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Abkürzungen und Fremdwörter  

Abb  Abbildung 

ACES  N-2-Acetamino-2aminothane-sulphonic-acid 

ARDS  adult respiratory distress syndrome 

BAL  Broncho-alveoläre Lavage 

BCYE  buffered charcoal yeast extract  

BSA  bovine serum albumin 

Buffy Coat Blutzellkonzentrat  

CDC  center for disease control and prevention 

c  Konzentration  

Da  Dalton  

DC  Dendritische Zellen  

DFA  direct fluorescent antibody 

ELISA  enzyme-linked-immuno-sorbent-assay 

ER  endoplasmatisches Reticulum 

FCS  fötales Kälberserum 

FSC  forward scatter 

FITC  Fluorescein Isothiocyanat 

GP  Glykoprotein 

h  Stunden 

HLA  human leucocyte antigen 

Hsp  Hitzeschockproteine 

HTLV  Human T-cell Leukemia Virus 

ICT  immunochromatographic membrane assay  

IFA  indirect immunofluorescence assay 

IFN-γ  Interferon-gamma 

IL  Interleukin 

K  Kilo 

KIRs  killer inhibitory receptors 

L1P  Legionella pneumophila Serogruppe 1 Pontiac 

L. pneumophila Legionella pneumophila 



1. Einleitung 
 

8 

LLAP  Legionella-like amoebal pathogens 

L. major Leishmania major 

LPS   Lipopolysaccharid 

MHC  major histocompatibility complex 

MIN  macrophage induced protein 

min  Minuten 

ml  Milliliter 

NKT-Zellen Natürlichen-Killer-T-Zellen 

NK-Zellen Natürliche Killerzellen 

PBMC  peripheral blood mononuclear cells 

PBS  phosphat buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PE  Phycoerythrin 

PerCP  Perinidin Chlorophyll Protein  

PMA  phorbol-12-myristat-13-acetat 

SD  Standardabweichung  

SG  Serogruppe 

SPD-SAG Citrat-Phosphat-Dextrose-Saline-Adenine-Glukose 

SSC  sideward scatter 

Tab  Tabelle 

TAP  transport associated with antigen processing 

TNF  Tumor Nekrose Faktor 

well  Loch, Mulde 

µl  Mikroliter 



1. Einleitung 
 

9 

 

1. Einleitung 

1.1 Einblick in die Forschungsgeschichte zu Legionellen 

 

Obgleich es schon in den Jahren zuvor Fälle von Legionärskrankheit, auch Legionellose 

oder Legionellenpneumonie genannt, gegeben haben musste, wurde der Erreger erst 

1977 isoliert. Im Jahr zuvor war Legionellose unter den Teilnehmern einer Versamm-

lung der American Legion in einem Hotel in Philadelphia ausgebrochen. Von ca. 4400 

Teilnehmern, die meisten davon Kriegsveteranen im vorgerückten Alter, zeigten 221 

innerhalb von zwei Wochen Symptome einer Pneumonie, 34 davon erlagen schließlich 

der Erkrankung. Nach Monaten intensiver Suche gelang Experten vom Center for Di-

sease Control and Prevention (CDC) die Isolierung eines bis dahin unbekannten rickett-

sienähnlichen Erregers, welcher als Auslöser der Krankheitsfälle identifiziert werden 

konnte (Fraser et al. 1977; McDade et al. 1977). Es handelte sich um ein GRAM-negati-

ves Bakterium mit der Fähigkeit zur intrazellulären Vermehrung in Säugerzellen und 

Protozoen (Fields 1996). Es wurde nach der Gruppe der Betroffenen und der Lokalisa-

tion der Erkrankung Legionella (L.) pneumophila genannt (Weisse 1992; Neumeister 

1996).  

Legionellen sind weltweit in Frischwasseranlagen zu finden. Retrospektive Analysen 

von Isolaten legen nahe, dass es mindestens seit Mitte des letzten Jahrhunderts spora-

disch zu Infektionen gekommen war (Tatlock 1944; Drozanski 1956). 

Der Grund, weshalb Legionellen so lange von der Mikrobiologie unentdeckt blieben, 

sind ihre anspruchsvollen Wachstumsbedingungen, mit denen sie sich einer Routinedia-

gnostik mittels Keimanzucht auf Standardnährböden entziehen (Fang et al. 1989). 

Selbst ein Vierteljahrhundert nach ihrer Entdeckung gilt die Legionellenpneumonie 

noch als unterdiagnostiziert. Dabei ist u. a. problematisch, dass Infektionsquellen un-

entdeckt bleiben und nicht beseitigt werden. Eine weitere Möglichkeit zur Verbesserung 

der Prävention bietet die Verwendung von neuen Desinfektionsmitteln, wie Monochlo-

raminen (Fields et al. 2002). 
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1.2 Taxonomie und Nomenklatur der Legionellen  

 

Die Familie der Legionellaceae umfasst nur die eine Gattung Legionella. Derzeit sind 

48 Spezies bekannt, von denen 70 Serogruppen unterschieden werden können (Fields et 

al. 2002) (siehe Tab. 1.1). Anhand der Isolation aus klinischem Material lassen sich 19 

Spezies als humanpathogen einstufen (Muder et al. 2002).  

Spezies Serogruppen Humanpathogenität
  

Erstbeschreibung 

L. pneumophila 1 bis ja 
 15 (Lansing 3)  

(Fraser et al. 1977) 
(Brenner et al. 1988) 

L. micdadei  ja (Hebert et al. 1980) 
L. maceachernii  ja (Brenner et al. 1985) 

L. dumoffii   mäßig (Brenner et al. 1980) 

L. longbeachae 1 
2 

gering (McKinney et al. 1981) 
(Bibb et al. 1981) 

L. parisiensis  bisher nicht beschrieben (Brenner et al. 1985) 

L. steigerwaltii  bisher nicht beschrieben (Brenner et al. 1985) 

Tab. 1.1: einige ausgewählte Legionellen-Spezies und ihre humanpathogene Bedeutung 

Von der humanpathogenetisch bedeutsamsten Spezies L. pneumophila sind bereits 15 

verschiedene Serogruppen bekannt. Die Serogruppe 1 (SG 1) kann, je nach Stichprobe, 

für 50-80 % aller diagnostizierten Fälle von Legionärskrankheit verantwortlich gemacht 

werden (Benin et al. 2002b; Helbig et al. 2002). 

Einige Legionellen-Arten können selbst auf Spezialnährböden nicht kultiviert werden 

und wurden daher „Legionella-artige Amöben Pathogene“ („Legionella like amoebal 

pathogens“, LLAPs) genannt (Rowbotham 1993). Bei Vorgabe einer mindestens 

40 %igen DNA-Homologie für die Gattungsdefinition würden die Legionellen in min-

destens 14 Gattungen und bei 25 %iger DNA-Homologie noch in neun Gattungen zer-

fallen. Die ausgeprägte phänotypische Ähnlichkeit der Legionellen rechtfertigt jedoch 

die Einordnung aller Spezies in eine Gattung, so dass eine auf DNA-Homologie beru-

hende Aufgliederung der Legionellen in mehrere Gattungen nicht vorgenommen wurde 

(Ruckdeschel et al. 1993). Innerhalb einer Spezies beträgt die DNA-Homologie mindes-

tens 70 % (Benson et al. 1998).  



1. Einleitung 
 

11 

1.3 Diagnostik von Legionellen  

1.3.1 Mikroskopie und Kultur der Legionellen 

Legionellen sind GRAM-negative ca. 1-10 µm lange und 0,3-0,9 µm dicke begeißelte 

Stäbchen. Sie besitzen ein einzigartiges Lipopolysaccharid (LPS), das durch einen un-

gewöhnlich hohen Anteil stark verzweigtkettiger Fettsäuren charakterisiert ist. Legio-

nellen sind mit der üblichen Gramfärbung nur schlecht darstellbar. Besser geeignet ist 

die für Rickettsien und Chlamydien entwickelte Giménez-Färbung (Karbolfuchsin-

Malachitgrün-Färbung). Optimal werden Legionellen durch die direkte Immun-

fluoreszenz (DFA) dargestellt. Sensitivität beim Testen von respiratorischem Sekreti-

onsmaterial besteht zu 25-75 %. Die Spezifität dieser Methode beträgt mehr als 95 % 

(Edelstein 1987). 

Legionellen stellen, wie bereits erwähnt, hohe Ansprüche an Kulturmedien. Da sie keine 

Zucker spalten können, benötigen sie Aminosäuren als primäre Energiequelle (zu Kul-

turbedingungen siehe Kap. 2.1.2). Legionellen werden durch Wachstum auf buffered 

charcoal yeast extract-Agar (BCYE-Agar), einer entsprechenden Morphologie der Ko-

lonien und einer bestehenden Abhängigkeit von L-Cystein diagnostiziert. Primärkultu-

ren benötigen bis zu 10 Tage zur Koloniebildung und erscheinen als leicht konvexe, 

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

Aktivkohleagar (Neumeister 1996).  

Die Kultur stellt den ‚Goldstandard’ der Legionellendiagnostik dar und besitzt die größ-

te Spezifität, jedoch muss man bei der Bewertung die niedrige Sensitivität der Methode 

(9-70 %) bedenken (Ehret 1995). Das Material der Wahl für die Anzucht stellen Proben 

aus dem Respirationstrakt, also Sputum oder Broncho-alveoläre Lavage (BAL) dar. Ei-

ne erfolgreiche Kultur ist jedoch auch mit anderen Specimen möglich (Edelstein 1987).  

1.3.2 Antigenurienachweis 

Der Nachweis von Legionellen-Antigen im Urin mittels eines enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) ermöglicht eine sehr frühe Diagnose (Berdal et al. 1979; Ber-

nander et al. 1994; Williams et al. 1995; Kashuba et al. 1996). Er weist bei einer Infek-

tion mit L. pneumophila SG 1 eine Spezifität von 97 % und eine Sensitivität von 80 % 

auf (Marrie et al. 1999). Die Bedeutung des Antigenurie-Nachweises hat in den letzten 
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Jahren enorm zugenommen, da eine frühe Diagnose mit sofortiger Therapie (siehe 

Kap. 1.6.) entscheidend für den Krankheitsverlauf ist und von anderen Tests nicht ge-

leistet werden kann (Benin et al. 2002b). Aufgrund der Spezifität der eingesetzten Anti-

körper gegen L. pneumophila SG 1 bleiben allerdings andere Legionellosen unerkannt. 

Ein weiterer Nachteil ist die Degradation der Antigene bei zu langen Aufbewahrungs-

zeiten (Rigby et al. 1997; Benin et al. 2002b). Neben dem bisher üblichen ELISA kann 

Antigenurie auch mit einem Immunochromatographischen Membran Assay (ICT), ähn-

lich dem Schwangerschaftstest mit β-HCG, festgestellt werden. Breitspektrum-

Urintests, welche über L. pneumophila SG 1 auch Infektionen durch andere Legionel-

lenspezies erfassen, befinden sich in Erprobung. 

1.3.3 Antikörpernachweis-Serologie  

Als gängiger Routinetest hat sich die indirekte Immunfluoreszenz (IFA) bewährt 

(Wilkinson et al. 1979). Die detektierbaren Antigene entstammen fixierten Standard-

stämmen der einzelnen Spezies und Serogruppen. Die Sensitivität dieses Testsystems 

beträgt zwischen 75 % und 87 %, die Spezifität nahezu 100 % (Wilkinson et al. 1981; 

Darelid et al. 2003). Da erst 14 Tage nach den ersten klinischen Symptomen ca. 50 % 

der Patienten serokonvertiert sind (Harrison et al. 1988; Monforte et al. 1988), ist eine 

frühe Diagnose mit serologischen Methoden nicht zu erbringen. Derzeitige Empfehlun-

gen legen eine Verwendung von monovalentem Antigen von L. pneumophila SG 1 nahe 

(Fields et al. 2002). Neben dem IFA wird auch ein Mikroagglutinationstest verwendet 

(Harrison et al. 1982). 

1.3.4 DNA-Nachweis 

Der Nachweis mittels polymerase chain reaction (PCR) über Amplifikation Legionel-

len-spezifischer Gensequenzen stellt neben der kulturellen Anzucht die einzige Methode 

dar, mit der alle bekannten Legionellenspezies erkannt werden können. Eine Übersicht 

über benutzte DNA-Targets bietet Fields (Fields et al. 2002). Die Stärke der Nachweise 

von Legionellen-Nukleinsäuren liegt in der hohen Empfindlichkeit. Allerdings weist 

bisher keiner der entwickelten Tests eine ausreichend hohe Spezifität auf. In der Routi-

nediagnostik einer Legionella verdächtigen Pneumonie spielen PCRs daher bisher nur 

eine untergeordnete Rolle (Fields et al. 2002).   
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1.3.5 Klinische Diagnose 

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik ist es bisher noch nicht gelungen, eine Legi-

onellenpneumonie mittels klinischer Kriterien von anderen Pneumonien zu unterschei-

den (Edelstein 1993). Einen erneuten Versuch unternahm jüngst Gupta und Mitarbeiter 

(Gupta et al. 2001), die eine sehr komplexe Symptomliste (Cunha 1998) einschließlich 

unspezifischer Laborparameter, wie Serumkalium und Transaminasen, benutzten. Al-

lerdings ergab das Verfahren eine zu geringe Sensitivität, um Legionellose verlässlich 

ausschließen zu können.  

1.3.6 Identifizierung neuer Spezies 

Isolate, die mit Legionellen-spezifischen Antiseren reagieren, gelten als bestätigte Legi-

onellaceae. Wenn die Reaktion mit spezifischen Antiseren gegen alle bekannten Legio-

nellenspezies nicht gelingt, müssen diese Isolate auf eine mögliche neue Spezies inner-

halb der Gattung hin untersucht werden. Geeignete Methoden sind biochemische Ana-

lysen, Fettsäure-Profile, Proteinbandenmuster, Serologie sowie Nukleinsäureanalysen 

(Benson et al. 1998; Fields et al. 2002). Es existieren ferner einige Methoden zur Subty-

pisierung von Legionellenspezies siehe dazu: (Selander et al. 1985; Schoonmaker et al. 

1992; Gomez-Lus et al. 1993; Pruckler et al. 1995; Valsangiocomo et al. 1995; Van 

Belkum et al. 1996). 

1.3.7 Überblick – Diagnostik 

Benin et al. haben in einer Übersichtsarbeit aus dem Jahre 2002 alle dem CDC gemelde-

ten Fälle unter verschiedenen Gesichtspunkten analysiert. Abb. 1.1 entstammt dieser 

Arbeit und zeigt den diachronen Verlauf der verschiedenen diagnostischen Verfahren 

während der beiden letzten Jahrzehnte des 20.Jahrhunderts. Es wurden dabei nur Fälle 

berücksichtigt, die gemäß CDC-Falldefinition (CDC 1997) für Legionärskrankheit eine 

radiografisch gesicherte Pneumonie aufwiesen und für mindestens einen der angegebe-

nen Tests positives waren. Insgesamt konnten 6757 Fälle in die Analyse eingeschlossen 

werden. Da 20 % dieser Fälle mehr als einem Test unterzogen wurden, ist die Summe 

der Einzelwerte in einem Jahr größer als 100 %. Die Grafik zeigt, dass in den USA die 

Anfang der 80er Jahre in über 80 % der Fälle verwandte Antikörpermessung am Ende 



1. Einleitung 
 

14 

des Analysezeitraumes so gut wie gar nicht mehr eingesetzt wurde. Für den DFA zeich-

net sich ein ähnlicher Bedeutungsverlust ab. Genau gegenläufig verläuft der Trend beim 

Test auf Antigenurie, der sich zum Standardverfahren entwickelt hat. Nach wie vor häu-

fig angewandt ist die Kultur, die immerhin in ca. 50 % aller Fälle durchgeführt wird 

(Benin et al. 2002b). 

 
Abb. 1.1: Diagnostische Tests auf Legionella; Prozentsatz aller gemeldeten Fälle gemäß der Falldefinition 
nach Testtyp im Zeitraum 1980-1998; Titeranstieg – Anstieg des Antikörpertiters (Benin et al. 2002b) 

Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass Verdachtsfälle sowohl auf Antigenurie als 

auch mittels Keimanzucht diagnostiziert werden sollten, da nur ein kombiniertes Vor-

gehen eine möglichst schnelle Diagnose und die Chance auf ein Erkennen von anderen 

Legionellaceae als L. pneumophila SG 1 ermöglicht. Außerdem gestattet nur die Kultur 

die Gewinnung von klinischen Isolaten, die für epidemiologische Untersuchungen ein-

schließlich der Identifizierung der Infektionsquellen essenziell sind.  

1.4 Epidemiologie 

1.4.1 Inzidenz und Mortalität der Legionellenpneumonie 

Legionellen zählen zu den häufigsten bakteriellen Erregern ambulant erworbener 

Pneumonien (Fang et al. 1990; Fine et al. 1990). Weltweit sind es schätzungsweise 

8000-18000 Fälle (Marston et al. 1997). Dabei bleiben die Fallzahlen in etwa konstant 

(siehe Abb. 1.2). 
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Abb. 1.2: Legionärskrankheit von 1980-1998; jährliche Fallzahlen aus den USA nach Benin (2002b) 

Die jährliche Inzidenz in Europa beträgt 0,5 Fälle auf 100.000 Einwohner (Joseph 

2002). Die Letalität einer Legionellenpneumonie wird entscheidend von einem frühzei-

tigen Therapiebeginn beeinflusst (Heath et al. 1996a) und konnte daher durch eine Ver-

besserung der Diagnostik deutlich gesenkt werden. Eine Untersuchung aller zwischen 

1980 und 1998 dem CDC in Atlanta gemeldeten Fälle zeigte einen deutlichen Rückgang 

der Letalität von max. 34 % im Jahre 1985 auf 11,5 % im Jahre 1998 (Benin et al. 

2002b). 

Ambulant erworbene Pneumonien werden in Industrieländern bei 2 bis 16 % der Fälle 

von Legionellen verursacht (Macfarlane et al. 1981; Yu et al. 1982; File et al. 1992; 

Bohte et al. 1995). Einen höheren Anteil gibt es bei nosokomialen Pneumonien. Sie 

werden bei bis zu 40 % von Legionellen verursacht (Muder et al. 1983; Johnson et al. 

1985; Yu et al. 1987; Ruf et al. 1989). Eine dritte Kategorie stellen die so genannten 

Reise-assoziierten Krankheitsfälle dar. Darunter fallen Personen, welche in den letzten 

zehn Tagen vor Krankheitsbeginn mindestens eine Nacht außer Haus verbracht haben 

(EWGLI 2003). Sie machen ca. 20 % aller Fälle von Legionärskrankheit aus (Helbig et 

al. 2002). 

In den USA werden etwa 90 % der Legionellenpneumonien durch L. pneumophila aus-

gelöst, dabei entfallen ca. 50 % auf die SG 1 und 30 % auf bisher unbekannte Serogrup-

pen. Daneben haben noch L.micdadei (2,8 %), L.longbeachae (2,2 %), L.dumoffii 

(1,5 %) und L.bozemanii (1,3 %) eine gewisse humanpathogenetische Bedeutung 

(Benin et al. 2002b). In Europa werden 78,5 % aller Fälle von L. pneumophila SG 1 

hervorgerufen (Helbig et al. 2002). 
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Infektionen mit weniger bekannten Legionellenstämmen sind wohl nicht zuletzt deshalb 

selten verzeichnet, weil eine spezifische Diagnostik nur unzureichend möglich ist 

(Fields 1997). 

1.4.2 Erregerreservoir und Infektionsweg  

Legionellen sind weltweit in natürlichen Süßwasseransammlungen und besonders in 

künstlichen Wassersystemen anzutreffen. In einer Erhebung in Süswasserreservoiren 

gelang bei 40 % ein kultureller Nachweis. Der PCR-Nachweis erbrachte sogar bei 80 % 

die Bestätigung eines Legionellenbefalls (Fields 1997). 

Die primäre Infektionsquelle bilden wasserführende technische Einrichtungen. Dabei 

fördert eine Warmwassertemperatur zwischen 25°C und 49°C die Bakterienvermehrung 

(Wadowsky et al. 1985). Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 35°C (Katz et al. 

1987). Wasserrohre und Wasserschläuche aus Kunststoff, Silikon oder Gummi erlauben 

die Bildung eines Biofilms, in dem sich Legionellen länger halten können als auf der rela-

tiv dauerhaft glatten Oberfläche von Wasserrohren aus Edelstahl, Glas oder Kupfer 

(Schoenen et al. 1988; Kramer et al. 1994). Große Wasserversorgungs- und Kühlsysteme, 

wie sie in Krankenhäusern, Hotels und anderen mehrstöckigen Gebäuden installiert sind, 

scheinen häufiger Legionellenkontamination aufzuweisen als kleine Systeme in Einfamili-

enhäusern (Bhopal 1995). Eine wichtige Rolle bei der Vermehrung von Legionellen im 

Wassersystem spielen mikroökologische Interaktionen von Amöben, Flagellaten und Zilia-

ten mit den Legionellen. Legionellen vermehren sich nicht in sterilem Wasser, sondern 

benötigen im Wasser lebende Protozoen als Wirtsorganismus für ihr intrazelluläres 

Wachstum. Während bei niedrigen Wassertemperaturen Amöben in der Lage sind, Legio-

nellen nach der Phagozytose zu zerstören, fördert Wasser mit Temperaturen zwischen 

37°C und 49°C das intrazelluläre Wachstum der Legionellen (Tyndall et al. 1982; Smith-

Somerville et al. 1991). 

Die Fähigkeit zur intrazellulären Vermehrung in Protozoen erklärt, warum Legionellen 

gegenüber Chlorierung von Wasser erheblich resistenter sind als andere Bakterien 

(Kilvington et al. 1990). Sie überleben in Protozoenzysten. Eine Möglichkeit der hygie-

nischen Verbesserung für größere Wassersysteme liegt in der Verwendung von Mo-

nochloraminen anstelle von freiem Chlor (Kool et al. 1999). Eine größere Stabilität die-
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ser Substanzen scheint hierbei Grund für die erhöhte biozide Wirkung auf Legionellen 

zu sein. Zu einer besseren Prävention von in Krankenhäusern trägt auch die Verwen-

dung von Kupfer-Silber-Ionisations-Systemen zur Wasserdesinfektion bei (Stout et al. 

2000). 

Eine Legionelleninfektion erfolgt durch Inhalation der Bakterien in Form von Aeroso-

len (Hoge et al. 1991), wie sie beispielsweise beim Betrieb von Duschen, medizinischen 

Verneblergeräten, Klimaanlagen und in Schwimmbädern entstehen (Davis et al. 1987; 

Winn 1988; Hart et al. 1991). 

Eine Ausnahme hierbei bildet L. longbeachae, ein häufiges Isolat aus Blumenerde 

(Steele 1989). L. longbeachae stellt den häufigsten Grund für Legionellose in Australien 

dar und befällt dort vornehmlich Gärtner sowie Beschäftigte im Blumenerdevertrieb 

(Ruehlemann et al. 1996). 

 

1.5 Klinik der Legionelleninfektion 

 

Eine Legionellose manifestiert sich in der Regel in Form der folgenden zwei Krank-

heitsbilder: der Legionärskrankheit, einer schweren, multisystemischen Erkrankung mit 

Pneumonie (Fraser et al. 1977) und dem Pontiacfieber, einer selbstlimitierenden grippe-

artigen Erkrankung (Glick et al. 1978). Allerdings verläuft ein hoher Prozentsatz der 

Infektionen klinisch stumm: es finden sich viele Serokonvertierte ohne jegliche Sym-

ptomatik (Boshuizen et al. 2001). 

Die klassische Legionellenpneumonie ist eine oftmals schwer verlaufende Erkrankung. 

Sie hat eine Inkubationszeit von 2 bis 10 Tagen. Prodrome sind Müdigkeit, Übelkeit, 

Benommenheit, Kopf- und Gliederschmerzen sowie Schweißausbrüche. Das Fieber 

steigt auf über 40°C, meist begleitet von Schüttelfrost. Der anfänglich trockene Husten 

geht später in einen produktiven Husten mit purulenter Expektoration über. Radiolo-

gisch imponieren alveoläre, fleckförmige Verschattungen, die in der Regel konfluieren. 

Sie sind als Zeichen alveolärer Infiltrate und treten bei der Legionellenpneumonie häu-

figer auf als bei anderen atypischen Peumonien (Macfarlane et al. 1984). Histopatholo-

gisch lässt sich die Erkrankung als eine multifokale, fibrinopurulente Alveolitis und 

Bronchiolitis klassifizieren. Die Pneumonie kann durch die Entwicklung einer Schock-
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lunge (ARDS), oft begleitet von einem Multiorganversagen, kompliziert werden 

(Hervas et al. 1988; Monforte et al. 1989; Arnouts et al. 1991; Fumarola et al. 1992). In 

den ersten vier bis fünf Tagen der Erkrankung leidet etwa die Hälfte der Patienten an 

wässrigen Durchfällen mit Blutbeimengungen (Kirby et al. 1980; Yu et al. 1982). Neu-

rologische Symptome treten bei einem Drittel der Patienten auf (Yu et al. 1982; Mac-

kenzie 1987; Virchow et al. 1995). Andere Organsysteme sind am Krankheitsgeschehen 

seltener beteiligt. Es wurden jedoch Fälle von Manifestationen an Niere (interstitielle 

Nephritis, Tubulusnekrosen und akutes Nierenversagen) (Fenves 1985) und Herz (Peri-

karditis, Myokarditis) (Mayock et al. 1983; Nelson et al. 1984; Luck et al. 1989) 

beschrieben. 

Das Pontiac-Fieber ist eine Legionelleninfektion mit deutlich milderem Verlauf. Der 

Verlauf ist akut und selbstlimitierend und ähnelt einem grippalen Infekt. Die Inkubati-

onszeit beträgt 48 Stunden. Etwa 90 % der exponierten Personen entwickeln Symptome 

wie Übelkeit, Myalgien, Fieber, Schüttelfrost und Kopfschmerzen (Nguyen et al. 1991a; 

Nguyen et al. 1991b). Obwohl häufig ein trockener Husten auftritt, ist eine Pneumonie 

weder auskultatorisch noch radiologisch nachweisbar. Auch ohne Antibiotikatherapie 

gesunden die betroffenen Patienten innerhalb weniger Tage. Vitale Legionellen sind 

kulturell selten nachweisbar. Das Pontiac-Fieber kann innerhalb eines Ausbruchs paral-

lel zur Legionellenpneumonie auftreten und befällt bevorzugt jüngere und gesündere 

Menschen (Thomas et al. 1993; Kramer et al. 1994; Benin et al. 2002a). 

Für die Entwicklung einer Legionellenpneumonie sind bestimmte Risikofaktoren prä-

disponierend (Davis et al. 1987). Als spezielle Risikofaktoren gelten Transplantationen, 

Hämodialyse, Chemotherapie sowie die Einnahme von Cortikosteroiden, Cyclospori-

nen. Zu den allgemeinen Risikofaktoren zählen Noxen wie Zigaretten und Alkohol, 

chronische Erkrankungen der Lunge, Diabetes mellitus und Urämie. Diese allgemeinen 

Faktoren implizieren ein höheres Risiko bei männlichem Geschlecht und einem Le-

bensalter über 50 Jahren (Marston et al. 1994). 

Bei Mäusen konnte eine Verschlechterung einer Legionellenpneumonie unter Hypoxie-

bedingungen, wie sie etwa bei Sauerstoff-Beatmung vorherrschen, beobachtet werden 

(Tateda et al. 2003). 
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1.6 Therapie der Legionelleninfektion 

 

Verzögerung einer effektiven Therapie geht immer mit einer erhöhten Mortalität einher 

(Heath et al. 1996a). Da Azithromycin und Fluorchinolone weniger Nebenwirkungen 

als Erythromycin besitzen und in vitro sogar eine höhere Wirksamkeit aufweisen, wer-

den diese zumindest von einigen Autoren als Mittel der Wahl empfohlen (Edelstein 

1998; Pedro-Botet et al. 2001). Neuere Makrolide gelten inzwischen gegenüber E-

rythromycin als geeigneter (Sabria et al. 2002). Bei Unverträglichkeit oder starken Ne-

benwirkungen nach Makrolidtherapie wie Phlebitis, Übelkeit, anhaltenden Durchfällen, 

Störungen der Leberfunktion mit und ohne Cholestase oder Anzeichen von Ototoxizität 

kann auch Doxycylin eingesetzt werden (Davis et al. 1981; Meyer 1983; Yoshida et al. 

1985; Nguyen et al. 1991b).  

Da Chinolone keine Interferenz mit Cyclosporin aufweisen, werden sie insbesondere für 

Transplantationspatienten empfohlen (Hooper et al. 1988; Wynckel et al. 1991; Ruck-

deschel et al. 1993). Die Therapiedauer sollte zwei Wochen bei immunkompetenten und 

drei Wochen bei immunsupprimierten Patienten nicht unterschreiten. Typisch für eine 

Legionellenpneumonie ist die lange Rekonstitutionsphase der Patienten, die auch unter 

wirksamer und schnell einsetzender Therapie durchschnittlich zwei bis drei Monate in 

Anspruch nimmt.  

Eine Analyse von sechs Fällen von Legionärskrankheit aus dem Jahr 2002 kommt zu 

dem Schluss, eine Legionelleninfektion ebne den Weg auch für andere Pathogene, ins-

besondere Streptococcus pneumoniae. Der Autor schlägt daher eine zusätzliche Ver-

wendung von Pneumokokken-wirksamen-Antibiotika bei Risikopatienten vor (Tan et al. 

2002). 

 

1.7 Pathogenese und Virulenzfaktoren 

1.7.1 Pathogenese 

Als entscheidender Pathogenesefaktor wird die Fähigkeit virulenter Legionellen ange-

sehen, sich in Alveolarmakrophagen vermehren zu können (Horwitz et al. 1980). So ist 

die stark humanpathogene Spezies L. pneumophila SG 1 in der Lage, sich intrazellulär 
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um drei bis vier Logarithmenstufen zu vermehren. Die mäßig humanpathogene Spezies 

L. micdadei zeigt eine weniger ausgeprägte Vermehrungsfähigkeit um etwa eine Loga-

rithmenstufe. Gering oder nur unter bestimmten Bedingungen humanpathogene Spezies 

wie L. longbeachae, L. gormanii und L. steigerwaltii zeigen im In-vitro-Test mit einer 

monozytären Zelllinie eine Abnahme der Bakterienzahl (Neumeister et al. 1997). 

Der Lebenszyklus wurde sowohl in Protozoen als auch in Zellen von Mammalia charak-

terisiert (siehe Abb. 1.3): Nach Inhalation eines erregerhaltigen Aerosols werden Legio-

nellen durch Alveolarmakrophagen phagozytiert (Horwitz 1992). Bellinger-Kawahara et 

al. fanden heraus, dass diesem Vorgang die Fixierung der Komplementkomponente C3 

an das major outer membrane protein (MOMP) der Bakterien vorangeht (Bellinger-

Kawahara et al. 1987, 1990). Payne et al. konnten die Existenz einer Komplement-

Rezeptor-vermittelten Phagozytose zeigen (Payne et al. 1987). Eine Arbeit von Weiss-

gerber et al. zeigt jedoch, dass die pathogenetische Bedeutung der Komplement-

Rezeptor-vermittelten Phagozytose nur gering ist: die Blockierung monozytärer Zellen 

mit Komplement-Rezeptor-spezifischen Antikörpern hat keinen Einfluss auf die Menge 

an phagozytierten Legionellen und Komplement-Rezeptor negative Zellen phagozytie-

ren identische Mengen von L. pneumophila wie Komplement-Rezeptor positive Zellen 

(Weissgerber et al. 2003). 

Bei der Phagozytose von Legionella pneumophila SG 1 wurde über eine spezielle Form 

der Phagozytose, die so genannte Coiling-Phagozytose berichtet. Dabei wickelt sich 

eine Ausstülpung des Makrophagen spiralförmig um das Bakterium, um es aufzuneh-

men. Andere Legionellen werden konventionell phagozytiert (Horwitz 1984; Marra et 

al. 1990). 

Die Phagozytose über Komplementrezeptoren ermöglicht vitalen Erregern, auf eine 

schonende Art und Weise in die Wirtszelle aufgenommen zu werden und gleichzeitig 

den oxidative burst im Phagozyten außer Kraft zu setzen (Horwitz 1992). Die Fähigkeit 

zur Hemmung der intrazellulären Produktion von Sauerstoffradikalen ist gerade für Le-

gionellen sehr wichtig, da sie auf Grund ihrer geringen Katalase-, Glutathionperoxidase- 

und Glutathionreduktase-Aktivität sehr empfindlich gegenüber toxischen Sauerstoffra-

dikalen sind (Locksley et al. 1982). 
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Bei der Phagozytose von L. pneumophila durch Hartmanella vermiformis gelang Ven-

kataraman die Identifizierung eines Rezeptors, welcher Homologie zum Galaktose- und 

N-acetylgalaktosamin (Gal/GalNAc)-inhibitierbaren Lektin von Entamoeba histolytica 

aufweist (siehe Abb. 1.3). Diesem Lektin wird eine Funktion bei der Adhärenz von 

L. pneumophila an H. vermiformis zugeschrieben (Venkataraman et al. 1997). 

 
Abb. 1.3: Lebenszyklus von Legionella pneumophila in Protozoen und humanen Makrophagen nach 
Fields (2002) (Erklärungen im Text) 

Nach der Aufnahme durch konventionelle Phagozytose oder Coiling-Phagozytose liegt 

das Bakterium sowohl in Makrophagen als auch in Amöben in einem Phagosom. Bin-

nen 60 Minuten finden sich dem Phagosom der Legionellen von zytosolischer Seite an-

gelagerte Vesikel (Horwitz 1983a). Nach etwa einer Stunde kann eine Interaktion mit 

Mitochondrien beobachtet werden. Aus der Fusion mit Bestandteilen des ER resultiert 

nach vier bis zwölf Stunden ein Phagosom, das ebenso wie raues ER mit Ribosomen 

besetzt ist und ER-Antigene besitzt (siehe Abb. 1.3) (Horwitz 1983a; Swanson et al. 

1995; Abu Kwaik 1996; Swanson et al. 2000; Tilney et al. 2001; Kagan et al. 2002; Roy 

et al. 2002). L. pneumophila vermehrt sich innerhalb dieses Phagosoms mit einer 

Verdopplungszeit von ca. zwei Stunden während der mid-log-Phase (Horwitz et al. 
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dopplungszeit von ca. zwei Stunden während der mid-log-Phase (Horwitz et al. 1980). 

Während der intrazellulären Vermehrung ist L. pneumophila in der Lage, die Fusion 

von Phagosom mit Monozytenlysosom und die Ansäuerung des Phagosoms zu verhin-

dern (Horwitz 1983b;  Horwitz et al. 1984; Sturgill-Koszycki et al. 2000). Dieser 

Mechanismus scheint eine aktive Leistung der Legionellen darzustellen, da ebenfalls 

durch Coiling-Phagozytose aufgenommene, Formalin-inaktivierte Legionellen die 

Phagolysosomenfusion nicht hemmen, ihr Phagosom angesäuert wird und sie schnell 

innerhalb des Phagolysosoms verdaut werden (Horwitz et al. 1984). Allerdings konnte 

die Hemmung der Phagolysosomenbildung bisher nur für L. pneumophila SG 1 

nachgewiesen werden. Andere Serogruppen und andere Legionellenspezies, die die 

Phagolysosomenbildung nicht hemmen können, vermehren sich – zumindest teilweise – 

trotzdem intrazellulär (Rechnitzer et al. 1989a; O'Connell et al. 1996; Neumeister et al. 

1997). Die intrazelluläre Vermehrung der Legionellen geht mit einer Aminosäure-Depletion 

der Wirtszelle einher, welche die Anhäufung von 3’-5’ Bipyrophosphat (ppGpp) verur-

sacht (siehe Abb. 1.3) (Hammer et al. 1999). Dies erhöht die Bildung des so genannten 

σ-Faktors RpoS, der wiederum die Expressionsrate von Genen der stationären Phase 

erhöht. Diese erleichtern die Infektion von neuen Zellen (Swanson et al. 2000). 

Den finalen Schritt des Infektionszyklus stellt dann der Zelltod mit Freisetzung der Bak-

terien dar (Swanson et al. 2000). In Makrophagen und alveolären Epithelzellen wird 

Zelltod zu einem frühen Zeitpunkt der Infektion durch Apoptose auf mitochondrialem 

Weg (Neumeister et al. 2002), und später auch durch direkte Zytotoxizität (Hagele et al. 

1998; Gao et al. 1999) verursacht. Dagegen konnte bei Acanthamoeba polyphaga und 

Acanthamoeba castellani keine Apoptose induzierende Wirkung bestätigt werden 

(Hagele et al. 1998; Gao et al. 2000). 

1.7.2 Virulenzfaktoren 

Im Laufe der Zeit konnten verschiedene Virulenzfaktoren charakterisiert werden. Es 

handelt sich um von Legionella kodierte Genprodukte, die bei der Wirtszellinvasion 

oder der intrazellulären Vermehrung Bedeutung haben. Die folgende Einteilung beruht 

auf der Übersichtsarbeit von Cianciotto (Cianciotto 2001): 

Strukturen der Legionellen-Oberflächen: 
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• LPS – Das Legionellen-LPS verfügt über einen hohen Prozentsatz verzweigtkettiger 

Fettsäuren und eine hydrophobe O-Kette (Ciesielski et al. 1986; Petitjean et al. 

1990; Mintz et al. 1992).  

•  LipidA hat nur geringe endotoxische Aktivität, die mit einer niedrigen Affinität 

zum CD14-Rezptor von Makrophagen assoziiert ist (Neumeister et al. 1998a); 

jüngst wurde allerdings auch ein Zusammenhang mit intrazellulärem Wachstum und 

Virulenz nachgewiesen (Lüneberg et al. 1998; Lüneberg et al. 2001). 

• rcp (resistance to cationic antimicrobial peptides) – Das Genprodukt modifiziert 

LipidA und erhöht die Virulenz (Robey et al. 2001);  

• Legionellen-Geißeln (Flagellen) spielen eine Adhärenz-unabhängige Rolle bei der 

Wirtszellinvasion (Dietrich et al. 2001). 

• mip (macrophage infectivity potentiator) – Es handelt sich um ein Oberflächenpro-

tein von 24 kDa mit Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivität (Cianciotto et al. 

1989; Fischer et al. 1992; Helbig et al. 2001). 

• pilE kodiert für das Pilin-Protein, dessen mögliche Bedeutung liegt in der Adhärenz, 

es liegt jedoch kein Einfluss auf intrazelluläre Vermehrung vor (Liles et al. 1998). 

Sekretionssysteme und Sekretionsfaktoren: 

• pilD – Genprodukt ist die Prepilin Peptidase, welche über das Typ IV Sekretionssys-

tem sezerniert wird und wichtig für Typ-II-Protein-Sekretion ist (Stone et al. 1998; 

Liles et al. 1999). Über das Typ-II-Protein-Sekretionssystem werden eine Reihe von 

Enzymen sezerniert, dazu gehören die Zink-Metalloprotease, weitere Endo- und E-

xopeptidasen sowie eine PhospholipaseA, die an der Destruktion von befallenen 

Phagozyten beteiligt sind und Lungensurfactant sowie Membranen zerstören 

(Flieger et al. 2000a; Flieger et al. 2000b; Flieger et al. 2001; Rossier et al. 2001). 

• lsp kodiert für ein Typ-II-Sekretionssystem (Hales et al. 1999; Polesky et al. 2001; 

Rossier et al. 2001). 

• icm/dot (intracellular multiplication locus/ defect in organelle trafficking) (Marra et 

al. 1992; Berger et al. 1993) – Es handelt sich um 24 Genloci, die für das Typ-IV-

Sekretionssystem von L. pneumophila kodieren. Es konnten die Sekretionsprodukte 

DotA und RalF identifiziert werden (Nagai et al. 2001; Nagai et al. 2002). Die evo-

lutionsbiologisch-ursprüngliche Funktion des Typ-IV-Sekretionssystems ist der 
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Austausch von Transfer-Plasmiden im Rahmen bakterieller Konjugation. Legionel-

len bedienen sich wahrscheinlich des Typ-IV-Sekretionssystems, um den Protein-

transfer zwischen ihren replikativen Phagosomen und dem Zytoplasma zu erleich-

tern. Für das DotA-Protein konnte eine Porenbildner-Aktivität in Wirtszellmembra-

nen nachgewiesen (Kirby et al. 1998; Vogel et al. 1998; Christie et al. 2000; Swan-

son et al. 2000; Christie 2001); Legionellen-Mutanten ohne DotA-Expression kön-

nen keine Wirtszell-Poren mehr bilden (Coers et al. 2000) 

Periplasmatische und zytosolische Virulenzfaktoren : 

• Katalase-peroxidaseB (KatB) ist nötig für optimale intrazelluläre Infektion 

(Bandyopadhyay et al. 1998). 

Andere Infektionsfördernde Genloci: 

• pmi (protozoan and macrophage infectivity) (Gao et al. 1997), 

• mil (macrophage-specific infectivity) (Gao et al. 1998) und  

• enh, eml, milA sind wichtig für Invasion und Etablierung des replikativen Phago-

soms (Cirillo et al. 2000; Harb et al. 2000) 

Das Fehlen eines der angeführten Genbereiche – mit Ausnahme von pilE – hebt die Fä-

higkeit zur intrazellulären Vermehrung von L. pneumophila SG 1 auf bzw. führt zu ei-

ner Reduzierung und Verzögerung der intrazellulären Vermehrung (Cianciotto et al. 

1990; Cianciotto et al. 1992; Marra et al. 1992; Berger et al. 1993; Gao et al. 1997; Gao 

et al. 1998; Cianciotto 2001). 

Legionellen synthetisieren während ihres intrazellulären Wachstums in Makrophagen 

spezifische Proteine (macrophage induced proteins, MINs) (Yamamoto et al. 1992; 

Abu Kwaik et al. 1993; Susa et al. 1996). Insbesondere der verstärkten Synthese von 

Hitzeschockproteinen (Hsp) und ihrer Expression an der Wirtszelloberfläche dürfte da-

bei eine besondere Bedeutung hinsichtlich der Lyse solcher Zellen durch T-

Lymphozyten zukommen (Weeratna et al. 1994). Hsp60 wird ferner eine Rolle bei der 

Invasion zugeschrieben (Garduno et al. 1998). 

Die Virulenz von Legionellen kann auch durch verschiedene Umweltfaktoren und Wachs-

tumsbedingungen beeinflusst werden. Für die Vermehrung ist z. B. eine ausreichende Be-

reitstellung von Eisen essenziell. Legionellen sezernieren Legiobactin, ein Siderophor 

(Liles et al. 2000). Weitere Gene, welche die Eisenbereitstellung und damit die intrazellu-
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läre Infektion erleichtern, kodieren für eine Methyltransferase (iraA) und einen Eisen-

Peptid-Transporter (iraB) (Viswanathan et al. 2002). Auch die Kulturtemperatur beein-

flusst die Virulenz. Legionellen haben in vitro volle Virulenz bei einer Inkubationstempe-

ratur von 37°C. Siehe dazu Übersicht bei Neumeister (Neumeister 1996). 

Im Gegensatz zur humoralen Immunität kommt der zellvermittelten Immunität ent-

scheidende Bedeutung bei der Abwehr einer Legionelleninfektion zu. Bereits sehr frühe 

Untersuchungen haben gezeigt, dass Lymphozyten von Patienten, die von einer Legio-

nellenpneumonie genasen, nach in-vitro-Kontakt mit Formalin-inaktivierten Legionel-

len sowohl Proliferation ([3H]-Thymidineinbau) als auch Zytokin-Aktivität im Zellkul-

turüberstand zeigten (Plouffe et al. 1981, 1982; Friedman et al. 1983; Horwitz et al. 

1983; Friedman et al. 1984a; Friedman et al. 1984b). Später wurde klar, dass die beo-

bachtete Zytokin-Aktivität im Überstand Antigen-aktivierter Lymphozyten hauptsäch-

lich auf die Produktion von Interferon-γ (IFN-γ) durch diese Lymphozyten zurückzu-

führen war (Bhardwaj et al. 1986; Whitaker Dowling et al. 1986; Jensen et al. 1987; 

Nash et al. 1988; Byrd et al. 1989; Skerrett et al. 1992). Makrophagen, die in vitro durch 

IFN-γ stimuliert wurden, phagozytierten weniger L. pneumophila-Bakterien, vermutlich 

aufgrund verminderter Expression des Komplementrezeptors nach Stimulation. Sie wa-

ren außerdem in der Lage, durch verminderte Expression des Transferrinrezeptors und 

durch Senkung der intrazellulären Ferritinkonzentration die Bereitstellung von Eisen für 

die Legionellen zu beschränken und so die intrazelluläre Multiplikation von 

L. pneumophila zu hemmen. Sie vermochten jedoch nicht, alle intrazellulär gelegenen 

Legionellen auch abzutöten (Byrd et al. 1989) (Gebran et al. 1994a; Gebran et al. 

1994b; Gebran et al. 1994c). Mit L. pneumophila-infizierte Makrophagen sezernieren 

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-�). Die Produktion von TNF-� der Wirtsmakropha-

gen wird durch IFN-γ verstärkt und durch IL-10 gehemmt. TNF-� forciert seinerseits 

autokrin die Makrophagenstimulation, wahrscheinlich über eine Stimulation der endo-

genen NO-Produktion (Blanchard et al. 1989; Summersgill et al. 1992; Matsiota-

Bernard et al. 1993; Brieland et al. 1995; Park et al. 1996). Da aktivierte Makrophagen 

in vitro die intrazelluläre Vermehrung von Legionellen zwar hemmen können, also bak-

teriostatisch wirken, nicht aber Bakterizidie vermitteln, wurden weitere Mechanismen 

zur vollständigen Eradikation der Bakterien postuliert, wie z. B. NK-Zell- oder CD8-T-
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Zell-vermittelte Zytotoxizität (Blanchard et al. 1987b; Blanchard et al. 1988; Resnick et 

al. 1988; Friedman et al. 2002). Einen Beitrag zum Verständnis der möglichen Wirkung 

von NK-Zellen im Rahmen einer Legionellose versucht die vorliegende Arbeit zu leis-

ten.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass für die Begrenzung und Überwindung einer Legi-

onelleninfektion vor allem eine intakte zellvermittelte Immunreaktion notwendig ist, die 

aus dem Zusammenspiel von Antigenpräsentation, Zytokin-vermittelter T-Zell-, 

Makrophagen- und NK-Zell-Aktivierung sowie aus Phagozytose und Chemotaxis der 

neutrophilen Granulozyten besteht. Wird ein Teil dieses Netzwerkes gestört, z. B. durch 

Kortikosteroidtherapie, schwere Grunderkrankungen oder Immunsuppression, besteht eine 

erhöhte Gefährdung hinsichtlich einer Legionelleninfektion. 

 

1.7.3 Reduktion des Major-Histocompatibility-Complex class I 

Noch nicht publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen bei durch L. pneumophila-

infizierten humanen Monozyten nach 48 Stunden Infektionsdauer eine gegenüber unin-

fizierten Monozyten deutlich verminderte Expression der MHC-Klasse-I (sie-

he Abb. 1.4). 

Im Infektionsverlauf ist nach 24 Stunden eine geringe Abnahme der MHC-Klasse-I 

feststellbar, die sich nach 48 Stunden auf die im Histogramm dargestellte Kurvenver-

schiebung (siehe Pfeil in Abb. 1.4) ausweitet. Monozyten, welche mit der apathogenen 

Spezies L. steigerwaltii infiziert worden waren, zeigten dagegen kaum quantitative Ver-

änderungen in ihrem MHC-Klasse-I-Besatz. 
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Abb. 1.4: Überlagertes Histogramm humaner Monozyten; Durchflusszytometrische Analyse der Fluores-
zenz-Aktivität von MHC-Klasse-I spezifischen Antikörpern (x) auf einzelnen Monozyten (y = Anzahl der 
Monozyten); infizierte Monozyten nach 48 Stunden Infektion mit L. pneumophila (freundlicherweise von 
Frau Marion Faigle zur Verfügung gestellt) (zur Darstellungsform „Histogramm“ siehe Kap. 2.6.2). 

 

1.8 Eliminierungsstrategien des humanen Immunsystems für intrazelluläre Er-

reger wie Legionellen 

1.8.1 First line of defence – die natürliche Immunantwort 

Intrazelluläre Erreger wie Legionellen sind der spezifischen Immunabwehr, sei es zellu-

lär via T-Zellen oder humoral via Antikörper, nur eingeschränkt direkt zugänglich. Zu-

mindest existieren bisher kaum detaillierte Kenntnisse über derartige Mechanismen im 

Zusammenhang mit einer L. pneumophila-Infektion (Friedman et al. 2002). Das humane 

Immunsystem ist daher bei der Bekämpfung solcher Erreger in erster Linie auf die an-

geborene, unspezifische oder auch natürliche Immunabwehr angewiesen. Die Wir-

kungsweise des natürlichen Immunsystems ist charakterisiert durch eine unmittelbare, 

nicht verzögerte Antwort mittels co-stimulatorischer Moleküle, einer Aktivierung über 
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genomisch fixierte Rezeptoren und einer perfekten Unterscheidung zwischen ‚eigen’ 

und ‚fremd’ (Janeway et al. 2002). 

Zu den humoralen Komponenten der unspezifischen Abwehr zählen die Komplement-

faktoren, aber auch Zytokine, z. B. Interleukine und Akutphaseproteine (Kayser et al. 

1998). Bei Zytokinen handelt es sich um kleine Proteine von etwa 25kDa, die auf einen 

Aktivierungsreiz hin aus verschiedenen Körperzellen freigesetzt werden und über spezi-

fische Rezeptoren autokrin, parakrin und/ oder endokrin auf Zellen wirken. Sie werden 

in Chemokine und Interleukine unterteilt. Unter Interleukinen (IL) versteht man von 

Leukozyten sezernierte oder auf Leukozyten wirkende Moleküle. 

Die zellulären Bestandteile der natürlichen Immunabwehr wirken entweder über Phago-

zytose von Pathogenen – durch neutrophile und eosinophile Granulozyten oder Mono-

zyten –, über die Lyse infizierter Zellen durch natürliche Killerzellen oder deren Stimu-

lation mittels Effektorzytokinen (Kayser et al. 1998; Janeway 2002). 

 

1.8.2 Phagozytose durch umgewandelte Monozyten  

Monozyten bzw. Makrophagen erkennen Krankheitserreger und sind in der Lage, diese 

in einen Vesikel, genannt Phagosom, aufzunehmen und einzuschließen. Im Anschluss 

an die Phagozytose werden Pathogene durch Verschmelzen präformierter intrazy-

toplasmatischer Vesikel – den Lysosomen – mit dem Phagosom zum Phagolysosom von 

Verdauungsenzymen zerlegt und so unschädlich gemacht. Makrophagen werden z. B. 

durch IFN-γ aktiviert. Dabei werden die Phagolysosombildung erleichtert, die Sauer-

stoffradikalbildung und die Produktion von Stickstoffoxid erhöht und vermehrt TNF-α-

Rezeptoren exprimiert (Janeway 2002). Legionellen überleben insbesondere in nicht 

aktivierten Makrophagen, indem sie die Aktivierung bremsen und die geschilderten 

Prozesse blockieren. Sie sind so genannte Phagozytosequertreiber (siehe Kap. 1.7.1). 

 

1.8.3 Natürliche Killerzellen  

Die klassischen NK-Zellen entstammen der lymphoiden Zelllinie und gelten als Nicht-

T-Nicht-B-Lymphozyten. Nur kurze Erwähnung sollen an dieser Stelle die so genannten 

Natürlichen-Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) finden. Es handelt sich um Subpopulation 
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der T-Lymphozyten, welche sowohl NK-Zell-Rezeptoren als auch T-Zell-Rezeptoren 

exprimieren (Kronenberg et al. 2002). 

  

Anders als T- und B- Lymphozyten, welche die 

Hauptakteure der spezifischen Immunabwehr nach 

Epitoperkennung sind, besteht die Hauptfunktion 

der NK-Zellen in der unspezifischen Abwehr von 

Protozoen und Viren, aber auch von intrazellulären 

Bakterien. Bei Mäusen limitieren NK-Zellen im 

Verlauf einer viralen Infektion die Virusvermeh-

rung in den ersten Tagen, bis etwa ab Tag fünf bis 

sechs CD8-T-Zellen damit beginnen, die infizierten 

Zellen gezielt abzutöten (siehe 

 Abb. 1.5). 

Darüber hinaus sind NK-Zellen auch in der frühen 

Abwehr bakterieller Infektionen durch GRAM- 

positive Bakterien (wie Listerien, Corynebakterien und Staphylokokken), GRAM-

negative (wie Salmonellen, Shigellen, Serratien und Legionellen) sowie Protozoen (wie 

Plasmodien, Toxoplasmen und Leishmanien) involviert. Neben direkten inhibitorischen 

Effekten auf mikrobiologische Pathogene und der immunregulierenden Zytokin-

Produktion spielt bei NK-Zell-Abwehr auch zytolytische Aktivität gegen infizierte Ziel-

zellen eine wichtige Rolle (Bancroft 1993). 

NK-Zellen verfügen über zwei Typen von Rezeptoren zur Erkennung von infizierten 

Zellen. Interaktion mit dem einen Typ löst den Tötungsmechanismus, also die Lyse der 

Zielzelle, aus. Der Rezeptor wird entsprechend ‚aktivierend’ genannt. Zur Gruppe der 

aktivierenden Rezeptoren, welche ein breites Spektrum an Kohlenhydratliganden er-

kennen, gehören calciumbindende C-Typ-Lektine, wie z. B. NKG2D (Bauer et al. 1999; 

Janeway 2002). 

Der zweite Rezeptortyp hemmt die Tötung von unveränderten Körperzellen, er wirkt 

also ‚inhibierend’. Anhand des Aufbaus lassen sich diese inhibitorischen Rezeptoren in 

je zwei Proteinklassen unterteilen: den bei Mäusen vorhandenen C-Typ-Lectinen (Ver-

treter Ly49) und den beim Menschen anzutreffenden Immunglobulinen, welche als kil-

Abb. 1.5: Verlauf der Zytokin-
Produktion, NK-Zell- und T-Zell-
vermittelten Abwehr während einer 
Virusinfektion bei Mäusen aus 
(Janeway 2002) 
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lerhemmende Rezeptoren (killer inhibitory receptors, KIRs) angesprochen werden. Die-

se inhibitorischen Rezeptortypen sind spezifisch für MHC-Klasse-I (Yokoyama et al. 

1993).  An der Interaktion ist seitens der NK-Zellen neben den KIRs ein Heterodimer 

beteiligt, welches aus den beiden C-Typ-Lektinen CD94 und NKG2 gebildet wird. Es 

wird angenommen, dass Zellen mit veränderter MHC-Klasse-I-Expression von NK-

Zellen abgetötet werden, da der Lysemechanismus der NK-Zellen mangels Interaktion 

mit normalen MHC-Klasse-I auf den Zielzellen nicht mehr ausreichend unterbunden 

wird (Janeway 2002). Entscheidend scheinen dabei vor allem quantitative Veränderun-

gen der MHC-Klasse-I-Expression zu sein. Dagegen sind qualitative – also strukturelle 

– Veränderungen der MHC-Klasse-I weniger bedeutsam, da auch unbeladene MHC-

Klasse-I TAP-defizienter Zellen noch einen wirksamem Schutz vor NK-Zell-Lyse bie-

ten (Mandelboim et al. 1996; Natarajan et al. 2002). 

NK-Zellen können zum einen über Kontakt und Perforinfreisetzung zytotoxisch wirken 

und zum anderen über Interleukinfreisetzung (vor allem IFN-γ) nicht-zytotoxische Ef-

fektorfunktionen vermitteln. Anhand von Knockout-Mausmutanten, die kein Perforin 

mehr bilden können, ließ sich feststellen, dass insbesondere nicht-zytopathogene Viren, 

Tumoren, transformierte Zellen, aber auch hochvirulente zytopathogene Viren (z. B. 

Pockenviren) über perforinabhängige Zell-Lyse kontrolliert werden. Nicht-zytolytischen 

Effektormechanismen von NK-Zellen, wie z. B. der IFN-γ-Freisetzung scheint dagegen 

bei der Kontrolle von zytopathischen Viren und intrazellulären Bakterien große Bedeu-

tung zuzukommen (Kayser et al. 1998). Durch Zugabe von IL-2 und IL-12 wurde eine 

Zunahme der zytolytischen Aktivität von NK-Zellen um das Zwanzig- bis Hundertfache 

beobachtet (Henney et al. 1981; Janeway 2002). 

 

1.8.4 Rolle des MHC-Klasse-I: Vergleich von Abwehrstrategien verschiedener Viren und 
Bakterien 

Der major histocompatibility complex (MHC) verdankt seine Entdeckung und Bezeich-

nung Experimenten zur Gewebeverträglichkeit (Histokompatibilität) an Mäusen. Als 

Pendant beim Menschen konnten antigene Strukturen auf Leukozyten ausfindig ge-

macht werden. Da diese human leukocyte antigens (HLA) maßgeblichen Einfluss auf 

die Akzeptanz eines Gewebetransplantats haben, wurden sie MHC genannt (Klein 
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1975). Die HLA werden in zwei Untergruppen von Proteinen – die MHC-Klasse-I-

Moleküle (MHC-Klasse-I) und die MHC-Klasse-II-Moleküle (MHC-Klasse-II) – unter-

teilt. MHC-Klasse-I sind auf nahezu allen Körperzellen vorhanden, während MHC-

Klasse-II vor allem auf lymphohämatopoetischen Zellen, wie z. B. Makrophagen, zu 

finden sind (Kayser et al. 1998). MHC-Klasse-I werden im ER unter Mithilfe der form-

stabilisierenden Chaperone Calnexin und Calreticulin aus einer schweren Kette und β2-

Microglobulin zu einem Heterodimer zusammengesetzt. Die Tertiärstruktur des MHC-

Klasse-I-Komplexes weist eine nach Translokation dem Extrazellulärraum zugewandte 

Tasche auf, was die Beladung mit normalen bzw. mutierten, zelleigenen oder auch mit 

im Proteasom fragmentierten Fremdantigenen gestattet (Berg et al. 2003). Diese frag-

mentierten Fremdantigene stammen aus dem Proteasom und gelangen über spezielle 

TAP-Transporter (transport associated with antigen processing) ins ER, wo sie an der 

ER-Membran in einem Komplex aus MHC-Klasse-I, TAP und Tapasin auf den MHC-

Klasse-I geladen werden. Die mit Fremdantigen beladenen MHC-Klasse-I werden nun 

über den Golgi-Apparat an die Zelloberfläche, ihrer immunologischen Wirkungsstätte, 

transloziert. 

Diese MHC-Klasse-I-vermittelte Antigenpräsentation spielt eine entscheidende Rolle 

bei der unspezifischen Immunabwehr durch NK-Zellen und der spezifischen Immunab-

wehr durch T-Zellen (Maksymowych et al. 2000). Daher haben verschiedene Mikroor-

ganismen Strategien entwickelt, um insbesondere der höchsteffizienten spezifischen T-

Zell-Abwehr durch Reduktion der MHC-Klasse-I auf ihren Wirtszellen zu entgehen. 

Dies wird bei vielen Viren durch eine Blockade der gesamten Proteinsynthese ihrer 

Wirtszelle erreicht. Daneben haben aber einige Mikroorganismen auch spezifische Me-

chanismen entwickelt, um die Antigenpräsentation via MHC-Klasse-I zu vermindern. 

Da es dabei zu einer Pathogenitätszunahme der Keime durch Umgehen immunologi-

scher Abwehr kommt, spricht man in diesem Zusammenhang auch von so genannten 

Immunescape-Mechanismen oder Immunevasion (siehe Tab. 1.2). 
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Tab. 1.2: Immunevasion einiger Mikroorganismen durch Modifikation der Antigenpräsentation über 
MHC-Klasse-I auf humanen Zellen 

Mikroorganismus Modifikation der MHC-Klasse-I-
Antigenpräsentation  

Referenz 

Viren  
Herpes simplex virus  ICP47-Protein � bindet an TAP und blo-

ckiert die Protein-bindende Domäne des 
Transporters 

(York et al. 1994; Hill et al. 
1995; Ahn et al. 1996b; Toma-
zin et al. 1996) 

• Glykoprotein (gp) UL18: Homolog der 
schweren Kette der MHC-Klasse-I, MHC-
Klasse-I mit gpUL18 inhibieren NK-
Zellen mediierte Zielzelllyse 

(Reyburn et al. 1997) 

• US3 hält MHC-Klasse-I im ER zurück � 
Translokationsstop 

(Ahn et al. 1996a) 

• US2 und US11 Rücktransport von MHC-
Klasse-I vom ER ins Zytosol � Abbau im 
Proteasom 

(Wiertz et al. 1996a; Wiertz et 
al. 1996b) 

• pp65 � phosphoryliert CMV-Antigene 
�Proteolysestop 

(Gilbert et al. 1996) 

Humanes Cytomegalie 
Virus 

• US6 � bindet an TAP und blockt Peptid 
Import 

(Ahn et al. 1997) 

Adenoviren E3/19kDa-Genprodukt � Translokationsstop 
für MHC-Klasse-I vom ER in Golgi-Apparat 
und Expressionsstop von MHC-Klasse-I 
durch TAP-Bindung als Tapasin-Inhibitor 

(Bennett et al. 1999) 

Eppstein Barr Virus EBNA-1 � Inhibition der Antigen-
Prozessierung  

(Levitskaya et al. 1995) 

• Vpu � Inhibition der MHC-Klasse-I-
Assemblierung 

(Kerkau et al. 1997) Human Immunodefi-
ciency Virus 

• Nef � Inhibition der MHC-Klasse-I-
Expression 

(Piguet et al. 1999) 

Bakterien 
• Inhibition der MHC-Klasse-I-

Expression durch Abbau des Transskrip-
tionsfaktors RFX5 

(Zhong et al. 2000) Chlamydia trachoma-
tis 

• Inhibition der MHC-Klasse-I-
Expression bei infizierten humanen Mo-
nozyten durch Sekretion von IL-10 

(Caspar-Bauguil et al. 2000) 

Am Maus-Modell wurde auch für Toxoplasma gondii (Luder et al. 1998), Listeria monocy-

togenes (Schuller et al. 1998) und Leishmania donovani (Reiner et al. 1987) eine Inhibiti-

on der MHC-Klasse-I-Expression beschrieben. 
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1.9 Fragestellung 

 

MHC-Klasse-I haben zwei wesentliche Funktionen. Zum einen vermitteln sie spezifisch 

– über Präsentation von Fremdantigenen – die Erkennung von infizierten Zellen durch 

zytotoxische CD8-T-Zellen. Zum anderen führt eine veränderte Expression unspezifisch 

zu einer Aktivierung von NK-Zellen über KIRs. 

Aus Kap. 1.8.4 geht die Bedeutung von MHC-Klasse-I bei der Pathogenese vieler Mik-

roorganismen hervor. Versuche aus unserer Arbeitsgruppe zeigen auch für 

L. pneumophila eine Reduktion der MHC-Klasse-I-Expression humaner Makrophagen. 

Diese Veränderung ist bei Infektion mit nichtreplikativen Legionellenspezies nicht fest-

stellbar und daher offenbar virulenzabhängig. Zur Rolle der CD8-T-Zell-Antwort bei 

einer Legionellose liegen bisher keine Erkenntnisse vor. Es liegt nahe, dass die beo-

bachtete Reduktion der MHC-Klasse-I-Expression der Monozyten der Grund für die 

Ineffektivität der zytotoxischen T-Zell-Abwehr bei einer Legionellose sein könnte. Eine 

weitere Folge der Reduktion von MHC-Klasse-I könnte die Aktivierung von NK-Zellen 

sein, welche dann die Infektion begrenzen. 

Zur Klärung der Frage, welche Bedeutung diesem Mechanismus bei der Pathogenese 

der Legionärskrankheit zukommt, wurde in der vorliegenden Arbeit die Aktivierung 

von NK-Zellen bei Koinkubation mit L. pneumophila-infizierten humanen Monozyten 

untersucht. Als Indikator der NK-Zell-Aktivität wurde das wichtige Effektorzytokin 

IFN-γ in einem intrazellulären Zytokinassay bestimmt. Ziel der Arbeit war die Klärung 

folgender zwei Fragen:  

• Gibt es eine IFN-γ-Antwort von NK-Zellen bei Koinkubation mit durch 

L. pneumophila-infizierten humanen Monozyten? Wenn ja: 

• Korreliert die IFN-γ-Sekretion der NK-Zellen mit der MHC-Klasse-I-Reduktion 

auf koinkubierten Zielzellen? 

Untersucht wird damit die Hypothese, dass die beobachtete MHC-Klasse-I-Reduktion 

auf Monozyten noch nicht ausreicht, um bei koinkubierten NK-Zellen eine relevante 

Stimulation zu bewirken. Mithin würde auch L. pneumophila durch Modifikation der 

MHC-Klasse-I einen Immunevasionsmechanismus aufweisen. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Legionellen 

2.1.1 Materialien und Chemikalien  

Es kamen zwei verschiedene Spezies der Legionellaceae zum Einsatz:  

• L. pneumophila SG 1 Pontiac (L1P) (freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

von Prof. Dr. Gotthardt Ruckdeschel/Universität München) 

• L. steigerwaltii (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. B. 

Fields/CDC/Atlanta/USA) 

 

Für die Anzucht und Kultur der Legionellen wurden folgende Materialien und Chemi-

kalien eingesetzt (siehe Tab. 2.1). 

Tab. 2.1: Materialien und Chemikalien zur Legionellenanzucht 

Materialien/ Chemikalien Hersteller 

Lysiertes Pferdeblut 

Hefeextract 

Legionella-Agar-Basis CM 655 

Legionella-Wachstumssupplement 

Columbia-Blutagar (Kontroll-Agar) 

Oxoid, Wesel, Deutschland 

Impfschlingen, 10 µl Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Petrischalen (Durchmesser 9 cm) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

 

2.1.2 Legionellenmedien  

Zusammensetzung des BCYEα-Agars nach Edelstein (Edelstein 1981, 1982): 

 

25 g Legionellen-Agar-Basis CM655 wurden in 900 ml Aqua dest. gelöst und 15 min 

bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkühlen wurde das Wachstumssupplement, das aus 

10 g N-2-Acetamino-2aminothane-sulphonic-acid (ACES), 0,25 g Eisenpyrophosphat, 
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0,4 g L-Cystein und 1,0 g α-Ketoglutarat besteht, in 100 ml Aqua dest. gelöst und steril 

filtriert zugegeben. 

 

Zusammensetzung der BYE-Bouillon nach Edelstein (Edelstein 1981) (Edelstein 1982):  

 

1 g Hefeextrakt wurde in 1 l Aqua dest. gelöst und 15 min. bei 121°C autoklaviert. Da-

nach wurde Wachstumssupplement, bestehend aus 0,2 g L-Cystein, 0,125 g Eisenpy-

rophosphat, 0,5 g α-Ketoglutarat und 1,0 g KOH (pH-Einstellung auf 6,9) zugegeben. 

Die gesamte Bouillon wurde anschließend steril filtriert und portioniert.  

 

2.1.3 Legionellenkultur  

Aus einer bei -70°C in lysiertem Pferdeblut eingefrorenen Legionellen Vorratslösung 

wurden die für die Versuche benötigten Stämme durch schnelles Erwärmen aufgetaut, 

unter sterilen Bedingungen auf eine BCYE-Platte gegeben und mit einer Einmalimpföse 

verteilt. Die so beimpften BCYE-Platten wurden 2 bis 4 Tage bei 37°C, 90 % Luft-

feuchtigkeit und 5 % CO2 bebrütet. Danach wurde je eine Subkultur als 3-Ösen-

Ausstrich hergestellt und erneut 4 bis 7 Tage bebrütet. Hierauf konnten die Legionellen 

für den Infektionsversuch verwendet werden. Als Kontrolle der Reinkultur diente eine 

Subkultur auf Columbia-Blutagar, auf welchem zwar eventuelle Kontaminanten, jedoch 

keine Legionellen wachsen konnten.  

 

2.2 Zellkultur der K-562-Zelllinie 

2.2.1 Geräte und Materialien 

Für die Zellkultur der K-562-Zellen kamen die in Tab. 2.2 und 2.3 gelisteten Geräte und 

Materialien zum Einsatz. 

Tab. 2.2: Geräte 

Technische Geräte Hersteller 

Zentrifuge (TI-6)  Beckmann, München, Deutschland 

CO2 Water-Jacket-Incubator Multimed Wicker, Kirchheim unter Teck, Deutschland 
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Sterile Werkbank  Kendro, Langenselbold, Deutschland 

Lichtmikroskop Zeiss, Jena, Deutschland 

Vortex  Bender und Holbein, Zürich, Schweiz 

Pipettboy  Hirschmann, Neckartenzlingen, Deutschland 

Invertmikroskop IMT-2  Olympus, Hamburg, Deutschland 

Tab. 2.3: Materialien 

Materialien Hersteller 

50 ml-Röhrchen  Falcon, BectonDickinson, Heidelberg, Deutschland 

Zellkulturflaschen 75 cm2 Costar, Bodenheim, Deutschland 

Trypanblau (0,4 %) Sigma, München, Deutschland  

 

2.2.2 Chemikalien  

Die für die K-562-Zellkultur verwendeten Chemikalien sind in Tab. 2.4 dargestellt. 

Tab. 2.4: Chemikalien  

Chemikalien Hersteller 

RPMI 1640-Nährmedium mit 25mm Hepes 

Buffer, ohne L-Glutamin  

L-Glutamin 10 % 

Fötales Kälberserum (Myoclone plus) (FCS) 

OPI-Supplement (Oxalat, Pyruvat und Insulin) 

Nicht essenzielle Aminosäuren 100X  

(enthält: L-Alanin, L-Asparaginsäure, L-

Glutaminsäure, Glycin, L-Prolin, L-Serin)  

Gibco, Eggenstein, Deutschland  

 

2.2.3 Kulturmedium  

Die Anzucht und Kultivierung der K-562-Zellen erfolgte in RPMI-1640-Medium mit 

folgenden Zusätzen:  

- 10 % fötales Kälberserum (FCS) (Myoclone plus, 0,5 h bei 56° im Was-

serbad inaktiviert) 

- 1 % Glutamin  
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- 1 % nicht essenzielle Aminosäuren 

- 1 % OPI-Supplement (Oxalacetat 1 mmol, Pyruvat 1 mmol, Insulin 

9 µg/ml)  

2.2.4 Kultur  

Die K-562-Zellen wurden als Zellsuspension bei 37°C und 5,0 % CO2 [V/V] Zellkultur-

flaschen kultiviert. Die Zellen wurden mindestens einmal pro Woche umgesetzt und 

zwei Tage vor Koinkubation mit NK-Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert.  

 

2.2.5 Passage  

Nach einer Bebrütungszeit von maximal sieben Tagen wurde der Inhalt einer Zellkultur-

flasche nach Prüfung auf Kontamination im Lichtmikroskop in ein steriles 50 ml Fal-

con-Röhrchen pipettiert und 10 min bei 250 x g (g=9,81m/s2) zentrifugiert. Nach Ab-

nahme des Überstandes wurden die pelletierten Zellen in 5 ml Kulturmedium resuspen-

diert. Anschließend wurden je 1 ml der Zellsuspension mit je 24 ml Kulturmedium in 

frische Kulturflaschen pipettiert. Beim jedem Umsetzen wurde ein Teil der Mutterlö-

sung auf einer Blutagarplatte zur Prüfung auf Kontamination ausgestrichen und im In-

kubator bei 37°C und 5,0 % CO2 [V/V] inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Platten 

auf Kontamination kontrolliert. 

2.3 Zellisolationen 

2.3.1 Geräte und Materialien  

Sowohl die Effektorzellen, also die natürlichen Killerzellen, als auch die Targetzellen, 

also die Monozyten wurden aus so genannten Buffy Coats, d. h. aus den leukozytären 

Restzellen aus 500 ml Frischblut isoliert. Bei den Zellisolationen kamen außer den in 

Tab. 2.2 und 2.3 aufgelisteten Geräten und Materialien folgende Utensilien zum Ein-

satz:  

Tab. 2.5: Geräte und Materialien für die Zellisolation  

Geräte und Materialien Hersteller 

Transferpette-8 Brand, Wertheim, Deutschland 
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DPC MicroMix 5 Promega, Mannheim, Deutschland 

Vortex 

Neubauer-Zählkammer 

Bender und Hobein, Zürich, Schweiz 

Einmal-Pipetten  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Falcon Tubes 2095, 15 ml, Polypropylene 

Falcon Röhrchen 2052, Polystyrene max. 5 ml 

Falcon, BectonDickinson, Heidelberg, 

Deutschland 

Eppendorf-Cup, 2 ml, safelock Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 

2.3.2 Chemikalien 

Außer den in Tab. 2.4 aufgeführten Chemikalien kamen bei den Isolationen folgende 

Chemikalien zum Einsatz:  

Tab. 2.6: Chemikalien für die Isolation 

Chemikalien Hersteller 

Destilliertes Wasser (Aqua dest.), Zellkultur getestet 

Phosphat buffered Saline (PBS)  

Gibco, Eggenstein, Deutschland 

Cell Negativ Isolation Kit/NK-Zellen  Dynal, Hamburg, Deutschland 

Negative Cell Isolation Kit/Monozyten 

Negative Cell Isolation Kit/NK-Zellen 

Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-

land 

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma, München, Deutschland 

LSM1077-Lymphozytentrennmedium PAA, Cölbe, Deutschland 

 

2.3.3 Isolation von peripheren mononukleären Zellen aus dem Buffy Coat  

Die verwendeten Buffy Coats stammten von gesunden Spendern der Abteilung für 

Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Tübingen, welche schriftlich ihr Ein-

verständnis für eine Verwendung ihrer Leukozyten für wissenschaftliche Zwecke erteilt 

hatten. Das Vollblut wurde mit CPD-SAG-Mannitol vermischt und nach Separation von 

Erythrozyten und Plasma zum Buffy Coat verarbeitet.  

Ein Buffy Coat enthält die auf 50 ml konzentrierten Leukozyten aus einem halben Liter 

Frischblut. Zuerst wurde dieses Zellkonzentrat in 50 ml-Röhrchen gefüllt und 1:1 mit 
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Phosphat buffered Saline (PBS) verdünnt. Dann wurden jeweils 25 ml des Gemisches in 

50 ml Röhrchen über 20 ml Lymphozytenseperationsmedium geschichtet. Durch die 

sich anschließende Zentrifugation bei 1000 x g für 20 min wurden die in der Interphase 

zwischen Seperationsmedium und Plasma verbleibenden mononukleären Zellen (pe-

ripheral blood mononuclear cells, PBMC) von den pelletierten Erythrozyten getrennt.  

Die separat abgeernteten PBMCs wurden dreimal mit PBS gewaschen und bei 

400 ,180 ,100 x g zentrifugiert. Da diesen niedrigen Geschwindigkeiten nur die PBMCs 

nicht aber die Thrombozyten pelletiert werden, verblieb ein Großteil Thrombozyten im 

Überstand und wurde mit diesem abgegossen. 

Die in PBS resuspendierten PBMC wurden dann mithilfe der Zählkammer quantifiziert 

und für die beiden Isolationen aliquotiert. Die Ausbeute aus einem Buffy Coat schwank-

te in der Regel zwischen 5-9 x 108 Zellen. 

 

2.3.4 Isolation von Natürlichen Killerzellen aus PBMC 

Für die NK-Zellisolation wurden Isolationskits von Dynal bzw. Miltenyi verwendet. 

Das dabei angewandte Prinzip der Negativ-Depletion beruht auf der magnetischen Ent-

fernung unerwünschter Zellen aus einer Zellsuspension. Möglich wird dies durch die 

Bindung der nicht benötigten Zellen an Antikörper, welche mit magnetisch-aktiven Kü-

gelchen (beads) gekoppelt sind. 

Zur Zellsuspension mit den PBMC wurde ein Antikörper-Cocktail gegeben, der Anti-

körper enthielt, welche gegen charakteristische CD-Moleküle der unerwünschten Zell-

populationen gerichtet waren. Nach Auswaschung des Antikörper-Cocktails wurde in 

einem zweiten Schritt mit einem weiteren Antikörper inkubiert, der gegen den Fc-Teil 

des ersten Antikörpers gerichtet war und ein magnetisch aktives Konjugat trug. Durch 

Verwendung eines Magneten konnten nun die markierten Zellen über beads-gekoppelte 

Antikörper depletiert, also entfernt werden. Übrig blieb die erwünschte Zellpopulation, 

deren garantierter Reinheitsgrad mind. 80 % betrug (Romani et al. 1996). Da der Anteil 

der NK-Zellen an allen PBMC ca. 5 % beträgt, wurde entsprechend dem jeweiligen 

Versuchsansatz das Zwanzigfache der benötigten NK-Zell-Menge an PBMC für die 

Isolation eingesetzt. Für die Miltenyi-Isolation wurden die PBMC zunächst in 80 µ l 
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Puffer (PBS von Gibco, Eggenstein, Deutschland mit 0,5 % BSA) je  eingesetzte 107 

Zellen in 50 ml-Röhrchen resuspendiert. Dazu wurden 20 µl des Antikörper-Cocktails 

je 107 Zellen gegeben. Nun wurde 10 min bei 6°C inkubiert. Danach wurden die Anti-

körper in 2 Waschschritten durch Spülen mit 35 ml Puffer, Zentrifugieren bei 400 x g 

für 10 min und Abgießen des Überstandes entfernt. Nun wurden je 20 µl beads-

gekoppelte Antikörper und 80 µl Puffer pro 107 Zellen hinzugegeben. Nach 15 min In-

kubation bei 6°C wurden die beads-gekoppelten Antikörper in einem Waschschritt ent-

fernt. Die Zellen wurden nun mit 500 µl Puffer je 108 Zellen resuspendiert und über Va-

rioMACS-Säulen von Miltenyi in dem dazugehörigen Magneten von den unerwünsch-

ten, beads-markierten Zellen befreit. Nachdem die Zellsuspension die Säulen durchlau-

fen hatte, enthielt sie vor allem NK-Zellen, welche dann nochmals bei 400 x g zentrifu-

giert wurden. 

Bei Verwendung des Dynal-Isolationskits wurden die Zellen in 100 µl Puffer (PBS mit 

0,1 % BSA), 20 µl FCS und 20 µl Antikörper-Cocktail je 107 Zellen resuspendiert und 

für 10 min bei 6°C inkubiert. Danach wurden die Antikörper in 2 Waschschritten durch 

Spülen mit 35 ml Puffer, Zentrifugieren bei 500 x g für 8 min und Abgießen des Über-

standes entfernt. Nun wurden 0,95 ml Puffer und 50 µl beads-gekoppelte Antikörper je 

107 Zellen hinzugegeben. Nach 10 min Inkubation bei 6°C wurde die Zellsuspension 

resuspendiert und mit 500 µl Puffer je 107 Zellen aufgefüllt. Die Röhrchen wurden nun 

in den entsprechenden Magnet von Dynal gestellt. Nach 2 min wurde die Zellsuspensi-

on in ein weiteres leeres Röhrchen im Magnet umpipettiert. Nach weiteren 2 min wurde 

die nun reine NK-Zellsuspension abpipettiert und bei 400 x g für 10 min zentrifugiert. 

Die so isolierten NK-Zellen wurden in Kulturmedium (siehe Kap. 2.2.3) resuspendiert 

und in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5,0 % CO2 [V/V] inkubiert. 

 

2.3.5 Isolation von Monozyten aus PBMC  

Für die Isolierung der Monozyten wurde ein Isolationskit von Miltenyi verwendet (zum 

Prinzip der Negativ-Depletion siehe Kap. 2.3.4). 

Der Monozyten-Anteil an allen PBMC liegt bei ca. 30 %. Entsprechend wurde etwa das 

3,5fache der benötigten Monozyten-Menge an PBMC für die Isolation eingesetzt. Die 

präparierten PBMC wurden zunächst in 80 µl Puffer (PBS mit 0,5 % BSA) je eingesetz-
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te Zellen in 50 ml-Röhrchen resuspendiert. Dazu wurden 20 µl des Antikörper-Cocktail 

je 107 Zellen gegeben. Nun wurde 10 min bei 6°C inkubiert. Danach wurden die Anti-

körper in 2 Waschschritten durch Spülen mit 35 ml Puffer, Zentrifugieren bei 400 x g 

für 10 min und Abgießen des Überstandes entfernt. Nun wurden je 20 µl beads-

gekoppelte Antikörper und 80 µl Puffer pro 107 Zellen hinzugegeben. Nach 15 min In-

kubation bei 6°C wurden die beads-gekoppelten Antikörper in einem Waschschritt ent-

fernt. Die Zellen wurden nun mit 500 µl Puffer je 108 Zellen resuspendiert und über Va-

rioMACS-Säulen von Miltenyi in dem dazugehörigen Magneten von den unerwünsch-

ten, beads-markierten Zellen befreit. Nachdem die Zellsuspension die Säulen durchlau-

fen hatte, enthielt sie vor allem Monozyten, welche dann nochmals bei 400 x g zentrifu-

giert wurden. 

Die so isolierten Monozyten wurden in Kulturmedium (siehe Kap. 2.2.3) resuspendiert 

und bei 37°C und 5,0 % CO2 [V/V] inkubiert. 

 

2.4 Infektion der Monozyten und Aktivierung der Natürlichen Ki llerzellen  

2.4.1 Geräte, Materialien und Chemikalien  

Für die Infektion benötigte Geräte und Materialien siehe Tab. 2.7 und 2.8.  

Tab. 2.7: Geräte für die Infektion  

Geräte Hersteller 

Ultrospec 2000 Pharmacia, Freiburg, Deutschland 

Tab. 2.8: Materialien und Chemikalien für die Infektion  

Materialien/ Chemikalien Hersteller 

Küvette  Sarstedt, Nürnberg, Deutschland 

Gentamycin 50 mg/ml Gibco, Eggenstein, Deutschland 

Interleukin-2, Humanes, rekombinantes Sigma, München, Deutschland 

6-Well-Platte Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

 

2.4.2 Infektionsmedium 

Für die Infektion wurde Kulturmedium (siehe Kap. 2.2.3) ohne FCS-Zusatz verwandt. 
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2.4.3 Infektion und Aktivierung 

Die erste Charge der Monozyten wurde innerhalb von höchstens 12 h nach Isolation mit 

Legionellen infiziert (Infektionszeitpunkt 1). Dazu wurden ca. 5 Tage alte Legionellen 

von BCYE-Agar in RPMI resuspendiert und im Fotometer auf eine optische Dichte von 

0,2 (+/-0,02) bei 578 nm eingestellt. Bei diesem Extinktionswert enthält die Suspension 

ca. 3x108 koloniebildende Einheiten. Gemäß der Menge der zu infizierenden Monozyten 

wurden Aliquots entsprechender Volumina entnommen und separat bei 1000 x g für 

15 min zentrifugiert, aufgeschüttelt und in 1,5 ml Infektionsmedium resuspendiert.  

Die zu infizierenden Monozyten wurden mit 400 x g zentrifugiert. Nach dem Dekantie-

ren des Überstandes und behutsamem Vortexen wurden die resuspendierten Legionellen 

zugegeben. Daraufhin wurden die Ansätze in eine sterile 6-Loch-Platte pipettiert und 

bei 37°C und 5 % [V/V] für 2 h inkubiert. Nun wurden zu jedem Ansatz 4,5 ml einer 

Lösung von in RPMI gelöstem Gentamycin mit einer Konzentration von c = 100 цg/ml 

zugegeben und eine weitere Stunde inkubiert.  

Anschließend wurden die Kavitäten der Lochplatte mit RPMI gespült und die Suspensi-

on in zwei Waschschritten inklusive zehnminütigem Zentrifugieren bei 400 x g vom 

Gentamycin befreit. Anschließend wurden die infizierten Zellen wieder in Kulturmedi-

um resuspendiert und inkubiert.  

Aufgrund der Variation der Infektionsdosis von einmal 10 Bakterien pro Monozyt 

(10:1) und einem alternativen Ansatz mit einem 1:1-Verhältnis wurden jeweils bis zu 2 

Aliquots je Infektionszeitpunkt benötigt. Die Ansätze des ersten Infektionszeitpunktes 

wurden 48 h lang inkubiert. 24 h später wurde eine weitere Charge von Monozyten infi-

ziert (Infektionszeitpunkt 2), welche nach Infektion zusammen mit den anderen Ansät-

zen noch 24 h Inkubationszeit hatte. Die Infektionen wurden mit L. pneumophila SG 1 

pontiac (L1P) durchgeführt. Da apathogene Legionellen bei infizierten humanen Mono-

zyten zu keiner nennenswerten Reduktion der MHC-Klasse-I auf der Oberfläche führen, 

wurden zu Vergleichszwecken zum Infektionszeitpunkt 1 auch ein Teil der Monozyten 

mit der bisher nicht als humanpathogen bekannten Spezies L. steigerwaltii im Verhält-

nis 10:1 infiziert. Eine zeitliche Übersicht über die verschiedenen Etappen der 

Zellprozessierung bietet Tab. 2.9. 
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 Zeit 
in h 

Zellpräparationen 

Monozyten 

Splitting 
  
 

Zellisolation 
aus Buffy Coat 
 

Ca. 
-12 

iMo10/48 iMo1/48 iMo10/24 iMo1/24 iMo10/48st Mo 

NK-
Zellen 

Infektion 1 
mit L1P 

X X - - - - 

Infektion mit 
L. steigerwaltii 

- - - - X - 

- 

Aktivierung 
mit IL-2 

0 

- X 

Infektion 2 
mit L1P 

24 - - X X - - - 

Ansatz der  
Koinkubation 

48 X X X X X X X 

Koinkubation 48+ 
1-24 

X X X X X X X 

� Danach: Antikörpermarkierung und FACS-Analyse 

Tab. 2.9: Zeitlicher Versuchsablauf. Nicht dargestellt ist die Prozessierung der K-562, die zum Koinkuba-
tionszeitpunkt aufbereitet und verwendet wurden. 

Legende: iMo10/48 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer; 
 iMo1/48 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo10/24 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo1/24 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo10/48st - 10:1-L.steigerwaltii-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 Mo  - uninfizierte Monozyten. 

Zum Infektionszeitpunkt wurde die NK-Zellsuspension mit 250 U/ml IL-2 angereichert. 

Aus den NK-Zellen wurden also durch IL-2-Aktivierung so genannte Lymphokin-

aktivierte-Killerzellen (LAK). Mit diesem gestaffelten Vorgehen waren 48 h nach In-

fektionszeitpunkt 1 alle benötigen Monozytenansätze sowie die aktivierten NK-Zellen 

von einem Spender (autologes System) aufgearbeitet. 

Bei den Versuchen zur Dosisbestimmung der IL-2-Aktivierung wurden ebenfalls 48 h 

vor dem Ansatz der Koinkubation mehrere Fraktionen von NK-Zellen mit unterschied-

lichen Dosen von rekombinantem Interleukin-2 (0, 100, 250, 500 U/ml) supplementiert. 

 

2.5 Ansatz der Koinkubation und Antikörpermarkierung  

2.5.1 Geräte und Materialien 

Es kamen die in Tab. 2.10 aufgeführten Geräte und Materialien zur Anwendung. 
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Tab. 2.10: Geräte und Materialien zum Versuchsansatz 

Geräte/Materialien Hersteller 

FACScan BectonDickinson, Heidelberg, Deutschland 

Power MAC G4 AppleMacintosh, Cork, Irland 

DPC MicroMix5  Promega, Mannheim, Deutschland  

Transferpette-8 Brand, Wertheim, Deutschland 

Eppendorf-Cup, 2 ml, safelock Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Falcon Röhrchen2052, Polystyrene 5 ml Falcon, BectonDickinson, Heidelberg, Deutschland 

96-well-plate Costar, Cambridge, Vereinigte Staaten von Amerika 

MS1-Minishaker  Roth, Karlsruhe, Deutschland  

2.5.2 Chemikalien 

Folgende Chemikalien und Antikörper kamen zur Anwendung (siehe Tab. 2.11): 

Tab. 2.11: Chemikalien und Antikörper  

Chemikalien Hersteller 

Türckslösung 

Trypanblau (0,4 %) 

Ionomycin, Calcium Salt (I-0634) 

Sigma, München, Deutschland 

Cytofix/Cytoperm PlusTM (with GolgiStopTMTM) PharMingen/BD, Heidelberg, 

Deutschland 

Anti-CD3-PerCP (Perinidin Chlorophyll Protein) (No.345766) 

Anti-IgG1-PerCP (No.345817) 

Anti-IFN-γ-FITC (Fluorescein Isothiocyanat) (No.554700) 

Anti-IgG1-FITC(No.554679) 

BectonDickinson, Heidelberg, 

Deutschland 

 

Mouse Anti Human CD56:RPE (R.Phycoerythrin)  

Mouse IgG2b NEGATIVE CONTROL:RPE  

Mouse Anti Human CD69:FITC 

Mouse IgG2a NEGATIVE CONTROL:FITC 

Serotec, Düsseldorf, Deutschland 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Sigma, München, Deutschland 
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2.5.3 Einstellen der Zellzahl, Vitaliätsprüfung und Koinkubat ion  

Die Effektorzellen, also die NK-Zellen, wurden vor der Koinkubation mittels Try-

panblau-Färbung auf ihre Vitalität getestet. Dabei färben sich solche Zellen an, die nicht 

mehr stoffwechselaktiv sind. Es wurden jeweils 100 Zellen in drei Eckquadraten ausge-

zählt und der Anteil der blaugefärbten Zellen an 100 gemittelt. Zur Ermittlung des An-

teils vitaler Zellen wurde dieser Mittelwert von 100 % subtrahiert. 

Danach wurden sowohl NK-Zellen als auch Monozyten bei 250 x g für 10 min zentrifu-

giert und in Kulturmedium resuspendiert. Die Zellzahl dieser Suspensionen wurde nach 

Auszählen in einer Neubauer-Zählkammer auf 2 x 106/ml eingestellt. Die K-562 wurden 

bei 200 x g für 10 min zentrifugiert und nun in Kulturmedium auf eine Zelldichte von 

1 x 106/ml eingestellt. Alle Targetzellen (uninfizierte und infizierte Monozyten sowie 

K-562) wurden vor der Koinkubation mit einer Dosis von 30 Gy mit γ-Strahlung be-

strahlt, um die Alloreaktivität auf ein Minimum zu reduzieren (Uberti et al. 1992). Da-

mit wurden eventuelle kompensatorische Gegenregulationen – insbesondere der Mono-

zyten – welche zu einer Verminderung der IFN-γ-Anwort der NK-Zellen führen kön-

nen, reduziert. Die natürlichen Killerzellen wurden nun mit den verschiedenen Target-

zellen in eine 96-well-Platte zusammenpipettiert. Dabei kamen jeweils 120 µl von Ef-

fektor- und Targetzellen in ein well. Das Verhältnis NK-Zellen:Monozyten betrug je-

weils 1:1 und das Verhältnis NK-Zellen:K-562 1,5:1 betrug, sodass pro well 2,4 x 105 

NK-Zellen und Monozyten und in den K-562-Ansätzen entsprechend 1,6 x 105 Tumor-

zellen eingesetzt wurden. Bei den Tumorzellen der Linie K-562 handelt es sich um Zel-

len mit einem Vielfachen des Durchmessers von NK-Zellen. Aus sterischen Gründen 

wurde daher ein Verhältnis von NK-Zellen/K-562 von 1,5:1 etabliert. Der für den intra-

zellulären Zytokin-Nachweis essenzielle Proteinexportstop wurde gemäß der Anleitung 

von BectonDickinson für den ‚Cytofix/Cytoperm PlusTM (with GolgiStopTM)-Kit’ durch 

Zugabe von 1,6 µl Monensinlösung mit einer Endkonzentration c = 1,3 µM im well be-

werkstelligt. Zur maximalen Stimulation der NK-Zellen wurden einem gesonderten An-

satz statt einer Targetzellsuspension 120 µl Kulturmedium, 6,25 µl PMA-Lösung sowie 

2,5 µl einer Ionomycin-Lösung zugegeben. Die finalen Konzentrationen im well betru-

gen damit für PMA c = 25 ng/ml und für Ionomycin c = 2 µg/ml (Mendes et al. 2000). 

Zur Kontrolle wurden sämtliche Versuchsansätze doppelt durchgeführt. Um den Verlauf 
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der IFN-γ-Produktion nach verschiedenen Koinkubationszeitpunkten darstellen zu kön-

nen (nach 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24 h), wurden entsprechend viele Ansätze pipettiert. 

Die anschließende Koinkubation erfolgte bei 37°C und 5 % [V/V] im Inkubator. Die 

einzelnen Ansätze wurden nach Ablauf ihrer jeweiligen Koinkubationsdauer in eine 

andere 96-well-Platte umpipettiert. Dabei wurde jeder Ansatz in 2 Fraktionen aufgeteilt, 

wovon jeweils eine mit spezifischen Antikörpern und eine mit den entsprechenden Iso-

typ-Antikörpern markiert wurde (zur Isotypkontrolle siehe Kap. 2.5.4). Die für die Do-

sierung der Antikörper entscheidende Gesamtzellzahl betrug nach dieser Auftrennung 

insgesamt maximal 2,4 x 105 Zellen pro well. Zur Kontrolle der Basalsekretion der NK-

Zellen an IFN-γ ohne Stimulus wurden auch unsimulierte NK-Zellen angesetzt. Um den 

Stimulationseffekt der infizierten Monozyten von einer möglichen direkten Stimulation 

durch freie Bakterien abgrenzen zu können, wurden zu einigen NK-Zell-Ansätzen zum 

Zeitpunkt der Koinkubation statt Targetzellen eine Bakteriensuspension mit 2,4 x 106  

bwz. 2,4 x 107 L1P, also etwa dem 10fachen bzw. 100fachen der NK-Zellzahl, zugege-

ben.  

2.5.4 Intrazellulärer Zytokinassay 

Die Zellen wurden nun gemäß dem Protokoll des ‚Cytofix/Cytoperm PlusTM (with Gol-

giStopTM)-Kit’ von BectonDickinson in einem Mehrschritt-Verfahren mit Antikörpern 

markiert (verwendete Antikörper siehe Tab. 2.10). Die Zellen wurden zunächst im so 

genannten Markierungspuffer (PBS [Gibco] mit 1 % FCS [Gibco] und 0,09 % Na-Azide 

[Sigma]) resuspendiert und dann bei 600 x g für 5 min zentrifugiert. 

Dann erfolgte zur Identifizierung der NK-Zellen in einem ersten Schritt eine Markie-

rung mit den Oberflächenmarkern Anti-CD3 (mit Konjugatfarbstoff: PerCP) und Anti-

CD56 (mit Konjugatfarbstoff: PE). Die Menge an eingesetztem Antikörper richtet sich 

nach der Zellzahl und wird für jeden Antikörper vom Hersteller empfohlen. Für max. 

2,4 x 105 Zellen wurden entsprechend 5 µl des CD3-Antikörpers und 2,5 µl des CD56-

Antikörpers gelöst in 50 µl Markierungspuffer eingesetzt. Nach 30 min Inkubation bei 

4°C im Dunkeln wurden die Zellen zweimal gewaschen mit Cytofix/CytopermTM-

Lösung fixiert und permeabilisiert. Im Anschluss wurde in einem zweiten Schritt intra-

zelluläres IFN-γ (1 µl pro well) mit einem weiteren intrazellulär bindenden Antikörper 
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markiert. Der verwendete IFN-γ-Antikörper (Konjugat: FITC) wurde in 50 µ l 

Perm/WashTM-Lösung zugegeben. Nach zweimaligem Auswaschen dieses Antikörpers 

wurden die Zellen in Markierungspuffer resuspendiert und in FACS-taugliche Röhrchen 

umgefüllt. 

Antikörper besitzen neben ihren beiden spezifischen Bindungsstellen auch eine unspezi-

fische – den Fc-Teil, welcher die Isotypklasse bestimmt. Bindung der Antikörper über 

ihren Fc-Teil führt in der Analyse zu falsch-positiven Ergebnissen und muss daher vom 

Messergebnis abgezogen werden. Zur Erfassung des Anteils der unspezifischen Bin-

dung am Messergebnis, wurde die zweite Fraktion jedes Ansatzes – die Isotypkontrolle 

– parallel mit den entsprechenden Isotyp-Antikörpern markiert. Diese Isotyp-Antikörper 

besitzen zwar den gleichen Fc-Teil wie der zugehörige spezifische Antikörper, entbeh-

ren jedoch der spezifischen Bindungsstelle am Fab-Teil. 

Bei der Verwendung von Anti-CD69 (mit Konjugatfarbstoff: FITC) statt IFN-γ als Ak-

tivitätsmarker wurde dieser zusammen mit den anderen Oberflächenmarkern zugege-

ben. Auf eine intrazelluläre Markierung konnte dann verzichtet werden. 

 

2.6 Durchflusszytometrische Analyse 

2.6.1 Exkurs Durchflusszytometrie 

Mithilfe der Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) werden 

Einzelzellereignisse erfasst und anhand morphologischer und farblicher Eigenschaften 

analysiert. 

Ein Durchflusszytometer (Aufbau siehe Abb. 2.1) besteht aus einer hydrodynamischen 

und einer photometrischen Einheit. Die hydrodynamische Einheit bündelt die zu analy-

sierende Probe derart, dass bei Passage des Strahlenganges in der Durchflusszelle zu 

einem Zeitpunkt x jeweils nur ein Einzelzellereignis y erfasst wird. Der einfallende La-

ser wird nun in zwei Hauptrichtungen abgelenkt: Die Ablenkung um nur wenige Grad 

von der Einfallsrichtung bezeichnet man als Vorwärtsstreuung (forward scatter, FSC).  
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Abb. 2.1: Aufbau eines Durchflusszytometers 

Der FSC steht für die Größe der zu analysierenden Partikel. Die seitliche Ablenkung, 

also mit einem Ausfallswinkel von 90°, wird als Seitwärtsstreuung (sideward scatter, 

SSC) bezeichnet und ist ein Maß für die Granulariät, also die intrazelluläre Komplexität 

zellulärer Strukturen. Über diese beiden rein morphologischen Eigenschaften hinaus 

lassen sich im Durchflusszytometer Fluoreszenzemissionen bestimmter Wellenlängen 

mithilfe spezifischer Detektoren erkennen und nach ihrer Intensität quantifizieren. Be-

sitzen die zu untersuchenden Zellen keine ausreichende Autofluoreszenz in diesen Wel-

lenlängenbereichen, so besteht die Möglichkeit, sie mit spezifischen Farbstoffen zu 

markieren und so für das Gerät detektierbar zu machen. Solche Fluoreszenzfarbstoffe 

werden durch den Laserstrahl der photometrischen Einheit angeregt und emittieren da-

bei Licht einer bestimmten Wellenlänge, das von spezifischen Fluoreszenz-Detektoren 

(FL) erkannt wird. Moderne Geräte sind dabei in der Lage, Fluoreszenzen in mindestens 

drei verschiedenen Wellenlängenbereichen zu erfassen.  
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2.6.2 FACS-Analyse der intrazellulären IFN-γ-Aktivität 

Die Messung der Fluoreszenzaktivität der Farbstoff-konjugierten Antikörper erfolgte 

innerhalb von 6 h an einem FACScan-Durchflusszytometer (BectonDickinson). Dieses 

Gerät verfügt über 1024 Kanäle sowie Detektoren für den FSC, den SSC und drei Fluo-

reszenzbereiche (FL1-3). Die Exzitation erfolgt mittels eines 1,5 mW Argonlasers mit 

Laserlicht der Wellenlänge 488 nm. Die Detektion der Farbemissionen geschieht bei 

530 nm (grün) für FL1, bei 585 nm (orange) für FL2 sowie bei >630 nm (rot) für FL3. 

Das Gerät gestattet es, Schwankungen der Zellzahl durch Variation der Durchflussge-

schwindigkeit zwischen 12 µl/min und 60 µl/min zu kompensieren. 

Die Daten wurden an einem mit dem FACScan verbundenen Power MAC G4 (Apple-

Macintosh) mit der CellQuestPro-Software Version 4.0.2 (BectonDickinson) gewonnen 

und analysiert. Die Unterscheidung der drei Fluoreszenzmarker wird durch ihre vonein-

ander verschiedenen Emissionsspektren mit unterschiedlichen Emissionsmaxima mög-

lich. Mit Emissionsmaximum ist dabei jene Wellenlänge gemeint, auf der der größte 

Anteil des Lichtes emittiert wird. Das Emissionsmaximum des an den IFN-γ-Antikörper 

gebundenen Konjugatfarbstoffs Fluorescein Isothiocyanat (FITC) betrug 519 nm und 

war damit mit dem FL1-Detektor erfassbar. Dagegen weisen die Emissionsspektren von 

Phycoerythrin (gekoppelt an Anti-CD56-PE) und perinidin chlorophyll protein (gekop-

pelt an Anti-CD3-PerCP) Maxima bei 578 nm und 675 nm auf und konnten entspre-

chend den Detektionswellenlängen mit den Detektoren für FL2 bzw. FL3 gemessen 

werden. 

NK-Zellen lassen sich anhand ihrer oberflächlichen Differenzierungsantigene als Zellen 

des Phänotyps CD3-/CD56+ charakterisieren (Robertson et al. 1990). Sie wurden dem-

entsprechend als CD3-/CD56+ -Lymphozyten definiert und durch elektronisches gating 

selektiert. Wie in Abb. 2.2 dargestellt, ist die Lymphozytenpopulation beim Messen von 

PBMCs im Dotplot SSC gegen FCS links unterhalb der Monozytenpopulation zu fin-

den. Lymphozyten sind also kleiner und weniger granuliert als Monozyten. Unter einem 

Dotplot versteht man die zweidimensionale Darstellung von 2 Messwerten gegeneinan-

der in einem Koordinatensystem mit variabel einstellbaren Achsen. Dabei können die 

Achsenparameter je nach Bedarf unter den fünf gemessenen Parametern (FSC, SSC, 
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FL1, FL2, FL3) gewählt werden. In einem Histogramm wird ein bestimmter Parameter 

gegen seine Häufigkeit aufgetragen. 

 
Abb. 2.2: Dotplot-Diagramm mit den klassischen PBMC-Populationen aus (McCarthy et al. 2001)  

Zur besseren gleichzeitigen Darstellung der NK-Zellen mit den um ein Vielfaches grö-

ßeren K-562 wurde für den FSC/SSC-Dotplot generell eine logarhitmische Achsenein-

teilung gewählt. Bei der Aquisition wurden die Lymphozyten durch das Ziehen einer 

Region 1 (R1) um die Lymphozytenpopulation im FSC/SSC-Dotplot selektiert. Die Zel-

len aus G1= R1 wurden in einem zweiten Dotplot CD3 (FL3) gegen CD56 (FL2) darge-

stellt. In diesem Dotplot wurde um die CD3-/CD56+Zellen eine Region 2 (R2) gezogen.  

Tab. 2.12: Gewählte FACScan-Regionen 

Name Selektion im Dotplot  Entspricht  

R 1 FSC/SSC Lymphozytenplot 

R 2 FL2/FL3 CD3-/CD56+ Zellen 
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Tab. 2.13: Gewählte Gates bei der Daten-Akquisition und Analyse 

Name Logische Formel Entspricht 

G 1 R 1 Gesamtzahl der Lymphozyten 

G 2 R 2 CD3-CD56+Zellen 

G 3  R 1 und R 2 NK-Zellen 

Die Schnittmenge G3= R1und R2 entsprach nun den Lymphozyten mit Phänotyp CD3-

/CD56+ – also den Natürlichen Killerzellen – und wurde in einem dritten Dotplot 

FL1 (IFN-γ)/FL2 (CD56) dargestellt (siehe Abb. 2.3) und ausgewertet. 

 

Abb. 2.3: NK-Zell-Selektion und Quadrantenanalyse – NK-Zellen mit infizierten Monozyten: 1. Setzen 
von R1 im FSC/SSC-Dotplot um Lymphozyten (dargestellt sind alle Zellen); 2. Setzen von R2 im 
CD56/CD3-Dotplot um CD56+/CD3-Lymphozyten (dargestellt ist G1= R1) und 3. Ermittlung des Stimu-
lationswertes durch Darstellung der Schnittmenge G3= R1und R2 im CD56/IFN-γ-Dotplot (Der 
Quadrantmarker ist wurde anhand von Isotypkontrollen auf n<1 % positive Ereignisse gesetzt.); Im dar-
gestellten Ansatz beträgt der Anteil IFN-γ-positiver NK-Zellen 43,55 %.  
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Aus Gründen der Zweckmäßigkeit wurden nur Ereignisse in die Messung einbezogen, 

welche oberhalb eines bestimmten FSC-Grenzwertes, also oberhalb einer bestimmten 

Größe lagen. Man sieht das auf Abb. 2.3 im SSC/FSC-Dotplot: links von einem Wert 

FSC ≈ 102,25 sind keine Ereignisse registriert. Dies ist notwendig, da sonst selbst kleins-

te subzelluläre Fragmente als Ereignisse erfasst würden, die die Messung erschweren 

und zugleich nicht von Interesse sind.  

Zu Beginn jeder Messung wurden die Detektorwerte während der Analyse ANTI-

Isotyp-markierter Zellen so variiert, dass die Ereignisse in den FL2/FL3- und FL1/FL2- 

Dotplots zu 99 % eine geringere Fluoreszenzaktivität als 101 besaßen. In den 

Histogrammen von FL1, 2 und 3 wurde bei der Einstellung außerdem auf eine mög-

lichst symmetrische Balkenverteilung zwischen 0 und 1 x 101 sowie einem Maximum 

bei ca. 0,5 x 101 geachtet. Anhand einiger ausgewählter Proben wurden die optimalen 

Kompensationswerte eingestellt.  

Dies ist erforderlich, da sich die Emissionspektren der einzelnen Farbstoffe in den Ü-

bergangsbereichen überlappen und es somit zu Doppeldetektionen kommen kann, wenn 

z. B. eine Zelle mit PE-Markierung Licht am unteren Rande des Spektrums emittiert 

und dann nicht nur von ihrem entsprechenden FL2-Detektor, sondern auch vom spekt-

ral-benachbarten FL1-Detektor erfasst wird. Die Software gestattet das Herausrechnen 

dieser Analyse-Fehler durch die Kompensationswerte. 

Danach wurden zunächst Ansätze mit NK-Zellen ohne Monensin-Zusatz (Proteinex-

port-Blocker) sowie ohne Stimulus gemessen. Der Quadrantmarker, der eine prozentua-

le Aufschlüsselung der Einzelzellereignisse je Quadrant in Bezug auf die Gesamtereig-

niszahl gestattet, wurde anhand der Isotypkontrollansätze im FL1 (ANTI-IFN-

γ)/FL2 (ANTI-CD56)-Dotplot so gesetzt, dass nicht mehr als 1 % der Ereignisse im 

rechten oberen Quadranten und damit IFN-γ positiv waren. Mit einem Quadrant-Marker 

im FL3 (ANTI-CD3)/FL2 (ANTI-CD56)-Dotplot war es außerdem möglich, über den 

Anteil der CD3-/CD56+Zellen an R1 – der Lymphozytenpopulation –, den Reinheits-

grad der NK-Zellen zu beurteilen. Nun wurden von jedem Ansatz 10000 Ereignisse im 

gate 3 mit G3= R1und R2 durchgemessen. 
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2.6.3 Statistische Analyse 

Alle Stimulationswerte bezeichnen den Anteil IFN-γ-positiver NK-Zellen an der NK-

Gesamtzellzahl. Zur Auswertung und Interpretation der Daten wurden Mittelwerte 

(MW) und Standardabweichungen (SD) berechnet. Die Entscheidung, ob es sich bei den 

Differenzen der Prozentsätze an IFN-γ-positiven NK-Zellen nach Stimulation mit unin-

fizierten und infizierten Monozyten um signifikante Unterschiede handelte oder nicht, 

wurde anhand eines t-Tests für gepaarte Stichproben getroffen. Ergebnisse galten als 

signifikant verschieden, wenn mindestens die Signifikanzebene p<0,05 festgestellt wer-

den konnte. Ab einem Wert p<0,05 liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit � unter 5 %. 

Werte gelten als signifikant voneinander verschieden. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Experimentelles Vorgehen  

 

Um die Aktivität der NK-Zellen als Reaktion auf Stimulierung durch MHC-Klasse-I 

reduzierte Monozyten – interpretieren zu können, mussten zunächst geeignete Kontrol-

len gefunden werden. In Vorversuchen wurde zunächst PMA als chemische Positivkon-

trolle etabliert, da durch diese Substanz eine maximal mögliche IFN-γ-Produktion bei 

NK-Zellen zu induziert werden kann. Die Tumorzelllinie K-562 ist eine MHC-Klasse-I 

negative Zelle und war daher eine geeignete zelluläre Positivkontrolle zum Nachweis 

der Aktivitätszunahme von NK-Zellen bei Koinkubation mit Zellen mit aberrantem 

MHC-Klasse-I-Besatz (Mendes et al. 2000). Diese Tumorzelllinie wurde 1970 von ei-

ner 53-jährigen Patientin mit chronisch-myeloischer Leukämie (CML) während der 

Blastenkrise aus einem Pleuraerguss gewonnen und gewann wissenschaftlich schnell an 

Bedeutung als hochsensitives Target bei in vitro NK-Zell-Assays (Lozzio et al. 1975). 

Da zunächst bei den MHC-Klasse-I-negativen K-562 keine nennenswerte Stimulation 

festgestellt werden konnte, wurde zur Steigerung der Zytokin-Anwort der NK-Zellen 

IL-2 eingesetzt (Henney et al. 1981; Mendes et al. 2000). 

Ein Problem stellte die Stabilität der infizierten Monozyten während der Koinkubation 

dar. So wurden trotz des Einsatzes von Legionellen gleichen Alters (5 Tage bei Infekti-

onszeitpunkt 1) und einer standardisierten Zellzahl von 2 x 106/ml während der FACS-

Analyse z. T. deutliche Unterschiede der Monozytenlokalisation im FSC/SSC-Dotplot 

festgestellt. Gemäß der Abb. 2.2 befinden sich Monozyten bei der Darstellung von 

PBMC im FSC/SSC-Dotplot links oberhalb der Lymphozytenpopulation. In Abb. 2.4 

sind auf der rechten Seite zwei Dotplots mit prominenter NK-Zellpopulation und deutli-

cher Monozytenpopulation zu sehen. FSC und SSC sind logarithmisch aufgetragen. Im 

linken Dotplot-Diagramm zeigt sich die Monozytenpopulation deutlich verändert: Sie 

ist auf der FSC-Achse im Verhältnis zum NK-Zell-Plot nach links und auf der SSC-

Achse nach unten verschoben. Darüber hinaus wirkt der Plot aufgelockert und hetero-

gener als in der rechten Hälfte der Abbildung. Das Ausmaß der Veränderung wirkt 

durch die logarithmische Auftragung eher weniger stark, als es eine lineare Darstellung 
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veranschaulicht hätte. Die logarithmische Achseneinteilung erwies sich jedoch insge-

samt als vorteilhaft, da die K-562 deutlich größer sind als NK-Zellen und Monozyten. 

Sie wären daher in der linearen Achseneinteilung nicht vollständig zur Darstellung ge-

kommen. Aus der Tatsache, dass in Abb. 2.4 in den beiden rechten Dotplots rechts o-

berhalb der NK-Zellen kaum noch Monozyten lokalisiert sind wird deutlich, dass sich in 

diesen Ansätzen kaum noch intakte Monozyten befanden, sondern bestenfalls ge-

schrumpfte oder gar fragmentierte Zellen. 

 
Abb. 2.4: Vier Ansätze mit NK-Zellen und iMo10/48 nach 4 Stunden Koinkubationsdauer; in den beiden 
linken Dotplots lag der gemessene Anteil an IFN-γ-positiven NK-Zellen über 30 %, in den beiden rechten 
Versuchsansätzen produzierten höchstens 20 % der NK-Zellen IFN-γ. 

Die Gründe für die teilweise zu geringe Stabilität der infizierten Monozyten sind in der 

individuellen Variabilität der Spender und der Komplexität des Versuchsaufbaus zu su-
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chen. Der Zustand der Monozyten zum Zeitpunkt der FACS-Analyse wurde von fol-

genden – von Spender zu Spender – verschiedenen Eigenschaften beeinflusst: 

• der Überlebenswahrscheinlichkeit der Monozyten in Zellkultur, 

• der Anfälligkeit der Monozyten für die Infektion, 

• der Interaktion mit den autologen NK-Zellen und 

• der mechanischen Belastbarkeit der Monozyten. 

Resnick et al. haben jedoch den Zusammenhang zwischen Zytotoxizität von IL-2-

aktivierten NK-Zellen gegen infizierte Monozyten und dem Verhältnis von Effektorzel-

len zu Targetzellen eindeutig nachgewiesen (Resnick et al. 1988). 

In der Tat blieben Stimulationswerte derart klassifizierter Versuchsreihen durchweg 

unter 20 % und erreichten damit kaum die Hälfte der Versuche mit gemäß Abb. 2.2 

‚korrekt’ lokalisierten Monozyten-Plots.  

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei möglichst konstantem Effektor-Target-

Verhältnis zu gewährleisten, wurden daher nur solche Versuchsansätze in die Analyse 

einbezogen, die nach einer Koinkubationsdauer von 4 Stunden noch deutliche und 

rechts oberhalb des NK-Zell-Plots lokalisierte Monozyten-Plots im FSC/SSC-Dotplot 

rechts aufwiesen (Doppelplotkriterium).  

Zur Kontrolle des Einflusses von freien Bakterien auf die NK-Zell-Stimulation wurden 

zusätzliche NK-Zell-Ansätze mit Suspensionen von L. pneumophila versetzt.  

Laut Angaben des Herstellers sind bei Einsatz von Monensin über einen längeren Zeit-

raum (t>12 Stunden) für die Zellen unter Umständen toxische Effekte zu erwarten. Da-

her wurde die Vitalität nach Zugabe von Monensin in verschiedenen Dosen über die 

gesamte Koinkubationsdauer von bis zu 24 Stunden geprüft. Vorversuche mit einem 

alternativen Exportblocker (Brefeldin A von Sigma) zeigten gegenüber der Verwendung 

von Monensin keine Erhöhung der Detektion von intrazellulären Zytokinen.  

3.2 Vitalität der NK-Zellen in Kultur und Überlebensrate n ach Monensinzugabe 

 

Die NK-Zellen wurden zum Koinkubationszeitpunkt, nach 48 Stunden, auf Vitalität 

mittels Trypanblau-Färbung untersucht. Dabei konnten in drei unabhängigen Versuchen 

Vitalitätsraten von ≥95 % festgestellt werden. In einer weiteren Versuchsreihe wurden 

den NK-Zellen entsprechend dem Versuchssetting verschiedene Konzentrationen an 
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Monensin (1/ 1,3/ 2/ 4 und 10 µM) zugesetzt. Nach Ablauf der maximalen Koinkubati-

onsdauer von 24 Stunden waren nach Monensinzugabe in der zur Koinkubation einge-

setzten Konzentration von 1,3 µM ebenfalls noch ≥95 % der NK-Zellen vital. Bei Mo-

nensin 10 µM waren es noch ≥91 % aller NK-Zellen. 

 

 

3.3 Eignung des Aktivitätsmarkers CD69 

 

Versuche mit Verwendung von FITC-markierten ANTI-CD69-Antikörpern führten zu 

keinem Ergebnis, da schon unstimulierte NK-Zellen eine hohe CD69-Expression 

(65,1 %) zeigten und somit eine Aktivitätszunahme bei der Positivkontrolle nicht gut 

ablesbar war (siehe Abb. 3.1). 

 
Abb. 3.1: IL-2-aktivierte NK-Zellen ohne Stimulus im CD56/CD69-Dotplot; Quadrantenbezeichnungen: 
UL_upper left, UR_upper right, LL_lower left, LR_lower right; Es sind 65,05 % der NK-Zellen positiv 
für CD69. 
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3.4 Dosisbestimmung von IL-2 

Alle Stimulationswerte in den Kap. 3.4, 3.5 und 3.6 geben den Anteil IFN-γ-positiver 
NK-Zellen an der NK-Gesamtzellzahl in % wieder! 
 

Bei der Etablierung der zellulären Positivkontrolle K-562 konnte zunächst nur eine äu-

ßerst geringe IFN-γ-Sekretion im Sinne einer Stimulation von NK-Zellen gemessen 

werden. Eine Aktivierung mit verschiedenen Dosen an IL-2 führte dann zu einer für 

eine Positivkontrolle brauchbaren Stimulierung der NK-Zellen (siehe Abb. 3.2). 

Abb. 3.2: Stimulation unterschiedlich aktivierter NK-Zellen durch K-562 nach einer Koinkubationsdauer 
von vier Stunden; Mittelwerte ± SD aus vier Versuchen 

Der Anteil IFN-γ-positiver NK-Zellen nach vierstündiger Koinkubation mit K-562 

konnte durch Aktivierung mit IL-2 gegenüber nicht aktivierten Zellen von 2,4 % auf 

21,9 % (100 U/ml) bzw. 32,0 % (250 U/ml) gesteigert werden. Zu einer optimalen Sti-

mulation mit 32,0 % IFN-γ-positiven NK-Zellen führte eine Zugabe von 250 U/ml IL-2. 

Eine mögliche Erklärung für den Abfall der Stimulationsrate bei 500 U/ml liegt in einer 

zunehmenden Lyse der K-562 durch stärker aktivierte NK-Zellen. 
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Abb. 3.3: Vergleich der K-562-Plots im FSC/SSC-Dotplot nach vier Stunden Koinkubation mit unakti-
vierten NK-Zellen (links) und mit 500 U/ml IL-2-aktivierten NK-Zellen rechts 

Auf Abb. 3.3 ist der K-562-Plot im rechten Diagramm nach vier Stunden Koinkubation 

mit 500 U/ml IL-2-aktivierten NK-Zellen deutlich weniger intensiv als im linken, 

gleichwohl bei beiden Messungen jeweils 10000 Ereignisse im G3 gezählt wurden und 

die Zellen im gleichen Zellzahlverhältnis eingesetzt worden waren. Eine relative Ab-

nahme der K-562-Zellzahl führte offenbar zu geringerer IFN-γ-Sekretion der NK-

Zellen. 

 

3.5 Die Positivkontrollen – Stimulation mit der Tumorzelle K-562 und mit PMA  

 

Bei der Koinkubation von NK-Zellen mit K-562 im Verhältnis 1,5:1 (siehe Abb. 3.4) 

waren in Vorversuchen nach vier Stunden 33,8 % aller NK-Zellen positiv für IFN-γ. 

Die SDs betrugen zwischen 2,6 % für den 12-Stunden-Wert und 5,6 % für den 1-

Stunden-Wert. Im weiteren Verlauf der Koinkubation sank der Anteil IFN-γ positiver 

Zellen kontinuierlich bis auf 14,3 % nach 24 Stunden ab. 
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Abb. 3.4: Kinetik der K-562-Stimulation; Mittelwerte ± SD aus drei Versuchen 

Zur Ermittlung der maximal möglichen IFN-γ-Sekretion wurde chemisch durch Zugabe 

von PMA c = 25 ng/ml stimuliert. Die Inkubationsdauer betrug fünf Stunden. Im Mittel 

von drei Versuchen wurden dabei Stimulationswerte von 76,85 % IFN-γ-positiver NK-

Zellen erreicht (SD = 10,50 %). 

 

3.6 Festlegung auf den 6-Stunden-Wert als Vergleichswert  

 

Bei drei Vorversuchen mit 10:1-L1P-infizierten Monozyten wurde ein Anstieg des An-

teils IFN-γ-positiver NK-Zellen von 36,3 % nach zwei Stunden Koinkubation auf 

45,1 % nach sechs Stunden mit einem Abfall auf 39,5 % nach zehn Stunden festgestellt. 

Die Kontrolle mit uninfizierten Monozyten (siehe Abb. 3.5 Dreieck mit Ankerlinie) er-

gab nach sechsstündiger Koinkubation einen Anteil von 14,7 % an IFN-γ-positiven NK-

Zellen. 
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Abb. 3.5: Stimulation mit iMo10/48 nach 2-, 4-, 6-, 8-, und 10-stündiger Koinkubation sowie mit Mo 
nach sechs Stunden Koinkubation; Mittelwerte mit SD aus drei Versuchen 
Legende der eingesetzten Stimuli: 

 iMo10/48 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer; 
 Mo  - uninfizierte Monozyten 

Da nicht nur die gemittelten Werte, sondern auch die Einzelwerte aller drei Versuche 

ein Maximum der IFN-γ-positiven NK-Zellen nach sechs Stunden Koinkubation auf-

wiesen, wurden bei weiteren Versuchen die Vergleichsansätze der 24 Stunden Infektion 

iMo10/24 und iMo1/24 sowie der Infektionsansatz mit L. steigerwaltii iMo10/48st je-

weils nach sechs Stunden Koinkubation mit NK-Zellen markiert und gemessen. 
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3.7 Kinetik der intrazellulären IFN- γ-Sekretion der NK-Zellen nach 1- bis 24-

stündiger Koinkubation mit Mo, iMo1/48, iMo10/48 sowie Vergleichswerte 

iMo1/24, iMo10/24, iMo10/48st nach 6-stündiger Koinkubation  

 

Auf den Verlauf der IFN-γ-Antwort der NK-Zellen nach Stimulation mit Monozyten 

soll zunächst anhand der Diagramme der einzelnen Versuche eingegangen werden. 

Abb. 3.6: Einzelversuchsübersicht: Stimulationen mit iMo10/48, iMo1/48 und Mo; Mittelwert und SD 
von zwei Werten; In allen Versuchen unterscheiden sich die Werte nach Stimulation mit uninfizierten 
Monozyten und infizierten Monozyten signifikant (p<0.01). 
Legende der eingesetzten Stimuli: 

 iMo10/48 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer; 
 iMo1/48 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 Mo  - uninfizierte Monozyten 

In Abb. 3.6 sind vier Verlaufsdiagramme zu sehen. Bei Versuch 3 konnte die Stimulati-

on mit 10:1-infizierten Monozyten aufgrund des Doppelplotkriteriums (siehe Kap. 2.7) 

nicht gewertet werden. In Versuch 4 wurde aufgrund einer zu geringen Monozyten-
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Ausbeute aus der Isolation auf die 1:1-Infektion verzichtet und nur die 10:1-Infektion 

durchgeführt. 

Bei allen vier Versuchen ergab die Koinkubation mit uninfizierten Monozyten (Mo) 

einen im Vergleich zur Stimulation mit der Tumorzelle K-562 deutlich flacheren Ver-

lauf der IFN-γ-Antwort-Rate. Zwei der Einzelversuchskurven (Versuche2 und 3) erga-

ben ein Maximum an IFN-γ-positiven NK-Zellen nach vier Stunden. In den Versuchen 

1 und 4 erreichte der Anteil ein Maximum bei sechs Stunden. Die Maximal-Werte lagen 

dabei zwischen 14,4 % (Versuch 1) und 21,15 % (Versuch 2). 

Stimulation mit 10:1-L1P-infizierten Monozyten nach 48 Stunden Infektionsdauer 

(iMo10/48) erbrachten in drei Versuchen absolute Maxima bei 4 Stunden (33,4; 45,6 

und 41,8 %). Bei den Versuchen 2 und 4 sieht man zwischen vier und acht Stunden ei-

nen plateauartigen Kurvenverlauf. Der 6-Stunden-Wert kann daher als repräsentativ für 

die Phase höchster Stimulation gewertet werden.  

Der Kurvenverlauf der Stimulation mit 1:1-L1P-infizierten Monozyten zeigt im Ver-

gleich zur Stimulation mit uninfizierten Monozyten einen deutlich höheren Anteil an 

zur IFN-γ-Sekretion angeregten NK-Zellen mit Maximalwerten von 29,4 % (Versuch 1 

nach sechs Stunden), 30,6 % (Versuch 2 nach acht Stunden) und 27,6 % (Versuch 3 

nach vier Stunden), erreicht aber nicht den Level der Stimulation mit 10:1-L1P-

infizierten Monozyten. 

In Abb. 3.7 sind die Einzelversuchsergebnisse der Versuche 1-4 in einem Diagramm 

zusammengefasst. Trotz großer Standardabweichungen, vor allem in der iMo10/48-

Kurve, wird die Steigerung des Anteils IFN-γ-positiver NK-Zellen bei Koinkubation 

mit 48 Stunden 1:1- und 10:1-L1P-infizierten Monozyten gegenüber Koinkubation mit 

uninfizierten Monozyten auf mehr als das Doppelte deutlich. Die Überprüfung der Dif-

ferenzen der Werte aller drei Kurven ergab signifikante Unterschiede (p<0,001). 
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Abb. 3.7: Kinetik der Stimulationswerte über 24 Stunden. Mittelwerte von drei (iMo10/48, iMo1/48) 
bzw. vier (Mo) Versuchen ± SD. Die drei Kurven unterscheiden sich jeweils signifikant voneinander 
(p<0,001). 
Legende der eingesetzten Stimuli: 

 iMo10/48 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer; 
 iMo1/48 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 Mo  - uninfizierte Monozyten 

Eine Zusammenstellung der Mittelwerte aller 6-Stunden-Werte ist in Abb. 3.8 zu sehen. 

Die Werte stammen aus den vier unanhängigen Versuchen 1-4. Beim K-562-Wert wur-

de das Maximum nach vier Stunden dargestellt. Der PMA-Wert gibt die Stimulation 

nach fünf Stunden wieder. Zu einigen Werten liegen jeweils nur die Daten aus drei Ver-

suchen vor (siehe Tab. 3.1). Die fehlenden Werte konnten aufgrund zu geringer Zellzah-

len in den entsprechenden Versuchen nicht durchgeführt werden. Dabei waren entweder 

die PBMC-Zellzahlen nach Isolation der Buffy Coats nicht ausreichend um alle Isolatio-

nen im nötigen Umfang durchzuführen oder es waren nach Ablauf der vollen Infekti-

onsdauer nicht genügend infizierte Monozyten auszählbar. 
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Abb. 3.8: Vergleichswerte nach sechs Stunden (außer bei PMA und K-562) mit verschiedenen Stimuli. 
Mittelwerte aus je drei Versuchen (K-562, iMo10/48, iMo1/48, iMo10/24, iMo10/48st, NK uns) bzw. 
vier Versuchen (PMA-, iMo1/24-, Mo-, L1P100, L1P10) ± SD. 
Legende der eingesetzten Stimuli: 

 iMo10/48 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer; 
 iMo1/48 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo10/24 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo1/24 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo10/48st - 10:1-L.steigerwaltii-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 Mo  - uninfizierte Monozyten; 
 K-562  - K-562-Zellen; 
 L1Px  - Suspension mit x-facher Bakteriendosis; 
 Uns  - ohne Stimulus 

Aus den Daten (siehe Tab. 3.2) geht hervor, dass Monozyten, welche nur für 

24 Stunden mit L1P infiziert waren, zu einer deutlich geringeren Stimulation der NK-

Zellen führten. 10:1-infizierte Monozyten nach 24 Stunden Infektion stimulierten im 

Durchschnitt nur noch 28,1 % der NK-Zellen im Gegensatz zu 37,1 % nach 48 Stunden 

Infektion. 24 Stunden 1:1-L1P-infizierte Monozyten bewirkten bei den NK-Zellen ge-

nau dieselbe IFN-γ-Antwort wie uninfizierte Monozyten. 
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iMo10/48 37,1 (3) 7,3 

iMo1/48 27,6 (3) 2,0 

iMo10/24 28,1 (3) 10,6 

iMo1/24 16,4 (4) 6,1 

iMo10/48 st 14,3 (3) 2,0 

Mo 16,4 (4) 2,3 

L1P 100 7,2 (4) 3,1 

L1P 10 3,8 (3) 2,8 

NK-Zellen uns 1,4 (3) 0,7 

Tab.3.2: Daten zu Abb. 3.8; alle Werte nach sechs Stunden Koinkubationsdauer; außer PMA-Wert: fünf 
Stunden und K-562-Wert: vier Stunden 
Legende der eingesetzten Stimuli: 

 iMo10/48 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer; 
 iMo1/48 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo10/24 - 10:1-L1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo1/24 - 1:1-L1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;  
 iMo10/48st - 10:1-L.steigerwaltii-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;  
 Mo  - uninfizierte Monozyten; 
 K-562  - K-562-Zellen; 
 L1Px  - Suspension mit x-facher Bakteriendosis; 
 Uns  - ohne Stimulus 

Mit L. steigerwaltii infizierte Monozyten riefen mit 14,3 % sogar eine noch etwas ge-

ringere Stimulation als die uninfizierten Monozyten hervor. Die Kontrolle mit Zugabe 

von einer 100fachen Dosis L. pneumophila SG 1 zum Koinkubationszeitpunkt stimu-

lierte 7,2 % der NK-Zellen. Die 10fache Legionellendosis für zu 3,8 %iger Stimulation. 

NK-Zellen, welche ohne jeglichen Stimulus belassen wurden, sezernierten sechs Stun-

den nach Proteinexportblockade zu 1,4 % IFN-γ.  

Es konnte also eine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehung für die positiven Kontrollsti-

mulantien, die Legionellen-Infektionsdosis und die Infektionsdauer sowie für die Viru-

lenz der eingesetzten Legionella-Spezies erarbeitet werden. 
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4. Diskussion 

4.1 Ergebnisüberblick  

 

Ein zentrales Anliegen der vorliegenden Arbeit war die Klärung der Rolle von NK-

Zellen bei der frühen Abwehrreaktion auf eine L. pneumophila-Infektion. Bisher unver-

öffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass es im Zuge einer In-

fektion mit L. pneumophila bei humanen Monozyten zu einer Abnahme der exprimier-

ten MHC-Klasse-I kommt. Da die CD8-T-Zell-Antwort durch von MHC-Klasse-I prä-

sentierte Antigene vermittelt wird, sollte sie – wenn überhaupt – nur in abgeschwächter 

Form möglich sein. In der Tat gibt es bislang keine Evidenz für eine von CD8-T-Zellen 

vermittelte Abwehr bei einer Legionellose. Allerdings existieren auch keine Veröffent-

lichungen, die dem Vorhandensein einer CD8-T-Zell-Antwort widersprechen. Eine ge-

nerelle Reduktion der MHC-Klasse-I ist jedoch für die humane Immunantwort auf Mik-

roorganismen nicht nur von Nachteil, da NK-Zellen dank inhibitorischer Rezeptoren, 

den KIRs, quantitative Veränderungen im MHC-Klasse-I-Besatz auf Zielzellen erken-

nen und diese unschädlich machen. Untersucht wurde daher, ob mit verschiedenen Le-

gionellenspezies infizierte Monozyten bei NK-Zellen eine Stimulation in Form einer 

IFN-γ-Expression bewirken.  

Aus den Ergebnissen ergibt sich eine direkt proportionale Abhängigkeit zwischen 

MHC-Klasse-I-Reduktion und dem Level der IFN-γ-Expression. Mit L. pneumophila-

infizierte Monozyten bewirken über Downregulation der MHC-Klasse-I eine deutliche 

Zunahme der IFN-γ-Expression in NK-Zellen. Die Zunahme ist umso stärker, je länger 

die Monozyten infiziert waren. Infektion mit der nicht humanpathogenen 

L. steigerwaltii bewirkt keinen Anstieg der IFN-γ-Expression. Abb. 4.1 verdeutlicht den 

dadurch erstmals belegten Zusammenhang: 
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Abb. 4.1: Stimulation von IL-2-aktivierten NK-Zellen durch infizierte Monozyten 

Nicht-infizierte Monozyten (in Abb. 4.1 oben) weisen eine normale MHC-I-

Konfiguration auf. Ihre MHC-Klasse-I interagieren mit den KIR der NK-Zellen (verein-

facht dargestellt) und stabilisieren so den Aktivitätslevel der NK-Zellen auf niedrigem 

Niveau. Im Zuge einer Infektion mit L. pneumophila (1.) kommt es zur Reduktion der 

MHC-Klasse-I (2.) auf den Monozyten. Bei Koinkubation mit NK-Zellen sind nicht 

mehr genügend MHC-Klasse-I vorhanden, um mit den KIR zu interagieren (3.). Die 

Folge ist eine Stimulation der NK-Zellen zur Sekretion von IFN-γ (4.). 

Zur Einordnung der Ergebnisse sollen im Folgenden Überlegungen über bekannte Me-

chanismen der natürlichen und adaptiven Immunantwort gegen intrazelluläre Pathogene 

im Allgemeinen und gegen L. pneumophila im Speziellen angestellt werden.  
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4.2 Die Zytokin-regulierte natürliche Immunabwehr bei Legionellose 

4.2.1 Beteiligte Komponenten der Immunabwehr 

Die erste Station der natürlichen Immunabwehr bei einer Legionellose sind gewebs-

ständige Alveolar-Makrophagen, welche durch IFN-γ und TNF-� sowie durch aufge-

nommene Pathogene aktiviert werden (Friedman et al. 2002). TNF-� wird von 

Makrophagen selbst sowie von NK-Zellen gebildet (Arata et al. 1993b; McHugh et al. 

2000). Über die Beteiligung von neutrophilen Granulozyten wird spekuliert. Sie könn-

ten durch TNF-� und IFN-γ stimuliert werden und über die Sekretion von IL-2 wirken 

sowie direkte bakterizide Aktivität vermitteln (Blanchard et al. 1989; Park et al. 2000). 

Während einer Legionellen-Infektion sezernieren Makrophagen IL-12 und IL-18, wel-

che die Differenzierung von T-Helfer-1-Zellen (TH-1-Zellen) aus T-Helfer-0-Zellen 

fördern und diese zur Sekretion von IFN-γ und IL-2 stimulieren (Smith 1988; Park et al. 

2000). Durch IL-12, welches auch von infizierten dendritischen Zellen (DC) gebildet 

wird, werden NK-Zellen stimuliert (Neild et al. 2003). Da T-Lymphozyten zur adapti-

ven Immunabwehr zählen, handelt es sich dabei gewissermaßen um eine Schnittstelle 

zwischen natürlicher und adaptiver Immunantwort (siehe Abb. 4.2). 

 
Abb. 4.2: Zytokin-mediierte Immunantwort bei Infektion mit L. pneumophila nach Park (2000) 

Das von TH-1-Zellen gebildete IL-2 stellt zusammen mit dem von Makrophagen sezer-

nierten IL-12 den Hauptstimulus für NK-Zellen dar. Einige Autoren konnten mit in 
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vitro Versuchen zeigen, dass eine aus L. pneumophila isolierte Protease in der Lage ist, 

IL-2 zu deaktivieren(Rechnitzer et al. 1989b; Hell et al. 1993; Mintz et al. 1993). Damit 

könnte auch unter physiologischen Bedingungen die wichtige NK-Zell-Aktivierung 

verzögert werden. Außerdem konnte gezeigt werden, dass L. pneumophila die LPS-

induzierte Sekretion von IL-12 durch Makrophagen drosselt (Matsunaga et al. 2001). 

Somit scheint es L. pneumophila zu gelingen, die Wirkung der beiden wesentlichen 

NK-Zell-aktivierenden Zytokine im Zuge einer Infektion abzuschwächen. 

Ein weiteres wichtiges Effektorzytokin stellt das IFN-γ dar. Es wird von NK-Zellen, 

TH-1-Zellen und Makrophagen gebildet (siehe Abb. 4.2) (Park et al. 2000; Salins et al. 

2001). Der adaptive Teil der Immunantwort auf eine Legionellose nimmt den Weg über 

die TH-1-Zellen. Diese hemmen via IFN-γ die Proliferation von TH-2-Zellen (Friedman 

et al. 2002). Jedoch wurde auch für das von TH-2-Zellen sezernierte IL-4 eine protektive 

Rolle bei der Abwehr von L. pneumophila durch Makrophagen nachgewiesen (Arata et 

al. 1993a; Friedman et al. 2002).  

 

4.2.2 Aktivierung von NK-Zellen  

NK-Zellen werden im Verlauf einer bakteriellen Infektion durch von Makrophagen ge-

bildetes IL-12 aktiviert. Allgemein gilt nebem IL-12 auch IL-18 als Stimulus der IFN-γ-

Sekretion von NK-Zellen. Allerdings gibt es bislang keinen experimentellen Beleg für 

diesen Mechanismus im Rahmen einer Legionellose. Insbesondere IL-12 und TNF-� 

bewirken zusammen eine hohe Ausschüttung von IFN-γ durch NK-Zellen (Tripp et al. 

1993; Hunter et al. 1994). Aktivierung von NK-Zellen wird u. a. über IL-12 von der 

Typ 2 NO-Synthetase mediiert (Diefenbach et al. 1999). Sie dient, ähnlich der Reaktion 

auf Viren (siehe Kap. 1.8.3), der frühen Begrenzung der Infektion vor dem Beginn der 

adaptiven Immunantwort der T-Lymphozyten mittels Zytokin-Produktion. Außerdem 

erkennen NK über KIRs, CD94 und NKG2 Zielzellen mit aberranter MHC-Klasse-I-

Expression und werden so stimuliert. Daher führen von Pathogenen induzierte Modifi-

kation der MHC-Klasse-I nicht nur zu einer Abschwächung der CD8-T-Zell-

Erkennung, sondern auch zu erhöhter Anfälligkeit der infizierten Zellen gegenüber NK-

Zell-vermittelter Abwehr. 
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Aktivierte NK-Zellen produzieren die Zytokine IFN-γ, TNF-�, den Granulozy-

ten/Makrophagen stimulierenden Faktor GM-CSF sowie die Makrophagen inflammato-

rischen Proteine 1� und β (MIP-1� und MIP-1β) (Trinchieri 1989; Chan et al. 1991; 

Bluman et al. 1996; Biron 1997; Oliva et al. 1998). 

Es ist inzwischen eine weit verbreitete Ansicht, dass die Ausschüttung von IFN-γ durch 

NK-Zellen wichtig für die unspezifische Abwehr von intrazellulären Pathogenen ist 

(Bancroft 1993; Ismail et al. 2002). Abb. 4.2 von Paul und Skerrett aus dem Jahr 2000 

stellt diesen Mechanismus auch als Bestandteil des Zytokin-Netzwerkes der Immunsitu-

ation während einer Legionellose dar. Paul und Skerrett stützen sich dabei auf Untersu-

chungen von Blanchard et al. aus dem Jahre 1989, in der die Autoren zu dem Schluss 

gelangen, dass NK-Zellen in der frühen Phase einer L. pneumophila-Infektion, insbe-

sondere bei Erstkontakt, die Hauptquelle für IFN-γ seien (Blanchard et al. 1989). Die 

IFN-γ -sezernierenden Zellen wurden jedoch nicht isoliert, sondern lediglich über Phä-

notypisierung ihrer CD-Moleküle identifiziert. Antikörper gegen den NK-Zell-

spezifischen Marker CD56 kamen nicht zum Einsatz. Eine zuverlässige Unterscheidung 

zwischen T-Lymphozyten und NK-Zellen, wie sie von der in dieser Arbeit eingesetzten 

Isolation mittels Negativ-Depletion geleistet wird, war nicht möglich. Friedman erwähnt 

in seinem Review 2002 über L. pneumophila zwar die NK-Zellen als Quelle des IFN-γ, 

bleibt jedoch die Angabe einer Referenz schuldig (Friedman et al. 2002). Die intrazellu-

läre IFN-γ-Detektion im Zuge dieser Arbeit stellt daher den ersten expliziten Nachweis 

für die Bildung dieses Zytokins durch IL-2-aktivierte NK-Zellen in einem humanen 

L. pneumophila Infektionsmodell dar. 

Die Zytokine IL-12 und IL-18 scheinen den Anstieg der IFN-γ-Produktion in Mäusen 

sowohl in vivo als auch in vitro während einer Legionelleninfektion zu mediieren 

(Okamura et al. 1998; Salins et al. 2001).  

Unter synergistischer Stimulation mit IL-12 und IL-18 wird IFN-γ außer von NK-

Zellen auch von T-Lymphozyten produziert (Brieland et al. 1998; Okamura et al. 1998; 

Yoshimoto et al. 1998; Brieland et al. 2000). Nach längerem oder wiederholtem Kon-

takt mit L. pneumophila fallen unter peripheren Lymphozyten vor allem CD4+ TH-1-

Zellen als IFN-γ-Produzenten auf (Kitsukawa et al. 1995). NK-Zellen sind jedoch an 
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dieser Stimulation indirekt beteiligt, indem sie Makrophagen über IFN-γ zur Produktion 

der Zytokine IL-12 und IL-18 anregen (siehe Abb. 4.2). Diese wirken dann wiederum 

auf TH-1-Zellen. 

Ebenso essenziell für die IFN-γ-Produktion von NK-Zellen scheint IL-15 zu sein, das 

ebenfalls von Monozyten, aber auch von anderen Zellen gebildet wird. Ein gegen IL-15 

gerichteter Antikörper unterdrückt die IFN-γ-Antwort humaner NK-Zellen auf bakteri-

elles LPS in Zellkultur (Carson et al. 1994; Carson et al. 1995; Fehniger et al. 1999). 

Eine Bedeutung von IL-15 bei einer Legionellose wurde bisher nicht nachgewiesen. 

In vitro führt eine Aktivierung von NK-Zellen zu einer gesteigerten NK-Zell-mediierten 

Zytotoxizität (Henney et al. 1981). Im Rahmen von viralen oder bakteriellen Infektio-

nen sind Indizien für eine NK-Zell-mediierte Lyse von Zielzellen allerdings spärlich. So 

halten beispielsweise Biron et al. 1999 fest, dass es bei viralen Infektionen bisher kaum 

Hinweise auf NK-Zell-mediierte Zytotoxizität gibt (Biron et al. 1999). Beträchtlich grö-

ßer sind die Informationen zur Rolle des von NK-Zellen gebildeten IFN-γ bei der Ab-

wehr von Viren.  

Ähnliches gilt für die Legionellose: NK-Zell-mediierte Zytotoxizität konnte bisher nicht 

nachgewiesen werden; IFN-γ hingegen kommt bei der Reaktion des Immunsystems auf 

eine L. pneumophila-Infektion eine große Bedeutung zu. 

4.2.3 Immunregulatorisch, antiinfektiös, antiproliferativ – zur  Schlüsselrolle des Effektor-
zytokins IFN-γ bei der Immunabwehr einer Legionellose 

IFN-γ defiziente Knock-out-Mäuse weisen nach nasaler Infektion mit L. pneumophila 

nicht nur klinisch-schwerere Krankheitsverläufe und eine größere Mortalitätsrate auf, 

sondern zeigen auch eine insgesamt verminderte Zytokin-Produktion (Shinozawa et al. 

2002). Intrazellulär gebildetes IFN-γ ist ein entscheidendes Effektorzytokin während 

einer Legionellose (Salins et al. 2001). 

Rekombinates IFN-γ ist imstande, intrazelluläres Wachstum von L. pneumophila in 

Monozyten zu verhindern (Bhardwaj et al. 1986; Gebran et al. 1994c). Das Verständnis 

dieser Wirkung, insbesondere die Suche nach Mechanismen ist Gegenstand fortwähren-

der Forschung. Ein eher schwach wirksamer Mechanismus von IFN-γ in Monozyten 

besteht in einer Herunterregulierung von Komplement-Rezeptor-mediierter Phagozytose 



4. Diskussion 
 

73 

(Horwitz 1992). Ein weiterer Mechanismus ist die Induktion von Stickstoffmonoxid in 

Monozyten, das sich in zellfreien Modellen als toxisch für Legionellen erwiesen hat 

(Summersgill et al. 1992).  

Es ist bekannt, dass bei Mäusen eine Infektion mit Leishmania major (L. major) über 

eine Expansion von TH-1-Zellen eine Sekretion von IFN-γ hervorruft, welches dann 

infizierte Makrophagen aktiviert (Louis et al. 1998). IFN-γ aktiviert die Typ-2 Stick-

stoffmonoxid-Synthetase (NOS2) der Makrophagen, welche für L. major toxische 

Stickstoffintermediate produziert (Assreuy et al. 1994). Mäuse, welche kein IFN-γ pro-

duzieren können, zeigen eine deutlich verschlechterte Abwehr gegen L. major (Wei et 

al. 1995). Außerdem wird IFN-γ während einer Infektion mit L. major auch von NK-

Zellen sezerniert (Scharton et al. 1993). 

Obwohl auch bei humanen Makrophagen für L. major eine Stickstoffmonoxid-

vermittelte Keimreduktion festgestellt werden konnte (Vouldoukis et al. 1995), lassen 

andere Versuche mit menschlichen Modellen Zweifel an der Bedeutung der IFN-γ in-

duzierten Produktion von Stickstoffmonoxid durch Monozyten im Rahmen antimikro-

bieller Reaktionen aufkommen (Jensen et al. 1988; Schneemann et al. 1993; Matsuzaki 

et al. 1995; Yamamoto et al. 1996). Für die humane Legionellose hat die Produktion 

von NO wahrscheinlich gar keine Bedeutung (Neumeister et al. 2001). 

Synergistisch zu IFN-γ wirkt TNF-�, welches ebenfalls zu einer Erhöhung der NO-

Produktion in Makrophagen führt. Bei Rattenzellen vermindert eine Blockade der NO-

Bereitstellung im L. pneumophila Infektionsmodell die Wirkung von IFN-γ und TNF-� 

(Skerrett et al. 1996a).  

Ein für die Legionellose entscheidender Mechanismus von IFN-γ könnte in der Restrik-

tion des in Monozyten verfügbaren Eisens liegen (Byrd et al. 1989; Gebran et al. 1994a; 

Gebran et al. 1994b; Gebran et al. 1994c). 

Darüber hinaus besitzt IFN-γ noch eine Reihe von anderen Wirkungen. So erhöht es in 

Monozyten die Bildung der Zytokine IL-1β, IL-6 und IL-8. Diese haben jedoch in hu-

manen Monozyten keinen Einfluss auf die Legionellenvermehrung (Neumeister et al. 

1998b). 
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Aufgrund der antiproliferativen Wirkungen auf L. pneumophila wurden therapeutische 

Wirksamkeitsversuche von exogen zugeführtem, rekombinant hergestelltem IFN-γ 

durchgeführt. So konnte in vivo der Infektionsverlauf bei Ratten, deren IFN-γ-

Produktion zuvor mit Kortikosteroiden vermindert worden war, sowie bei IFN-γ defi-

zienten Knock-out Mäusen positiv beeinflusst werden (Skerrett et al. 1994; Heath et al. 

1996b). Der Einsatz von IFN-γ zusätzlich zur Antibiotikatherapie von infizierten huma-

nen Monozyten erbrachte jedoch keinen Synergismus bei der Bekämpfung von 

L. pneumophila (Bhardwaj et al. 1988). Neuere Untersuchungen an Mäusen, die mit 

muriner IFN-γ-cDNA mittels adenoviraler Vektoren transfiziert worden waren, ergaben 

ebenso wie eine Behandlung mittels rekombinantem IFN-γ eine erhöhte Resistenz mit 

schnellerer Eliminierung von applizierten Legionellen (Deng et al. 2001; Salins et al. 

2001). 

Auch beim Menschen konnte die Bedeutung von IFN-γ bei der Begrenzung einer Legi-

onelleninfektion nachgewiesen werden. Funai et al. führten 1997 dazu Untersuchungen 

mit Patienten durch, welche durch eine Infektion mit Humanem-T-Zell-Leukämie-

Virus-1 (HTLV-1) eine erhöhte konstitutive IFN-γ-Produktion aufwiesen. Infektion mit 

L. pneumophila bewirkte bei PBMCs dieser Patienten einen stärkeren Anstieg der IFN-

γ-Spiegel. Durch Neutralisation des IFN-γ mittels monoklonaler Antikörper konnte die 

Hemmung der Legionellenvermehrung aufgehoben werden (Funai et al. 1997). Damit 

scheint dem Level der endogenen konstitutiven IFN-γ-Produktion eine Bedeutung bei 

der Anfälligkeit für eine L. pneumophila-Infektion zuzukommen. Niedrige konstitutive 

IFN-γ-Spiegel stellen also gewissermaßen einen Prädispositionsfaktor für eine Legio-

nellose dar. Unterstützt wird diese These durch neueste Untersuchungen mit Patienten 

nach einer überstandenen Legionellose. Die PBMCs dieser Patienten zeigen nach Sti-

mulation mit LPS eine niedrigere IFN-γ-Antwort als die Zellen der Vergleichsgruppe, 

welche aus exponierten, jedoch nicht erkrankten Personen rekrutiert worden war 

(Lettinga et al. 2003). Damit lassen sich auch die bekannten Risikofaktoren einer Legi-

onellose erklären: Nikotinkonsum, Kortikoidtherapie und ein hohes Alter gehen mit 

niedrigeren IFN-γ-Spiegeln einher.  



4. Diskussion 
 

75 

Versuche mit IFN-γ defizienten Knock-out-Mäusen, deren Wild-Stämme (ohne Mutati-

on) eine hohe Resistenz gegenüber L. pneumophila aufwiesen, zeigten die Unfähigkeit 

dieser Tiere, eine Infektion mit L. pneumophila wirksam einzudämmen (Heath et al. 

1996b; Skerrett et al. 1996b). Damit erscheinen der Level der IFN-γ-Produktion bei 

einer Legionellose und das Ausmaß der davon mediierten Zunahme an antimikrobieller 

Aktivität der Monozyten entscheidend für den Infektionsverlauf zu sein (Friedman et al. 

2002).  

Als zelluläre Quelle des IFN-γ wurden NK-Zellen und TH-1-Zellen identifiziert. Die 

Stimulierung von TH-1-Zellen zur IFN-γ-Produktion erfolgt jedoch verzögert, da erst 

die Zytokin-vermittelte Differenzierung von TH-0-Zellen in TH-1-Zellen erfolgen muss 

(Smith 1988; Park et al. 2000). Dem hier gezeigten Mechanismus der IFN-γ-Produktion 

durch IL-2-aktivierte NK-Zellen dürfte somit entscheidende Bedeutung bei der frühen 

Eindämmung der Infektion zukommen. 

 

4.2.4 Rolle des TNF-�  

Eng verknüpft mit der protektiven Wirkung von IFN-γ ist ein anderes bereits erwähntes 

Gewebshormon: das Zytokin TNF-�. Es wird von humanen, mit L. pneumophila-

infizierten Makrophagen IFN-γ-abhängig sezerniert (Blanchard et al. 1989; Matsiota-

Bernard et al. 1993). Ähnlich wie IFN-γ, jedoch weniger stark, vermag TNF-� das in-

trazelluläre Wachstum von L. pneumophila in humanen Makrophagen zu hemmen. Ob-

wohl sich bei der kombinierten Applikation beider Zytokine kein Synergismus nach-

weisen ließ, kam es nach Blockade der TNF-�-Expression zu einer Abschwächung der 

inhibitorischen IFN-γ-Effekte auf das Legionellenwachstum (Matsiota-Bernard et al. 

1993). Das lässt die IFN-γ-Wirkung als teilweise TNF-�-vermittelt erscheinen.  

Im Zuge einer Legionelleninfektion sind bei Nagern in vivo erhöhte TNF-� Spiegel vor 

allem in der Lunge, nicht jedoch im Serum detektierbar. Sekretionsquelle des TNF-� 

sind die alveolären Makrophagen (Blanchard et al. 1987a; Skerrett et al. 1997).  

Ebenso wie bei IFN-γ scheinen konstitutiv erhöhte TNF-�-Spiegel, wie z. B. bei einer 

HTLV-I-Infektion, einen Schutz vor einer Infektion mit L. pneumophila darzustellen 
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(Funai et al. 1997). Der Level der endogenen TNF-�-Produktion ist somit gleichfalls 

bedeutsam für die Anfälligkeit gegenüber einer L. pneumophila-Infektion. 

 

4.3 Methodische Einschätzung und Bewertung der Ergebnisse 

 

Die Ergebnisse zeigen deutlich eine Erhöhung der IFN-γ-Produktion der NK-Zellen bei 

Koinkubation mit infizierten Monozyten. Eine weitere Frage war, ob die MHC-Klasse-

I-Reduktion auf den mit L. pneumophila-infizierten Monozyten Ursache für die IFN-γ-

Produktion ist.  

Das angewandte Versuchsmodell wurde konzipiert, um diesen Mechanismus zu unter-

suchen. Möglich wurde dies durch eine Isolierung der beiden Zelltypen aus ihrem phy-

siologischen Zusammenhang, der durch ein ausgefeiltes Wechselspiel aus direkter Zell-

Zell-Interaktion und konsekutiver Zytokin-Exzitation bzw. Inhibition gekennzeichnet ist 

(siehe Kap. 4.2). Zusätzlich modifiziert und vereinfacht wurde die Zellinteraktion durch 

die Versuchsbedingungen: die IL-2-Aktivierung der NK-Zellen, die Bestrahlung der 

Zielzellen und die Blockade des Proteinexports durch Monensin während der Koinku-

bation. Trotz dieser Modifikationen, durch welche der vermutete Mechanismus isoliert 

werden sollte, erscheint die Existenz additiver Stimulierung nicht nur aufgrund obiger 

Reflexionen zum Zytokinnetzwerk als wahrscheinlich. Sie wird vielmehr von dem Be-

fund gestützt, dass K-562-Zellen die NK-Zellen nur etwa gleich stark stimulierten 

(40,3 %) wie die infizierten Monozyten (37,1 %). K-562-Zellen exprimieren überhaupt 

keine MHC-Klasse-I. Dagegen weisen die durch L. pneumophila-infizierten Monozyten 

nur eine maximal 50%ige Reduktion ihrer MHC-Klasse-I auf. Die ähnlich hohen Stimu-

lationsraten deuten darauf hin, dass bei infizierten Monozyten eventuell nur ein Teil der 

Stimulation mit der Downregulation ihrer MHC-Klasse-I erklärbar ist.  

Der Befund, dass IL-2-aktivierte NK-Zellen sogar im autologen System eine nicht un-

erhebliche Aktivität gegenüber uninfizierten Monozyten zeigen, bestätigt Versuche von 

Blanchard et al. aus dem Jahre 1987 (Blanchard et al. 1987b). Blanchard et al. benutzten 

in ihren Zytotoxizitätsversuchen ein ähnliches L. pneumophila-Infektionsmodell mit 

humanen peripheren Leukozyten. Damals wurden im Chromrelease bei einem 50:1 Ef-

fektor:Target-Verhältnis 15,4 % der nicht-infizierten Monozyten zerstört.  
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Die Simulation des Beitrags freier Legionellen an der Stimulation der NK-Zellen in der 

Koinkubation dürfte mit dem Zusatz einer 100fachen Dosis an L. pneumophila zu den 

NK-Zellen eher großzügig bemessen sein, da Legionellen als fakultativ intrazelluläre 

Keime kaum extrazelluläres Wachstum in Zellkultur zeigen und die tatsächliche Menge 

freier Legionellen im Koinkubationsansatz wahrscheinlich eher im Bereich zwischen 

dem 10fachen (Stimulationswert = 3,8 %) und dem 100fachen (Stimulation = 7,2 %) der 

eingesetzten NK-Zellen lag. 

Die geringe Zunahme der Stimulation mit nicht MHC-Klasse-I-geminderten Targets, 

wie den mit apathogenen L. steigerwaltii infizierten Monozyten gegenüber der deutli-

chen Zunahme nach Stimulation mit L. pneumophila infizierten Monozyten ist jedoch 

ein starker Hinweis, dass die NK-Zellen – wie in Abb.4.1 dargestellt – auch über ihre 

KIRs aktiviert werden. 

Dass die partiell MHC-Klasse-I-geminderten, infizierten Monozyten beinahe gleich 

stark stimulieren wie die MHC-Klasse-I-losen K-562-Zellen, lässt die Existenz zusätzli-

cher, durch die Infektion induzierter Stimuli vermuten. Am wahrscheinlichsten ist dabei 

Stimulation über den bekannten NK-Aktivator IL-12. Eine experimentelle Abgrenzung 

der KIR-Stimulation von einer Stimulation über von infizierten Monozyten gebildetes 

IL-12 wäre durch den Einsatz eines IL-12-neutralisierenden monoklonalen Antikörpers 

realisierbar und würde weitere Klärung bringen. 

Insgesamt kann damit die gemessene Stimulation von NK-Zellen durch infizierte Mo-

nozyten zumindest teilweise als Resultat der NK-Zell-spezifischen ‚Nicht-Erkennung’ 

der infektionsbedingt MHC-Klasse-I-geminderten Zielzellen angesehen werden.  

 

4.4 Bedeutung und Einordnung der Ergebnisse  

 

Die Wirkung von Zytokinen wie IFN-γ beschränkt sich in vivo nicht nur auf direkte 

Effekte, wie z. B. das Verhindern der Replikation von L. pneumophila in Makrophagen. 

Sie muss vielmehr immer als Teil des großen Zytokin-Netzwerkes der angeborenen 

Immunität und erworbenen Immunität verstanden werden.  

Zytokine haben das Potential zur Übernahme von Schlüsselrollen durch Triggern von 

entscheidenden Abwehrmechanismen bei der angeborenen Immunantwort. Sie können 
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direkt oder durch Beeinflussung anderer Zytokine oder Chemokine, welche für die 

chemotaktische Anlockung immunkompetenter Zellen sorgen, modulierend auf die Im-

munabwehr wirken. Die Wirkungsweise von Zytokinen besteht also in einer interde-

pendenten Immunregulation, was die vollständige Aufklärung der Wirkung einzelner 

Substanzen mit den verfügbaren Methoden so diffizil, um nicht zu sagen unmöglich 

macht. 

Über die Bedeutung einer Stimulierung von NK-Zellen mit anschließender Freisetzung 

von IFN-γ im Zuge einer Legionellose gibt es bisher nur sehr bruchstückhafte Eviden-

zen. 

Hauptwirkung von IFN-γ bei einer Legionelleninfektion ist die Aktivierung von 

Makrophagen und die Erhöhung ihrer antimikrobiellen Aktivität. Den quantitativ be-

deutsamsten Anteil an der IFN-γ-Produktion leisten TH-1-Zellen. Sie entstehen im Zuge 

einer Infektion durch Differenzierung aus TH-0-Zellen (siehe Abb. 4.3). 

 

 
Abb. 4.3: Induktion von TH-1-Zellen zur Produktion von IFN-γ durch Legionella-infizierte Makrophagen 
(Friedman et al. 2002) 

Die TH-1-Zell-Bildung aus TH-0-Zellen erfolgt jedoch erst auf die IL-12-Aktivierung 

und wie unter Kap. 4.2.1 dargelegt, schwächt L. pneumophila die IL-12-Produktion und 

verlangsamt damit die IFN-γ-Bildung aus TH-1-Zellen zusätzlich. Dem von NK-Zellen 
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gebildeten IFN-γ dürfte somit in den frühen Phasen einer Infektion eine entscheidende 

Rolle bei der Begrenzung der Legionellenvermehrung zukommen. 

Bei der Beurteilung der aufgestellten Hypothese eines neuen Immunevasionsmechanis-

mus von L. pneumophila durch Induktion einer MHC-Klasse-I-Reduktion auf infizier-

ten Monozyten ist eine differenzierte Betrachtungsweise angezeigt: 

Obwohl man davon ausgehen kann, dass es L. pneumophila dadurch gelingt, eine CD8-

T-Zell-Antwort abzuschwächen, führt im Gegenzug die beobachtete Stimulierung von 

NK-Zellen zu einer Verstärkung der Immunabwehr. Allerdings war die IFN-γ-Antwort 

nur bei NK-Zellen zu beobachten, welche mit IL-2-aktiviert worden waren. Das Zu-

standekommen einer ähnlich starken IL-2-Aktivierung in vivo darf jedoch bezweifelt 

werden, zumal L. pneumophila in der Lage ist, IL-2 durch seine Proteasen zu degradie-

ren. Insgesamt könnte die MHC-Klasse-I-Reduktion damit durchaus einen Vorteil für 

L. pneumophila bedeuten, insbesondere wenn sie neben Monozyten auch auf anderen 

wichtigen T-Zell-Abwehr mediierenden Zellen, wie z. B. den DC, zu finden wäre. 

Eine abschließende Klärung dieser Frage ist von in-vivo-Experimenten zur NK-Zell-

Aktivität während einer Legionellose zu erwarten. Durch Infektion von Monozyten mit 

L. pneumophila-Mutanten, die nicht mehr in der Lage sind, eine MHC-Klasse-I-

Reduktion zu induzieren, könnte ferner durch Koinkubation mit CD8-T-Zellen der ver-

mutete Einfluss auf die CD8-T-Zell-Antwort untersucht werden. 

 

Ismail weist in seinem kürzlich erschienenen Review auf den Zusammenhang zwischen 

der Lokalisation von intrazellulären Pathogenen und der Gewichtung der adaptiven Im-

munantwort nach TH-1-Zell- bzw. CD8-T-Zell-Dominanz hin. So werden Antigene von 

zytosolisch lokalisierten Pathogenen, wie Rickettsien, endogen über MHC-Klasse-I prä-

sentiert. Ihre Abwehr ist daher vornehmlich CD8-T-Zell-mediiert. Dagegen werden An-

tigene von Keimen wie Chlamydien, welche in phagosomalen, lysosomalen oder endo-

somalen Kompartimenten proliferieren, exogen über MHC-Klasse-II präsentiert. Dies 

hat eine überwiegend TH-1-Zell-mediierte Abwehr zu Folge (Kayser et al. 1998; Ismail 

et al. 2002). Es gibt auch Hinweise auf MHC-Klasse-I-vermittelte Präsentation von e-

xogenen Antigenen aus Endosomen, welche mittels Regurgitation ins Zytosol gelangen 

(Harding et al. 1994). Die bisher bekannten Mechanismen zur adaptiven Immunantwort 
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bei einer Legionellose (siehe Kap. 4.2) sprechen jedoch vor allem für eine TH-1-Zell-

Gewichtung, wie sie nach Ismail et al. (2002) aufgrund der intrazellulären Lokalisation 

von Legionellen im Phagosom und der damit favorisierten Peptid-Präsentation via 

MHC-Klasse-II zu erwarten wäre. Neueste Untersuchungen im Maussystem scheinen 

diesen Weg der TH-1-Zell-Aktivierung über MHC-Klasse-II präsentierte Antigene zu 

bestätigen. Als Antigen-präsentierende Zellen wurden DC bestimmt (Neild et al. 2003). 

Möglich ist aber auch, dass das Überwiegen TH-1-Zell-mediierter, adaptierter Immun-

abwehr Resultat der MHC-Klasse-I-Downregulation ist. 

Es ist interessant, dass MHC-Klasse-II-Moleküle auf humanen Makrophagen während 

einer Infektion mit L. pneumophila nicht herunterreguliert werden (unveröffentlichte 

Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe). Dagegen wird die MHC-Klasse-I-Expression hu-

maner Makrophagen von Legionellen reguliert. Das pathogenetische Wirkungspotential 

dieses Mechanismus könnte mit Untersuchungen über die Existenz bzw. über das Aus-

maß einer MHC-Klasse-I-Präsentation von Legionellen-Antigenen bei Infektion mit 

nicht MHC-Klasse-I-reduzierenden Legionellen-Mutanten und eine dadurch mediierte 

CD8-T-Zell-Antwort eingeschätzt werden. 

 

Leider sind eventuell wirksame Mechanismen der adaptiven Immunantwort auf eine 

Legionellose insgesamt bisher nur unzureichend geklärt. Antikörper werden erst Wo-

chen nach den ersten klinischen Symptomen und nur von bis zu 50 % der Infizierten in 

nennenswertem Ausmaß gebildet und fördern dann zwar die Aufnahme von Legionellen 

in Makrophagen, verhindern jedoch nicht ihre intrazelluläre Vermehrung (Horwitz et al. 

1981; Friedman et al. 2002). Die Bedeutung der humoralen adaptiven Immunantwort ist 

daher eher als gering zu bewerten. Über die Rolle zellulärer Komponenten der adapti-

ven Immunantwort liegen bisher vor allem Informationen zur IFN-γ-Stimulation durch 

TH-1-Zellen vor. CD8-T-Zell-mediierte Zytotoxizität könnte – möglicherweise verstärkt 

durch eine TH-1-Zell Stimulation – vor allem für die endgültige Entfernung der Keime 

und eine raschere Eliminierung beim Zweitkontakt mit L. pneumophila verantwortlich 

sein (Friedman et al. 2002). 
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Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte erstmals eine Sekretion von IFN-γ 

durch NK-Zellen nach Kontakt mit durch L. pneumophila-infizierten Monozyten ge-

zeigt werden. Die Ergebnisse unterstützen die Vermutung, dass die beobachtete MHC-

Klasse-I-Reduktion ursächlich mit der NK-Zell-Stimulation in Zusammenhang steht. 

Andere Wirkungen der von L. pneumophila induzierten Inhibition der MHC-Klasse-I-

Expression sind bisher nicht bekannt. Es besteht daher Aufklärungsbedarf hinsichtlich 

des Zusammenhangs erhöhter MHC-Klasse-I-Reduktion speziell bei humanpathogenen 

Legionellenspezies, wie L. pneumophila, und einer eventuell verminderten Aktivierung 

von CD8-T-Zellen. 
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5. Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Stimulation von IL-2-aktivierten NK-Zellen durch 

mit L. pneumophila-infizierte Monozyten untersucht. Als Aktivitätsmarker wurde IFN-γ 

in einem intrazellulären Zytokinassay mit Farbstoff-konjugierten Antikörpern markiert 

und mithilfe der Durchflusszytometrie ausgewertet.  

 

Ausgangspunkt bildeten Resultate aus unserem Labor, nach denen mit L. pneumophila-

infizierte Monozyten nach 24 bzw. 48 Stunden Infektionsdauer eine zunehmend ver-

minderte Expression ihrer MHC-Klasse-I aufwiesen. Nach Infektion mit nicht als hu-

manpathogen bekannten Legionellenspezies wie L. steigerwaltii konnte keine Redukti-

on der MHC-Klasse-I bei infizierten Monozyten festgestellt werden. NK-Zellen erken-

nen Zielzellen mit einer aberranten MHC-Klasse-I-Konfiguration über Killer-

Inhibitory-Receptors und werden so aktiviert. Ziel war es, das zu erwartende Ausmaß 

dieser Aktivierung im Rahmen einer Legionellose zu klären und damit einen weiteren 

Baustein zum Verständnis der Immunabwehrmechanismen gegen diesen Pneumonie-

Erreger zu liefern. 

Das Versuchssetting umfasste ein Infektionsmodell mit aus humanem peripherem Blut 

isolierten Monozyten. Bei der Infektion kamen L. pneumophila SG 1 Pontiac und als 

Vertreter nicht humanpathogener Spezies L. steigerwaltii zum Einsatz. Aus dem glei-

chen Blutzellkonzentrat wurden neben Monozyten mittels Antikörperdepletion auch 

NK-Zellen isoliert. Diese wurden mit rekombinantem Interleukin-2 aktiviert. 

 

Nach Isolation wurden die Monozyten infiziert und die NK-Zellen aktiviert. 48 Stunden 

später wurden die Monozyten durch Bestrahlung inaktiviert und mit den NK-Zellen 

koinkubiert. Nach verschiedenen Koinkubationszeitpunkten von 1 bis 24 Stunden wur-

den dann die NK-Zellen mithilfe eines intrazellulären Zytokin-Assays markiert und im 

Durchflusszytometer gemessen. 
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Erstmals konnte gezeigt werden, dass IL-2-aktivierte NK-Zellen durch Koinkubation 

mit L. pneumophila-infizierten Monozyten zur Produktion von IFN-γ stimuliert werden. 

Es waren im Vergleich mit uninfizierten Monozyten mehr als doppelt so viele NK-

Zellen IFN-γ positiv. Analog zur MHC-Klasse-I-Reduktion waren die Stimulationswer-

te nach 48 Stunden Infektionsdauer im Vergleich zur 24-Stunden-Infektion stärker und 

bei Infektion mit einer avirulenten Legionellenspezies schwächer. 

 

Entscheidender Faktor der Immunabwehr im Rahmen einer Legionellose ist die Produk-

tion von IFN-γ, welches die Erhöhung antimikrobioller Aktivität von Makrophagen 

mediiert. Die gefundenen Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von NK-Zellen als 

IFN-γ-Produzent insbesondere während der frühen Phase einer Legionelleninfektion 

vor dem Einsetzen der TH-1-Zell-Antwort. 
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7. Anhang-Wertetabellen  

Alle Werte betreffen den Anteil IFN-γ-positiver NK-Zellen an der NK-

Gesamtzellzahl. 

 

Tab. 7.1: Vorversuche: Stimulierung von mit verschiedenen IL-2-Dosen aktivier-
ten NK-Zellen mit K-562-Zellen  
 

Vorversuch 0 U/ml 100 U/ml 250 U/ml 500 U/ml 

Wert 1 0,84 31,76 37,49 30,6 0-1 

Wert 2 1,81 34,37 40,91 33,3 

Wert 1 0,15 13,81 40,51 12,77 0-2 

Wert 2 0,19 14,5 39,61 12,77 

Wert 1 0,83 18,03 22,35 20,73 0-3 

Wert 2 1,61 15,08 20,93 21,5 

Wert 1 6,92 23,66 27,23 22,33 0-4 

Wert 2 6,61 23,33 27,02 24,89 

MW 2,37 21,85 32,01 22,36 

SD 2,78 7,91 8,48 7,38 

 

 

Tab. 7.2: Vorversuche: Kinetik der IFN-γ-Produktion nach Koinkubation mit K-
562 zu verschiedenen Zeitpunkten von 1-24 Stunden 
 

Vorversuch 1h 2h 4h 6h 8h 10h 12h 18h 24h 

0-5 Wert 1 17,96 34,41 32,13 27,04 26,94 23,68 23,43 18,35 13,96 

 Wert 2 19,23 35,36 32,82 27,71 27,02 23,93 26,05 18,1 13,48 

0-6 Wert 1 22,92 32,46 30,17 28,22 26,79 25,76 23,09 15,25 9,73 

 Wert 2 22,38 29,99 27,98 28,27 27,04 24,28 22,31 15,36 8,82 

0-7 Wert 1 12,24 38,32 41,93 33,53 35,36 31,83 23,59 23,66 20,81 

 Wert 2 13,22 32,01 38,02 34,46 32,31 33,77 25,1 22,71 19,03 

MW 17,99 33,76 33,84 29,87 29,24 27,21 23,93 18,91 14,31 

SD 4,49 2,92 5,19 3,24 3,69 4,43 1,38 3,58 4,83 
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Tab. 7.3: Vorversuche: Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat 

 

Vorversuche PMA 5h 

Wert 1 60,73 0-5 

Wert 2 66,56 

Wert 1 76,71 0-6 

Wert 2 75,35 

Wert 1 88,66 0-7 

Wert 2 93,09 

MW 76,85 

SD 10,50 

 

 

 

Tab. 7.4: Vorversuche: IFN-γ-Sekretion nach Koinkubation mit 10:1-L1P-
infizierten Monozyten  
 

 +iMo10-48 +Mo 

Vorversuche  2h 4h 6h 8h 10h 6h 

0-8 Wert 1 - 43,36 45,66 45,73 42,14 15,45 

 Wert 2 - 41,4 46,21 44,45 41,84 14,74 

0-9 Wert 1 35,62 40,57 43,92 37,63 36,54 16,42 

 Wert 2 34,67 38,07 44,72 37,95 32,5 17,04 

0-10 Wert 1 35,65 43,99 44,4 45,73 40,59 13,14 

 Wert 2 39,25 42,95 45,73 43,2 43,39 11,41 

MW 36,30 41,72 45,11 42,45 39,50 14,70 

SD 2,02 2,20 0,89 3,73 4,16 2,11 
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Tab. 7.5: Vollversuche 1-4: 

Versuchsansatz IL-2-
Dosis in 
U/ml 

t in h  Wert 1 Wert 2 Mittelwert Standard-
abwei-
chung 

Doppel-
plot-
kriterium 
Ja/nein 

Versuch 1 

NK+Mo 250 1 9,91 9,52 9,72 0,28 
 250 2 14,27 13,88 14,08 0,28 
 250 4 13,02 12,82 12,92 0,14 
 250 6 14,14 14,70 14,42 0,40 
 250 8 13,01 12,78 12,90 0,16 
 250 10 11,15 10,93 11,04 0,16 
 250 12 8,99 9,81 9,40 0,58 
 250 18 8,84 7,19 8,02 1,17 
 250 24 7,18 5,11 6,15 1,46 

ja 

NK+iMo1-48 250 1 11,09 11,42 11,26 0,23 
 250 2 21,56 20,91 21,24 0,46 
 250 4 28,39 26,27 27,33 1,50 
 250 6 27,99 30,78 29,39 1,97 
 250 8 24,60 24,65 24,63 0,04 
 250 10 24,44 23,16 23,80 0,91 
 250 12 19,94 19,96 19,95 0,01 
 250 18 15,81 16,33 16,07 0,37 
 250 24 13,04 14,50 13,77 1,03 

ja 

NK+iMo10-48 250 1 10,13 10,83 10,48 0,49 
 250 2 23,48 23,28 23,38 0,14 
 250 4 32,52 34,33 33,43 1,28 
 250 6 27,38 29,53 28,46 1,52 
 250 8 22,91 22,32 22,62 0,42 
 250 10 20,37 20,46 20,42 0,06 
 250 12 20,89 18,28 19,59 1,85 
 250 18 11,82 11,35 12,59 1,08 
 250 24 10,04 8,64 9,34 0,99 

ja 

NK+PMA 250 5 88,34 78,40 83,37 7,03 - 
NK+iMo1-24 250 6 25,69 - 25,69 - - 
NK+iMo st (10-48) 250 6 - - - - - 
NK+K-562 250 6 38,20 44,93 41,57 4,76 - 
NK+L1P100 250 6 10,86 11,22 11,04 0,25 - 
NK+L1P10 250 6 7,44 7,01 7,23 0,30 - 

Versuch 2 

NK+Mo 250 1 0,81 1,51 1,16 0,49 
 250 2 12,22 10,57 11,395 1,17 
 250 4 21,03 21,27 21,15 0,17 
 250 6 18,50 18,39 18,445 0,08 
 250 8 17,85 20,63 19,24 1,97 
 250 10 15,11 17,03 16,07 1,36 
 250 12 11,28 13,97 12,625 1,90 
 250 18 7,37 9,28 8,325 1,35 
 250 24 5,65 5,62 5,635 0,02 

ja 

NK+iMo1-48 250 1 1,06 1,2 1,13 0,10 
 250 2 14,1 13,38 13,74 0,51 

ja 
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 250 4 24,51 25,76 25,135 0,88 
 250 6 28,43 26,73 27,58 1,20 
 250 8 31,35 29,94 30,645 1,00 
 250 10 26,25 25,06 25,655 0,84 
 250 12 21,75 21,95 21,85 0,14 
 250 18 13,22 13,99 13,605 0,54 
 250 24 9,5 10,75 10,125 0,88 

 

NK+iMo10-48 250 1 1,78 1,66 1,72 0,08 
 250 2 24,91 16,71 20,81 5,80 
 250 4 45,83 45,33 45,58 0,35 
 250 6 43,55 45,28 44,415 1,22 
 250 8 45,94 44,38 45,16 1,10 
 250 10 36,22 38,02 37,12 1,27 
 250 12 34,6 37,13 35,865 1,79 
 250 18 28,57 26,21 27,39 1,67 
 250 24 22,99 20,44 21,715 1,80 

ja 

NK+PMA 250 5 88,1 87,93 88,015 0,12 - 
NK+iMo1-24 250 6 15,79 15,35 15,57 0,31 - 
NK+iMo10-24 250 6 35,66 32,35 33,955 2,41 - 
NK+iMo st(10-48) 250 6 17,60 15,75 16,68 1,31 - 
NK+K-562 250 4 37,49 40,91 39,20 2,42 - 
NK+K-562 250 6 33,23 33,12 33,175 0,08 - 
NK+L1P100 250 6 4,96 4,51 4,735 0,32 - 
NK+L1P10 250 6 1,35 1,24 1,295 0,08 - 

Versuch 3 

NK+Mo 250 2 9,75 14,69 12,22 3,49 
 250 4 18,18 19,37 18,76 0,84 
 250 6 13,19 18,71 15,95 3,90 
 250 8 13,93 15,23 14,58 0,92 
 250 10 12,19 9,75 10,97 1,73 
 250 12 8,92 8,86 8,89 0,04 
 250 18 8,14 6,41 7,28 1,22 
 250 24 7,24 2,69 4,97 3,22 

ja 

NK+iMo1-48 250 1 3,18 3,11 3,15 0,05 
 250 2 12,24 12,71 12,48 0,33 
 250 4 28,67 26,46 27,57 1,56 
 250 6 25,23 26,30 25,77 0,76 
 250 8 23,72 22,59 23,16 0,80 
 250 10 18,13 19,80 18,97 1,18 
 250 12 16,53 15,77 16,15 0,54 
 250 18 13,32 12,23 12,76 0,77 
 250 24 6,43 6,81 6,62 0,27 

ja 

NK+iMo10-48 250 1 (2,79) (2,87) (2,83) 0,06 
 250 2 (9,78) (9,95) (9,87) 0,12 
 250 4 (16,65) (14,18) (15,42) 1,75 
 250 6 (14,18) (14,72) (14,45) 0,38 
 250 8 (10,53) (11,56) (11,05) 0,73 
 250 10 (8,48) (7,97) (8,23) 0,36 
 250 12 (7,76) (7,40) (7,58) 0,25 
 250 18 (5,72) (6,40) (6,06) 0,48 
 250 24 (3,65) (3,64) (3,65) 0,01 

nein 

NK+PMA 250 5 90,08 88,44 89,26 1,16 - 
NK+iMo1-24 250 6 13,91 13,49 13,70 0,30 - 
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NK+iMo10-24 250 6 15,67 13,44 14,555 1,58 - 
NK+iMost10-48 250 6 13,74 12,42 13,08 0,93 - 
NK+K-562 250 4 40,51 39,61 40,06 0,64 - 
NK+K-562 250 6 - - - . - 
NK+L1P100 250 6 8,63 9,32 8,98 0,49 - 
NK+L1P10 250 6 - - - . - 

Versuch 4 

NK+Mono 250 1 4,96 5,15 5,05 0,13 
 250 2 12,31 13,52 12,91 0,86 
 250 4 12,57 13,77 13,17 0,85 
 250 6 15,58 18,19 16,89 1,85 
 250 8 12,06 10,68 11,37 0,98 
 250 10 7,21 7,02 7,12 0,13 
 250 12 5,14 5,43 5,29 0,21 
 250 18 6,03 5,03 5,53 0,71 
 250 24 1,53 1,10 1,31 0,30 

ja 

NK+iMo1-48 250 1 - - - - 
 250 2 - - - - 
 250 4 - - - - 
 250 6 - - - - 
 250 8 - - - - 
 250 10 - - - - 
 250 12 - - - - 
 250 18 - - - - 
 250 24 - - - - 

- 

NK+iMo10-48 250 1 6,10 5,82 5,96 0,20 
 250 2 24,82 25,50 25,16 0,48 
 250 4 41,72 41,93 41,83 0,15 
 250 6 37,41 39,52 38,47 1,49 
 250 8 37,28 42,71 39,99 3,84 
 250 10 36,94 35,06 36,00 1,33 
 250 12 32,60 32,23 32,41 0,26 
 250 18 23,18 24,40 23,79 0,86 
 250 24 24,24 21,72 22,98 1,78 

ja 

NK+PMA 250 5 44,61 52,88 48,74 5,84 - 
NK+iMo1-24 250 6 12,18 8,92 10,55 2,31 - 
NK+iMo10-24 250 6 35,28 36,05 35,66 0,54 - 
NK+iMo st (10-48) 250 6 13,74 12,42 13,08 0,93 - 
NK+K-562 250 4 38,70 44,65 41,67 4,21 - 
NK+K-562 250 6 35,88 31,74 33,81 2,93 - 
NK+L1P100 250 6 3,86 4,13 4,00 0,14 - 
NK+L1P10 250 6 2,55 3,37 2,96 0,41 - 
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