218].

2.1.3 Zellinie Mono Mac 6

Für alle Versuche wurde die Zellinie Mono Mac 6 verwendet, die 1988 von Ziegler-Heitbrock

et al. erstmals charakterisiert wurde [328]. Es handelt sich hierbei um eine Monozyten-
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Zellinie, die auf Zellen eines 67-jährigen Patienten mit akuter monozytärer Leuk̈amie zur̈uck

geht.

Die Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Ziegler-Heitbrock, Institut für Immu-

nologie, München, zur Verf̈ugung gestellt.

2.1.4 HeLa-Zellen

Bei der HeLa-Zellinie handelt es sich um Zellen eines zunächst als epitheliales Cervix-

Karzinom diagnostizierten Tumor einer 31-jährigen schwarzen Frau von 1951, der später

aber als Adenocarcinom klassifiziert wurde. Diese Zellen stellen die erste, aneuploide, kon-

tinuierlich kulitivierte humane Zellinie dar [107, 265].

2.1.5 Jurkat-Zellen

Die Jurkat-Zellinie wurde 1976 aus Zellen eines 14-jährigen Jungen mit dem ersten Rückfall

akuter lymphoblastischer Leukämie etabliert. Es handelt sich um T-Zellen, die 1977 erstmals

von Schneider et al. charakterisiert wurden [269].

2.1.6 Antik örper

Die in der nachfolgenden Tabelle aufgeführten blockierenden Antik̈orper (azidfrei) wurden

über die entsprechenden Distributoren in Deutschland erworben und gemäß den Lageruns-

vorschriften der Hersteller in Aliquots zu 100µl entweder im K̈uhlschrank bei +6◦C oder im

Gefrierschrank bei -20◦C bis zur endg̈ultigen Verwendung gelagert.

Die Antikörper wurden f̈ur die gesamte Dauer des Versuches im Ansatz belassen und nicht

wieder entfernt. Die Endkonzentration betrug jeweils 23,4µg/ml.

Tabelle 2.2: Antik̈orper

Antikörper Klon Hersteller

anti-CD11b ICRF44 Serotec, Oxford, GB

anti-CD29 3S3

anti-CD35 E11
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anti-CD71 DF1513

Maus-IgG1 Isotypkontrolle W3/25

Maus-IgG2a Isotypkontrolle OX34

anti-CD11b ICRF44 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

anti-CD54 HA58

anti-CD11b Bear-1 Biodesign, Saco, Maine, USA

anti-CD18 68-5A5 Biosource, Camarillo, CA, USA

anti-CD29 B-D15

anti-CD54 8.4A6

anti-CD14 biG14 Biometec GmbH, Greifswald

Maus-IgG2a Isotypkontrolle

2.1.7 Technische Ger äte

Tabelle 2.3: Technische Geräte

Bezeichnung Hersteller

Sterile Werkbank Heraeus, Hanau

Zentrifuge (Varifuge 3.OR)

CO2–Brutschrank

Agar-Ausspatelmaschine Spiralplater Meintrupp DWS Laborgeräte, L̈ahden-Holte

Vortex Bender und Hobein, Z̈urich

2.1.8 Geräte für die Zellkultur

Tabelle 2.4: Ger̈ate f̈ur die Zellkultur

Bezeichnung Hersteller

Zellkulturflaschen Nunc Intermed, Kamstrup, D̈anemark

Multidish 6- und 24-Lochplatten

Zentrifugenr̈ohrchen (Bluecap-R̈ohrchen),

15ml und 50ml

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
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Einmal-Pipetten (1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml)

FACS-R̈ohrchen

Neubauer-Z̈ahlkammer Bender und Hohbein, Z̈urich

Trypanblau (0,4% Lösung) Sigma, M̈unchen

Gentamicin-L̈osung (50mg/ml) Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Um eine Kontamination der Zellkulturen durch Mykoplasmen auszuschließen, wurden die-

se in regelm̈aßigen Absẗanden mit einemMycoplasma-PCR-Kit (Stratagene, La Jolla, CA,

USA) untersucht.

2.1.9 Geräte und Materialien für die Durchflußzytometrie

Alle f ür die Durchflußzytometrie benötigten Antik̈orper waren mit Ausnahme von Anti-

CD54 der Firma BD Pharmingen Fluorescein-Isothiocyanat(FITC)-markiert. An ICAM-1

war PE gebunden. Anti-CD14 wurde mit Fluorscein(DTAF)-markierten Sekundärantik̈or-

pern in einem zus̈atzlichen Arbeitsschritt markiert, alle anderen Zubereitungen wurden von

den angegebenen Firmen fertig markiert erworben.

Tabelle 2.5: Durchflußzytometrie: Geräte und Materialien

Bezeichnung Hersteller

FACSortTM-Durchflußzytometer Becton Dickinson,

FACSFlowTM-Trägerl̈osung Heidelberg

FACStationTM(Apple Macintosh Quadra 650) in Verbin-

dung mit CELLQuestTM-Software zur Steuerung, Datener-

fassung und -auswertung

FACS-R̈ohrchen

FACS-Waschpuffer, bestehend aus

PBS(Phosphate Buffered Saline)-Puffer Sigma, M̈unchen

+ 0,1% Azid Merck, Darmstadt

+ 0,1% Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, M̈unchen

Anti-CD11b-FITC, Klon Bear-1 Biodesign, Saco, ME, USA
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Anti-CD18-FITC, Klon 65-5A5 Biosource, Camarillo,

Anti-CD29-FITC, Klon B-D15 CA, USA

Anti-CD54-FITC, Klon 8.4A6

IgG1-FITC Negativ-Kontrolle, Klon MOPC21/321

IgG2a-FITC Negativ-Kontrolle, Klon B-Z2

Anti-CD11b-FITC, Klon ICRF44 Serotec, Oxford, GB

Anti-CD29-FITC, Klon 3S3

Anti-CD35-FITC, Klon E11

Anti-CD71-FITC, Klon DF1513

IgG1-FITC Negativ-Kontrolle, Klon W3/25

IgG2a-FITC-Negativ-Kontrolle, Klon MRC OX-34

Anti-CD54-PE, Klon HA58 BD Pharmingen, San Diego,

CA, USA

Sekund̈ar-Antikörper: Jackson Immuno,

Fluorescein(DTAF)-konjugiertes f(Ab)2- Fragment Anti-

Maus IgG + IgM von der Ziege

West Grove, PA, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht der Legionellen

Die untersuchten Legionellenstämme wurden f̈ur 5 bis 7 Tage auf BCYEα-Agar bei 37◦C

und 5% CO2 angez̈uchtet. Dieser entḧalt neben Agar und BCYEα-Supplement Aktivkohle

und Hefeextrakt, da die Legionellen sehr empfindlich gegenüber reaktiven Sauerstoffverbin-

dungen sind [75, 139].

2.2.2 Zellkultur

Die Anzucht der Mono Mac 6-Zellen erfolgte in einem speziellen Medium, das in seiner

Grundsubstanz aus RPMI 1640 bestand und folgende Zusätze – jeweils in Endkonzentration

– enthielt:
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• 10% fetales K̈alberserum (myclone super plus, 30 Minuten bei 56◦C im Wasserbad

inaktiviert)

• 1% L-Glutamin

• 1% nicht-essentielle Aminosäuren

• 1% OPI-L̈osung (Oxalacetat 1mM, Pyruvat 1mM, Insulin 9µg/ml)

Alle Zutaten bis auf das fetale Kälber-Serum wurden vor Zugabe mit Hilfe eines 0,22µm-

Filters steril filtriert. Die Zellen wurden anschließend in einem Brutschrank bei 37◦C und

einem CO2-Gehalt von 5% gehalten und zwei mal pro Woche in neues Mediumüberf̈uhrt.

Vor jedem Umsetzen und vor jeder Verwendung der Zellen für die Versuche wurden die Kul-

turflaschen lichtmikroskopisch hinsichtlich der Vermehrungsrate der Zellen und auf Verun-

reinigungen bzw. Kontaminationen hin kontrolliert. Insbesondere wurde darauf geachtet, daß

die Zellen rund, regelm̈aßig geformt und nicht verklumpt waren. Kulturen mit verklumpten

oder kontaminierten Zellen wurden grundsätzlich weder weiter kultiviert, noch für Versuche

verwendet. Zus̈atzlich wurde eine Sterilkontrolle auf Columbia-Blut-Agar durchgeführt.

Aus einer Kulturflasche wurden grundsätzlich maximal 30 Passagen durchgeführt. An-

schließend wurde eine neue Flasche aus dem tiefgefrorenen Reserve-Zell-Pool verwendet.

Hierfür wurden fr̈uhzeitig mehrere hundert Kulturflaschen gleichartiger, synchronisierter

Zellen eingefroren: Die einzufrierenden Zellen wurden bei 400× g 10 Minuten zentrifu-

giert , derÜberstand dekantiert und das Pellet mit 3 ml eiskaltem Zellkulturmedium, dem

10% DMSO zugesetzt wurden, resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein Kryoröhrchen gef̈ullt und

sofort in die Gefrierbox von Nalgene bei -70◦C überf̈uhrt, die Isopropanol enthält und eine

Abkühlung der Zellen um 1◦C pro Minute garantiert. Im Anschluß daran wurden die Zellen

über Nacht bei -70◦C gehalten um sie am nächsten Tag f̈ur die Langzeit-Aufbewahrung in

flüssigen Stickstoff züuberf̈uhren.

Zum Auftauen wurden die R̈ohrchen aus dem Stickstoff in warmem Wasser schnell

erwärmt, in einem Bluecap-R̈ohrchen sofort mit Zellkulturmedium auf 20 ml Mono Mac

6-Kulturmedium aufgef̈ullt und bei 400× g 10 Minuten lang zentrifugiert. Nach Abkip-

pen desÜberstandes und Resuspendieren der Zellen in 20 ml Kulturmedium wurde erneut
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zentrifugiert. Nach abschließendem Auffüllen des R̈ohrchens mit 10 ml Zellkulturmedium

konnten die Zellen schließlich weiter passagiert werden.

Für die Infektionsversuche wurde Mono Mac 6-Medium ohne Serumzusatz verwendet

(
”
Infektionsmedium“).

2.2.3 Phagozytose und intrazellul äre Vermehrung

Zur Durchf̈uhrung dieser Versuche wurden Mono Mac 6-Zellen aus einer gut bewachsenen

Kulturflasche, die etwa 20× 106 Zellen entḧalt, entnommen und in ein 50 ml-Röhrchen

überf̈uhrt. Nach Abzentrifugieren der Zellsuspension für 10 Minuten bei 400× g wur-

de diese in RPMI 1640 resuspendiert und das Gesamtvolumen abgelesen. Mit Hilfe einer

Trypanblau-F̈arbung wurden die Zellen in der Neubauer-Zählkammer quantifiziert und an-

schließend die erforderliche Menge Zellsuspension, die 2× 106 Monozyten enthielt, in ein

50 ml-Röhrchen pipettiert, mit RPMI 1640 aufgefüllt und bei 400× g 10 Minuten zentrifu-

giert. DerÜberstand wurde dekantiert, das Zellpellet mit 1,5 ml Mono Mac 6-Infektionsme-

dium resuspendiert und in eine 6-Loch-Platteüberf̈uhrt.

In der Zwischenzeit wurden Legionellen von einer BCYEα-Agarplatte entnommen, die

mit einem 3-̈Osen-Ausstrich hergestellt und 5 Tage in einem Brutschrank bei 37◦C und 5%

CO2 inkubiert wurden. Die Bakterien wuchsen darauf in Form von gut sichtbaren Einzelko-

lonien. Sie wurden in einem 50ml-Röhrchen mit RPMI 1640 mit Hilfe eines Photometer bei

einer Wellenl̈ange von 578 nm auf eine optische Dichte von 0,200 eingestellt. Bei dieser Ex-

tinktion entḧalt die Suspension etwa 3× 108 Bakterien/ml. Um ein Infektionsverhältnis von

Monozyten zu Legionellen von 1:100 zu erreichen, mussten deshalb 700µl der Legionellen-

Stamml̈osung in die vorbereiteten Mono Mac 6-Kulturen pipettiert werden. Für eine Infekti-

onsdosis von 1:10 wurden entsprechend 70µl, bei 1:1 7µl zugegeben und die beiden letzten

Ansätze mit RPMI 1640 auf jeweils 700µl aufgef̈ullt. Dieser Ansatz wurde dann für zwei

Stunden bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert.

Anschließend wurden diejenigen Legionellen, die sich im Ansatz extrazellulär der Mo-

nozyten befanden, mit einer Gentamicin-Lösung (Endkonzentration im Ansatz 75µg/ml)

abgeẗotet. Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten bei 37◦C und 5% CO2. Im Anschluß dar-

an wurden die Proben aus der 6-Loch-Platte aufgezogen, in ein 50 ml-Röhrchen pipettiert
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und mit RPMI 1640 auf ein Volumen von 25 ml aufgefüllt. Die Proben wurden zwei mal mit

Mono Mac 6-Infektionsmedium für 15 Minuten bei 300× g gewaschen und anschließend de-

kantiert. Das Pellet wurde mit Mono Mac 6-Infektionsmedium bis zu einem Gesamtvolumen

von 8 ml resuspendiert. Je 1 ml Suspension wurde in zwei vorbereitete Eppendorf-Hütchen

pipettiert (0 Stunden-Doppelwerte), der Rest in Portionen zu ebenfalls 1 ml in die Vertiefun-

gen einer 24-Loch-Plattëuberf̈uhrt. Letztere wurde bei 37◦C und 5% CO2 bis zur weiteren

Auswertung nach 24, 48 und 72 Stunden in einen Brutschrank gestellt.

Zur Lyse der Monozyten wurden die Eppendorf-Hütchen zun̈achst bei 400× g 5 Minuten

zentrifugiert, anschließend diëUbersẗande abgenommen und 1 ml Aqua dest. hinzugefügt.

Die chemische Lyse wurde durch mechanische Maßnahmen ergänzt, wobei die Proben sechs

mal durch eine 27G-Kan̈ule aufgezogen und wieder ausgestoßen wurden. Der Erfolg dieser

Prozedur wurde in Vorversuchen unter dem Mikroskop kontolliert. Abschließend wurden

die Proben mit Hilfe einer Ausspatelmaschine (Spiralplater, Meintrupp) auf BCYEα-Agar

ausplattiert und f̈ur fünf Tage bei 37◦C und 5% CO2 bebr̈utet.

2.2.4 Blockierungsversuche

Für diese Ans̈atze wurde der Inhalt einer gut bewachsenen Zellkulturflasche mit Mono Mac

6-Zellen in ein 50 ml-Bluecap-R̈ohrchen pipettiert und bei 400× g abzentrifugiert. Der

Überstand wurde abpipettiert, mit 10 ml frischem RPIMI 1640 aufgenommen und das Ge-

samtvolumen bestimmt. Im nächsten Arbeitsschritt wurde die Anzahl der Zellen mit Hilfe

einer Trypanblau-F̈arbung bestimmt. Aus der Gesamtzahl der Monozyten wurde berechnet,

welches Volumen der Zellsuspension 4× 106 Zellen entḧalt. Dieses Zielvolumen wurde

dann in ein 50 ml-R̈ohrchenüberf̈uhrt, mit RPMI 1640 auf 25 ml aufgefüllt und bei 400×

g für zehn Minuten abzentrifugiert. Anschließend wurde derÜberstand abpipettiert und mit

Mono Mac 6-Infektionsmedium aufgefüllt bis die enthaltenen 4× 106 Monozyten in einem

Volumen von 500µl pro Well resuspendiert waren. Nun wurden in einer 24-Loch-Platte drei

verschiedene Ansätze hergestellt, denen je 15µl Infektionsmedium (Kontrolle), monoklo-

naler Antik̈orper (Antik̈orper-Ansatz) oder irrelevanter Antikörper (Isotypenkontrolle), die

in einer Ausgangskonzentration von 1 mg/ml vorlagen, hinzupipettiert und 30 Minuten bei

37◦C und 5% CO2 inkubiert. Die Antik̈orper-Endkonzentration nach Zugabe der Legionellen
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und der Antibiotika-L̈osung (siehe unten) betrug damit 23,4µg/ml.

Die Legionellen wurden auch für diese Versuche, wie bereits oben beschrieben, von

einer BCYEα–Agarplatte entnommen, die nach einem 3-Ösen-Ausstrich 5 Tage in einem

Brutschrank bei 37◦C und 5% CO2 in Form von gut sichtbaren Einzelkolonien wuchsen. Sie

wurden in einem 50 ml-R̈ohrchen mit RPMI 1640 mit Hilfe eines Photometers bei einer Wel-

lenlänge von 578 nm auf eine optische Dichte von 0,200 eingestellt. Bei dieser Extinktion

entḧalt die Suspension etwa 3× 108 Bakterien/ml. Um ein Infektionsverhältnis von Mo-

nozyten zu Legionellen von 1:100 zu erreichen, mussten deshalb 1400µl der Legionellen-

Stamml̈osung in die vorbereiteten Mono Mac 6-Kulturen pipettiert werden. Für eine Infek-

tionsdosis von 1:10 wurden entsprechend 140µl, bei 1:1 14µl zugegeben und die letzten

beiden Ans̈atze mit RPMI 1640 auf jeweils 1400µl aufgef̈ullt.

Nun wurden die Ans̈atze bei 37◦C und 5% CO2 zwei Stunden inkubiert und anschließend

eine Sterilkontrolle auf Columbia-Blutagar entnommen. Dann erfolgte die Zugabe von 1µl

einer Gentamicin-L̈osung (Konzentration 50 mg/ml), wobei eine Antibiotika-Endkonzentra-

tion von 78µg/ml entstand. Nach einer weiteren Inkubation von 60 Minuten unter den oben

genannten Bedingungen wurden die 24-Loch-Platten gut gemischt um die Zellen zu resus-

pendieren, in ein 15 ml-R̈ohrchenübertragen, mit RPMI 1640 aufgefüllt und 15 Minuten

bei 300× g abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zwei mal wiederholt, schließlich der

Überstand abpipettiert und in 2 ml Mono Mac 6-Infektionsmedium resuspendiert. Je 1 ml

wurde in ein Eppendorf-R̈ohrchen gegeben und bei 400× g 5 Minuten zentrifugiert. Der

Überstand wurde abgenommen und 1 ml Aqua dest. zur Lyse der Monozyten zugegeben. Da

der Effekt der Wasserzugabe zur Lyse der Zellen alleine nicht ausreicht, wurden die Suspen-

sionen je sechs mal durch eine 27G-Nadel aufgezogen und wieder ausgestoßen. Der Effekt

dieser chemischen und mechanischen Lyse wurde in Vorversuchen unter dem Mikroskop

kontrolliert.

Abschließend wurden die Proben mit Hilfe einer Ausspatelmaschine (Spiralplater, Mein-

trupp) auf BCYEα-Agarplatten ausplattiert und 5 Tage in einem Brutschrank bei 27◦C und

5% CO2 bebr̈utet.

Die Ausspatelmaschine trägt dabei aus der Lyse-Suspension eine definierte Portion auf

einer Agarplatte auf, wobei diese mehr und mehr verdünnt wird und so ein Ausstrich von
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abnehmender Bakterien-Konzentration entsteht. Die Auswertung erfolgte anschließend mit

vom Hersteller gelieferten Auszählschablonen, die die aufgetragene Menge Bakterienlösung

und deren Verd̈unnung ber̈ucksichtigten und einen einzelnen CFU-Wert liefern.

2.2.5 Durchflußzytometrie (FACS)

Für die Durchflußzytometrie wurden aus einer Mono Mac 6-Zellkultur, deren Zellgehalt zu-

vor in der Neubauer-Z̈ahlkammer bestimmt wurde, 2× 105 Zellen pro Ansatz entnommen,

in eine 96-Loch-Platte gegeben und bei 400× g 5 Minuten abzentrifugiert. DiëUbersẗande

wurden dekantiert, 200µl FACS-Waschpuffer – bestehend aus PBS-Puffer, 0,1% Azid und

0,1% bovinem Serumalbumin (BSA) – zugegeben und erneut zentrifugiert. DerÜberstand

wurde wiederum verworfen, 5µl Antik örperl̈osung zugegeben und 20 Minuten bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubiert.

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Ansätze mit 200µl FACS-Waschpuffer f̈ur

4 Minuten bei 400× g zwei mal gewaschen. Nach nochmaligem Dekantieren der Pro-

ben wurden die in 200µl gelösten Zellen in ein FACS-R̈ohrchenüberf̈uhrt und weitere

500 µl FACS-Waschpuffer hinzugefügt. Im Falle des CD14-Antik̈orpers, der selbst nicht

Fluorescein-markiert war, wurde der Ansatz nochmals 20 Minuten mit einem Fluorescein-

(DTAF)-markierten Sekund̈arantik̈orper bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, zweimal

wie oben beschrieben gewaschen, dekantiert und in insgesamt 700µl FACS-Waschpuffer in

einem FACS-R̈ohrchen gel̈ost.

Die Proben wurden dann sofort mit dem FACSortTM-Durchflußzytometer in Verbindung

mit der FACStationTMund der CELLQuestTM-Software zur Aufnahme, Speicherung und Aus-

wertung der Daten gemessen. Dabei erzeugt das Durchflußzytometer aus einem luftgekühlten

15mW-Argonionenlaser, der monochromatisches Licht mit einer Wellenlänge von 488 nm

aussendet, Streulicht. Dieses regt die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoresceinisothiocyanat (FITC),

Phycoerythrin (PE) und 5-(4,6-Dichlorotriazinyl)-Aminofluorescein (DTAF) an, die an die

Antikörper gekoppelt sind und deren Absorptionsmaxima der Laserwellenlänge entsprechen.

Die Emissionsspektren, mit denen gemessen wurde, reichen bei FITC von 515 bis 545 nm

(Maximum 515 nm) und bei PE von 565 bis 610 nm (Maximum 585 nm).

Die Zellen gelangen durch einen laminaren Hüllstrom über die Probenkapillare in den
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Messbereich, wobei immer nur eine Zelle den Laserdetektor passiert und die Fluoreszenzin-

tensiẗat über ein Filter- und Spiegelsystem erfaßt wird. Die Intensitätsverteilungen werden

mit Hilfe der Software grafisch dargestellt (Beispiel siehe Abbildung 3.4, Seite 46), wobei

zum Ergebnis nur die spezifische Fluoreszenz der monoklonalen Antikörper beitr̈agt. Unspe-

zifische Bindungen werden durch die Isotypenkontrollen erfaßt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Phagozytose und intrazellul äre Vermehrung von

Legionellen durch Mono Mac 6-Zellen

In einem ersten Vorversuch wurden die Phagozytose und die Rate der intrazellulären Ver-

mehrung der beidenLegionella-Spezies untersucht. Beide wurden in Infektionsdosen von

100:1 im Verḧaltnis zu den Monozyten in die Kultur gegeben. Die Anzahl der phagozytier-

ten und intrazellul̈ar vermehrten Bakterien zu den Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72 Stunden

wurde durch Lyse der Wirtszellen und Ausbringen der Legionellen auf BCYEα-Agar be-

stimmt. Es zeigte sich, daß die Bakterien von den Monozyten phagozytiert werden und sich

in diesen auch vermehren können. Die Vermehrungsrate betrugüber den maximalen Infek-

tionszeitraum von 72 Stunden drei Zehnerpotenzen für die virulentereL. pneumophilaSg1

(frisches Patientenisolat, Lp1v) und etwa eine Zehnerpotenz für L. pneumophilaSg1 ATCC

33152 (Lp1a) (siehe Abbildung 3.1 auf Seite 42).

3.2 HeLa- und Jurkat-Zellen

Zum Vergleich mit der verwendeten Monozyten-Zellinie wurden Versuche zur Phagozytose

und intrazellul̈aren Vermehrung derL. pneumophilaSg1 ATCC 33152 auch mit HeLa- und

Jurkat-Zellen durchgeführt, die ein anderes Oberflächenrezeptorrepertoire aufweisen (vgl.

41
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Abbildung 3.1: Vermehrung der verwendeten virulentenL. pneumophilaSg 1 (frisches Pati-

entenisolat, Lp1v) und der attenuiertenL. pneumophilaSg 1 ATCC 33152 (Agar-adaptierter

Stamm, Lp1a)̈uber einen Zeitraum von 72 Stunden in Mono Mac 6-Zellen

Abbildung 3.2 auf Seite 43). Hier zeigt sich, daß die Legionellen zwar von beiden Zellinien

in betr̈achtlichem Maße phagozytiert werden, sich aber nur unwesentlich in ihnen vermehren.

So findet in HeLa-Zellen im Laufe der Zeit keine intrazelluläre Vermehrung gegenüber dem

Null-Stunden-Wert statt und in Jurkat-Zellen erst nach 72 Stunden auf das fünffache des

Ausgangswertes.
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Abbildung 3.2: Vermehrung vonL. pneumophilaSg 1 ATCC 33152 (Agar-adaptierter

Stamm, Lp1a)̈uber einen Zeitraum von 72 Stunden in HeLa- und Jurkat-Zellen: In HeLa-

Zellen findet keine statistisch signifikante Replikation der Legionellen statt; in der Jurkat-

Zellinie sind die Bakterien erst zum Zeitpunkt 72 Stunden post infectionem um das fünffache

vermehrt.
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3.3 Rezeptor-Expression in der Durchflußzytometrie

Mit Hilfe der Durchflußzytometrie wurde vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihen die

Expression der untersuchten Oberflächenrezeptoren auf der verwendeten Zelline Mono Mac

6 untersucht. Dabei fanden sich die folgenden Expressionsraten.

Tabelle 3.1: Expression der untersuchten Ober-

flächenrezeptoren auf nicht-infizierten Mono Mac 6-Zellen

im Durchflußzytometer

Rezeptor Klon Expressionsrate

CD11b Bear-1 77,6% (±3,8)

ICRF44 9,4% (±0,9)

CD14 biG14 92,9% (±0,0)

CD18 68-5A5 92,2% (±1,6)

CD29 3S3 93,0% (±1,1)

B-D15 77,5% (±0,60)

CD35 E11 1,3% (±0,2)

CD54 8.4A6 0,2% (±0,2)

HA58 94,1% (±1,0)

CD71 DF1513 89,6% (±1,5)

Für CD11 haben bereits Ziegler-Heitbrock et al. 1988 in der Erstpublikation zur Mo-

no Mac 6-Zellreihe eine Expressionsrate von 28,2% (±10,2%) gefunden. Bei den durch-

geführten Versuchen unterschieden sich die Messergebnisse je nach verwendetem Klon: Für

ICRF 44 fand sich nur eine geringe Expression von knapp 10%, wohingegen mit Bear-1 eine

Rezeptorexpression von mehr als 77% zu sehen war.

Für CD14, CD18, den Klon 3S3 von CD29, den Klon HA58 von CD54 und für CD71

wurden ebenfalls Expressionsraten von etwa 90 % gemessen. Der Komplementrezeptor CR1

(CD35) konnte mit dem verwendeten Klon E11 nur auf gut einem Prozent der Mono Mac

6-Zellen detektiert werden. Ebenso wurden mit dem Klon 8.4A6 für CD54 lediglich 0,2 %

positive Zellen gefunden.
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Abbildung 3.3:Übersicht der Messungen im Durchflußzytometer. Gezeigt sind die jewei-

ligen Expressionsraten der untersuchten Oberflächenrezeptoren auf nicht infizierten Mono

Mac 6, die mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten inhibierenden monoklonalen Antikörpern

ermittelt wurden.

Beispielhaft sei eine Messung mit FITC-markierten Antikörpern gegen CD29, Klon 3S3,

gezeigt (Abbildung 3.4, Seite 46).

3.4 Blockierung spezifischer Oberfl ächen-Rezeptoren

Nach Abschluß aller Vorversuche wurden blockierende monoklonale Antikörper 30 Minu-

ten vor Beginn der eigentlichen Infektion mit in den Ansatz gegeben, unter der Vorstellung,

daß diese die entsprechenden Rezeptoren absättigen. Falls diese Rezeptoren an der Phago-

zytose der Legionellen beteiligt sein sollten, würde die Rate der phagozytierten Bakterien

signifikant vermindert sein.
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Abbildung 3.4: Beispielhaftes Ergebnis einer Messung der Oberflächenprotein-Expression

in der Durchflußzytometrie. Messung der Fluoreszenzintensitätsverteilung von CD29, Klon

3S3. X-Achse: Fluoreszenzintensität, Y-Achse: Anzahl fluoreszeierender Partikel, M1: un-

spezifische Fluoreszenz, M2: Fluoreszenz der Zellen, die spezifischen monoklonalen An-

tikörper gebunden haben, Ergebnis: 88,29% CD29-positive Zellen.

3.4.1 CD11b

Für den monoklonalen Antik̈orper anti-CD11b wurden zwei verschiedene Klone verwen-

det. Die Versuche mit ICRF44 wurden viermal, diejenigen mit Bear-1 zweimal wiederholt.

Für beide Antik̈orper ergaben sich trotz der großen Unterschiede in der Durchflußzytome-

trie keine signifikanten Veränderungen zwischen dem Kontrollansatz und denjenigen mit

Antikörper- oder Isotypenkontrollen-Zusatz (siehe Abbildung 3.5, Seite 47 für ICRF44 und

Abbildung 3.6 auf Seite 48 für Bear-1). Deutlich zu sehen sind allerdings signifikante Unter-

schiede zwischen den verschiedenen Infektionsdosen und auch zwischen beiden Legionel-

lenspezies: Je höher die Infektionsdosis, desto mehr CFU/ml fanden sich auf den Agarplat-

ten. Zudem vermehrten sich die virulentenL. pneumophilaSg1 (Lp1v) deutlich besser als

die avirulenterenL. pneumophilaSg1 ATCC 33152 (Lp1a).
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Abbildung 3.5: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD11b

mit inhibierendem anti-CD11b,Klon ICRF44 . Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1

(frisches Patientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-

adaptierter Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro

Legionellen getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-

Ansatz und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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Abbildung 3.6: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD11b

mit inhibierendem anti-CD11b,Klon Bear 1. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1

(frisches Patientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-

adaptierter Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro

Legionellen getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-

Ansatz und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.

3.4.2 CD18

Bei Vorinkubation der entsprechenden Ansätze mit anti-CD18 waren in Einzelversuchen le-

diglich Tendenzen einer verminderten Phagozytoserate im Vergleich zur Kontrolle zu sehen

(siehe Abbildung 3.7, Seite 49). Statistisch signifikante Veränderungen traten dabei weder im

Vergleich der einzelnen Tage noch in der Gesamtzusammenschau (siehe Tabelle 3.1 auf Seite

44) auf. Einzelne Versuche wurden auch in Kulturmedium durchgeführt, das zus̈atzlich zum
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sonst verwendeten Medium fetales Kälberserum enthielt, hierbei sank die Phagozytoserate

bei einer Infektionsdosis von 1:100 und nur bei der virulentenL. pneumophilaSg 1 (Lp1v)

auf 85% des Ausgangswertes (Daten nicht gezeigt), dieübrigen Ans̈atze unterschieden sich

nicht signifikant voneinander.

Abbildung 3.7: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD18 mit

monoklonalem anti-CD18. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (frisches Patienteniso-

lat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-adaptierter Stamm,

Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro Legionellen gete-

stet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-Ansatz und der

Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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3.4.3 CD11b & CD18

In einem weiteren Schritt wurden die Versuchsansätze mit jeweils der halben Menge anti-

CD11b (Klon Bear-1) und anti-CD18 gemeinsam inkubiert. CD11b und CD18 bilden zu-

sammen den Komplementrezeptor 3, sind also in vivo funktionell miteinander verbunden.

Bei den hier durchgeführten Versuchen fand sich allerdings kein signifikanter Unterschied

zwischen den jeweiligen Ansätzen, ebensowenig wie bei alleiniger Zugabe von CD11b oder

CD18.

Abbildung 3.8: Ergebnis der Blockierung der Mono Mac 6-OberflächenrezeptorenCD11b

und CD18mit inhibierenden anti-CD11b, Klon Bear-1 und anti-CD18. Sowohl die virulente

L. pneumophilaSg1 (frisches Patientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophi-

la ATCC 33152 (Agar-adaptierter Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10

und 1:100 Monozyten pro Legionellen getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen dem Antik̈orper-Ansatz und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen

lassen.
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3.4.4 CD14

Auch der LPS-Bindungsrezeptor wurde mit einem inhibitorischen monoklonalen Antikörper

blockiert. Es fanden sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im Vergleich mit dem

Kontrollansatz (siehe Abbildung 3.9 auf Seite 51).

Abbildung 3.9: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD14 mit

inhibierendem anti-CD14. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (frisches Patienteniso-

lat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-adaptierter Stamm,

Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro Legionellen gete-

stet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-Ansatz und der

Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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3.4.5 CD29

Für die Untersuchung des Oberflächenrezeptors CD29 wurden zwei verschiedene Antikörper

ausgeẅahlt. Auch hier zeigten sich weder für den Klon B-D 15 (Abbildung 3.10, Seite 52),

noch f̈ur den Klon 3S3 (Abbildung 3.11, Seite 53) signifikante Veränderungen der Phagozy-

toserate.

Abbildung 3.10: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD29

mit inhibierendem anti-CD29,Klon B-D15. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (fri-

sches Patientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-

adaptierter Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten

pro Legionellen getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem An-

tikörper-Ansatz und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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Abbildung 3.11: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD29mit

inhibierendem anti-CD29,Klon 3S3. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (frisches Pa-

tientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-adaptierter

Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro Legionel-

len getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-Ansatz

und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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3.4.6 CD35

Wie nach den FACS-Messergebnissen zu erwarten, wurden für die Blockierung des Kom-

plementrezeptor 1, CD35, ebenfalls keine signifikanten Veränderungen der Phagozytoserate

gefunden (siehe Abbildung 3.12 auf Seite 54).

Abbildung 3.12: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD35mit

inhibierendem anti-CD35. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (frisches Patienteniso-

lat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-adaptierter Stamm,

Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro Legionellen gete-

stet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-Ansatz und der

Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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3.4.7 CD54

Anti-CD54 wurde wiederum in zwei verschiedenen Ausführungen in die Ans̈atze appliziert.

Die Klone 8.4A6 (Abbildung 3.13, Seite 55) und HA58 (Abbildung 3.14, Seite 56) zeigten

aber ebenfalls keine signifikanten Veränderungen im Hinblick auf die Phagozytoserate.

Abbildung 3.13: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD54

mit inhibierendem anti-CD54,Klon 8.4A6. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (fri-

sches Patientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-

adaptierter Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten

pro Legionellen getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem An-

tikörper-Ansatz und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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Abbildung 3.14: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD54

mit inhibierendem anti-CD54,Klon HA58 . Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (fri-

sches Patientenisolat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-

adaptierter Stamm, Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten

pro Legionellen getestet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem An-

tikörper-Ansatz und der Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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3.4.8 CD71

Blockierende Antik̈orper gegen den Transferrinrezeptor brachten ebenfalls dasselbe Ergeb-

nis wie für die bereits aufgeführten Oberfl̈achenrezeptoren: Auch hieränderte sich nichts an

der Phagozytoserate (siehe Abbildung 3.15 auf Seite 57).

Abbildung 3.15: Ergebnis der Blockierung des Mono Mac 6-OberflächenrezeptorsCD71mit

inhibierendem anti-CD71. Sowohl die virulenteL. pneumophilaSg1 (frisches Patienteniso-

lat, Lp1v), als auch die attenuierteL. pneumophilaATCC 33152 (Agar-adaptierter Stamm,

Lp1a) wurden in Infektionsdosen von 1:1, 1:10 und 1:100 Monozyten pro Legionellen gete-

stet, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Antikörper-Ansatz und der

Kontrolle bzw. der Isotypenkontrolle feststellen lassen.
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Kapitel 4

Diskussion

Makrophagen als sogenannte
”
professionelle“ Phagozyten haben zur Diskriminierung zwi-

schen fremd und selbst eine Reihe von Rezeptoren entwickelt, z. B. den Mannoserezep-

tor, der stark konservierte Motive auf Pathogenen erkennt. Bakterien werden aber auch

nach relativ unspezifischer Opsonierung mit Komplementüber Komplementrezeptoren oder

über Fc-Rezeptoren nach spezifischer Opsonisierung mit Antikörpern phagozytiert. All die-

se Vorg̈ange l̈osen in der Zelle Veränderungen im Aktin-Zytoskelett aus, die zur Aufnahme

der Bakterien f̈uhren [3].

Wie bereits in der Einleitung besprochen (siehe Seite 27), wurden bisher für die Phagozy-

tose von Legionellen durch Makrophagen die Komplementrezeptoren CR1 und CR3 sowie

Lektinbindungen charakterisiert. An der Phagozytose anderer intrazellulärer Bakterien sind

auch Integrine, der Transferrinrezeptor und der Mannoserezeptor beteiligt.

In dieser Arbeit wurde nun die Beteiligung verschiedenster Oberflächenrezeptoren an der

Phagozytose von Wirtszell-adaptierten im Vergleich zu Agar-adaptiertenLegionella pneu-

mophilaSerogruppe 1 untersucht.

59
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4.1 Phagozytose und intrazellul äre Vermehrung

4.1.1 Mono Mac 6

Die Versuche zur Phagozytose der getesteten Legionellenspezies durch die Monozytenzelli-

nie Mono Mac 6 wurden mit einer Infektionsdosis von 100 Bakterien auf einen Monozyten

durchgef̈uhrt. Dabei zeigte sich, daß beide Stämme von den Monozyten phagozytiert wur-

den und sich gem̈aß der Biologie der Bakterien auch intrazellulär stark vermehren. Nicht

unerwartet lagen die Phagozytoserate und das Wachstum des virulenten Stammes um ein

bis zwei Zehnerpotenzen höher als die des durch Agarpassagen attenuierten Stammes. Die

Freisetzung der Legionellen, die sich in den Phagozyten vermehrt haben, erfolgte mittels

hypoosmolarer Lyse mit destilliertem Wasser und anschließender mechanischer Lyse durch

sechsmaliges Einziehen und wieder Ausstossen der Zellsuspension durch eine 27G-Kanüle.

Nach drei Lysezyklen waren im Lysat keine Monozyten mehr zu finden. Diese Prozedur

garantierte eine schonende Lyse mit weitgehendem Erhalt der Bakterien. Andere etablierte

Lyseverfahren zeigten sich in dieser Hinsicht deutlich verlustbehafteter.

4.1.2 HeLa-Zellen

Um Phagozytose und intrazelluläe Vermehrung in einer Zellinie ohne CR1- und CR3-Ex-

pression modellhaft zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen, die sich als Abkömmlinge von

Cervix-Zellen in ihrem Oberfl̈achenrezeptorrepertoire deutlich von den Monozyten als pro-

fessionellen Phagozyten unterscheiden, mit der attenuiertenL. pneumophilaSg 1 ATCC

33152 infiziert. HeLa-Zellen exprimieren, anders als die verwendete Monozyten-Zellinie

und Alveolarmakrophagen, praktisch keine Komplement-Rezeptoren 1 und 3 [204]. Bei den

Versuchen zeigte sich, daß die Legionellen trotzdem inähnlich hohem Ausmaß wie von

den Mono Mac 6-Zellen phagozytiert wurden, sich aberüber einen Zeitraum von 72 Stun-

den intrazellul̈ar nicht vermehrten. Die intrazellulären Bedingungen für die Vermehrung sind

in dieser Zellinie offensichtlich nicht gegeben. Das Ergebnis steht im Widerspruch zu den

Resultaten von Garduño et al., die 1998 zeigen konnten, daß HeLa-ZellenLegionella pneu-

mophilazwar ebenfalls per coiling-Phagozytose aufnehmen und sich die Bakterien in Endo-
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somen mit Ribosomen-besetzten Membranen vermehren, gleichzeitig waren allerdings nur

ein Drittel der HeLa-Zellen infiziert, was die Arbeitsgruppe auf eine unterschiedliche O-

berflächenrezeptorexpression oder eine differierende Endozytosekompetenz einzelner Zellen

zurückführte [105].

4.1.3 Jurkat-Zellen

Untersuchungen mit der T-Zellinie Jurkat zeigen eine mit Mono Mac 6 vergleichbare Pha-

gozytoserate der attenuierten Legionellen. Aber auch hier findet im Verlauf lediglich zum

Zeitpunkt 72 Stunden eine intrazelluläre Vermehrung um das fünffache des Ausgangswer-

tes statt. Interessanterweise exprimieren T-Zellen in hohem Maße CD11a/CD18 (CR2), aber

nur geringf̈ugig CD11b/CD18 (CR3) [98]. Komplementrezeptor 1 (CR1, CD35) wird eben-

falls auf einigen T-Zellen exprimiert (14,5±3,7%), zu denen auch die der Jurkat-Zellinie

geḧoren [311]. Schneider et al. fanden in der Erstbeschreibung der Jurkat-Zellinie 18%

Komplementrezeptor-positive Zellen [269].

Insgesamt f̈allt auf, daß die Komplementrezeptorausstattung (Mono Mac 6> 80%, Jur-

kat etwa 18%, HeLa-Zellen< 1%) der verschiedenen untersuchten Zellinien nicht mit de-

ren Phagozytoserate korreliert. Alle drei phagozytieren 104-105 Legionellen pro 2× 106

Wirtszellen. Dies widerspricht den Ergebnissen von Payne et al., die die Phagozytose vonL.

pneumophilazumüberwiegenden Teil̈uber Komplementrezeptoren vermittelt sehen [235].

4.2 Blockierung von Oberfl ächenrezeptoren

4.2.1 Methode

Die Blockierung von Oberfl̈achenrezeptoren mit monoklonalen Antikörpern zur Inhibition

der Adḧarenz und Phagozytose von Mikroorganismen ist ein etabliertes Verfahren, das auch

für die Untersuchung der Komplementrezeptoren beiLegionella pneumophila[235] undMy-

cobacterium tuberculosis[24] schon verwendet wurde. Die verwendeten Antikörper enthiel-

ten in keinem Falle Azid, Endotoxin oderähnliche Substanzen, die zur Zerstörung der Zellen

führen k̈onnten, hatten laut Hersteller blockierende Eigenschaften und sollten sich so auch
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durch imÜberschuß vorhandene Liganden nicht aus ihrer Bindung verdrängen lassen. Aus

den Berichten anderer Autoren ist nicht ersichtlich, ob bei der Verwendung von blockieren-

den Antik̈orpern diese Vorsichtsmaßnahmen berücksichtigt worden sind.

Ein generelles Problem bei der Blockierung spezifischer Oberflächenrezeptoren mit Hil-

fe von inhibitorischen monoklonalen Antikörpern ist die relative Unsicherheit der Methode.

Sicher nachweisen lassen sich Verdrängungseffekte nur anhand von knock-out Organismen,

die aber f̈ur die verwendeten Rezeptoren (noch) nicht erhältlich sind. Außerdem f̈uhrt die

geringe Zahl von inhibitorischen monoklonalen Antikörpern ḧaufig dazu, daß nur ein Klon

eines Antik̈orpers getestet wird, was die Aussagekraft deutlich einschränkt, da unklar ist, ob

das blockierte Epitop tatsächlich einer spezifischen Bindungsstelle der Bakterien entspricht

oder vielleicht genau die Nachbarregion. In den vorliegenden Untersuchungen wurden des-

halb, wenn m̈oglich, mehrere Epitope getestet, mit entsprechenden deutlichen Unterschieden

in der Expression der jeweiligen Oberflächenrezeptoren (siehe Abbildung 3.1 auf Seite 44).

4.2.2 Komplementrezeptoren

Payne und Horwitz beschrieben 1987 erstmals die Beteiligung der Komplementrezeptoren

CR1 und CR3 an der Phagozytose vonL. pneumophiladurch Monozyten aus peripherem

Blut [235]. Sie inkubierten dabei Monozyten mit monoklonalen Antikörpern gegen CR1,

CR2, CR3, den Transferrinrezeptor und das DR-Antigen mit oder ohne immunem Serum

und infizierten diese Zellen. Dabei fanden sie für die Rezeptoren CR1 und CR3, die C3b

bzw. C3bi erkennen, eine Inhibition der Adhärenz von 68± 1% für anti-CR1 und von 64

± 8 bis 74± 11% für anti-CR3 in nichtimmunem Serum. Dieser Effekt war insgesamt

Dosis-abḧangig und hatte ein Plateau bei einer Antikörper-Konzentration von 9-10µg/ml.

Es wurden Konzentrationen bis̈uber 80µg/ml getestet, die in keiner weiteren Inhibition

der Phagozytose resultierten. Dabei zeigte die Adhärenz vonL. pneumophilaeine Korre-

lation mit der Fixierung der Komplementkomponente C3 auf der Bakterienoberfläche. Wie

drei Jahre sp̈ater Bellinger-Kawahara und Horwitz zeigen konnten, bindet C3 auf dem alter-

nativen Weg der Komplementaktivierung selektiv an das
”
major outer membrane proteine“

(MOMP) der Legionellen, um dann zusammen mit dem Komplementrezeptor einen Kom-

plex zu bilden und als ganzes internalisiert zu werden [20]. Unter Bedingungen, in denen
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kein oder Hitze-inaktiviertes Serum im Ansatz vorhanden war, sank die Adhärenz deutlich.

So fanden Payne und Horwitz in ihrer Studie einen Rückgang der Adḧarenz um 84% bei der

Verwendung von Hitze-inaktiviertem Serum. Wurde erst gar kein Serum zugegeben, sank

die Bindungsrate gar um 97%. Untermauert wurde diese Tatsache durch den zusätzlichen

Befund, daß die Adḧarenz von pr̈aopsonierten Legionellen in Hitze-inaktiviertem Serum 18-

fach sẗarker ist als bei nicht-opsonierten Bakterien. Die Phagozytose benötigt demzufolge

ein Serum-Opsonin, welches entweder selbst Hitze-labil ist oder aus einem Hitze-labilen

Proteinsystem wie beispielsweise der Komplementkaskade hervorgeht. Wurde der Ansatz

allerdings erst nach Opsonisierung der Legionellen in frischem nicht-immunem Serum auf

56◦C erhitzt, phagozytierten die Monozyten die Bakterien genauso gut wie nicht-erhitzte

präopsonierte Legionellen, was bedeutet, daß das Serum-Opsonin nach Bindung an die Bak-

terienoberfl̈ache durch Hitzeeinwirkung nicht mehr verändert werden kann [235].

1992 wurde der von Payne, Horwitz und Bellinger-Kawahara beschriebenen Rolle von

Komplement bei der Aufnahme von Legionellen durch Studien von Husmann widerspro-

chen, die zeigen konnte, daß die Adhärenz nur bei gleichzeitigem Vorhandensein von Kom-

plement und spezifischen Antikörpern deutlich gesteigert ist [150]. Das alleinige Vorhanden-

sein von Komplement reiche nicht aus um die Adhärenz zu erḧohen. Zudem konnten Ver-

brugh et al. 1985 zeigen, daß die Opsonierung vonL. pneumophilaPhiladelphia 1-Sẗammen

durch nicht-immunes Serum die IgM-Antikörper-abḧangige Aktivierungüber den klassi-

schen Weg ben̈otigt [298]. Eine Besẗatigung und der Nachweis einer direkten Bindung des

Komplementfaktors C1q wurde in zwei Arbeiten von Mintz erbracht, der 1992 beschrieb,

daß LPS vonL. pneumophiladen klassischen Weg aktiviert [207] und 1995 die Antikörper-

unabḧangige Bindung von C1q anL. pneumophilanachweisen konnte [206].

Zusammenfassend läßt sich nach Auswertung der bisher existierenden Literatur folgen-

des sagen:

1. Es gibt eine Antik̈orper-abḧangige Phagozytose von Legionellen.

2. Es gibt eine Antik̈orper-unabḧangige Phagozytose von Legionellen.

3. Die Komplementaktivierung kann auf dem klassischen oder dem alternativen Weg er-

folgen.
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4. Die effektivste Phagozytose wird durch gleichzeitiges Vorhandensein von Komple-

ment und spezifischen Antikörpern erreicht.

Für die Übertragung des in-vitro-Pathogenesemodells auf den Menschen, nachdem die

Komplementrezeptoren CR1 und CR3 die Phagozytose vonL. pneumophilavermitteln, ist

entscheidend, daß auf der Oberfläche von humanen Alveolarmakrophagen CD11b/CD18

(CR3) und CD11c/CD18 (CR4) entdeckt wurden. McGowan und Heckman konnten aber

keine Expression von CR 1 (CD35) auf diesen Zellen finden [199, 217]. Es ist daher an-

zunehmen, daß diesem Rezeptor erst in zweiter Linie eine Bedeutung bei der Pathogenese

zukommt, wenn das Immunsystem bereits aktiviert ist und Zytokine freigesetzt werden. Pay-

ne und Horwitz f̈uhrten ihre Versuche aber an peripheren Monozyten durch, die, anders als

Alveolarmakrophagen, CD35 exprimieren [235].

Bermudez et al. fanden 1997 für Mycobacterium aviumeine Abḧangigkeit des Bakterien-

wachstums von der vorausgegangenen Wachstumsumgebung: Zuvor intrazellulär vermehr-

te Mykobakterien gelangten 6 bis 8 mal effektiver in Makrophagen als eine extrazellulär

gewachsene Kontrolle [24]. Darüberhinaus inhibierten anti-CR3-Antikörper die Phagozyto-

se durch humane periphere Monozyten um 60% in der extrazellulär gewachsenen Gruppe,

konnten aber die Aufnahme der intrazellulär gewachsenen Bakterien nicht hemmen. Cirillo

konnte 1999 f̈ur in Amöben gewachseneLegionella pneumophilazeigen, daß deren Virulenz

deutlich ḧoher ist als die einer auf Agar gewachsenen Kontrollgruppe [49]. Dies scheint ein

weiteres Indiz daf̈ur zu sein, daß Legionellen zu unterschiedlichen Zeiten und unter verschie-

denen Bedingungen auch nur bestimmte Rezeptorsysteme zur Invasion nutzen.

Letztlich ist bis heute unklar, in welchem Ausmaß die Komplementrezeptoren an der

Phagozytose beteiligt sind. Der Vorteil dieses Weges in die Zelle wird im Ausbleiben der

Aktivierung einer oxidativen Antwort der Zelle gesehen [320]. Die hier vorgestellten Un-

tersuchungsergebnisse unterstützen eine alternative Route für Legionellen in die Phagozy-

ten, da Wirtszell-adaptierte (L. pneumophilaSg1 (Lp1v)) und Agar-adaptierte (L. pneu-

mophila Sg1 ATCC 33152) Spezies in gleichem Ausmass phagozytiert werden und bei

Blockade der Komplement-Rezeptoren keine Verringerung der Phagozytoserate zu finden

war. Selbst bei vollständiger Blockierung des CR3 durch Zugabe von monoklonalen An-

tikörpern gegen CD11bund CD18 ergab sich keinëAnderung der Phagozytoserate. Dies
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widerspricht demnach den Untersuchungen von Payne et al. [235], die bei der Verwendung

von Hitze-inaktiviertem Serum eine stark verminderte Adhärenz und damit Phagozytose fan-

den. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigen aber, daß trotz der ausschließ-

lichen Verwendung von Hitze-inaktiviertem Serum eine erhebliche Anzahl an Legionellen

Komplementrezeptor-unabhängig in die Zellen gelangen kann.

Ein weiterer Beweis f̈ur die fehlende Interaktion von Legionellen mit Komplementrezep-

toren in unserem Modell ist die Tatsache, daß HeLa-Zellen, die kaum Komplementrezeptoren

exprimieren, Legionellen im gleichen Maß wie Komplementrezeptor-positive Zellen (MM6-

und Jurkat-Zellen) phagozytieren.

4.2.3 CD14

Das Lipopolysaccharid (LPS) vonL. pneumophilawurde erstmals von Wong et al. 1979

charakterisiert [317]. Es ist wie bei allen gramnegativen Mikroorganismen grundsätzlich

aus Lipid A, einem
”
Core“-Polysacchardid und einer O-spezifischen Polysaccharidkette (O-

Antigen) aufgebaut. Dabei ist Lipid A für die toxische und pyrogene Wirkung und die Akti-

vierung von Makrophagen durch eine vermehrte Zytokinbildung und -sekretion verantwort-

lich. Die O-spezifische Polysaccharidkette ist antigen wirksam und unterscheidet sich in ih-

rem Aufbau von Bakterium zu Bakterium. So ist dasL. pneumophila-LPS serogruppenspezi-

fisch und kann deshalb zur Gruppeneinteilung verwendet werden [48, 128]. Wong sprach im

Falle vonLegionella spp.von einem
”
neuen Typ von Lipopolysaccharid“, da sich das gefun-

dene Molek̈ul in zahlreichen Eigenschaften deutlich von den bisher bekannten unterschied.

So ist zwar die in-vitro-Aktiviẗat im Limulus-Assay hoch, infizierte Ratten zeigen jedoch

nur eine geringe pyrogene Potenz des Endotoxins und keine lokale Shwartzman-Reaktion

in Kaninchen und M̈ausen. Die Toxiziẗat desL. pneumophila-LPS betr̈agt weniger als 3%

derjenigen vonNeisseria gonorrhoeaeund weniger als 0,08% derjenigen vonSalmonella

entericaSerovar Minnesota-Endotoxin [317]. Außerdem entdeckte man, daß das Molekül

nicht dieüblicherweise mit Lipid A assoziierten Hydroxy-Fettsäuren besitzt, dafür aber rela-

tiv viele verzweigtkettige Fettsäuren aufweist [83, 212]. Dies könnte f̈ur die relativ niedrige

Endotoxiziẗat im Tiermodell verantwortlich sein und gleichzeitig intrazelluläre Bakterien vor

der Verdauunug durch Esterasen, die in Amöben vorkommen, schützen [327]. Wie Neumei-
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ster et al. 1998 zeigen konnten, ist das LPS vonL. pneumophilanicht in der Lage, mit in

Serum gel̈ostem (sCD14) oder membranständigem CD14 zu interagieren [222]. Dies läßt

darauf schließen, das die geringe Endotoxizität auf einer fehlerhaften Interaktionen mit dem

LPS-Rezeptor CD14 beruht. Bemerkenswert ist außerdem, daß die meisten Antikörper von

Patienten mit gesichertenL. pneumophila-Infektionen gegen das Lipopolysaccharid und nur

wenige gegen das Hauptoberflächenprotein (MOMP) gerichtet sind [97].

Da sich dasL. pneumophila-LPS strukturell und funktionell stark von dem anderer gram-

negativer Bakterien unterscheidet, scheint es möglich, daß es auch bisher unbekannte Funk-

tionen aus̈ubt. Denkbar ẅare hier die direkte Beteiligung von CD14 an der Phagozytose

von L. pneumophila. Peterson et al. konnten 1995 zeigen, daß die Aufnahme von nicht-

opsoniertenMycobacterium tuberculosisin Medium mit 10% Hitze-inaktiviertem Serum

durch humane Microgliäuber den LPS-Rezeptor vermittelt wird [236]. Um dies für Le-

gionella spp.zu untersuchen, wurde der blockierende monoklonale Antikörper biG14 in den

Infektionsassay zugegeben. Er hemmt die Bindung des LPS-LBP-Komplexes an den LPS-

Rezeptor der Monozyten und blockiert diesen. Für die untersuchte Monozytenzellinie und

die verwendeten Legionellen-Stämme lies sich ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen

LPS-Rezeptor und Phagozytose nicht nachweisen; die Phagozytoserate veränderte sich im

Vergleich zum Kontrollansatz nicht.

4.2.4 CD29

Bermudez et al. fanden 1997 in Blockierungsversuchen mit monoklonalen Antikörpern ge-

gen CD29 eine Inhibition der Phagozytose von intrazellulär kultiviertenMycobacterium avi-

umum 66±5% [24]. Bei Bakterien, die zuvor auf Agar gezüchtet wurden,̈anderte die Zu-

gabe von Antik̈orpern nichts an der Phagozytoserate. Die Beteiligung desβ1-Integrin an

der Phagozytose von Bakterien ist in mehreren Fällen nachgewiesen worden: Es wird von

einemYersinia pseudotuberculosis-Protein, dem Invasin, erkannt und wurde als Rezeptor

für die Invasion des Bakteriums in epitheliale Zellen bestätigt [152, 153]. Dar̈uberhinaus

ben̈utztMycobacterium lepraedas Molek̈ul als Rezeptor bei der Invasion der Nasenschleim-

haut [36]. Da dieses Oberflächenmolek̈ul die Adḧasion von Leukozyten und die Phagozytose

von Mykobakterien moduliert, k̈onnte dies auch ein m̈oglicher Mechanismus für die Inva-
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sion zumindest der virulentenLegionella spp.sein. In den vorliegenden Versuchen fanden

sich aber trotz einer deutlichen, durchflußzytometrisch gemessenen Expression von CD29

auf Mono Mac 6-Zellen keine Hinweise auf eine Beteiligung dieses Oberflächenmolek̈uls an

der Phagozytose der verwendeten Legionellen.

4.2.5 CD54

Payne und Horwitz haben 1987 den Komplement-Rezeptor 3 (CD11b/CD18) als bei der

Phagozytose wichtiges Oberflächenmolek̈ul identifiziert [235]. Da CR3 aber häufig gemein-

sam mit ICAM-1 interagiert [55], lag es nahe, auch diesen Rezeptor durch eine funktionelle

Blockade auf eine direkte Beteiligung an der Legionellenphagozytose hin zu untersuchen.

Die Ergebnisse lassen aber auch für CD54 keine Beteiligung an der Adhärenz und Invasion

von L. pneumophilaerkennen. In der Durchflußzytometrie ließ sich CD54 auf 0,2±0,2%

(Klon 8.4A6) bzw. 94,1±1,0% (Klon HA58) aller Mono Mac 6-Zellen nachweisen, was

nochmals die Problematik der Blockade mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern verdeut-

licht (siehe 4.2.1 auf Seite 61).

4.2.6 CD71

Die intrazellul̈are Vermehrung von Legionellen in Makrophagen ist eisenabhängig: So kann

das Wachstum durch Zugabe des Eisen-Chelatbildners Deferoxamin komplett gehemmt wer-

den. Dieser Effekt kann jedoch durch Zugabe von Eisen-Transferrin, nicht aber von Apotrans-

ferrin, aufgehoben werden. Zusätzlich fanden Byrd et al., daß Interferonγ-aktivierte Ma-

krophagen 73% weniger Transferrin-Rezeptor exprimieren als nicht-aktivierte Zellen. Die

Autoren schließen daraus, daß infizierte Makrophagen ihre Transferrin-Rezeptor-Expression

herunterfahren, um die intrazelluläre Verf̈ugbarkeit von Eisen, das von den Legionellen für

die Vermehrung in hoher Konzentration benötigt wird, einzuschr̈anken [37].

Die Bedeutung der Transferrinrezeptoren bei der Legionellenpathogenese wird unterstri-

chen durch die Studie an Zellen eines Patienten, dessen Monozyten nur sehr wenige Trans-

ferrinrezeptormolek̈ule an ihrer Oberfl̈ache exprimieren und die eine intrazelluläre Vermeh-

rung von Legionellen nicht zulassen. Erst nach Zusatz von Eisenammoniumcitrat wird den
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Legionellen gen̈ugend Eisen zur Verfügung gestellt um vom Transferrin-Transferrinrezeptor-

System der Wirtszelle unabhängig zu sein und sich adäquat zu vermehren [41].

Da Legionellen sehr sensibel auf Veränderungen des Eisenstoffwechsels reagieren, schei-

nt es gut m̈oglich, daß entsprechend veränderte Stoffwechselbedingungen auch Einfluß auf

die Adḧasions- und Invasionsleistung der Legionellen nehmen. Bermudez et al. konnten für

Mycobacterium avium1997 nachweisen, daß eine Blockade der Transferrinrezeptoren von

humanen peripheren Makrophagen mit monoklonalen Antikörpern die Phagozytoserate in-

trazellul̈ar gewachsener Mykobakterien um 43±8% hemmt [24]. In den vorliegenden Unter-

suchungen konnte bei ausreichend hoher Expression von CD71 ein solcher Zusammenhang

zwischen Rezeptorblockade und Phagozytose für Mono Mac 6 und die beiden untersuchten

Legionellen-Sẗamme nicht bestätigt werden.

Insgesamt waren sämtliche verwendete monoklonale Antikörper ohne Einfluß auf die Phago-

zytoserate der Legionellen durch Mono Mac 6-Zellen. Die inhibierenden Antikörper k̈onnten

einerseits Epitope besetzen, die für die Phagozytose keine Rolle spielen oder aber die Legio-

nellen gelangen̈uber g̈anzlich andere Rezeptoren als die hier untersuchten in die Monozyten.

4.3 Andere Rezeptorsysteme

In den folgenden Abschnitten werden einige andere Rezeptorsysteme vorgestellt, deren Be-

teiligung bei der Adḧarenz und/oder Phagozytose anderer, meist intrazellulärer Bakterien

bereits nachgewiesen werden konnte.

4.3.1 Lektine/Collectine

Lektine sind zellul̈are Proteine, die spezifische Kohlenhydratstrukturen erkennen und binden

können. Urspr̈unglich wurden sie in Pflanzen gefunden, sie kommen jedoch auch in tieri-

schen Zellen vor. Die am besten untersuchte Gruppe sind die Selektine: Glykoproteine, die

auf Endothelien vorkommen und eine extrazelluläre Lektin-Dom̈ane besitzen, mit der sie

Leukozyten und Lymphozyten z. B. bei Entzündungsreaktionen binden.
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Gibson et al. konnten 1994 nachweisen, daß etwa 2-8% der Legionellen in Abwesenheit

von Komplement und Antik̈orpern an U937-Zellen oder Meerschweinchen-Alveolarmakro-

phagen gebunden werden. Die Opsonin-unabhängige Bindung geschiehtüber Bakterieno-

berflächenproteine, die Lektin-ähnliche Strukturen besitzen und auf Seiten der Wirtszellen

an Kohlenhydrat- oder komplexe Zuckermoleküle binden. An dieser Bindung konnte keine

Beteiligung der Komplementrezeptoren CR1, CR3 und CR4 nachgewiesen werden [108].

Lange Zeit suchte man nach einemβ-Glucan-Rezeptor auf Phagozyten und vermutete

eine Verbindung zum Komplementrezeptor 3. Wie dann Thornton et al. 1996 nachweisen

konnten, gibt es auf CD11b eine Lektin-Bindungsstelle, die sogenannte C-Domäne [175,

288]. Diese bindetβ-Glucan, aber auch eine große Anzahl weiterer Zuckermoleküle, die

z. B. Glucose, Mannose oder N-Acetyl-D-Glukosamin enthalten können. Die Dom̈ane ist

für Opsonin-unabḧangige Bindungen an CR3 verantwortlich. Es war zunächst unklar, ob

CR3 vielleicht sogar zwei Lektin-Bindungsstellen besitzt oder ob es diese große Vielfalt an

Molekülen innerhalb einer Dom̈ane zu binden vermag [288, 321]. Le Cabec et al. konn-

ten schließlich 2000 zeigen, daß es sich um zwei unterschiedliche Epitope auf CD11b han-

deln muß, da virulente und avirulente Stämme vonMycobacterium spp.und Zymosan, ein

Molekül, das ausα-Mannan undβ-Glucan besteht,̈uber verschiedene Wege aufgenom-

men werden [175]. Gibson et al. konnten keine Beteiligung der Komplementrezeptoren 1,

3 oder 4 an der Opsonin-unabhängigen Phagozytose vonLegionella spp.finden [108]. Das

ist vermutlich dadurch zu erklären, daß in diesen Versuchen monoklonale Antikörper ge-

gen die I-Dom̈ane, also die C3b-Bindungsstelle, verwendet wurden und Gibson et al. die

C-Domäne noch unbekannt war. Für Mycobacterium spp.gibt es zahlreiche Beschreibungen

Opsonin-unabḧangiger Phagozytosëuber CR3, die vermutlicḧuber Lektin-̈ahnliche Substan-

zen [51, 52, 137, 253, 268, 278, 279] und den Mannoserezeptor (MR) [11, 267] vermittelt

werden. Von den in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten anti-CD11b ist nur vom

Klon ICRF 44 eine Spezifität für die I-Dom̈ane, also die C3bi-Bindungsstelle, bekannt. Der

Klon Bear-1 ist zwar spezifisch für CD11b, welches Epitop er erkennt, ist aber derzeit nicht

bekannt.

Eine weitere Gruppe von Rezeptoren, die an der Phagozytose vonL. pneumophilabe-

teiligt sein k̈onnten, sind die Collectin-Rezeptoren. Collectine sind eine Gruppe löslicher,
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multimerer Lektine, die eine Kollagen-ähnliche Region und eine Kohlenhydrat-Erkennungs-

Domäne besitzen und strukturelle und funktionelleÄhnlichkeit mit der Komplementkom-

ponente C1q aufweisen. Tenner konnte bereits 1980 zeigen, daß 26% der mononukleären

Zellen aus peripherem Blut die Komplementkomponente C1q binden können, also einen

C1q-Rezeptor besitzen. [287]. Die Beteiligung der Komplementkomponente C1q an der

Phagozytose wurde 1991 von Guan et al. beschrieben, der die Kollagen-ähnliche Region

des C1q als Bindungsstelle für Oberfl̈achenmolek̈ule von phagozytierenden Zellen ausma-

chen konnte [115]. Alvarez-Dominguez et al. fanden 1993 die Beteiligung von C1q an der

Phagozytose [4]: Durch Bindungsstudien konnte gezeigt werden, daß C1q die Aufnahme

von Listeria monocytogenesverbessert. Da die Bindung dieses Proteins anL. pneumophi-

la von Mintz nachgewiesen werden konnte [206], scheint es möglich, daß weitere Mit-

glieder der Collectin-Familie, zu der die Serumproteine Mannose-bindendes Protein (MBP,

auch Mannose-bindendes Lectin (MBL) genannt), Conglutinin, Collectin 43 (CL43) und die

Surfactant-Proteine SP-A und SP-D gehören [188], an der Opsonierung, Adhärenz und Pha-

gozytose von Legionellen beteiligt sind.

In vitro-Studien haben gezeigt, daß SP-A als Opsonin wirkt und die Phagozytose einer

Reihe von Mikroorganismen verbessert, zu denenBacillus Calmette-Guerin(BCG), My-

cobacterium tuberculosis[234], Mycobacterium avium, Influenza A-Virus,Haemophilus

influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniaeund Klebsiella pneumoniae

zählen. Eine Beteiligung von SP-A an der Pathogenese vonLegionella pneumophilascheint

möglich zu sein, da auch die Legionellen den primären Kontakt mit dem Wirtsorganismus

über die Lunge haben. Für die vorliegenden Untersuchungen, in denen sich keine Surfactant-

Bestandteile im Ansatz befanden, bietet dies aber keine Erklärung.

4.3.2 Hitzeschockproteine

Eine weitere Gruppe von Oberflächenrezeptoren sind die sogenannten Hitzeschockprotei-

ne. Sie geḧoren in die Familie der molekularen Chaperone (engl. Anstandsdame), die un-

erwünschte, zur Aggregation führende Wechselbeziehungen zwischen Proteinen, vor allem

bei deren Synthese, verhindern sollen.

Für zahlreiche Bakterien wurde verschiedenen Hitzeschockproteinen eine Rolle bei der
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Adhäsion zugesprochen. So bindet das Hsp70 vonHaemophilus influenzaean Zellober-

flächen-Sulfoglykolipide [122], Hsp60 vermittelt die Bindung vonSalmonella typhimurium

an intestinale Mukosa [69], vonHelicobacter pylorian epitheliale Membransulfatide des

Magens [149] und vonHaemophilus ducreyian HEp-2-Zellen [94].

Wie Gardũno et al. 1998 zeigen konnten, befinden sich etwa 75% der Hsp60-Epitope

von virulentenLegionella spp.auf deren Oberfl̈ache [103]. Die Verteilung dieses Moleküls

gleicht damit derjenigen von anderen typischen Oberflächenmolek̈ulen der Legionellen, wie

beispielsweise dem Hauptoberflächenmolek̈ul (MOMP) und dem Lipopolysaccharid (LPS).

In einer weiteren Arbeit konnten Garduño et al. zeigen, daß Adhäsion an und Invasion in

HeLa-Zellen von virulentenLegionella über Hsp60 vermittelt wird [104]. So inhibieren

Hsp60-spezifische Antik̈orper Adḧasion und Invasion von virulenten Legionellenstämmen

deutlich, beeinflussen aber die Aufnahme von Salz-toleranten avirulenten Spezies nicht si-

gnifikant. Nach Vorinkubation der Ansätze mit Trypsin, welches Hsp60 proteolytisch ver-

ändert, das MOMP aber unangetastet läßt, fanden die Autoren eine unveränderte Adḧasion

der Bakterien an HeLa-Zellen, die Fähigkeit zur Invasion war aber aufgehoben. Gleichzeitig

wurde in weiteren Untersuchungen gereinigtes Hsp60 in die Ansätze zugegeben und eine

deutliche Verminderung der Adhäsion und Invasiviẗat der verwendeten virulenten Legio-

nellen beobachtet. In einem Rezeptor-Modulations-Assay wurde schließlich eine deutliche

Verminderung der Adḧarenz, nicht aber der Aufnahme von Legionellen gezeigt. Die Autoren

schließen deshalb auf das Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors für Hsp60. Zus̈atzlich

stellten Gardũno et al. fest, daß reife, intrazelluläre Formen vonL. pneumophila, die in HeLa-

Zellen gewachsen waren, 100-fach effektiver waren in der Assoziation an HeLa-Zellen als

ihre Agar-gewachsenen Artgenossen. Ein weiterer Hinweis darauf, daß Hsp60 eine Rolle

in der Phagozytose von virulentenLegionella spp.durch Monozyten spielt, sind Beobach-

tungen, die eine fr̈uhzeitige Hochregulierung der bakteriellen Hsp60-Synthese, eine erhöhte

Expression von Hsp60 an der Bakterienoberfläche und die Freisetzung von Hsp60 in die

Phagosomen zeigen [76].Ähnliche Beobachtungen wurden auch für HeLa-Zellen gemacht

[105]. Da die intrazellul̈aren Basalraten von Hsp60 in virulenten und avirulentenL. pneu-

mophilaähnlich sind, muß davon ausgegangen werden, daß die avirulenten Stämme keinen

Defekt in der Hsp60-Synthese aufweisen, sondern die Fähigkeit zur Pr̈asentation an der Bak-
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terienoberfl̈ache und/oder zur Interaktion mit den Wirtszellen nicht (mehr) besitzen [76].

Die Interaktion von Hsp60 auf der Bakterienoberfläche mit humanen Phagozytosezellen

ben̈otigt auch auf deren Oberfläche Rezeptoren. Und tatsächlich haben Retzlaff et al. 1996

spezifische Rezeptoren für L. pneumophila-Hsp60 auf Makrophagen gefunden, die eine Si-

gnalkaskade triggern, die Proteinkinase C-vermittelt ist und eine erhöhte IL-1β-Synthese

verursacht, die wiederum die T-Zell-Aktivierung und die Antigenpräsentation beeinflussen

könnte [248].

4.3.3 Mannoserezeptor

Der Mannoserezeptor ist ein primärer Rezeptor f̈ur die Abwehr von Mikroorganismen, wird

aber im Verlauf der Immunreaktion zugunsten des SP-A-Rezeptors herunterreguliert. Das

Oberfl̈achenmolek̈ul ist bei der Phagozytose zahlreicher Mikroorganismen beteiligt. So wur-

den unter anderem eine Beteiligung bei der Aufnahme vonCandida albicans[71], Leish-

mania donovani[312], Pneumocystis carinii[72] und nicht zuletzt vonMycobacterium spp.

[11, 267] nachgewiesen. Auch dieser Weg wird von einigen Autoren als sicherer Eintritts-

pfad in Makrophagen gesehen, da die Bindung an den Mannoserezeptor keine bakterizide

Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies hervorruft [11]. Dieser Weg ist auch für Legionella

spp.denkbar und bedarf weiterer Aufklärung.

4.3.4 Scavengerrezeptor

Für die Phagozytose von intrazellulär gewachsenenMycobacterium aviumdurch humane pe-

riphere Makrophagen wiesen Bermudez et al. 1997 eine Hemmung von 51±9% bei Vorbe-

handlung mit dem potenten Scavengerrezeptorinhibitor Fucoidin nach [24]. Dieser Rezeptor

ist demnach an der Phagozytose von Bakterien beteiligt, was aber in den vorliegenden Un-

tersuchungen mit der verwendeten Zellinie Mono Mac 6 für Legionella spp.nicht untersucht

werden konnte, da sie Scavengerrezeptor-negativ ist, wie Scheithe et al. 1994 zeigen konnte

[264].
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4.3.5 Ausblick

Insgesamt muß davon ausgegangen werden, daß auch Legionellen verschiedene Adhäsine

und Invasine besitzen, die entsprechend der momentanen Umstände und Gegebenheiten ge-

nutzt werden, so wie dies schon für andere Bakterien, wie beispielsweiseYersinia spp.[151],

Neisseria gonorrhoeae[112] undListeria monocytogenes[60, 99, 132, 185], gezeigt werden

konnte. Die vorliegenden Daten lassen die Vermutung aufkommen, daßLegionella spp.in

vivo nicht oder nicht ausschließlich von Komplementrezeptoren aufgenommen werden, son-

dern daß hier eine Vielzahl von Rezeptorsystemen zum Einsatz kommt. Versucht man, die Er-

gebnisse der in vitro-Untersuchungen von Payne und Horwitz gedanklich auf den Menschen

zu übertragen, so kommen einem schnell Zweifel, ob diesüberhaupt ohne weiteres möglich

ist. Die Verf̈ugbarkeit von ausreichenden Mengen an Komplementkomponenten in der Lun-

ge ist beispielsweise fraglich. Zwar produzieren Makrophagen, Typ II-Pneumozyten und

auch Lungenfibroblasten eine große Vielfalt an Komplementkomponenten, die tatsächliche

Konzentration betr̈agt jedoch nur 1-3% der Serumspiegel. Erst nach einer Stimulation durch

bakterielles LPS oder IFN-γ werden gr̈oßere Mengen produziert. Was aber, bis die Immun-

reaktion in Gang kommt? Mannoserezeptoren werden noch vor Beginn einer Infektion ex-

primiert und Zuckermolek̈ule befinden sich auch auf der Bakterienoberfläche. Die Mannose-

rezeptoren werden nach dem Beginn einer Infektion schnell von SP-A-Rezeptoren abgelöst.

Und SP-A ist ohnehin in ausreichenden Mengen im Alveolarraum vorhanden. Die Zukunft

wird sicherlich noch eine Reihe von neuen Rezeptorsystemen für die Phagozytose vonL.

pneumophilahervorbringen und eine Reihe wohl bekannter als bedeutsam charakterisieren.
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Tabelle 4.1: Bisherige Untersuchungen zur Rezeptor-

abḧangigen Phagozytose beiLegionella pneumophilaund

Mycobacterium spp.

Bakterium Zellinie/Methode Rezeptoren Ergebnis Referenz

L. pneumophila Periphere humane

Monozyten

Komplementre-

zeptoren CR1,

CR2 und CR3,

Transferrinrezeptor,

DR-Antigen

Phagozytose vonL. pneumophilawird

vermittelt von Komplementrezeptoren

CR1 und CR3; monoklonale Antikörper

gegen CR2, DR-Antigen und Transferrin-

Rezeptor hemmen die Phagozytose nur

geringf̈ugig

Payne und

Horwitz 1987

[235]

L. pneumophila Humane Monozy-

ten; ELISA

MOMP, LPS L. pneumophila und L. pneumophila-

MOMP, nicht aber -LPS fixieren C3;

MOMP-Liposomen werden von humanen

Monozyten phagozytiert

Bellinger und

Horwitz 1990

[20]

L. pneumophila Funktioneller

hämolytischer

Assay

Lipopolysaccharid

(LPS)

L. pneumophila-LPS aktiviert Komple-

ment IgM-abḧangig auf dem klassischen

Weg

Mintz et al.

1992 [207]
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L. pneumophila Meerschweinchen-

Peritonealma-

krophagen, J774

Mausmakrophagen,

undifferenzierte

U-937

Fc- und Komple-

mentrezeptoren

Fc- und Komplementrezeptoren vermit-

teln Adḧarenz vonL. pneumophilanur

bei gleichzeitiger Gegenwart von Kom-

plement und spezifischem Antikörper

Husmann und

Johnson 1992

[150]

L. pneumophila U-937,

Meerschweinchen-

Alveolarmakropha-

gen

Protein mit Lektin-

ähnlicher Struktur,

CR1, CR3, CR4

Lektin-ähnliches Protein auf der Bakteri-

enoberfl̈ache; Rezeptoren auf allen Wirts-

zellen wiesen Strukturen von Kohlen-

hydraten bzw. komplexen Zuckern auf;

2-8% aller Legionellen binden auf die-

se Weise Komplement- und Antikörper-

unabḧangig

Gibson et al.

1994 [108]

L. pneumophila C3-Bindung mit

ELISA gemessen

MOMP L. pneumophila-MOMP, aber nicht -LPS

bindet C1q Antik̈orper-unabḧangig und

aktiviert den klassischen Komplement-

weg

Mintz et al.

1995 [206]

L. pneumophila HeLa-Zellen Hsp60/Hsp60-

Rezeptor

Oberfl̈achen-assoziiertes Hsp60 vonL.

pneumophilavermittelt deren Adḧasion

und Invasion in HeLa-Zellen

Gardũno et al.

1998 [104]
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L. pneumophila Hartmannella

vermiformis

Gal/GalNAc Lektin L. pneumophila gelangt über

einen 170kDa großes Gal/GalNAc-

inhibierbares Lektin in das ProtozoonH.

vermiformis

Venkataraman

et al. 1997

[297]

M. avium Humane periphere

Makrophagen

Komplementrezep-

toren CR1 und CR3,

CD29, Transferrin-

rezeptor (CD71),

Scavengerrezeptor

Anti-CR3 inhibiert die Phagozytose

von extrazellul̈ar kultivierten M. avium;

anti-CD29 und anti-CD71 hemmen die

Komplement-unabḧangige Phagozytose

von intrazellul̈ar gewachsenenM. avium

Bermudez et

al. 1997 [24]

M. tuberculosis Aus Blut-

Monozyten ge-

wonnene humane

Makrophagen

Komplementre-

zeptoren CR1,

CR3 und CR4 und

Mannoserezeptor

(MR)

Die Phagozytose von virulenten, aber

nicht von avirulentenM. tuberculosis,

wird außer von Komplementrezeptoren

auch durch den Mannoserezeptor vermit-

telt.

Schlesinger et

al. 1993 [267]

M. phlei, M.

smegmatis, M.

kansasii

Humane periphere

Makrophagen

Mannose-

Rezeptor(MR)

MR vermittelt die Phagocytose von pa-

thogenen und apathogenen Mycobakteri-

en und umgeht dabei die bakterizide Wir-

kung der Makrophagen

Astarie-

Dequeker et

al. 1999 [11]



Kapitel 5

Zusammenfassung

Legionella pneumophilaist ein Bakterium, das beim Menschen zu lebensbedrohlichen Pneu-

monien f̈uhren kann. Als zentraler Pathomechanismus wird die Fähigkeit zur intrazellul̈aren

Vermehrung angesehen. Obwohl in der Vergangenheit Komplementrezeptoren als ein Weg

der Legionellen in menschliche Monozyten/Makrophagen beschrieben wurden, ist bis heute

völlig unklar, in welchem Ausmaß diese Rezeptoren zur Adhärenz und Phagozytose beitra-

gen. In der vorliegenden Arbeit sollten neben den Komplementrezeptoren 1 und 3 weitere

Oberfl̈achenmolek̈ule auf ihre Beteiligung bei der Aufnahme vonL. pneumophilauntersucht

werden. In einem ersten Versuch wurde zunächst die Phagozytose und intrazelluläre Ver-

mehrung der Legionellen in einer Monozyten-Zellinie bestätigt. Als Bakterien wurden in

allen Untersuchungen die Wirtszell-adaptierteL. pneumophilaSg1 (frisches Patienteniso-

lat, Lp1v) und die Agar-adaptierteL. pneumophilaSg1 ATCC 33152 (Lp1a) eingesetzt. Bei

der Zellinie handelt es sich um die sehr weit differenzierte Monozyten-Linie Mono Mac

6. Diese Versuche wurden anschließend mit der HeLa- und Jurkat-Zellen, die sich beide

in ihrem Oberfl̈achenrezeptor-Repertoire vor allem hinsichtlich der Komplementrezeptoren

von Mono Mac 6 unterscheiden, wiederholt. Auch in diesem Fall wurden die Legionellen

in gleichem Ausmaß phagozytiert, eine intrazelluläre Vermehrung in nenneswertem Aus-

maß fand jedoch nicht statt. Für den Hauptteil der Arbeit wurden den Ansätzen 30 Minuten

vor Beginn der Infektion von Mono Mac 6 mit Legionellen blockierende monoklonale An-

tikörper oder irrelevante Isotypenkontrollen zugegeben. Dabei wurden die folgenden Ober-

flächenrezeptoren untersucht: Die Komplementrezeptoren 1 (CD35) und 3 (CD11b/CD18),

77
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der LPS-Rezeptor (CD14), dieβ1-Integrinkette des Fibronectin-Rezeptors (CD29), das in-

terzellul̈are Adḧasionsmolek̈ul 1 (ICAM-1, CD54) und der Transferrinrezeptor (CD71). Die

Oberfl̈achenexpression dieser Rezeptoren wurde vor Beginn der Versuchsreihen durchfluß-

zytometrisch ermittelt. Komplementrezeptor 1 (CD35) war als einziger praktisch nicht nach-

weisbar, alle anderen Oberflächenmolek̈ule waren, abḧangig vom Klon, auf mindestens drei

Viertel aller Zellen vorhanden.

In allen Untersuchungen fanden sich, wie zu erwarten war, signifikante Veränderungen

der Phagozytoserate zwischen dem Wirtszell-adaptierten, virulenten und dem Agar-adaptier-

ten, avirulenten Stamm: VonL. pneumophilaSg1 (Lp1v) fanden sich durchgehend 1 bis 2

Zehnerpotenzen mehr Colony Forming Units (CFU)/ml. Zwischen den Ansätzen mit mo-

noklonalen Antik̈orpern und denjenigen ohne bzw. mit irrelevanten Antikörpern ließen sich

jedoch keinerlei Unterschiede in der Phagozytoserate feststellen. Dies bedeutet, daß sich die

Phagozytose der verwendeten Legionellen durch die Mono Mac 6-Zellen mit Hilfe von mo-

noklonalen Antik̈orpern nicht verhindern ließ. Hierfür gibt es zwei m̈ogliche Erkl̈arungen:

Entweder blockierten die funktionsinhibierenden Antikörper nicht die Bindungsstelle der

Bakterien oder die Legionellen gelangenüber andere Rezeptoren in die Monozyten. Zu

diskutieren sind hier neben dem Mannoserezeptor Hitzeschockprotein-, Lektin- oder noch

völlig unbekannte Rezeptorsysteme.
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Abkürzungsverzeichnis

ACES N-2-Acetamido-2-Aminoethansulfonsäure

AIDS (engl.) Aquired immunodeficiency syndrome - Erworbenes Immunschwächesyndrom

ARDS (engl.) Adult respiratory distress syndrome - Atemnotsyndrom des Erwachsenen

ATCC (engl.) American type culture collection - Amerikanische Organisation, die Zellkul-

turen, Bakterien, Viren usw. kultiviert und vertreibt

BCYE (engl.) Buffered charcoal yeast extract - Gepufferter Aktivkohle-Hefe-Extrakt

BSA Bovines Serumalbumin

CD (engl.) Cluster of differentiation - Oberflächendifferenzierungsmarker

CDC (engl.) Centers for disease control and prevention in Atlanta, Georgia, USA

CFU (engl.) Colony forming units - Kolonie-bildende Einheiten

CR (engl.) Complement receptor - Komplementrezeptor

DIC (engl.) Disseminated intravascular coagulation - Disseminierte intravasale Gerinnung

dot (engl.) Defect in organelle trafficking - Genlokus, dessen Fehlen einen Defekt in der

Attraktion von Organellen zum Legionellenphagosom verursacht

DTAF 5-(4,6-Dichlorotriazinyl)-Aminofluorescein

FACS Fluorescence activated cell sorting - Zellsortierung mit Hilfe der Durchflusszytome-

trie

FcR Fc-Rezeptor

FITC Fluoresceinisothiocyanat
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g Gravitationskonstante g = 9,81m
s2

GPI-Anker Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker

Hsp Hitzeschockprotein

ICAM (engl.) Intercellular adhesion molecule - Interzelluläres Adḧasionsmolek̈ul

icm (engl.) Intracellular multiplication locus - Genlokus für die intrazellul̈are Vermehrung

von Legionellen

Ig Immunglobulin

IL-x Interleukin-x (x = 1-21)

LAMP-1 (engl.) Lysosome associated membrane glycoprotein 1 - Lysosomen-assoziiertes

Membranglykoprotein 1

LBP Lipopolysaccharid-bindendes Protein

LPS Lipopolysaccharid

MIN (engl.) Macrophage induced proteins - Proteine, die während der intrazellulären Bak-

terienvermehrung von Makrophagen vermehrt exprimiert werden

mip (engl.) Macrophage infectivity potentiator - Genlokus, dessen Expression die Infek-

tiösitat der intrazellul̈aren Bakterien und ihre Vermehrung in einem frühen Stadium

nach der Phagozytose erhöht.

MM6 Mono Mac 6

MOMP (engl.) Major outer membrane protein - Hauptoberflächenprotein

MR Mannoserezeptor

mRNA (engl.) messenger ribonucleic acid - Boten-Ribonukleinsäure

PBS Phosphate buffered saline - Phosphat-gepufferte Salzlösung

PCR (engl.) Polymerase chain reaction - Polymerase-Ketten-Reaktion

PE Phycoerythrin

RAPD (engl.) Random Amplified Polymorphic DNA - Zufällig vervielfältigte polymorphe

DNA
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Sg Serogruppe

SP-X Surfactant Protein A, B, C oder D

tDNA-ILP (engl.) transferDNA-intergenic length polymorphism - Untersucht Längenpoly-

morphismen von mit Hilfe der PCR amplifizierten Abschnitten zwischen tDNA-Genen
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mospḧare, die diese Dissertation erst ermöglicht haben.
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