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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einblick in die Forschungsgeschichte zu Legionellen

Obgleich es schon in den Jahren zuvor Falle von Lags&nankheit, auch Legionellose
oder Legionellenpneumonie genannt, gegeben haben musstie der Erreger erst
1977 isoliert. Im Jahr zuvor war Legionellose unter deiin€hmern einer Versamm-
lung derAmerican Legionn einem Hotel in Philadelphia ausgebrochen. Von ca. 4400
Teilnehmern, die meisten davon Kriegsveteranen im viooeen Alter, zeigten 221
innerhalb von zwei Wochen Symptome einer Pneumonie, 3ddanagen schliel3lich
der Erkrankung. Nach Monaten intensiver Suche gelang Expeota Center for Di-
sease Control and Preventi¢€DC) die Isolierung eines bis dahin unbekannten rickett-
siendhnlichen Erregers, welcher als Ausloser der Krard#thbe identifiziert werden
konnte (Fraser et al. 1977; McDade et al. 1977). Es harsiettem ein GRAM-negati-
ves Bakterium mit der Fahigkeit zur intrazellularen Vemmag in Sdugerzellen und
Protozoen (Fields 1996). Es wurde nach der Gruppe der Betnoftemeder Lokalisa-
tion der Erkrankund.egionella (L.) pneumophilgenannt (Weisse 1992; Neumeister
1996).

Legionellen sind weltweit in Frischwasseranlagen zu findeetrospektive Analysen
von Isolaten legen nahe, dass es mindestens seit détdetzten Jahrhunderts spora-
disch zu Infektionen gekommen war (Tatlock 1944; Drozanski 1956).

Der Grund, weshalb Legionellen so lange von der Mikidobie unentdeckt blieben,
sind ihre anspruchsvollen Wachstumsbedingungen, mit démeitk einer Routinedia-
gnostik mittels Keimanzucht auf Standardnahrboden entzi{gtaany et al. 1989).

Selbst ein Vierteljahrhundert nach ihrer Entdeckung djgt Legionellenpneumonie
noch als unterdiagnostiziert. Dabei ist u. a. probtestia, dass Infektionsquellen un-
entdeckt bleiben und nicht beseitigt werden. Eine weiterglibtikeit zur Verbesserung
der Pravention bietet die Verwendung von neuen Desinfehdteln, wie Monochlo-
raminen (Fields et al. 2002).
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1.2 Taxonomie und Nomenklatur der Legionellen

Die Familie derLegionellaceaaumfasst nur die eine Gattumhggionella.Derzeit sind
48 Spezies bekannt, von denen 70 Serogruppen unterschieden kéarden (Fields et
al. 2002) (siehe Tab. 1.1). Anhand der Isolation aus klieischlaterial lassen sich 19
Spezies als humanpathogen einstufen (Muder et al. 2002).

Spezies Serogruppen Humanpathogenitgtrstbeschreibung
L. pneumophila 1 bis ja (Fraser et al. 1977)
15 (Lansing 3) (Brenner et al. 1988)
L. micdadei ja (Hebert et al. 1980)
L. maceachernii ja (Brenner et al. 1985)
L. dumoffii manRig (Brenner et al. 1980)
L. longbeachae 1 gering (McKinney et al. 1981)
2 (Bibb et al. 1981)
L. parisiensis bisher nicht beschrieben  (Brenner et al. 1985)
L. steigerwaltii bisher nicht beschrieber{m (Brenner et al. 1985)

Tab. 1.1:einige ausgewahlte Legionellen-Spezies und ihre humanpathBgdaetung

Von der humanpathogenetisch bedeutsamsten Spezmseumophilasind bereits 15
verschiedene Serogruppen bekannt. Die Serogruppe 1 (SG 1) kaanhjStichprobe,
fur 50-80 % aller diagnostizierten Félle von Legionanskheit verantwortlich gemacht
werden(Benin et al. 2002b; Helbig et al. 2002).

Einige Legionellen-Arterkdnnen selbst auf Spezialndhrbéden nicht kultiviert werden
und wurden daherLgegionellaartige Amoben Pathogene“Lggionella like amoebal
pathogen§ LLAPs) genannt (Rowbotham 1993). Bei Vorgabe einer mindsste
40 %igen DNA-Homologie fur die Gattungsdefinition wirden degionellen in min-
destens 14 Gattungen und bei 25 %iger DNA-Homologie noclkun Gattungen zer-
fallen. Die ausgepragte phanotypische Ahnlichkeit der Ledjiem rechtfertigt jedoch
die Einordnung aller Spezies in eine Gattung, so dass effl@NA-Homologie beru-
hende Aufgliederung der Legionellen in mehrere Gattumggtt vorgenommen wurde
(Ruckdeschel et al. 1993). Innerhalb einer Spezies betragi\dieHdmologie mindes-
tens 70 % (Benson et al. 1998).

10



1. Einleitung

1.3 Diagnostik von Legionellen

1.3.1 Mikroskopie und Kultur der Legionellen

Legionellen sind GRAM-negative ca. 1-10 um lange und 0,3-0,%igke begeil3elte
Stabchen. Sie besitzen ein einzigartiges Lipopolysaccfiarg), das durch einen un-
gewolhnlich hohen Anteil stark verzweigtkettiger Fettsaulesrakterisiert ist. Legio-
nellen sind mit der Ublichen Gramfarbung nur schlecht dbrate Besser geeignet ist
die fur Rickettsien und Chlamydien entwickelte Gimérérbung (Karbolfuchsin-
Malachitgrin-Farbung). Optimal werden Legionellen durch dieekte Immun-
fluoreszenz (DFA) dargestellSensitivitat beim Testen von respiratorischem Sekreti-
onsmaterial besteht zu 25-75 %. Die Spezifitdt dieser ddetlbetragt mehr als 95 %
(Edelstein 1987).

Legionellen stellen, wie bereits erwahnt, hohe Ansgri@hKulturmedien. Da sie keine
Zucker spalten kbnnen, benoétigen sie Aminosauren als prigrv@ryiequelle (zu Kul-
turbedingungen siehe Kap. 2.1.2). Legionellen werden durcth$iam aufouffered
charcoal yeast extraedgar (BCYE-Agar), einer entsprechenden Morphologie der K
lonien und einer bestehenden Abhéngigkeit vedystein diagnostiziert. Primarkultu-
ren bendtigen bis zu 10 Tage zur Koloniebildung und erscheindri@i$ konvexe,
milchglasartige, z.T. leicht gelbliche oder blau-rosa op@&esnde Kolonien auf dem
Aktivkohleagar (Neumeister 1996).

Die Kultur stellt den ,Goldstandard’ der Legionellendiagtitodar und besitzt die grof3-
te Spezifitat, jedoch muss man bei der Bewertung die nie8agsitivitdt der Methode
(9-70 %) bedenken (Ehret 1995). Das Material der Wahl fir deught stellen Proben
aus dem Respirationstrakt, also Sputum oder Broncho-aheebévage (BAL) dar. Ei-
ne erfolgreiche Kultur ist jedoch auch mit anderen Spewimoglich (Edelstein 1987).

1.3.2 Antigenurienachweis

Der Nachweis von Legionellen-Antigen im Urin mittesmesenzyme-linked immuno-
sorbent assayELISA) erméglicht eine sehr friihe Diagnose (Berdahle 1979; Ber-
nander et al. 1994; Williams et al. 1995; Kashuba et al. 1896)eist bei einer Infek-
tion mit L. pneumophileSG 1 eine Spezifitat von 97 % und eine Sensitivitat von 80 %
auf (Marrie et al. 1999). Die Bedeutung des Antigenurie-Na®sehat in den letzten

11
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Jahren enorm zugenommen, da eine frihe Diagnose nattigef Therapie (siehe
Kap. 1.6.) entscheidend fur den Krankheitsverlauf ist undamderen Tests nicht ge-
leistet werden kann (Benin et al. 2002b). Aufgrund der Sp@zdar eingesetzten Anti-
korper geger. pneumophileSG 1 bleiben allerdings andere Legionellosen unerkannt.
Ein weiterer Nachteil ist die Degradation der Antigenezoelangen Aufbewahrungs-
zeiten (Rigby et al. 1997; Benin et al. 2002b). Neben dem bigiiehen ELISA kann
Antigenurie auch mit einem Immunochromatographischen Memhssay (ICT), ahn-
lich dem Schwangerschaftstest nfitHCG, festgestellt werden. Breitspektrum-
Urintests, welche Ubdr. pneumophilaSG 1 auch Infektionen durch andere Legionel-

lenspezies erfassen, befinden sich in Erprobung.

1.3.3 Antikdrpernachweis-Serologie

Als gangiger Routinetest hat sich die indirekte Imnuoreszenz (IFA) bewahrt
(Wilkinson et al. 1979). Die detektierbaren Antigene ambshen fixierten Standard-
stdmmen der einzelnen Spezies und Serogruppen. Die Sitsitiieises Testsystems
betragt zwischen 75 % und 87 %, die Spezifitat nahezu 100 %ifgdlk et al. 1981,
Darelid et al. 2003). Da erst 14 Tage nach den erstenddemsSymptomen ca. 50 %
der Patienten serokonvertiert sind (Harrison et al. 198%fdte et al. 1988), ist eine
frihe Diagnose mit serologischen Methoden nicht zuregen. Derzeitige Empfehlun-
gen legen eine Verwendung von monovalentem AntigerLvpneumophileéSG 1 nahe
(Fields et al. 2002). Neben dem IFA wird auch ein Mikroagggtionstest verwendet
(Harrison et al. 1982).

1.3.4 DNA-Nachweis

Der Nachweis mittelpolymerase chain reactio(PCR) Uber Amplifikation Legionel-
len-spezifischer Gensequenzen stellt neben der kultudtizacht die einzige Methode
dar, mit der alle bekannten Legionellenspezies erkannt weds@enen. Eine Ubersicht
Uber benutzte DNA-Targets bietet Fields (Fields e2@02). Die Starke der Nachweise
von Legionellen-Nukleinséduren liegt in der hohen Empfirnkest. Allerdings weist
bisher keiner der entwickelten Tests eine ausreichend hugmfigit auf. In der Routi-
nediagnostik einetegionellaverdachtigen Pneumonie spielen PCRs daher bisher nur

eine untergeordnete Rolle (Fields et al. 2002).

12
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1.3.5 Klinische Diagnose

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik ist es bisher naxtt gelungen, eine Legi-
onellenpneumonie mittels klinischer Kriterien vordaren Pneumonien zu unterschei-
den (Edelstein 1993). Einen erneuten Versuch unternahm jingst GaghMitarbeiter
(Gupta et al. 2001), die eine sehr komplexe Symptomliste (CL@®8) einschliel3lich
unspezifischer Laborparameter, wie Serumkalium und shkr@amasen, benutzten. Al-
lerdings ergab das Verfahren eine zu geringe Sensitivitat,agwnellose verlasslich

ausschlieRen zu konnen.

1.3.6 ldentifizierung neuer Spezies

Isolate, die mit Legionellen-spezifischen Antisereagieren, gelten als bestatigegi-
onellaceae Wenn die Reaktion mit spezifischen Antiseren gegerbakannten Legio-
nellenspezies nicht gelingt, missen diese Isolate auh@igdiche neue Spezies inner-
halb der Gattung hin untersucht werden. Geeignete Metrgiddrbiochemische Ana-
lysen, Fettsdure-Profile, Proteinbandenmuster, Serokmide Nukleinsaureanalysen
(Benson et al. 1998; Fields et al. 2002). Es existierenrfeinge Methoden zur Subty-
pisierung von Legionellenspezies siehe dazu: (Selanddr £985; Schoonmaker et al.
1992; Gomez-Lus et al. 1993; Pruckler et al. 1995; Valsangiocetnad. 1995; Van
Belkum et al. 1996).

1.3.7 Uberblick — Diagnostik

Benin et al. haben in einer Ubersichtsarbeit aus dene 28192 alle dem CDC gemelde-
ten Falle unter verschiedenen Gesichtspunkten analygielt 1.1 entstammt dieser
Arbeit und zeigt den diachronen Verlauf der verschiedehagnostischen Verfahren
wéahrend der beiden letzten Jahrzehnte des 20.Jahrhuritkesairden dabei nur Falle
bertucksichtigt, die gemall CDC-Falldefinition (CDC 1997) fagibnarskrankheit eine
radiografisch gesicherte Pneumonie aufwiesen und fur memesinen der angegebe-
nen Tests positives waren. Insgesamt konnten 6757 Féalle inalyse eingeschlossen
werden. Da 20 % dieser Falle mehr als einem Test unterzegelen, ist die Summe
der Einzelwerte in einem Jahr gré3er als 100 %. Die Grafdt,zdass in den USA die
Anfang der 80er Jahre in Uber 80 % der Falle verwandte Apgkinessung am Ende

13
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des Analysezeitraumes so gut wie gar nicht mehr eirggesatde. Fir den DFA zeich-
net sich ein &hnlicher Bedeutungsverlust ab. Genau gegenladéigfvder Trend beim
Test auf Antigenurie, der sich zum Standardverfahreniekaiv hat. Nach wie vor h&u-
fig angewandt ist die Kultur, die immerhin in ca. 50 % aHéile durchgefihrt wird
(Benin et al. 2002b).

100
: . A-facher
....... - - — - ——— |t
90 | Urin Antigen DFA Titeranstieg ultur

80
70 A
60
50 4
40 -

30 4

Falle mit positivem Test,in %

e _‘ )
’ ) ' T o ! T T T T T T T T T T T 1

R ac PN S SN PR P S B S BN P & B S P R AN~
FPFFFFFFFFFI T IIIIIPE
Jahr

Abb. 1.1:Diagnostische Tests alégionella Prozentsatz aller gemeldeten Félle gemaf der Falldefinit
nach Testtyp im Zeitraum 1980-1998; Titeranstieg — Anstiegadikorpertiters (Benin et al. 2002b)

Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass Verdachtsfalle sawbAntigenurie als
auch mittels Keimanzucht diagnostiziert werden solltennur ein kombiniertes Vor-
gehen eine moglichst schnelle Diagnose und die Chanaaraiirkennen von anderen
LegionellaceaalsL. pneumophileéSG 1 ermdglicht. AulRerdem gestattet nur die Kultur
die Gewinnung von klinischen Isolaten, die fur epidemicioige Untersuchungen ein-
schlie3lich der Identifizierung der Infektionsquellen essdhgind.

1.4 Epidemiologie

1.4.1 Inzidenz und Mortalitat der Legionellenpneumonie

Legionellen zahlen zu den haufigsten bakteriellen Erregentulant erworbener
Pneumonien (Fang et al. 1990; Fine et al. 1990). Weltweik st schatzungsweise
8000-18000 Falle (Marston et al. 1997). Dabei bleiben die Fadlmahletwa konstant
(siehe Abb. 1.2).

14
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Abb. 1.2:Legionérskrankheit von 1980-1998; jahrliche Fallzahlen andJ$A nach Benin (2002b)

Die jahrliche Inzidenz in Europa betragt 0,5 Falle auf 100.00@Qvé&hner (Joseph
2002). Die Letalitat einer Legionellenpneumonie wird eémgbend von einem frithzei-
tigen Therapiebeginn beeinflusst (Heath et al. 1996a) und kdahex durch eine Ver-
besserung der Diagnostik deutlich gesenkt werden. Einerduisteing aller zwischen
1980 und 1998 dem CDC in Atlanta gemeldeten Falle zeigte eindichdentRickgang
der Letalitat von max. 34 % im Jahre 1985 auf 11,5 % im Ja®88 (Benin et al.
2002b).

Ambulant erworbene Pneumonien werden in Industrielander@ bies 16 % der Féalle
von Legionellen verursacht (Macfarlane et al. 1981; Yale1982; File et al. 1992;
Bohte et al. 1995). Einen htheren Anteil gibt es bebkosiialen Pneumonien. Sie
werden bei bis zu 40 % von Legionellen verursacht (Mudet. ¢983; Johnson et al.
1985; Yu et al. 1987; Ruf et al. 1989). Eine dritte Kategorieestalie so genannten
Reise-assoziierten Krankheitsfalle dar. DarunteefafPersonen, welche in den letzten
zehn Tagen vor Krankheitsbeginn mindestens eine Nacht &ldier verbracht haben
(EWGLI 2003). Sie machen ca. 20 % aller Falle von Legskrankheit aus (Helbig et
al. 2002).

In den USA werden etwa 90 % der Legionellenpneumonien durgheumophilaaus-
geldst, dabei entfallen ca. 50 % auf die SG 1 und 30 %isluér unbekannte Serogrup-
pen. Daneben haben not¢hmicdadei (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 Falle lugmneumophilaSG 1
hervorgerufen (Helbig et al. 2002).
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Infektionen mit weniger bekannten Legionellenstammen sind wioht zuletzt deshalb
selten verzeichnet, weil eine spezifische Diagnostik wmozureichend maoglich ist
(Fields 1997).

1.4.2 Erregerreservoir und Infektionsweg

Legionellen sind weltweit in natirlichen SiRwasseransamyein und besonders in
kinstlichen Wassersystemen anzutreffen. In einer ErlgeburSiiswasserreservoiren
gelang bei 40 % ein kultureller Nachweis. Der PCR-Nachemsisachte sogar bei 80 %
die Bestatigung eines Legionellenbefalls (Fields 1997).

Die primére Infektionsquelle bilden wasserfiihrende techaid€inrichtungen. Dabei
fordert eine Warmwassertemperatur zwischen 25°C und 4@°8akiterienvermehrung
(Wadowsky et al. 1985). Die optimale Wachstumstemperaturbeig35°C (Katz et al.
1987). Wasserrohre und Wasserschlauche aus KunststdgnSdder Gummi erlauben
die Bildung eines Biofilms, in dem sich Legionellen lanigalten konnen als auf der rela-
tiv dauerhaft glatten Oberfliche von Wasserrohres Bdelstahl, Glas oder Kupfer
(Schoenen et al. 1988; Kramer et al. 1994). Grol3e Wassergungs- und Kihlsysteme,
wie sie in Krankenh&usern, Hotels und anderen mehrstickdgbauden installiert sind,
scheinen haufiger Legionellenkontamination aufzuweitehklaine Systeme in Einfamili-
enhausern (Bhopal 1995). Eine wichtige Rolle bei demméarung von Legionellen im
Wassersystem spielen mikrookologische Interaktionen vodb&m Flagellaten und Zilia-
ten mit den Legionellen. Legionellen vermehren giaht in sterilem Wasser, sondern
bendtigen im Wasser lebende Protozoen als Wirtsorganistmughrf intrazellulares
Wachstum. Wahrend bei niedrigen Wassertemperaturen émiglder Lage sind, Legio-
nellen nach der Phagozytose zu zerstoren, fordert Wasséfemperaturen zwischen
37°C und 49°C das intrazellulare Wachstum der Legian€ligndall et al. 1982; Smith-
Somerville et al. 1991).

Die Fahigkeit zur intrazellularen Vermehrung in Protozesklart, warum Legionellen
gegeniuber Chlorierung von Wasser erheblich resistenter als andere Bakterien
(Kilvington et al. 1990). Sie Uberleben in Protozoenzydiame Mdglichkeit der hygie-
nischen Verbesserung fur groRere Wassersysteme liedgriverwendung von Mo-

nochloraminen anstelle von freiem Chlor (Kool et al. 198%)e grél3ere Stabilitat die-
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ser Substanzen scheint hierbei Grund fir die erhdhtedbid¥irkung auf Legionellen
Zu sein. Zu einer besseren Pravention von in Krankeah@dusigt auch die Verwen-
dung von Kupfer-Silber-lonisations-Systemen zur Wasseradsioh bei (Stout et al.
2000).

Eine Legionelleninfektion erfolgt durch Inhalation der Balkterin Form von Aeroso-
len (Hoge et al. 1991), wie sie beispielsweise beimi@®etron Duschen, medizinischen
Verneblergeraten, Klimaanlagen und in Schwimmbadern éetstéDavis et al. 1987,
Winn 1988; Hart et al. 1991).

Eine Ausnahme hierbei bilddt. longbeachaegin haufiges Isolat aus Blumenerde
(Steele 1989)L. longbeachastellt den haufigsten Grund fur Legionellose in Australi
dar und beféllt dort vornehmlich Gartner sowie BeschaftigteBlumenerdevertrieb
(Ruehlemann et al. 1996).

1.5 Kilinik der Legionelleninfektion

Eine Legionellose manifestiert sich in der Regel imnfraer folgenden zwei Krank-
heitsbilder: der Legionarskrankheit, einer schwerentisystemischen Erkrankung mit
Pneumonie (Fraser et al. 1977) und dem Pontiacfieber, sstimstlimitierenden grippe-
artigen Erkrankung (Glick et al. 1978). Allerdings verlauft Boher Prozentsatz der
Infektionen klinisch stumm: es finden sich viele Serolatierte ohne jegliche Sym-
ptomatik (Boshuizen et al. 2001).

Die klassische Legionellenpneumonie ist eine oftrealsver verlaufende Erkrankung.
Sie hat eine Inkubationszeit von 2 bis 10 Tagen. ProdramieNiidigkeit, Ubelkeit,
Benommenheit, Kopf- und Gliederschmerzen sowie Schweilzish Das Fieber
steigt auf Gber 40°C, meist begleitet von Schittelfidst. anfanglich trockene Husten
geht spater in einen produktiven Husten mit purulenter Expéktoraber. Radiolo-
gisch imponieren alveolare, fleckférmige Verschattungen,n der Regel konfluieren.
Sie sind als Zeichen alveolarer Infiltrate und tretendeeiLegionellenpneumonie hau-
figer auf als bei anderen atypischen Peumonien (Macfarét al. 1984). Histopatholo-
gisch lasst sich die Erkrankung als eine multifokalerirfopurulente Alveolitis und
Bronchiolitis klassifizieren. Die Pneumonie kann dural Bntwicklung einer Schock-
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lunge (ARDS), oft begleitet von einem Multiorganversag&ompliziert werden
(Hervas et al. 1988; Monforte et al. 1989; Arnouts et al. 1B@fnarola et al. 1992). In
den ersten vier bis funf Tagen der Erkrankung leidet etwa diteHder Patienten an
wassrigen Durchféallen mit Blutbeimengungen (Kirby etl@80; Yu et al. 1982). Neu-
rologische Symptome treten bei einem Drittel der Pareauf (Yu et al. 1982; Mac-
kenzie 1987; Virchow et al. 1995). Andere Organsysteme sindrankheitsgeschehen
seltener beteiligt. Es wurden jedoch Falle von Manifestan an Niere (interstitielle
Nephritis, Tubulusnekrosen und akutes Nierenversagen) (Fenvesut@BBlerz (Peri-
karditis, Myokarditis) (Mayock et al. 1983; Nelson et #884; Luck et al. 1989)
beschrieben.

Das Pontiac-Fieber ist eine Legionelleninfektion mit deltmilderem Verlauf. Der
Verlauf ist akut und selbstlimitierend und &hnelt einemppien Infekt. Die Inkubati-
onszeit betragt 48 Stunden. Etwa 90 % der exponierten Perentwickeln Symptome
wie Ubelkeit, Myalgien, Fieber, Schittelfrost und Kapiisierzen (Nguyen et al. 1991a;
Nguyen et al. 1991b). Obwohl haufig ein trockener Husten #ufst eine Pneumonie
weder auskultatorisch noch radiologisch nachweisbar. Algte Antibiotikatherapie
gesunden die betroffenen Patienten innerhalb weniger Naggde Legionellen sind
kulturell selten nachweisbar. Das Pontiac-Fieber kanerhalb eines Ausbruchs paral-
lel zur Legionellenpneumonie auftreten und beféallt bewgtziingere und gesiindere
Menschen (Thomas et al. 1993; Kramer et al. 1994; Benin20@GRa).

Fur die Entwicklung einer Legionellenpneumonie sind bestenRisikofaktoren pré-
disponierend (Davis et al. 1987). Als spezielle Risikofaktgedten Transplantationen,
Hamodialyse, Chemotherapie sowie die Einnahme von Kostéroiden, Cyclospori-
nen. Zu den allgemeinen Risikofaktoren zahlen Noxen wie Zigareind Alkohol,
chronische Erkrankungen der Lunge, Diabetes mellitus unohigdrdiese allgemeinen
Faktoren implizieren ein hoheres Risiko bei mannlicheesdBlecht und einem Le-
bensalter tiber 50 Jahren (Marston et al. 1994).

Bei Mausen konnte eine Verschlechterung einer Legiongimponie unter Hypoxie-
bedingungen, wie sie etwa bei Sauerstoff-Beatmung vsdiesn, beobachtet werden
(Tateda et al. 2003).
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1.6 Therapie der Legionelleninfektion

Verzdgerung einer effektiven Therapie geht immer mitregneohten Mortalitat einher
(Heath et al. 1996a). Da Azithromycin und Fluorchinolorenigyer Nebenwirkungen
als Erythromycin besitzen und vitro sogar eine hohere Wirksamkeit aufweisen, wer-
den diese zumindest von einigen Autoren als Mittel der Veampfohlen (Edelstein
1998; Pedro-Botet et al. 2001). Neuere Makrolide gelten inzwisgegenuber E-
rythromycin als geeigneter (Sabria et al. 2002). Bei Un&glichkeit oder starken Ne-
benwirkungen nach Makrolidtherapie wie Phlebitis, Ubejkaihaltenden Durchfallen,
Storungen der Leberfunktion mit und ohne Cholestase oderigkien von Ototoxizitét
kann auch Doxycylin eingesetzt werden (Davis et al. 1981; MES@8; Yoshida et al.
1985; Nguyen et al. 1991b).

Da Chinolone keine Interferenz mit Cyclosporin aufweisegrden sie insbesondere fir
Transplantationspatienten empfohlen (Hooper et al. 19881ckeél et al. 1991; Ruck-
deschel et al. 1993). Die Therapiedauer sollte zwei Wobheimmunkompetenten und
drei Wochen bei immunsupprimierten Patienten nicht untexgeh. Typisch fur eine
Legionellenpneumonie ist die lange RekonstitutionspkdasdPatienten, die auch unter
wirksamer und schnell einsetzender Therapie durchschnitiieh lzis drei Monate in
Anspruch nimmt.

Eine Analyse von sechs Fallen von Legionarskrankhestdem Jahr 2002 kommt zu
dem Schluss, eine Legionelleninfektion ebne den Weg audmntiere Pathogene, ins-
besondereStreptococcus pneumoniaBer Autor schlagt daher eine zusatzliche Ver-
wendung von Pneumokokken-wirksamen-Antibiotika bei Risikoptgievor (Tan et al.
2002).

1.7 Pathogenese und Virulenzfaktoren

1.7.1 Pathogenese

Als entscheidender Pathogenesefaktor wird die Fahigkeiteniell Legionellen ange-
sehen, sich in Alveolarmakrophagen vermehren zu konnemv({tdcet al. 1980). So ist
die stark humanpathogene SpeziepneumophileéSG 1 in der Lage, sich intrazellular
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um drei bis vier Logarithmenstufen zu vermehren. Die maliganpathogene Spezies
L. micdadeizeigt eine weniger ausgepragte Vermehrungsfahigkeit um ehsa_ ega-
rithmenstufe. Gering oder nur unter bestimmten Bedingungerahpathogene Spezies
wie L. longbeachae, L. gormaniind L. steigerwaltiizeigen im In-vitro-Test mit einer
monozytaren Zelllinie eine Abnahme der Bakterienzahl (hNaster et al. 1997).

Der Lebenszyklus wurde sowohl in Protozoen als auch ieZetbnMammaliacharak-
terisiert (siehe Abb. 1.3): Nach Inhalation eines erregjgglen Aerosols werden Legio-
nellen durch Alveolarmakrophagen phagozytiert (Horwitz 1992)inBer-Kawahara et
al. fanden heraus, dass diesem Vorgang die Fixierung daplémentkomponente C3

an dasmajor outer membrane proteifMOMP) der Bakterien vorangeht (Bellinger
Kawahara et al. 1987, 1990). Payne et al. konnten die Exisieaz Komplement-
Rezeptor-vermittelten Phagozytose zeigen (Payne &08Y). Eine Arbeit von Weiss-
gerber et al. zeigt jedoch, dass die pathogenetische Bededim Komplement-
Rezeptor-vermittelten Phagozytose nur gering ist: diek#oeng monozytarer Zellen
mit Komplement-Rezeptor-spezifischen Antikdrpern hat deikinfluss auf die Menge
an phagozytierten Legionellen und Komplement-Rezeptgative Zellen phagozytie-
ren identische Mengen vdn pneumophilavie Komplement-Rezeptor positive Zellen
(Weissgerber et al. 2003).

Bei der Phagozytose vdregionella pneumophil&G 1 wurde Uber eine spezielle Form
der Phagozytose, die so genannte Coiling-Phagozytose tbéri€rabei wickelt sich
eine Ausstllpung des Makrophagen spiralformig um das Bakieum es aufzuneh-
men. Andere Legionellen werden konventionell phagozyfléorwitz 1984; Marra et
al. 1990).

Die Phagozytose Uber Komplementrezeptoren ermdoglichtenitErregern, auf eine
schonende Art und Weise in die Wirtszelle aufgenommewenglen und gleichzeitig
denoxidative bursim Phagozyten aul3er Kraft zu setzen (Horwitz 1992). Bladgkeit
zur Hemmung der intrazellularen Produktion von Sauerathifalen ist gerade fur Le-
gionellen sehr wichtig, da sie auf Grund ihrer geringatalase-, Glutathionperoxidase-
und Glutathionreduktase-Aktivitdt sehr empfindlich gegentibestben Sauerstoffra-
dikalen sind (Locksley et al. 1982).
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Bei der Phagozytose vdn pneumophiladurchHartmanella vermiformigelang Ven-
kataraman die Identifizierung eines Rezeptors, welchendagie zum Galaktose- und
N-acetylgalaktosamin (Gal/GalNAc)-inhibitierbaren LektionvEntamoeba histolytica
aufweist (siehe Abb. 1.3). Diesem Lektin wird eine Funktiei der Adharenz von
L. pneumophilaanH. vermiformiszugeschrieben (Venkataraman et al. 1997).

Aufnahme in Amoeben: Rezeptor-mediiert
Bendtigt doticm (s.1.7.2)

GaliGalNAc Rezeptor
L @
|
. Freisetzung aus Amoeben
Nekrose - Porenbildung
Replikative Form
Fusion mit ER )

8 Aminoséure- Depletion
peGpp- Aufbau
Stationdre Phase Genexpression
Intrazellulare Motilitat
PR (/ ‘
Aﬁm;m in Makrophagen:
Actin-abhangig . v 4
Benotigt icm/dot S e—
FreisetzLng aus Makrophagen:
Apoptose

Nekrose- Porenbildung

Abb. 1.3: Lebenszyklus vori_egionella pneumophilan Protozoen und humanen Makrophagen nach
Fields (2002) (Erklarungen im Text)

Nach der Aufnahme durch konventionelle Phagozytose oder G&liagozytose liegt
das Bakterium sowohl in Makrophagen als auch in Amdbezine@m Phagosom. Bin-
nen 60 Minuten finden sich dem Phagosom der Legionellen voroligtdser Seite an-
gelagerte Vesikel (Horwitz 1983a). Nach etwa einer Stunde &ar@ninteraktion mit
Mitochondrien beobachtet werdetus der Fusion mit Bestandteilen des ER resultiert
nach vier bis zwolf Stunden ein Phagosom, das ebenso wie ERienit Ribosomen
besetzt ist und ER-Antigene besitzt (siehe Abb. 1.3)\kip 1983a; Swanson et al.
1995; Abu Kwaik 1996; Swanson et al. 2000; Tilney et al. 2001; Kagain 2002; Roy

et al. 2002).L. pneumophilavermehrt sich innerhalb dieses Phagosoms mit einer
Verdopplungszeit von ca. zwei Stunden wahrend der mid-logePdarwitz et al.

21



1. Einleitung

dopplungszeit von ca. zwei Stunden wahrend der mid-log-Rhls®iitz et al. 1980).
Wahrend der intrazellularen Vermehrung listpneumophilain der Lage, die Fusion
von Phagosom mit Monozytenlysosom und die Anséduerund?ldeagosoms zu verhin-
dern (Horwitz 1983b; Horwitz et al. 1984; Sturgill-Koszycki a. 2000). Dieser
Mechanismus scheint eine aktive Leistung der Legionallmustellen, da ebenfalls
durch Coiling-Phagozytose aufgenommene, Formalin-inaktévidregionellen die
Phagolysosomenfusion nicht hemmen, ihr Phagosom angeséreerind sie schnell
innerhalb des Phagolysosoms verdaut werden (Horwitz @08#l). Allerdings konnte
die Hemmung der Phagolysosomenbildung bisher nur Litipneumophila SG 1
nachgewiesen werden. Andere Serogruppen und andere Lémispekies, die die
Phagolysosomenbildung nicht hemmen kdnnen, vermehren sichirdasiteilweise —
trotzdem intrazellular (Rechnitzer et al. 1989a; O'Conndll.e1996; Neumeister et al.
D¥Odiptrazellulare Vermehrung der Legionellen geht einer Aminosaure-Depletion
der Wirtszelle einher, welche die Anhaufung von 3’-5’ Bgptmosphat (ppGpp) verur-
sacht (siehe Abb. 1.3) (Hammer et al. 1999). Dies erhéhBittung des so genannten
o-Faktors RpoS, der wiederum die Expressionsrate von Gegestationaren Phase
erhoht. Diese erleichtern die Infektion von neuenefe{(Swanson et al. 2000).

Den finalen Schritt des Infektionszyklus stellt dann déitae mit Freisetzung der Bak-
terien dar (Swanson et al. 2000). In Makrophagen und alveolgpéhelzellen wird
Zelltod zu einem friihen Zeitpunkt der Infektion durch Apoptadgenaitochondrialem
Weg (Neumeister et al. 2002), und spater auch durch direkteoXigitht (Hagele et al.
1998; Gao et al. 1999) verursadbagegen konnte béicanthamoeba polyphagand
Acanthamoeba castellankeine Apoptose induzierende Wirkung bestétigt werden
(Hagele et al. 1998; Gao et al. 2000).

1.7.2 Virulenzfaktoren

Im Laufe der Zeit konnten verschiedene Virulenzfaktorerradttarisiert werden. Es
handelt sich um voiegionella kodierte Genprodukte, die bei der Wirtszellinvasion
oder der intrazellularen Vermehrung Bedeutung haben.dlgeride Einteilung beruht
auf der Ubersichtsarbeit von Cianciotto (Cianciotto 2001):

Strukturen der Legionellen-Oberflachen:
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LPS — Das Legionellen-LPS verfugt tber einen hohendpisatz verzweigtkettiger
Fettsduren und eine hydrophobe O-Kette (Ciesielski el%6; Petitjean et al.
1990; Mintz et al. 1992).

LipidA hat nur geringe endotoxische Aktivitat, die minei niedrigen Affinitat
zum CD14-Rezptor von Makrophagen assoziiert ist (Neumeedteal. 1998a);
jungst wurde allerdings auch ein Zusammenhang mit inttaaedim Wachstum und
Virulenz nachgewiesen (Llneberg et al. 1998; Liineberg et al..2001)
rcp (resistance to cationic antimicrobial peptifles Das Genprodukt modifiziert
LipidA und erhoht die Virulenz (Robey et al. 2001);

Legionellen-Geil3eln (Flagellen) spielen eine Adharemzbhangige Rolle bei der
Wirtszellinvasion (Dietrich et al. 2001).
mip (macrophage infectivity potentiajor Es handelt sich um ein Oberflachenpro-
tein von 24 kDa mit Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase-¥kit (Cianciotto et al.
1989; Fischer et al. 1992; Helbig et al. 2001).
pilE kodiert fur das Pilin-Protein, dessen mogliche Bedeutway ih der Adharenz,
es liegt jedoch kein Einfluss auf intrazellulare Vernuelgrvor (Liles et al. 1998).

Sekretionssysteme und Sekretionsfaktoren:

pilD — Genprodukt ist die Prepilin Peptidase, welche tUber dasVl §ekretionssys-
tem sezerniert wird und wichtig fir Typ-1l-Protein-Sekratist (Stone et al. 1998;
Liles et al. 1999). Uber das Typ-II-Protein-Sekretionssysteerden eine Reihe von
Enzymen sezerniert, dazu gehoren die Zink-Metalloproteastere Endo- und E-
xopeptidasen sowie eine PhospholipaseA, die an der Déstrukin befallenen
Phagozyten beteiligt sind und Lungensurfactant sowie Mamelor zerstoren
(Flieger et al. 2000a; Flieger et al. 2000b; Flieger et al. ZRO04sier et al. 2001).
Isp kodiert fur ein Typ-lI-Sekretionssystem (Hales et al. 1928esky et al. 2001,
Rossier et al. 2001).

icm/dot (intracellular multiplication locus/ defect in organelle traffick)n@gviarra et
al. 1992; Berger et al. 1993) — Es handelt sich um 24 Genlecfiiddas Typ-IV-
Sekretionssystem vdn pneumophil&kodieren. Es konnten die Sekretionsprodukte
DotA und RalF identifiziert werden (Nagai et al. 2001; Nagaile2002). Die evo-
lutionsbiologisch-urspringliche Funktion des Typ-IV-Sekmetsystems ist der
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Austausch von Transfer-Plasmiden im Rahmen bakteriellejuigation. Legionel-

len bedienen sich wahrscheinlich des Typ-IV-Sekretygstesns, um den Protein-
transfer zwischen ihren replikativen Phagosomen und dgoplasma zu erleich-
tern. Fur das DotA-Protein konnte eine Porenbildner-Aktiwtat/irtszellmembra-

nen nachgewiesen (Kirby et al. 1998; Vogel et al. 1998; @hes al. 2000; Swan-
son et al. 2000; Christie 2001); Legionellen-Mutanten ohné\IBogression kon-

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

Periplasmatische und zytosolische Virulenzfaktoren :

» Katalase-peroxidaseB (KatB) ist nétig fir optimale in#laulare Infektion
(Bandyopadhyay et al. 1998).
Andere Infektionsférdernde Genloci:

* pmi(protozoan and macrophage infectiyifgzao et al. 1997),

* mil (macrophage-specific infectivjtyGao et al. 1998) und

« enh, eml, milA sinavichtig fir Invasion und Etablierung des replikativen Rhag
soms (Cirillo et al. 2000; Harb et al. 2000)

Das Fehlen eines der angefiihrten Genbereiche — mit AusnadmpdE — hebt die Fa-

higkeit zur intrazellularen Vermehrung vanpneumophileSG 1 auf bzw. fuhrt zu ei-

ner Reduzierung und Verzdogerung der intrazellularen Veumgh(Cianciotto et al.

1990; Cianciotto et al. 1992; Marra et al. 1992; Berger et al. 1883;et al. 1997; Gao

et al. 1998; Cianciotto 2001).

Legionellen synthetisieren wéhrend ihres intrazétleth Wachstums in Makrophagen

spezifische Proteinem@acrophage induced protean MINs) (Yamamoto et al. 1992,

Abu Kwalik et al. 1993; Susa et al. 1996). Insbesondere dei@rden Synthese von

Hitzeschockproteinen (Hsp) und ihrer Expression an der &ltbdberflache durfte da-

bei eine besondere Bedeutung hinsichtlich der Lyse solcledlenZ durch T-

Lymphozyten zukommen (Weeratna et al. 1994). Hsp60 wird rf@&ine Rolle bei der

Invasion zugeschrieben (Garduno et al. 1998).

Die Virulenz von Legionellen kann auch durch verschiedémweltfaktoren und Wachs-

tumsbedingungen beeinflusst werden. Fur die VermehruagBsteine ausreichende Be-

reitstellung von Eisen essenziell. Legionellen seeeeni Legiobactin, ein Siderophor

(Liles et al. 2000). Weitere Gene, welche die Eisegitstellung und damit die intrazellu-
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lare Infektion erleichtern, kodieren fiur eine Methgftsferase (iraA) und einen Eisen-
Peptid-Transporter (iraB) (Viswanathan et al. 2002)ctAdie Kulturtemperatur beein-
flusst die Virulenz. Legionellen hab@mvitro volle Virulenz bei einer Inkubationstempe-
ratur von 37°C. Siehe dazu Ubersicht bei Neumeiblenifeister 1996).

Im Gegensatz zur humoralen Immunitat kommt der zellvesftett Immunitéat ent-
scheidende Bedeutung bei der Abwehr einer Legionelleniofekti. Bereits sehr friihe
Untersuchungen haben gezeigt, dass Lymphozyten vomteatielie von einer Legio-
nellenpneumonie genasen, nach in-vitro-Kontakt mit Bdimrvinaktivierten Legionel-
len sowohl Proliferation {H]-Thymidineinbau) als auch Zytokin-Aktivitat im Zellkul-
turiiberstand zeigten (Plouffe et al. 1981, 1982; Friedmah &983; Horwitz et al.
1983; Friedman et al. 1984a; Friedman et al. 1984b). Spéater Wiarjdelass die beo-
bachtete Zytokin-Aktivitat im Uberstand Antigen-aktiviertegmphozyten hauptsach-
lich auf die Produktion von Interferon{IFN-y) durch diese Lymphozyten zuriickzu-
fuhren war (Bhardwaj et al. 1986; Whitaker Dowling et al. 19R8)sen et al. 1987,
Nash et al. 1988; Byrd et al. 1989; Skerrett et al. 1992). Makgephaliein vitro durch
IFN-y stimuliert wurden, phagozytierten weniderpneumophileBakterien, vermutlich
aufgrund verminderter Expression des Komplementrezepaais Stimulation. Sie wa-
ren au3erdem in der Lage, durch verminderte Expressionrdasf@rrinrezeptors und
durch Senkung der intrazellularen FerritinkonzentratierBereitstellung von Eisen fir
die Legionellen zu beschrdnken und so die intrazedulddultiplikation von
L. pneumophilazu hemmen. Sie vermochten jedoch nicht, alle intrdzelyelegenen
Legionellen auch abzutdoten (Byrd et al. 1989) (Gebran .eil984a; Gebran et al.
1994b; Gebran et al. 1994c). Mit pneumophilanfizierte Makrophagen sezernieren

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNE- Die Produktion von TNFeder Wirtsmakropha-

gen wird durch IFN¢ verstarkt und durch IL-10 gehemmt. TNForciert seinerseits
autokrin die Makrophagenstimulation, wahrscheinlich tUlvee &timulation der endo-
genen NO-Produktion (Blanchard et al. 1989; Summersgill etl292; Matsiota-
Bernard et al. 1993; Brieland et al. 1995; Park et al. 1996akibaerte Makrophagen
in vitro die intrazellulare Vermehrung von Legionellen zwamheen kdnnen, also bak-
teriostatisch wirken, nicht aber Bakterizidie vermittelvurden weitere Mechanismen

zur vollstandigen Eradikation der Bakterien postulierg wiB. NK-Zell- oder CD8-T-
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Zell-vermittelte Zytotoxizitat (Blanchard et al. 1987b; Bthard et al. 1988; Resnick et
al. 1988; Friedman et al. 2002). Einen Beitrag zum Verstaa@nisndglichen Wirkung
von NK-Zellen im Rahmen einer Legionellose versuchtvibdiegende Arbeit zu leis-
ten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fiir die Begramzlitberwindung einer Legi-
onelleninfektion vor allem eine intakte zellvermitteltemunreaktion notwendig ist, die
aus dem Zusammenspiel von Antigenprasentation, Zytokmitelter T-Zell-,
Makrophagen- und NK-Zell-Aktivierung sowie aus Phagozytosg G@Ghemotaxis der
neutrophilen Granulozyten besteht. Wird ein Teil diddezwerkes gestort, z. B. durch
Kortikosteroidtherapie, schwere Grunderkrankungen oderumsoppression, besteht eine

erhohte Gefahrdung hinsichtlich einer Legionelleninéekt

1.7.3 Reduktion des Major-Histocompatibility-Complex class |

Noch nicht publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigeénlureh L. pneumophila-
infizierten humanen Monozyten nach 48 Stunden Infektionsdanegegeniber unin-
fizierten Monozyten deutlich verminderte Expression der QWiklasse-l (sie-
he Abb. 1.4).

Im Infektionsverlauf ist nach 24 Stunden eine geringe AbnadereMHC-Klasse-I
feststellbar, die sich nach 48 Stunden auf die im Histogr dargestellte Kurvenver-
schiebung (siehe Pfeil in Abb. 1.4) ausweitet. Monozytezichre mit der apathogenen
Spezied.. steigerwaltiiinfiziert worden waren, zeigten dagegen kaum quantitative Ve
anderungen in ihrem MHC-Klasse-I-Besatz.
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Abb. 1.4: Uberlagertes Histogramm humaner Monozyten; Durchflussmstrische Analyse der Fluores-
zenz-Aktivitat von MHC-Klasse-1 spezifischen Antikorpér) auf einzelnen Monozyten (y = Anzahl der
Monozyten); infizierte Monozyten nach 48 Stunden Infekimit L. pneumophilgfreundlicherweise von
Frau Marion Faigle zur Verfiigung gestellt) (zur Darstellémgs ,Histogramm® siehe Kap. 2.6.2).

1.8 Eliminierungsstrategien des humanen Immunsystems fur imazellulare Er-

reger wie Legionellen

1.8.1 First line of defence — die naturliche Immunantwort

Intrazellulare Erreger wie Legionellen sind der spediis) Immunabwehr, sei es zellu-
lar via T-Zellen oder humoral via Antikdrper, nur eingegckt direkt zuganglich. Zu-
mindest existieren bisher kaum detaillierte Kenntnisse deemrtige Mechanismen im
Zusammenhang mit einer pneumophilanfektion (Friedman et al. 2002). Das humane
Immunsystem ist daher bei der Bekdmpfung solcher Eriaganster Linie auf die an-
geborene, unspezifische oder auch natirliche Immunabamdewiesen. Die Wir-
kungsweise des naturlichen Immunsystems ist charakternikiech eine unmittelbare,
nicht verzogerte Antwort mittels co-stimulatorisciMolektle, einer Aktivierung tber
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genomisch fixierte Rezeptoren und einer perfekten Untadkaing zwischen ,eigen’

und ,fremd’ (Janeway et al. 2002).

Zu den humoralen Komponenten der unspezifischen Abwétterz@lie Komplement-

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

1998). Bei Zytokinen handelt es sich um kleine Protegreetwa 25kDa, die auf einen
Aktivierungsreiz hin aus verschiedenen Korperzellen freigesestmden und tber spezi-
fische Rezeptoren autokrin, parakrin und/ oder endokrin alléizwirken. Sie werden

in Chemokine und Interleukine unterteilt. Unter Interleeki (IL) versteht man von
Leukozyten sezernierte oder auf Leukozyten wirkende Molekdile.

Die zellularen Bestandteile der natlrlichen Immunabweétiken entweder tUber Phago-
zytose von Pathogenen — durch neutrophile und eosinophilell@zgten oder Mono-

zyten —, Uber die Lyse infizierter Zellen durch natimdidillerzellen oder deren Stimu-
lation mittels Effektorzytokinen (Kayser et al. 1998; Jaag®002).

1.8.2 Phagozytose durch umgewandelte Monozyten

Monozyten bzw. Makrophagen erkennen Krankheitserregesuddin der Lage, diese
in einen Vesikel, genannt Phagosom, aufzunehmen und eine®sshl Im Anschluss
an die Phagozytose werden Pathogene durch Verschmelzemnpedfer intrazy-
toplasmatischer Vesikel — den Lysosomen — mit dem Phagngonihagolysosom von
Verdauungsenzymen zerlegt und so unschadlich gemacht. Makroplvagagen z. B.
durch IFN+y aktiviert. Dabei werden die Phagolysosombildung erleichtke Sauer-
stoffradikalbildung und die Produktion von Stickstoffoxidh@nt und vermehrt TNk-
Rezeptoren exprimiert (Janeway 2002). Legionellen Uberlé@tsbesondere in nicht
aktivierten Makrophagen, indem sie die Aktivierung bremsen diadgeschilderten
Prozesse blockieren. Sie sind so genannte Phagozytoseipeertsiehe Kap. 1.7.1).

1.8.3 Naturliche Killerzellen

Die klassischen NK-Zellen entstammen der lymphoiddiide und gelten als Nicht-
T-Nicht-B-Lymphozyten. Nur kurze Erwahnung sollen aesédr Stelle die so genannten
Naturlichen-Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) finden. Es hdelt sich um Subpopulation
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der T-Lymphozyten, welche sowohl NK-Zell-Rezeptores alich T-Zell-Rezeptoren

exprimieren (Kronenberg et al. 2002).
Anders als T- und B- Lymphozyten, welche die

Produktion  NK-Zell- T-Zel- .
el verEE)  veriitales Hauptakteure der spezifischen Immunabwehr nach
IFN-B, TFN-a¢  Tidten von Toten von

undIL-12  infizierten Zellen  infizierten Zellen Epitoperkennung sind, besteht die Hauptfunktion

der NK-Zellen in der unspezifischen Abwehr von
Protozoen und Viren, aber auch von intrazellularen
Bakterien. Bei Mausen limitieren NK-Zellen im
Verlauf einer viralen Infektion die Virusvermeh-

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

\\\yirustﬂer
B S

——

1 4 5 6 7 é é 10 sechs CD8-T-Zellen damit beginnen, die infizierten
Zeit nach der Infekiion (Tage)  7jen gezielt abzutéten (siehe

Abb. 1.5 Verlauf der Zytokin- Abb. 1.5).

Produktion, NK-Zell- und T-Zell- . . . . .
vermittelten Abvehr wahrend eine Dartber hinaus sind NK-Zellen auch in der friihen

}j‘;,:‘jv'gez'f}g"” bel  Mausen a apwehr bakterieller Infektionen durch GRAM-
positive Bakterien (wie Listerien, Corynebakterien ungp8ylokokken), GRAM-
negative (wie Salmonellen, Shigellen, Serratien unddregien) sowie Protozoen (wie
Plasmodien, Toxoplasmen und Leishmanien) involviert.eNeahrekten inhibitorischen
Effekten auf mikrobiologische Pathogene und der immutiergnden Zytokin-
Produktion spielt bei NK-Zell-Abwehr auch zytolytisch&t#itat gegen infizierte Ziel-
zellen eine wichtige Rolle (Bancroft 1993).

NK-Zellen verfigen tber zwei Typen von Rezeptoren zur fitnkeg von infizierten
Zellen. Interaktion mit dem einen Typ l6st den Totungsraeigmus, also die Lyse der
Zielzelle, aus. Der Rezeptor wird entsprechend ,aktivigrgenannt. Zur Gruppe der
aktivierenden Rezeptoren, welche ein breites Spektrum arerlojdratliganden er-
kennen, gehoren calciumbindende C-Typ-Lektine, wie z. BGRIK (Bauer et al. 1999;
Janeway 2002).

Der zweite Rezeptortyp hemmt die Totung von unverdndertapefrzellen, er wirkt
also ,inhibierend’. Anhand des Aufbaus lassen sich ddsbitorischen Rezeptoren in
je zwei Proteinklassen unterteilen: den bei Mausehamtenen C-Typ-Lectinen (Ver-
treter Ly49) und den beim Menschen anzutreffenden Immungpe,lwelche als Kil-
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lerhemmende Rezeptorékiller inhibitory receptorsKIRs) angesprochen werden. Die-
se inhibitorischen Rezeptortypen sind spezifisch fur MHasg&e-1 (Yokoyama et al.
1993). An der Interaktion ist seitens der NK-Zellen nebenKIRs ein Heterodimer
beteiligt, welches aus den beiden C-Typ-Lektinen CD94 und NKG2dgéhvird. Es
wird angenommen, dass Zellen mit veranderter MHC-Kia$Segression von NK-
Zellen abgetttet werden, da der Lysemechanismus der N&rZmlangels Interaktion
mit normalen MHC-Klasse-I auf den Zielzellen nichthmeusreichend unterbunden
wird (Janeway 2002). Entscheidend scheinen dabei vor allamtitative Veranderun-
gen der MHC-Klasse-I-Expression zu sein. Dagegen sind afindit— also strukturelle
— Veranderungen der MHC-Klasse-l weniger bedeutsam, dawunisadene MHC-
Klasse-I TAP-defizienter Zellen noch einen wirksamechu$z vor NK-Zell-Lyse bie-
ten (Mandelboim et al. 1996; Natarajan et al. 2002).

NK-Zellen kbnnen zum einen lGber Kontakt und Perforinfreissg zytotoxisch wirken
und zum anderen uber Interleukinfreisetzung (vor allem-yf-Nicht-zytotoxische Ef-
fektorfunktionen vermitteln. Anhand von Knockout-Mausmutantia kein Perforin
mehr bilden kénnen, liel3 sich feststellen, dass insbesonitsht-zytopathogene Viren,
Tumoren, transformierte Zellen, aber auch hochviruleyepathogene Viren (z. B.
Pockenviren) tber perforinabhéngige Zell-Lyse kontroliregtden. Nicht-zytolytischen
Effektormechanismen von NK-Zellen, wie z. B. der IffNreisetzung scheint dagegen
bei der Kontrolle von zytopathischen Viren und intred@&fen Bakterien grol3e Bedeu-
tung zuzukommen (Kayser et al. 1998). Durch Zugabe von IL-2 ltii@ Wurde eine
Zunahme der zytolytischen Aktivitat von NK-Zellen um daganzig- bis Hundertfache
beobachtet (Henney et al. 1981; Janeway 2002).

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

Der major histocompatibility compleMHC) verdankt seine Entdeckung und Bezeich-
nung Experimenten zur Gewebevertraglichkeit (Histokompadit)i an Mausen. Als
Pendant beim Menschen konnten antigene Strukturen auf Ldekoaysfindig ge-
macht werden. Da diedauman leukocyte antigerfslLA) mal3geblichen Einfluss auf
die Akzeptanz eines Gewebetransplantats haben, wurdeMH(@ genannt (Klein
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1975). Die HLA werden in zwei Untergruppen von Proteinen — di¢CMlasse-I-
Molekule (MHC-Klasse-1) und die MHC-Klasse-II-Molek((®IHC-Klasse-Il) — unter-
teilt. MHC-Klasse-I sind auf nahezu allen Korperzellenhemden, wahrend MHC-
Klasse-1l vor allem auf lymphohadmatopoetischen Zellere z. B. Makrophagen, zu
finden sind (Kayser et al. 1998). MHC-Klasse-1 werden imugker Mithilfe der form-
stabilisierenden Chaperone Calnexin und Calreticulin aus saeveren Kette ungl2-
Microglobulin zu einem Heterodimer zusammengesetzt. Bigiarstruktur des MHC-
Klasse-1-Komplexes weist eine nach Translokation desnaZellularraum zugewandte
Tasche auf, was die Beladung mit normalen bzw. mutiegelleigenen oder auch mit
im Proteasom fragmentierten Fremdantigenen gestatéeg (& al. 2003). Diese frag-
mentierten Fremdantigene stammen aus dem Proteasom amdjegelliber spezielle
TAP-Transportertfansport associated with antigen process$intgs ER, wo sie an der
ER-Membran in einem Komplex aus MHC-Klasse-I, TAP uagdsin auf den MHC-
Klasse-I geladen werden. Die mit Fremdantigen beladene@-Mldsse-1 werden nun
Uber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache, ihrer imologischen Wirkungsstatte,
transloziert.

Diese MHC-Klasse-I-vermittelte Antigenprasentationekpeine entscheidende Rolle
bei der unspezifischen Immunabwehr durch NK-Zellen undsdezifischen Immunab-
wehr durch T-Zellen (Maksymowych et al. 2000). Daher halegschiedene Mikroor-
ganismen Strategien entwickelt, um insbesondere der hodistat#n spezifischen T-
Zell-Abwehr durch Reduktion der MHC-Klasse-I auf ihren Wielken zu entgehen.
Dies wird bei vielen Viren durch eine Blockade der gesarfterteinsynthese ihrer
Wirtszelle erreicht. Daneben haben aber einige Mikroosgaem auch spezifische Me-
chanismen entwickelt, um die Antigenprasentation viaQviklasse-l1 zu vermindern.
Da es dabei zu einer Pathogenitdtszunahme der Keime durchh&mgemunologi-
scher Abwehr kommt, spricht man in diesem Zusammenharig\arc so genannten

Immunescape-Mechanismen oder Immunevasion (siehelT3b.
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Tab. 1.2: Immunevasion einiger Mikroorganismen durch Modifikatidar Antigenprasentation tber
MHC-Klasse-I auf humanen Zellen

Mikroorganismus Modifikation der MHC-Klasse-I- Referenz
Antigenprasentation

Viren

Herpes simplex virus | ICP47-Protein> bindet an TAP und blo- (York et al. 1994; Hill et al.

ckiert die Protein-bindende Doméne des
Transporters

1995; Ahn et al. 1996b; Toma
zin et al. 1996)

Humanes Cytomegali
Virus

D

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 halt MHC-Klasse-l im ER zurlic
Translokationsstop

(Ahn et al. 1996a)

US2 und US11 Ricktransport von MHC
Klasse-l vom ER ins ZytoseP Abbau im
Proteasom

al. 1996b)

(Wiertz et al. 1996a; Wiertz et

pp65-> phosphoryliert CMV-Antigene
—>Proteolysestop

(Gilbert et al. 1996)

US6-> bindet an TAP und blockt Peptid
Import

(Ahn et al. 1997)

Adenoviren

E3/19kDa-Genproduk® Translokationsstop
fir MHC-Klasse-I vom ER in Golgi-Apparat|
und Expressionsstop von MHC-Klasse-
durch TAP-Bindung als Tapasin-Inhibitor

(Bennett et al. 1999)

Eppstein Barr Virus

EBNA-1 - Inhibition der Antigen-
Prozessierung

(Levitskaya et al. 1995)

Human Immunodefi-

Vpu = Inhibition der MHC-Klasse-I-

(Kerkau et al. 1997)

ciency Virus Assemblierung
« Nef - Inhibition der MHC-Klasse-I- (Piguet et al. 1999)
Expression
Bakterien

Chlamydia trachoma-
tis

Inhibition der MHC-Klasse-I-
Expression durch Abbau des Transski
tionsfaktors RFX5

(Zhong et al. 2000)
ip-

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

D-

(Caspar-Bauguil et al. 2000)

Am Maus-Modell wurde auch flroxoplasma gond{lLuder et al. 1998),isteria monocy-

togenes (Schuller et al. 1998hd Leishmania donovarfReiner et al. 1987) eine Inhibiti-

on der MHC-Klasse-
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1.9 Fragestellung

MHC-Klasse-I haben zwei wesentliche Funktionen. Ainen vermitteln sie spezifisch
— Uber Préasentation von Fremdantigenen — die Erkennungnfibierten Zellen durch
zytotoxische CD8-T-Zellen. Zum anderen fiihrt eine verdadexpression unspezifisch
zu einer Aktivierung von NK-Zellen tber KIRs.
Aus Kap. 1.8.4 geht die Bedeutung von MHC-Klasse-I bei déroganhese vieler Mik-
roorganismen hervor. Versuche aus unserer Arbeitsgruppe zeigeh 8&ir
L. pneumophilaeine Reduktion der MHC-Klasse-I-Expression humaner Malagg
Diese Veranderung ist bei Infektion mit nichtreplikatitezgionellenspezies nicht fest-
stellbar und daher offenbar virulenzabhangig. Zur Rodle @D8-T-Zell-Antwort bei
einer Legionellose liegen bisher keine Erkenntnisse Eerliegt nahe, dass die beo-
bachtete Reduktion der MHC-Klasse-I-Expression der Mameozger Grund fur die
Ineffektivitat der zytotoxischen T-Zell-Abwehr bei eirlexgionellose sein kdnnte. Eine
weitere Folge der Reduktion von MHC-Klasse-I konnteAkvierung von NK-Zellen
sein, welche dann die Infektion begrenzen.
Zur Klarung der Frage, welche Bedeutung diesem Mechaniseiudeb Pathogenese
der Legionarskrankheit zukommt, wurde in der vorliegendereifdie Aktivierung
von NK-Zellen bei Koinkubation mit. pneumophilanfizierten humanen Monozyten
untersucht. Als Indikator der NK-Zell-Aktivitdt wurde dascitige Effektorzytokin
IFN-y in einem intrazellularen Zytokinassay bestimmt. Aied Arbeit war die Klarung
folgender zwei Fragen:

* Gibt es eine IFNg-Antwort von NK-Zellen bei Koinkubation mit durch

L. pneumophilanfizierten humanen Monozyten? Wenn ja:
» Korreliert die IFNy-Sekretion der NK-Zellen mit der MHC-Klasse-I-Reduktion
auf koinkubierten Zielzellen?

Untersucht wird damit die Hypothese, dass die beobachEi€-Klasse-I-Reduktion
auf Monozyten noch nicht ausreicht, um bei koinkubielt#f:Zellen eine relevante
Stimulation zu bewirken. Mithin wirde auth pneumophiladurch Modifikation der

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

2.1 Legionellen

2.1.1 Materialien und Chemikalien

Es kamen zwei verschiedene Spezied @gionellaceagum Einsatz:
* L. pneumophilasSG1 Pontiac(L1P) (freundlicherweise zur Verfigung gestellt
von Prof. Dr. Gotthardt Ruckdeschel/Universitat Miinchen)
* L. steigerwaltii (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. B.
FieldsCDC/Atlanta/USA)

Fur die Anzucht und Kultur der Legionellen wurden folgendsevialien und Chemi-

kalien eingesetzt (siehe Tab. 2.1).

Tab. 2.1 Materialien und Chemikalien zur Legionellenanzucht

Materialien/ Chemikalien Hersteller
Lysiertes Pferdeblut Oxoid, Wesel, Deutschland
Hefeextract

LegionellaAgar-Basis CM 655

LegionellaWachstumssupplement

Columbia-Blutagar (Kontroll-Agar)

Impfschlingen, 1Qul Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Petrischalen (Durchmesser 9 cm) Greiner, Frickenhauseris€hland

2.1.2 Legionellenmedien

Zusammensetzung des BCYHgars nach Edelstein (Edelstein 1981, 1982):

25 g Legionellen-Agar-Basis CM655 wurden in 900 ml Aqua dest. tgelis 15 min
bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen wurde das Wachstppement, das aus
10 g N-2-Acetamino-2aminothane-sulphonic-acid (ACES), §,Z5senpyrophosphat,
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0,4 gL-Cystein und 1,0 gi-Ketoglutarat besteht, in 100 ml Aqua dest. gel6st und steril

filtriert zugegeben.

Zusammensetzung der BYE-Bouillon nach Edelstein (Edel$88t) (Edelstein 1982):

1 g Hefeextrakt wurde in 1 | Aqua dest. gelost und 15 min. bei 12aféklaviert. Da-
nach wurde Wachstumssupplement, bestehend aus 1Bygtein, 0,125 g Eisenpy-
rophosphat, 0,5 g-Ketoglutarat und 1,0 g KOH (pH-Einstellung auf 6,9) zugegeben.

Die gesamte Bouillon wurde anschlie3end steril filtried partioniert.

2.1.3 Legionellenkultur

Aus einer bei -70°C in lysiertem Pferdeblut eingefrorebegionellen Vorratslésung
wurden die fur die Versuche bendtigten Stdmme durch schriellearmen aufgetaut,
unter sterilen Bedingungen auf eine BCYE-Platte gegebémitreiner Einmalimpfose
verteilt. Die so beimpften BCYE-Platten wurden 2 bis 4&#&ei 37°C, 90 % Luft-
feuchtigkeit und 5% C@bebriitet. Danach wurde je eine Subkultur als 3-Osen-
Ausstrich hergestellt und erneut 4 bis 7 Tage bebritetatifikonnten die Legionellen
fur den Infektionsversuch verwendet werden. Als KontrolleRkeinkultur diente eine
Subkultur auf Columbia-Blutagar, auf welchem zwar evel@ué@ntaminanten, jedoch

keine Legionellen wachsen konnten.

2.2 Zellkultur der K-562-Zelllinie

2.2.1 Gerate und Materialien
Fur die Zellkultur der K-562-Zellen kamen die in Tab. 2.2 udgelisteten Gerate und
Materialien zum Einsatz.

Tab. 2.2:Gerate

Technische Gerate Hersteller
Zentrifuge (TI-6) Beckmann, Miinchen, Deutschland
CO, Water-Jacket-Incubator Multimed Wicker, Kirchheim unteck, édeutschland
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Sterile Werkbank Kendro, Langenselbold, Deutschland
Lichtmikroskop Zeiss, Jena, Deutschland

Vortex Bender und Holbein, Zirich, Schweiz
Pipettboy Hirschmann, Neckartenzlingen, Deutschland
Invertmikroskop IMT-2 Olympus, Hamburg, Deutschland

Tab. 2.3:Materialien

Materialien Hersteller

50 ml-Roéhrchen Falcon, BectonDickinson, Heidelberg, [@élasd
Zellkulturflaschen 75 cm Costar, Bodenheim, Deutschland

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

2.2.2 Chemikalien
Die fur die K-562-Zellkultur verwendeten Chemikalien sind ab. 2.4 dargestellt.

Tab. 2.4:Chemikalien

Chemikalien Hersteller

RPMI 1640-Nahrmedium mit 25mm Hepes | Gibco, Eggenstein, Deutschland

Buffer, ohneL-Glutamin

L-Glutamin 10 %

Foétales Kélberserum (Myoclone plus) (FCS

OPI-Supplement (Oxalat, Pyruvat und Insulin)

Nicht essenzielle Aminosauren 100X
(enthalt:L-Alanin, L-Asparaginsaure,-

Glutaminséure, Glycin,-Prolin, L-Serin)

2.2.3 Kulturmedium

Die Anzucht und Kultivierung der K-562-Zellen erfolgte in RPM40-Medium mit
folgenden Zusatzen:
- 10 % fotales Kélberserum (FCS) (Myoclone plus, 0,5ib56& im Was-
serbad inaktiviert)
- 1 % Glutamin
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- 1 % nicht essenzielle Aminosauren
- 1% OPI-Supplement (Oxalacetat 1 mmol, Pyruvat 1 mrhadulin
9 ug/ml)

2.2.4 Kultur

Die K-562-Zellen wurden als Zellsuspension bei 37°C und 5,034\@0V] Zellkultur-
flaschen kultiviert. Die Zellen wurden mindestens einmal YWoche umgesetzt und
zwei Tage vor Koinkubation mit NK-Zellen in frischenulkurmedium resuspendiert.

2.2.5 Passage

Nach einer Bebriutungszeit von maximal sieben Tagen wurdaldst einer Zellkultur-
flasche nach Prifung auf Kontamination im Lichtmikroskogein steriles 50 ml Fal-
con-Réhrchen pipettiert und 10 min bei 250 x g (g=9,8%)nzentrifugiert. Nach Ab-
nahme des Uberstandes wurden die pelletierten Zellemink&lturmedium resuspen-
diert. AnschlieRend wurden je 1 ml der Zellsuspension nm#4jenl Kulturmedium in
frische Kulturflaschen pipettiert. Beim jedem Umsetzande ein Teil der Mutterlo-
sung auf einer Blutagarplatte zur Prifung auf Kontaminaimsygestrichen und im In-
kubator bei 37°C und 5,0 % G{//V] inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten

auf Kontamination kontrolliert.
2.3 Zellisolationen

2.3.1 Geréate und Materialien

Sowohl die Effektorzellen, also die natirlichen Killglten, als auch die Targetzellen,
also die Monozyten wurden aus so genanieffy Coats d. h. aus den leukozytaren
Restzellen aus 500 ml Frischblut isoliert. Bei den Zelisohen kamen auf3er den in
Tab. 2.2 und 2.3 aufgelisteten Geraten und MaterialienridigéJtensilien zum Ein-

satz:

Tab. 2.5:Gerate und Materialien fiir die Zellisolation

Gerate und Materialien Hersteller

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

Vortex Bender und Hobein, Zirich, Schweiz

Neubauer-Zahlkammer

Einmal-Pipetten Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falcon Tubes 2095, 15 ml, Polypropylene |Falcon, BectonDickinson, Heidelberg,

Falcon Rohrchen 2052, Polystyrene max. 5|fkeutschland

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

2.3.2 Chemikalien

AulRer den in Tab. 2.4 aufgefihrten Chemikalien kamen beistdationen folgende

Chemikalien zum Einsatz:

Tab. 2.6:Chemikalien fiir die Isolation

Chemikalien Hersteller

Destilliertes Wasser (Aqua dest.), Zellkultur getesteGibco, Eggenstein, Deutschland

Phosphat buffered Saline (PBS)

Cell Negativ Isolation Kit/NK-Zellen Dynal, HamburggeDtschland
Negative Cell Isolation Kit/Monozyten Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutsch-
Negative Cell Isolation Kit/NK-Zellen land

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma, Minchen, Deutschland
LSM1077-Lymphozytentrennmedium PAA, Colbe, Deutschland

2.3.3 Isolation von peripheren mononukleéren Zellen aus derBuffy Coat

Die verwendeterBuffy Coatsstammten von gesunden Spendern der Abteilung fur
Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Tubingenichee schriftlich ihr Ein-
verstandnis fur eine Verwendung ihrer Leukozyten fur wisdeafdiche Zwecke erteilt
hatten. Das Vollblut wurde mit CPD-SAG-Mannitol vermisahtl nach Separation von
Erythrozyten und Plasma zuBuffy Coatverarbeitet

Ein Buffy Coatenthélt die auf 50 ml konzentrierten Leukozyten aus einalimen Liter
Frischblut. Zuerst wurde dieses Zellkonzentrat in 50 ml-Ra@wagefullt und 1:1 mit
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Phosphat buffered Salil®BS) verdunnt. Dann wurden jeweils 25 ml des Gemisches in
50 ml RAhrchen dber 20 ml Lymphozytenseperationsmedium gésehi Durch die
sich anschlieRende Zentrifugation bei 1000 x g fur 20 min wurdemdler Interphase
zwischen Seperationsmedium und Plasma verbleibendennuoideéaren Zellen pe-
ripheral blood mononuclear cell®BMC) von den pelletierten Erythrozyten getrennt.
Die separat abgeernteten PBMCs wurden dreimal mit PBSagpéen und bei
400,180,100 x g zentrifugiert. Da diesen niedrigen Geschwintegkeur die PBMCs
nicht aber die Thrombozyten pelletiert werden, verbdigbGroldteil Thrombozyten im
Uberstand und wurde mit diesem abgegossen.

Die in PBS resuspendierten PBMC wurden dann mithilfe datkzénmer quantifiziert
und fir die beiden Isolationen aliquotiert. Die Ausbeuts einenBuffy Coatschwank-

te in der Regel zwischen 5-9 x®&&llen.

2.3.4 Isolation von Naturlichen Killerzellen aus PBMC

Fur die NK-Zellisolation wurden Isolationskits von Dyraw. Miltenyi verwendet
Das dabei angewandte Prinzip der Negativ-Depletion bewfder magnetischen Ent-
fernung unerwiinschter Zellen aus einer Zellsuspensidglich wird dies durch die
Bindung der nicht benétigten Zellen an Antikérper, welstiemagnetisch-aktiven K-
gelchen peads$ gekoppelt sind.

Zur Zellsuspension mit den PBMC wurde ein Antikorper-Cotkfageben, der Anti-
korper enthielt, welche gegen charakteristische CD-Mole#té@teunerwiinschten Zell-
populationen gerichtet waren. Nach Auswaschung des Antik&pektails wurde in
einem zweiten Schritt mit einem weiteren AntikOrpekuiniert, der gegen den Fc-Tell
des ersten AntikOrpers gerichtet war und ein magnetisohea Konjugat trug. Durch
Verwendung eines Magneten konnten nun die markierteerzébereadsgekoppelte
Antikorper depletiert, also entfernt werden. Ubrig bli erwiinschte Zellpopulation,
deren garantierter Reinheitsgrad mind. 80 % betrug (Romahil&96). Da der Anteil
der NK-Zellen an allen PBMC ca. 5 % betragt, wurde prathend dem jeweiligen
Versuchsansatz das Zwanzigfache der bendétigten NK-Zetigd an PBMC fur die
Isolation eingesetzt. Fur die Miltenyi-Isolation wurdee ¢HBMC zunéchst in 80 pl
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Puffer (PBS von GibcoEggenstein, Deutschland mit 0,5 % BSA eingesetzte 10
Zellen in 50 ml-R6hrchen resuspendiert. Dazu wurden 20 pRAdakorper-Cocktails
je 10 Zellen gegeben. Nun wurde 10 min bei 6°C inkubiert. Danach wudigeAnti-
korper in 2 Waschschritten durch Spulen mit 35 ml Puffentrfagieren bei 400 x g
fur 10 min und AbgieRen des Uberstandes entfernt. Nun wurdet0 jel beads
gekoppelte Antikérper und 80 pl Puffer pro’ Zllen hinzugegeben. Nach 15 min In-
kubation bei 6°C wurden digeadsgekoppelten Antikérper in einem Waschschritt ent-
fernt. Die Zellen wurden nun mit 500 pl Puffer j& Zellen resuspendiert und tiber Va-
rioMACS-Saulen von Miltenyi in dem dazugehoérigen Magnetem den unerwinsch-
ten, beadsmarkierten Zellen befreit. Nachdem die ZellsuspendienSaulen durchlau-
fen hatte, enthielt sie vor allem NK-Zellen, welatenn nochmals bei 400 x g zentrifu-
giert wurden.

Bei Verwendung des Dynal-Isolationskits wurden die ZeitehOO0 pl Puffer (PBS mit
0,1 % BSA), 20 pl FCS und 20 ul Antikdrper-Cocktail j€ Z6llen resuspendiert und
fur 10 min bei 6°C inkubiert. Danach wurden die Antikdrper Wa&schschritten durch
Spiilen mit 35 ml Puffer, Zentrifugieren bei 500 x g fur 8 mud WbgieRen des Uber-
standes entfernt. Nun wurden 0,95 ml Puffer und Sfeatisgekoppelte Antikorper je
10’ Zellen hinzugegeben. Nach 10 min Inkubation bei 6°C wurde disu&pknsion
resuspendiert und mit 500 pl Puffer j&’ Z@llen aufgefiillt. Die R6hrchen wurden nun
in den entsprechenden Magnet von Dynal gestellt. Nachh2vomide die Zellsuspensi-
on in ein weiteres leeres R6hrchen im Magnet umpgetiNach weiteren 2 min wurde
die nun reine NK-Zellsuspension abpipettiert und bei 4§Giac 10 min zentrifugiert.

Die so isolierten NK-Zellen wurden in Kulturmediumefse Kap. 2.2.3) resuspendiert
und in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5,0 % @V] inkubiert.

2.3.5 Isolation von Monozyten aus PBMC

Fur die Isolierung der Monozyten wurde ein Isolationg&it Miltenyi verwendet (zum
Prinzip der Negativ-Depletion siehe Kap. 2.3.4).

Der Monozyten-Anteil an allen PBMC liegt bei ca. 30Eftsprechend wurde etwa das
3,5fache der bendtigten Monozyten-Menge an PBMC fir shéation eingesetzt. Die
praparierten PBMC wurden zunachst in 80 pl Puffer (PB®/5ie6 BSA je eingesetz-
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te Zellen in 50 ml-ROhrchen resuspendiert. Dazu wurden g@gtAntikdrper-Cocktail
je 10’ Zellen gegeben. Nun wurde 10 min bei 6°C inkubiert. Danach \wudge Anti-
korper in 2 Waschschritten durch Spulen mit 35 ml Puffentrfagieren bei 400 x g
fur 10 min und AbgieRen des Uberstandes entfernt. Nun wurdet0 jel beads
gekoppelte Antikérper und 80 pl Puffer pro’ Zgllen hinzugegeben. Nach 15 min In-
kubation bei 6°C wurden digeadsgekoppelten Antikérper in einem Waschschritt ent-
fernt. Die Zellen wurden nun mit 500 pl Puffer j& Zellen resuspendiert und tiber Va-
rioMACS-Saulen von Miltenyi in dem dazugehdrigen Magnetam den unerwinsch-
ten, beadsmarkierten Zellen befreit. Nachdem die ZellsuspendienSaulen durchlau-
fen hatte, enthielt sie vor allem Monozyten, welchendaochmals bei 400 x g zentrifu-
giert wurden.

Die so isolierten Monozyten wurden in Kulturmedium (siddap. 2.2.3) resuspendiert
und bei 37°C und 5,0 % GQV/V] inkubiert.

2.4 Infektion der Monozyten und Aktivierung der Naturlichen Ki llerzellen

2.4.1 Gerate, Materialien und Chemikalien

Fur die Infektion bendtigte Gerate und Materialien siedle. 2.7 und 2.8.

Tab. 2.7:Gerate fir die Infektion

Gerate Hersteller

Ultrospec 2000 Pharmacia, Freiburg, Deutschland

Tab. 2.8:Materialien und Chemikalien fir die Infektion

Materialien/ Chemikalien Hersteller

Kilvette Sarstedt, Nurnberg, Deutschland
Gentamycin 50 mg/ml Gibco, Eggenstein, Deutschland
Interleukin-2, Humanes, rekombinantes Sigma, Miinchen, Deatst
6-Well-Platte Greiner, Frickenhausen, Deutschland

2.4.2 Infektionsmedium

Fur die Infektion wurde Kulturmedium (siehe Kap. 2.2.3) oR@8&-Zusatz verwandt.
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2.4.3 Infektion und Aktivierung

Die erste Charge der Monozyten wurde innerhalb von hochsBehsiach Isolation mit
Legionellen infiziert (Infektionszeitpunkt 1). Dazu wurden Bal'age alte Legionellen
von BCYE-Agar in RPMI resuspendiert und im Fotometeredné optische Dichte von
0,2 (+/-0,02) bei 578 nm eingestellt. Bei diesem Extinktionseethalt die Suspension
ca. 3x18koloniebildende Einheiten. GeméaR der Menge der zu infiziereibnozyten
wurden Aliquots entsprechender Volumina entnommen und separ&t000 x g fir
15 min zentrifugiert, aufgeschuttelt und in 1,5 ml Infektionsomad-esuspendiert.

Die zu infizierenden Monozyten wurden mit 400 x g zentrifigidach dem Dekantie-
ren des Uberstandes und behutsamem Vortexen wurden dipenediesten Legionellen
zugegeben. Daraufhin wurden die Ansatze in eine sterilecB-Btatte pipettiert und
bei 37°C und 5 % [V/V] fur 2 h inkubiert. Nun wurden zu jedens#a 4,5 ml einer
Losung von in RPMI geléstem Gentamycin mit einer Konzagian von ¢ = 10@g/ml
zugegeben und eine weitere Stunde inkubiert.

AnschlielRend wurden die Kavitaten der Lochplatte mit RB&Hpult und die Suspensi-
on in zwei Waschschritten inklusive zehnminitigem Zentrdugn bei 400 x g vom
Gentamycin befreit. Anschliel3end wurden die infizierteledewieder in Kulturmedi-
um resuspendiert und inkubiert.

Aufgrund der Variation der Infektionsdosis von einmal 10 Ba&tempro Monozyt
(10:1) und einem alternativen Ansatz mit einem 1:1-VerlsaWurden jeweils bis zu 2
Aliquots je Infektionszeitpunkt bendtigt. Die Ansatze destegr Infektionszeitpunktes
wurden 48 h lang inkubiert. 24 h spater wurde eine weitere Cliarg®lonozyten infi-
ziert (Infektionszeitpunkt 2), welche nach Infektion zusanmit den anderen Ansat-
zen noch 24 h Inkubationszeit hatte. Die Infektionen wurdén.. pneumophileSG 1
pontiac(L1P) durchgefihrt. Da apathogene Legionellen bei infiziertemdnen Mono-
zyten zu keiner nennenswerten Reduktion der MHC-KlassedauDberflache fiihren,
wurden zu Vergleichszwecken zum Infektionszeitpunkt 1 aucli &irder Monozyten
mit der bisher nicht als humanpathogen bekannten Spezstsigerwaltiiim Verhalt-
nis 10:1 infiziert. Eine zeitliche Ubersicht Uber die wvhisdenen Etappen der

Zellprozessierung bietet Tab. 2.9.

42



2. Material und Methoden

_ZeE Zellpraparationen

in

Zellisolation Ca. Monozyten NK-

ausBuffy Coat | -12 Zellen

iM010/48 | iM01/48 | iM010/24 | iMol/24| iMol0/48st Mo

Infektion 1 0 X X - - - - -

mit L1P

Infektion mit - - - - X -

L. steigerwaltii

Aktivierung - X

mit IL-2

Infektion 2 24 - - X X - - -

mit L1P

Ansatz der 48 X X X X X X X

Koinkubation

Koinkubation 48+ X X X X X X X
1-24

- Danach: Antikbrpermarkierung und FACS-Analyse

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

Legende: iM010/48 - 10:L1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
iM01/48 - 1:11 1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
iM010/24 - 10:1t1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;
iMo1/24 - 1:1 1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;
iM010/48st - 10:1-.steigerwaltitinfizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
Mo - uninfizierte Monozyten.

Zum Infektionszeitpunkt wurde die NK-Zellsuspension mit 250|Uin?2 angereichert.
Aus den NK-Zellen wurden also durch IL-2-Aktivierung so gemanoymphokin-
aktivierte-Killerzellen (LAK). Mit diesem gestaffeltenovgehen waren 48 h nach In-
fektionszeitpunkt 1 alle benotigen Monozytenansatze sdwieaktivierten NK-Zellen
von einem Spender (autologes System) aufgearbeitet.

Bei den Versuchen zur Dosisbestimmung der IL-2-Aktivierangden ebenfalls 48 h
vor dem Ansatz der Koinkubation mehrere FraktionenN&rZellen mit unterschied-
lichen Dosen von rekombinantem Interleukin-2 (0, 100, 250, 500) Wlmplementiert.

2.5 Ansatz der Koinkubation und Antikérpermarkierung

2.5.1 Gerate und Materialien

Es kamen die in Tab. 2.10 aufgefuhrten Gerate und Magsrialir Anwendung.
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Tab. 2.10Gerate und Materialien zum Versuchsansatz

Gerate/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 Roéhrchen2052, Polystyrene 5 ml Falcon, BectonDickitdaidglberg, Deutschland
96-well-plate Costar, Cambridge, Vereinigte Staaten voerika
MS1-Minishaker Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.5.2 Chemikalien

Folgende Chemikalien und Antikbrper kamen zur Anwendung (Jiebe2.11):

Tab. 2.11Chemikalien und Antikorper

Chemikalien

Hersteller

Tarckslésung

Sigma, Munchen, Deutschland

Trypanblau (0,4 %)

lonomycin, Calcium Salt (I-0634)

Cytofix/Cytoperm PluS" (with GolgiStopTM™)

PharMingen/BD, Heidelberg,

Deutschland

Anti-CD3-PerCP (Perinidin Chlorophyll Protein) (N0.34576¢

Anti-lgG1-PerCP (N0.345817)

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

Anti-lgG1-FITC(N0.554679)

»BectonDickinson, Heidelberg,

Deutschland

Mouse Anti Human CD56:RPE (R.Phycoerythrin)

Mouse 1gG2b NEGATIVE CONTROL:RPE

Mouse Anti Human CD69:FITC

Mouse 1gG2a NEGATIVE CONTROL:FITC

Serotec, Dusseldorf, Deutschland

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma, Miinchen, Deuaschl

44



2. Material und Methoden

2.5.3 Einstellen der Zellzahl, Vitaliatsprifung und Koinkubation

Die Effektorzellen, also die NK-Zellen, wurden vor deoitkubation mittels Try-
panblau-Farbung auf ihre Vitalitat getestet. Dabei farimmmsolche Zellen an, die nicht
mehr stoffwechselaktiv sind. Es wurden jeweils 100 Zdhedrei Eckquadraten ausge-
zahlt und der Anteil der blaugefarbten Zellen an 100 gemi#at Ermittlung des An-
teils vitaler Zellen wurde dieser Mittelwert von 100 &btsahiert.

Danach wurden sowohl NK-Zellen als auch Monozyten bei 250ix §f min zentrifu-
giert und in Kulturmedium resuspendiert. Die ZellzahkdieSuspensionen wurde nach
Auszahlen in einer Neubauer-Zahlkammer auf 2%ni0eingestellt. Die K-562 wurden
bei 200 x g fur 10 min zentrifugiert und nun in Kulturmediunh @ne Zelldichte von
1 x 10/ml eingestellt. Alle Targetzellen (uninfizierte und ifdize Monozyten sowie
K-562) wurden vor der Koinkubation mit einer Dosis von 30 G y¥Strahlung be-
strahlt, um die Alloreaktivitat auf ein Minimum zu redugie (Uberti et al. 1992). Da-
mit wurden eventuelle kompensatorische Gegenregulatiomesbesondere der Mono-
zyten — welche zu einer Verminderung der H-Mnwort der NK-Zellen flihren kon-
nen, reduziert. Die natirlichen Killerzellen wurden mih den verschiedenen Target-
zellen in eine 9&well-Platte zusammenpipettiert. Dabei kamen jeweils 120 plBfen
fektor- und Targetzellen in eiwell. Das Verhaltnis NK-Zellen:Monozyten betrug je-
weils 1:1 und das Verhaltnis NK-Zellen:K-562 1,5:1 betrug, sofessvell 2,4 x 10
NK-Zellen und Monozyten und in den K-562-Ansétzen entsgmeai,6 x 10 Tumor-
zellen eingesetzt wurden. Bei den Tumorzellen der Lin6R handelt es sich um Zel-
len mit einem Vielfachen des Durchmessers von NK-Zelfars sterischen Grinden
wurde daher ein Verhaltnis von NK-Zellen/K-562 von 1,5:1 egablDer fur den intra-
zellularen Zytokin-Nachweis essenzielle Proteinexpoptstarde gemald der Anleitung
von BectonDickinson fiir den ,Cytofix/Cytoperm Plligwith GolgiStog™)-Kit’ durch
Zugabe von 1,6 pl Monensinlésung mit einer Endkonzentrationd,3 uM imwell be-
werkstelligt. Zur maximalen Stimulation der NK-Zellen wen einem gesonderten An-
satz statt einer Targetzellsuspension 120 pl Kulturmeda@3, pul PMA-L6sung sowie
2,5 ul einer lonomycin-Losung zugegeben. Die finalen Komagohen imwell betru-
gen damit fur PMA ¢ = 25 ng/ml und fur lonomycin ¢ = 2 pg/Mefdes et al. 2000).
Zur Kontrolle wurden samtliche Versuchsanséatze doppelt duidimyeUm den Verlauf
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der IFN+-Produktion nach verschiedenen Koinkubationszeitpunktemetlarszu kon-
nen (nach 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24 h), wurden entsprechend\ngééze pipettiert.
Die anschlieliende Koinkubation erfolgte bei 37°C und %¥24][im Inkubator. Die
einzelnen Ansatze wurden nach Ablauf ihrer jeweiligennKobationsdauer in eine
andere 96well-Platte umpipettiert. Dabei wurde jeder Ansatz in 2 Foalen aufgeteilt,
wovon jeweils eine mit spezifischen AntikGrpern und eiried®an entsprechenden Iso-
typ-Antikbrpern markiert wurde (zur Isotypkontrolle siehe K2.4). Die fur die Do-
sierung der Antikdrper entscheidende Gesamtzellzahl betrugdaser Auftrennung
insgesamt maximal 2,4 x 1dellen prowell. Zur Kontrolle der Basalsekretion der NK-
Zellen an IFNy ohne Stimulus wurden auch unsimulierte NK-Zellen angéesgtn den
Stimulationseffekt der infizierten Monozyten von eingigiichen direkten Stimulation
durch freie Bakterien abgrenzen zu kdnnen, wurden zu einigeBdN-Ansatzen zum
Zeitpunkt der Koinkubation statt Targetzellen eine Bakbstispension mit 2,4 x 10
bwz. 2,4 x 10L1P, also etwa dem 10fachen bzw. 100fachen der NK-Zellzahlgedge
ben.

2.5.4 Intrazellularer Zytokinassay

Die Zellen wurden nun gemaR dem Protokoll des ,Cytofg@perm Plu8" (with Gol-
giStop™)-Kit’ von BectonDickinson in einem Mehrschritt-Vehieen mit Antikérpern
markiert (verwendete AntikOrper siehe Tab. 2.10). Didefelvurden zunachst im so
genannten Markierungspuffer (PBS [Gibco] mit 1 % FC®¢G] und 0,09 % Na-Azide
[Sigma]) resuspendiert und dann bei 600 x g fur 5 min zentritugie

Dann erfolgte zur Identifizierung der NK-Zellen in einensten Schritt eine Markie-
rung mit den Oberflachenmarkern Anti-CD3 (mit KonjugatfarfisierCP) und Anti-
CD56 (mit Konjugatfarbstoff: PE). Die Menge an eingesetzéanikdrper richtet sich
nach der Zellzahl und wird fir jeden Antikdrper vom Heftstedmpfohlen. Fir max.
2,4 x 10 Zellen wurden entsprechend 5 pl des CD3-Antikdrpers und 2,5spCB&6-
Antikorpers geldst in 50 pul Markierungspuffer eingesetaciN30 min Inkubation bei
4°C im Dunkeln wurden die Zellen zweimal gewaschen mitofyCytoperm™-
Ldsung fixiert und permeabilisiert. Im Anschluss wurde in eiz@naiten Schritt intra-

zellulares IFNy (1 pl pro well) mit einem weiteren intrazellular bindenden Antikérper
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markiert. Der verwendete [FNM-Antikorper (Konjugat: FITC) wurde in 50 pl
Perm/Wash"-Lésung zugegeben. Nach zweimaligem Auswaschen diesdefgis
wurden die Zellen in Markierungspuffer resuspendiert urfdAGS-taugliche Rohrchen
umgefullt.

Antikorper besitzen neben ihren beiden spezifischen Birshtellen auch eine unspezi-
fische — den Fc-Teil, welcher die Isotypklasse bestinBmdung der Antikbrper Uber
ihren Fc-Teil fuhrt in der Analyse zu falsch-positivergebnissen und muss daher vom
Messergebnis abgezogen werden. Zur Erfassung des Anteilnsigezifischen Bin-
dung am Messergebnis, wurde die zweite Fraktion jedes Ansatiedsotypkontrolle
— parallel mit den entsprechenden Isotyp-AntikGrpern markieese Isotyp-Antikdrper
besitzen zwar den gleichen Fc-Teil wie der zugehdrigeifsgde Antikdrper, entbeh-
ren jedoch der spezifischen Bindungsstelle am Fab-Teil.

Bei der Verwendung von Anti-CD69 (mit KonjugatfarbstdifTC) statt IFNy als Ak-
tivitatsmarker wurde dieser zusammen mit den anderen l@dtsehmarkern zugege-

ben. Auf eine intrazellulare Markierung konnte dann veteiclverden.

2.6 Durchflusszytometrische Analyse

2.6.1 Exkurs Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometriefluorescence activated cell sortinGACS) werden
Einzelzellereignisse erfasst und anhand morphologischerarhticher Eigenschaften
analysiert.

Ein Durchflusszytometer (Aufbau siehe Abb. 2.1) bestehtemes hydrodynamischen
und einer photometrischen Einheit. Die hydrodynamische Eiblietielt die zu analy-
sierende Probe derart, dass bei Passage des Strahlengadge®Durchflusszelle zu
einem Zeitpunkt x jeweils nur ein Einzelzellereignis fasst wird. Der einfallende La-
ser wird nun in zwei Hauptrichtungen abgelenkt: Die Ablenkumgnur wenige Grad

von der Einfallsrichtung bezeichnet man als Vorwartsstrgfonward scattey FSC).
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Detektoren

FL3

Computer

einfallender
—

Laserstrahl
Durchflusszelle

halbdurchlassiger
Spiegel
D Filter

Abb. 2.1:Aufbau eines Durchflusszytometers

Der FSC steht fur die GrofRe der zu analysierenderk®laiDie seitliche Ablenkung,
also mit einem Ausfallswinkel von 90°, wird als Seitwatteuung gideward scatter
SSC) bezeichnet und ist ein Mal3 fur die Granularigag die intrazellulare Komplexitat
zellularer Strukturen. Uber diese beiden rein morpdisthen Eigenschaften hinaus
lassen sich im Durchflusszytometer Fluoreszenzemissitestimmter Wellenlangen
mithilfe spezifischer Detektoren erkennen und nach ihmEmkitat quantifizieren. Be-
sitzen die zu untersuchenden Zellen keine ausreichenadluareszenz in diesen Wel-
lenlangenbereichen, so besteht die Mdglichkeit, sie peiziischen Farbstoffen zu
markieren und so fir das Gerat detektierbar zu macheahé&éluoreszenzfarbstoffe
werden durch den Laserstrahl der photometrischen Einhggregt und emittieren da-
bei Licht einer bestimmten Wellenlange, das von speh#isd~luoreszenz-Detektoren
(FL) erkannt wird. Moderne Gerate sind dabei in der Lalymrészenzen in mindestens

drei verschiedenen Wellenlangenbereichen zu erfassen.
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2.6.2 FACS-Analyse der intrazellularen IFN-y-Aktivitat

Die Messung der Fluoreszenzaktivitat der Farbstoff-konjteyieAntikdrper erfolgte
innerhalb von 6 h an einem FACScan-Durchflusszytometert@BBickinson). Dieses
Gerat verfugt Uber 1024 Kanéle sowie Detektoren fur den #&CSSC und drei Fluo-
reszenzbereiche (FL1-3). Die Exzitation erfolgt m#tteines 1,5 mW Argonlasers mit
Laserlicht der Wellenlange 488 nm. Die Detektion der Faid®@anen geschieht bei
530 nm (grun) fur FL1, bei 585 nm (orange) fur FL2 sowie bei >630rath f(ir FL3.
Das Geréat gestattet es, Schwankungen der Zellzahl duadhtidn der Durchflussge-
schwindigkeit zwischen 12 pl/min und 60 pl/min zu kompensieren

Die Daten wurden an einem mit dem FACScan verbundenen RMErG4 (Apple-
Macintosh) mit der CellQuestPro-Software Version 4.0.2c{8nDickinson) gewonnen
und analysiert. Die Unterscheidung der drei Fluoreszekanaiird durch ihre vonein-
ander verschiedenen Emissionsspektren mit unterschiedliEimssionsmaxima maog-
lich. Mit Emissionsmaximum ist dabei jene Wellenlangengmt, auf der der grofite
Anteil des Lichtes emittiert wird. Das Emissionsmaximdes an den IFN-Antikorper
gebundenen Konjugatfarbstofi8uorescein IsothiocyanafFITC) betrug 519 nm und
war damit mit dem FL1-Detektor erfassbar. Dagegen weigeEmissionsspektren von
Phycoerythrin(gekoppelt an Anti-CD56-PE) ungkrinidin chlorophyll proteingekop-
pelt an Anti-CD3-PerCP) Maxima bei 578 nm und 675 nm auf und korentspre-
chend den Detektionswellenlangen mit den Detektoren fir B2V FL3 gemessen
werden.

NK-Zellen lassen sich anhand ihrer oberflachlichenddéhzierungsantigene als Zellen
des Phanotyps CD3-/CD56+ charakterisieren (Robertson B290). Sie wurden dem-
entsprechend als CD3-/CD56+ -Lymphozyten definiert und duetftrenischegating
selektiert. Wie in Abb. 2.2 dargestellt, ist die Lymphozgtgyulation beim Messen von
PBMCs im Dotplot SSC gegen FCS links unterhalb der Monapgjeulation zu fin-
den. Lymphozyten sind also kleiner und weniger granulisri/ainozyten. Unter einem
Dotplot versteht man die zweidimensionale Darstellumg 2 Messwerten gegeneinan-
der in einem Koordinatensystem mit variabel einstellb@eimsen. Dabei kbnnen die
Achsenparameter je nach Bedarf unter den funf gemessename®arn (FSC, SSC,
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2. Material und Methoden

FL1, FL2, FL3) gewahlt werden. In einem Histogramm wird esstimmter Parameter

gegen seine Haufigkeit aufgetragen.
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Abb. 2.2:Dotplot-Diagramm mit den klassischen PBMC-Populationer(Muo€arthy et al. 2001)

Zur besseren gleichzeitigen Darstellung der NK-Zelleinden um ein Vielfaches gro-
Reren K-562 wurde fur den FSC/SSC-Dotplot generell eine ldgasiche Achsenein-
teilung gewahlt. Bei der Aquisition wurden die Lymphozytamch das Ziehen einer
Region 1 (R1) um die Lymphozytenpopulation im FSC/SS(abotselektiert. Die Zel-
len aus G1= R1 wurden in einem zweiten Dotplot CD3 (FL3) geges6GEL2) darge-
stellt. In diesem Dotplot wurde um die CD3-/CD56+ZellaredRegion 2 (R2) gezogen.

Tab. 2.12:Gewéhlte FACScan-Regionen

Name Selektion im Dotplot Entspricht
R1 FSC/SSC Lymphozytenplot
R 2 FL2/FL3 CD3-/CD56+ Zellen
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2. Material und Methoden

Tab. 2.13Gewéhlte Gates bei der Daten-Akquisition und Analyse

Name Logische Formel Entspricht

G1 R1 Gesamtzahl der Lymphozytgn
G2 R2 CD3-CD56+Zellen

G3 R1undR 2 NK-Zellen

Die Schnittmenge G3= R1lund R2 entsprach nun den LymphomytdPhdnotyp CD3-
/CD56+ — also den Naturlichen Killerzellen — und wurde in eirdgitien Dotplot
FL1 (IFN-y)/FL2 (CD56) dargestelit (siehe Abb. 2.3) und ausgewertet.
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Abb. 2.3: NK-Zell-Selektion und Quadrantenanalyse — NK-Zellen imfizierten Monozyten: 1. Setzen
von R1 im FSC/SSC-Dotplot um Lymphozyten (dargestellt sifel Zellen); 2. Setzen von R2 im
CD56/CD3-Dotplot um CD56+/CD3-Lymphozyten (dargestellt ise®1) und 3. Ermittlung des Stimu-
lationswertes durch Darstellung der Schnittmenge G3= RR@ndm CD56/IFNy-Dotplot (Der
Quadrantmarker ist wurde anhand von Isotypkontrollen auf n<1 #ivpdSreignisse gesetzt.); Im dar-
gestellten Ansatz betragt der Anteil IRNgositiver NK-Zellen 43,55 %.
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2. Material und Methoden

Aus Grunden der Zweckmaligkeit wurden nur Ereignisse in éissivhg einbezogen,
welche oberhalb eines bestimmten FSC-Grenzwertes,ollstalb einer bestimmten
Grol3e lagen. Man sieht das auf Abb. 2.3 im SSC/FSC-Dolplas von einem Wert
FSC~ 10°**sind keine Ereignisse registriert. Dies ist notwendigsonst selbst kleins-
te subzellulare Fragmente als Ereignisse erfasst wlidderdie Messung erschweren
und zugleich nicht von Interesse sind.

Zu Beginn jeder Messung wurden die Detektorwerte wéhrend datyge ANTI-
Isotyp-markierter Zellen so variiert, dass die Ereigmim den FL2/FL3- und FL1/FL2-
Dotplots zu 99 % eine geringere Fluoreszenzaktivitat als HEBaRen. In den
Histogrammen von FL1, 2 und 3 wurde bei der Einstellung aufeedd eine mog-
lichst symmetrische Balkenverteilung zwischen 0 und 1'st®ie einem Maximum
bei ca. 0,5 x 1bgeachtet. Anhand einiger ausgewahlter Proben wurden die dgstima
Kompensationswerte eingestellt.

Dies ist erforderlich, da sich die Emissionspektrenaiezelnen Farbstoffe in den U-
bergangsbereichen Uberlappen und es somit zu Doppeldetektmmamen kann, wenn
z. B. eine Zelle mit PE-Markierung Licht am untereanBe des Spektrums emittiert
und dann nicht nur von ihrem entsprechenden FL2-Detektor, soadeh vom spekt-
ral-benachbarten FL1-Detektor erfasst wird. Die Softvgstattet das Herausrechnen
dieser Analyse-Fehler durch die Kompensationswerte.

Danach wurden zunachst Ansatze mit NK-Zellen ohne Momehssatz (Proteinex-
port-Blocker) sowie ohne Stimulus gemessen. Der Quadramemaler eine prozentua-
le Aufschliisselung der Einzelzellereignisse je QuadraBezug auf die Gesamtereig-
niszahl gestattet, wurde anhand der Isotypkontrollanséatze Flirh (ANTI-IFN-
v)/FL2 (ANTI-CD56)-Dotplot so gesetzt, dass nicht mehr als #iéb Ereignisse im
rechten oberen Quadranten und damit N-plesitiv waren. Mit einem Quadrant-Marker
im FL3 (ANTI-CD3)/FL2 (ANTI-CD56)-Dotplot war es aul3erdem ridly, Uber den
Anteil der CD3-/CD56+Zellen an R1 — der Lymphozytenpoputatip den Reinheits-
grad der NK-Zellen zu beurteilen. Nun wurden von jedemafm30000 Ereignisse im
gate3 mit G3= R1lund R2 durchgemessen.
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2. Material und Methoden

2.6.3 Statistische Analyse

Alle Stimulationswerte bezeichnen den Anteil IiyNpositiver NK-Zellen an der NK-
Gesamtzellzahl. Zur Auswertung und Interpretation der Datarden Mittelwerte
(MW) und Standardabweichungen (SD) berechnet. Die Baibeng, ob es sich bei den
Differenzen der Prozentsatze an IkMositivenNK-Zellen nach Stimulation mit unin-
fizierten und infizierten Monozyten um signifikante ©rgchiede handelte oder nicht,
wurde anhand eines t-Tests fur gepaarte Stichproben getrdfgebnisse galten als
signifikant verschieden, wenn mindestens die Signifikanzpef,05 festgestellt wer-
den konnte. Ab einem Wert p<0,05 liegt die Irrtumswahrsclobikdiit o unter 5 %.

Werte gelten als signifikant voneinander verschieden.
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3. Ergebnisse

3.1 Experimentelles Vorgehen

Um die Aktivitdt der NK-Zellen als Reaktion auf Stinarling durch MHC-Klasse-|
reduzierte Monozyten — interpretieren zu kbnnen, mussteaichst geeignete Kontrol-
len gefunden werden. In Vorversuchen wurde zunéachst PMéhalmische Positivkon-
trolle etabliert, da durch diese Substanz eine maximalioh@&glFN-y-Produktion bei
NK-Zellen zu induziert werden kann. Die Tumorzelllinie5k2 ist eine MHC-Klasse-I
negative Zelle und war daher eine geeignete zellulasgivmntrolle zum Nachweis
der Aktivitatszunahme von NK-Zellen bei Koinkubation mitll@e mit aberrantem
MHC-Klasse-I-Besatz (Mendes et al. 2000). Diese Tumilirdelwurde 1970 von ei-
ner 53-jahrigen Patientin mit chronisch-myeloischer Leuika(CML) wahrend der
Blastenkrise aus einem Pleuraerguss gewonnen und gewannseisstlich schnell an
Bedeutung als hochsensitives Targetiberitro NK-Zell-Assays (Lozzio et al. 1975).
Da zunéchst bei den MHC-Klasse-I-negativen K-562 keine msmrerte Stimulation
festgestellt werden konnte, wurde zur Steigerung der Zyidkiort der NK-Zellen
IL-2 eingesetzt (Henney et al. 1981; Mendes et al. 2000).

Ein Problem stellte die Stabilitdt der infizierten Monezywahrend der Koinkubation
dar. So wurden trotz des Einsatzes von Legionellentideidlters (5 Tage bei Infekti-
onszeitpunkt 1) und einer standardisierten Zellzahl vori@/xnl wéahrend der FACS-
Analyse z. T. deutliche Unterschiede der Monozytenlo&adia im FSC/SSC-Dotplot
festgestellt. Gemald der Abb. 2.2 befinden sich MonozytendéeiDarstellung von
PBMC im FSC/SSC-Dotplot links oberhalb der Lymphozytenfatmn. In Abb. 2.4
sind auf der rechten Seite zwei Dotplots mit promineNt&rZellpopulation und deutli-
cher Monozytenpopulation zu sehen. FSC und SSC sinditlogéch aufgetragen. Im
linken Dotplot-Diagramm zeigt sich die Monozytenpopulationtlih verandert: Sie
ist auf der FSC-Achse im Verhéltnis zum NK-Zell-Platch links und auf der SSC-
Achse nach unten verschoben. DarlUber hinaus wirkt déraBifgelockert und hetero-
gener als in der rechten Halfte der Abbildung. Das AusmalVvdeinderung wirkt
durch die logarithmische Auftragung eher weniger starkeslsine lineare Darstellung
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3. Ergebnisse

veranschaulicht hétte. Die logarithmische Achsendintgierwies sich jedoch insge-
samt als vorteilhaft, da die K-562 deutlich groRer sind\dd{sZellen und Monozyten.
Sie waren daher in der linearen Achseneinteilung niclistandig zur Darstellung ge-
kommen. Aus der Tatsache, dass in Abb. 2.4 in den beiden rdabtplots rechts o-
berhalb der NK-Zellen kaum noch Monozyten lokalisgentd wird deutlich, dass sich in
diesen Ansatzen kaum noch intakte Monozyten befandemjesn bestenfalls ge-

schrumpfte oder gar fragmentierte Zellen.

Stimulation >30% Stimulation <20%

10t
10

108
pianl 11 oswrin
107
1

I bt 2
%“g = fIRo.
A o
i - |
) T T T T % T T T T .
160 Iy 102 109 10t 1o 10! 102 10° 10
FSGH FSCH
& -
o | o
oL I
REF gy
& )
—E—. o
(=] (=]
5 — = ; . .
19 10! 102 103 104 1 1o 102 108 104
FSCH FEH

Abb. 2.4:Vier Ansatze mit NK-Zellen und iM010/48 nach 4 StundennKaobationsdauer; in den beiden
linken Dotplots lag der gemessene Anteil an f=pbsitiven NK-Zellen tiber 30 %, in den beiden rechten
Versuchsansatzen produzierten héchstens 20 % der N&RZAEIN+.

Die Grunde fur die teilweise zu geringe Stabilitat der iaften Monozyten sind in der

individuellen Variabilitat der Spender und der Komplexitat dessuchsaufbaus zu su-
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3. Ergebnisse

chen. Der Zustand der Monozyten zum Zeitpunkt der FAC&y&e wurde von fol-
genden — von Spender zu Spender — verschiedenen Eigenschatdinsstei

+ der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Monozyten in Zeilkyl

» der Anfalligkeit der Monozyten fiur die Infektion,

* der Interaktion mit den autologen NK-Zellen und

» der mechanischen Belastbarkeit der Monozyten.
Resnick et al. haben jedoch den Zusammenhang zwischetoxyti@t von IL-2-
aktivierten NK-Zellen gegen infizierte Monozyten und denmmh&nis von Effektorzel-
len zu Targetzellen eindeutig nachgewiesen (Resnick E288).
In der Tat blieben Stimulationswerte derart klassifteie’Versuchsreihen durchweg
unter 20 % und erreichten damit kaum die Halfte der Versnotheggemal? Abb. 2.2
korrekt’ lokalisierten Monozyten-Plots.
Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei mdglichst kotesta Effektor-Target-
Verhaltnis zu gewahrleisten, wurden daher nur solche Viesansatze in die Analyse
einbezogen, die nach einer Koinkubationsdauer von 4 Stundeh deutliche und
rechts oberhalb des NK-Zell-Plots lokalisierte Moyten-Plots im FSC/SSC-Dotplot
rechts aufwiesen (Doppelplotkriterium).
Zur Kontrolle des Einflusses von freien Bakterien aufNlie Zell-Stimulation wurden
zusatzliche NK-Zell-Ansatze mit Suspensionen kopneumophilaversetzt.
Laut Angaben des Herstellers sind bei Einsatz von Monéis&n einen langeren Zeit-
raum (t>12 Stunden) fur die Zellen unter Umstanden toxigdfekte zu erwarten. Da-
her wurde die Vitalitdt nach Zugabe von Monensin in \reestenen Dosen uber die
gesamte Koinkubationsdauer von bis zu 24 Stunden geprift. Viechersnit einem
alternativen Exportblocker (Brefeldin A von Sigma)gten gegeniiber der Verwendung
von Monensin keine Erh6hung der Detektion von intralzetun Zytokinen.

3.2 Vitalitat der NK-Zellen in Kultur und Uberlebensrate n ach Monensinzugabe

Die NK-Zellen wurden zum Koinkubationszeitpunkt, nach 4#8en, auf Vitalitat
mittels Trypanblau-Farbung untersucht. Dabei konnten inuh@bhangigen Versuchen
Vitalitatsraten vore95 % festgestellt werden. In einer weiteren Versuchsreihdesur

den NK-Zellen entsprechend dem Versuchssetting verschigdenzentrationen an
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3. Ergebnisse

Monensin (1/ 1,3/ 2/ 4 und 10 pM) zugesetzt. Nach Ablauf dermaden Koinkubati-
onsdauer von 24 Stunden waren nach Monensinzugabe in der inkubation einge-
setzten Konzentration von 1,3 uM ebenfalls na8b % der NK-Zellen vital. Bei Mo-

nensin 10 uM waren es noeB1 % aller NK-Zellen.

3.3 Eignung des Aktivitatsmarkers CD69

Versuche mit Verwendung von FITC-markierten ANTI-CD6%Rdrpern fuhrten zu
keinem Ergebnis, da schon unstimulierte NK-Zellen eineeh@D69-Expression
(65,1 %) zeigten und somit eine Aktivitatszunahme bei dertiAasitrolle nicht gut
ablesbar war (siehe Abb. 3.1).
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Abb. 3.1:1L-2-aktivierte NK-Zellen ohne Stimulus im CD56/CD69-DatplQuadrantenbezeichnungen:
UL_upper left, UR_upper right, LL_lower left, LR_lower riglds sind 65,05 % der NK-Zellen positiv
flr 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 Antei-gesitiver
NK-Zellen an der NK-Gesamtzellzahl in % wieder!

Bei der Etablierung der zellularen Positivkontrolle K-562rke zundchst nur eine au-
Rerst geringe IFN-Sekretion im Sinne einer Stimulation von NK-Zellen geses
werden. Eine Aktivierung mit verschiedenen Dosen an IL¥t&idann zu einer fur
eine Positivkontrolle brauchbaren Stimulierung der NKefe(siehe Abb. 3.2).
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Abb. 3.2:Stimulation unterschiedlich aktivierter NK-Zellen durctbB2 nach einer Koinkubationsdauer
von vier Stunden; Mittelwerte + SD aus vier Versuchen

Der Anteil IFN-y-positiver NK-Zellen nach vierstindiger Koinkubation mit5&2
konnte durch Aktivierung mit IL-2 gegentber nicht aktiviertedletevon 2,4 % auf
21,9 % (100 U/ml) bzw. 32,0 % (250 U/ml) gesteigert werden. Zu epgmalen Sti-
mulation mit 32,0 % IFNy-positiven NK-Zellen fiihrte eine Zugabe von 250 U/ml IL-2.
Eine mogliche Erklarung fur den Abfall der Stimulationsrbei 500 U/ml liegt in einer
zunehmenden Lyse der K-562 durch starker aktivierte NK-Zellen
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Abb. 3.3: Vergleich der K-562-Plots im FSC/SSC-Dotplot nach Baimden Koinkubation mit unakti-
vierten NK-Zellen (links) und mit 500 U/ml IL-2-aktiviem NK-Zellen rechts

Auf Abb. 3.3 ist der K-562-Plot im rechten Diagramm nach Siginden Koinkubation
mit 500 U/ml IL-2-aktivierten NK-Zellen deutlich weniger amsiv als im linken,
gleichwohl bei beiden Messungen jeweils 10000 Ereignisse im @éhiyevurden und
die Zellen im gleichen Zellzahlverhéltnis eingesetzt wordemnen. Eine relative Ab-
nahme der K-562-Zellzahl flihrte offenbar zu geringerer yFBkkretion der NK-

Zellen.

3.5 Die Positivkontrollen — Stimulation mit der Tumorzelle K-562und mit PMA

Bei der Koinkubation von NK-Zellen mit K-562 im Verhadt 1,5:1 (siehe Abb. 3.4)
waren in Vorversuchen nach vier Stunden 33,8 % aller NK-Zgdtesitiv fir IFN+y.
Die SDs betrugen zwischen 2,6 % fur den 12-Stunden-Wert und 3(8 %4en 1-
Stunden-Wert. Im weiteren Verlauf der Koinkubation sank Aleteil IFN-y 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 ausdiersuchen

Zur Ermittlung der maximal moglichen IF-Sekretion wurde chemisch durch Zugabe
von PMA c¢ = 25 ng/ml stimuliert. Die Inkubationsdauer betiiugf Stunden. Im Mittel
von drei Versuchen wurden dabei Stimulationswerte von 76,85N4y-positiver NK-

Zellen erreicht (SD = 10,50 %).

3.6 Festlegung auf den 6-Stunden-Wert als Vergleichswert

Bei drei Vorversuchen mit 10:11P-infizierten Monozyten wurde ein Anstieg des An-
teils IFN-y-positiver NK-Zellen von 36,3 % nach zwei Stunden Koinkiopa auf
45,1 % nach sechs Stunden mit einem Abfall auf 39,5 % nachStaehden festgestellt.
Die Kontrolle mit uninfizierten Monozyten (siehe Abb5Preieck mit Ankerlinie) er-
gab nach sechsstundiger Koinkubation einen Anteil von #san IFNy-positiven NK-

Zellen.
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—-m— NK mit iM010/48

50 A NK mit Mo
1 o
40 4 % ' L -
< ] .
=
S 30
=
=
0
g
< 20 T
S
IS 1
S
Z 10
I
0 . , . , , ; , ; , ;
0 2 4 6 8 10

Koinkubationsdauer in h

Abb. 3.5: Stimulation mit iMo10/48 nach 2-, 4-, 6-, 8-, und 10-stundigemnkubation sowie mit Mo
nach sechs Stunden Koinkubation; Mittelwerte mit SD agis\tersuchen
Legende der eingesetzten Stimuli:

iM010/48 - 10:1t1P-nfizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
Mo - uninfizierte Monozyten

Da nicht nur die gemittelten Werte, sondern auch diediwezte aller drei Versuche
ein Maximum der IFNy-positiven NK-Zellen nach sechs Stunden Koinkubation auf-
wiesen, wurden bei weiteren Versuchen die Vergleid#@ae der 24 Stunden Infektion
IM010/24 und iM01/24 sowie der Infektionsansatz mitsteigerwaltiiiMo10/48st je-
weils nach sechs Stunden Koinkubation mit NK-Zellemkieat und gemessen.
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3.7 Kinetik der intrazellularen IFN- y-Sekretion der NK-Zellen nach 1- bis 24-
stundiger Koinkubation mit Mo, iM01/48, iM010/48 sowie Vergleibswerte
IMo1/24, iM010/24, iM010/48st nach 6-stuindiger Koinkubation

Auf den Verlauf der IFNg-Antwort der NK-Zellen nach Stimulation mit Monozyte

soll zunachst anhand der Diagramme der einzelnen Versingegangen werden.
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Abb. 3.6: Einzelversuchsiibersicht: Stimulationen mit iMo10/48p1¥48 und Mo; Mittelwert und SD
von zwei Werten; In allen Versuchen unterscheiden diehWerte nach Stimulation mit uninfizierten
Monozyten und infizierten Monozyten signifikant (p<0.01)

Legende der eingesetzten Stimuli:

iM010/48 - 10:1t1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
iM01/48 - 1:1 1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
Mo - uninfizierte Monozyten

In Abb. 3.6 sind vier Verlaufsdiagramme zu sehen. Bei Ver8uannte die Stimulati-
on mit 10:1-infizierten Monozyten aufgrund des Doppelplogkiiims (siehe Kap. 2.7)
nicht gewertet werden. In Versuch 4 wurde aufgrund einer zugggriMonozyten-
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Ausbeute aus der Isolation auf die 1:1-Infektion verzichtel nur die 10:1-Infektion
durchgefuhrt.

Bei allen vier Versuchen ergab die Koinkubation mit uazieften Monozyten (Mo)
einen im Vergleich zur Stimulation mit der Tumorzeflec62 deutlich flacheren Ver-
lauf der IFNy-Antwort-Rate. Zwei der Einzelversuchskurven (Versuche® 3) erga-
ben ein Maximum an IFN-positiven NK-Zellen nach vier Stunden. In den Versuchen
1 und 4 erreichte der Anteil ein Maximum bei sechs StundienM2ximal-Werte lagen
dabei zwischen 14,4 % (Versuch 1) und 21,15 % (Versuch 2).

Stimulation mit 10:11P-infizierten Monozyten nach 48 Stunden Infektionsdauer
(iIM010/48) erbrachten in drei Versuchen absolute Maxima beuddsn (33,4; 45,6
und 41,8 %). Bei den Versuchen 2 und 4 sieht man zwischenndeacht Stunden ei-
nen plateauartigen Kurvenverlauf. Der 6-Stunden-Wert kanerddé reprasentativ fur
die Phase hochster Stimulation gewertet werden.

Der Kurvenverlauf der Stimulation mit 1l1tP-infizierten Monozyten zeigt im Ver-
gleich zur Stimulation mit uninfizierten Monozyten aindeutlich hoheren Anteil an
zur IFN-y-Sekretion angeregten NK-Zellen mit Maximalwerten vord 28, (Versuch 1
nach sechs Stunden), 30,6 % (Versuch 2 nach acht Stunden) urtd 2Vgsuch 3
nach vier Stunden), erreicht aber nicht den Level der &tioo mit 10:1L1P-
infizierten Monozyten.

In Abb. 3.7 sind die Einzelversuchsergebnisse der Versuche k#ham Diagramm
zusammengefasst. Trotz grofRer Standardabweichungen, vor ialleier iM010/48-
Kurve, wird die Steigerung des Anteils IRNpositiver NK-Zellen bei Koinkubation
mit 48 Stunden 1:1- und 10L1tP-infizierten Monozyten gegentber Koinkubation mit
uninfizierten Monozyten auf mehr als das Doppelte deutlise Uberprifung der Dif-
ferenzen der Werte aller drei Kurven ergab signifikameekschiede (p<0,001).
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Abb. 3.7: Kinetik der Stimulationswerte tber 24 Stunden. Mittetereron drei (iM010/48, iM01/48)
bzw. vier (Mo) Versuchen £ SD. Die drei Kurven untdraiden sich jeweils signifikant voneinander

(p<0,001).

Legende der eingesetzten Stimuli:
iM010/48 - 10:1t1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
iM01/48 - 1:11 1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
Mo - uninfizierte Monozyten

Eine Zusammenstellung der Mittelwerte aller 6-Stunden-Wstria Abb. 3.8 zu sehen.
Die Werte stammen aus den vier unanhéngigen Versuchen 14 KB862-Wert wur-
de das Maximum nach vier Stunden dargestellt. Der PMA-\¢étt die Stimulation
nach funf Stunden wieder. Zu einigen Werten liegen jeweil die Daten aus drei Ver-
suchen vor (siehe Tab. 3.1). Die fehlenden Werte koranégrund zu geringer Zellzah-
len in den entsprechenden Versuchen nicht durchgefiihrt wéddbri waren entweder
die PBMC-Zellzahlen nach Isolation deuffy Coatsnicht ausreichend um alle Isolatio-
nen im noétigen Umfang durchzufihren oder es waren nachuAtd&a vollen Infekti-
onsdauer nicht geniigend infizierte Monozyten auszahlbar.
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Abb. 3.8: Vergleichswerte nach sechs Stunden (aul3er bei PMA uB62Kmit verschiedenen Stimuli.
Mittelwerte aus je drei Versuchen (K-562, iM010/48, iM01/48010/24, iM010/48st, NK uns) bzw.
vier Versuchen (PMA-, iM01/24-, Mot,1P100,L1P10) £ SD.

Legende der eingesetzten Stimuli:

iM010/48 - 10:1t1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;

iM01/48 - 1:1L 1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;

iM010/24 - 10:1t1P-nfizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;

iMo1/24 - 1:11 1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;
iM010/48st - 10:1-.steigerwaltitinfizierte 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 Mogwzywelche nur fur
24 Stunden mit.1P infiziert waren, zu einer deutlich geringeren Stimulatitem NK-
Zellen fuhrten. 10:1-infizierte Monozyten nach 24 Stundenktmda stimulierten im
Durchschnitt nur noch 28,1 % der NK-Zellen im Gegensatz zu 3hach 48 Stunden
Infektion. 24 Stunden 1:L1P-infizierte Monozyten bewirkten bei den NK-Zellen ge-

nau dieselbe IFN-Antwort wie uninfizierte Monozyten.

Ansatz NK-Zellen| Mittelwert in % (Anzahl SD

mit der Versuche) in %
PMA 77,4 (4) 18,1
K-562 40,3 (3) 2,5
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iM010/48 37,1 (3) 7.3
iM01/48 27,6 (3) 2,0
iM010/24 28,1 (3) 10,6
iMo1/24 16,4 (4) 6,1
iM010/48 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 Koinkobdauer; auRer PMA-Wert: flnf
Stunden und K-562-Wert: vier Stunden
Legende der eingesetzten Stimuli:

iM010/48 - 10:1t1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;

iM01/48 - 1:1 1P-infizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;

iM010/24 - 10:1k1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;

iMo1/24 - 1:1 1P-infizierte Monozyten/24 Stunden Infektionsdauer;
iM010/48st - 10:1-.steigerwaltitinfizierte Monozyten/48 Stunden Infektionsdauer;
Mo - uninfizierte Monozyten;

K-562 - K-562-Zellen;

L1Px - Suspension mit x-facher Bakteriendosis;

uns - ohne Stimulus

Mit L. steigerwaltiiinfizierte Monozyten riefen mit 14,3 % sogar eine nothas ge-
ringere Stimulation als die uninfizierten Monozyten heniie Kontrolle mit Zugabe
von einer 100fachen Dosls pneumophilaSG 1 zum Koinkubationszeitpunkt stimu-
lierte 7,2 % der NK-Zellen. Die 10fache Legionellenddsrszu 3,8 %iger Stimulation.
NK-Zellen, welche ohne jeglichen Stimulus belassendemy sezernierten sechs Stun-
den nach Proteinexportblockade zu 1,4 % K=N-

Es konnte also eine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehundidipositiven Kontrollsti-
mulantien, die Legionellen-Infektionsdosis und die Inteksdauer sowie fur die Viru-

lenz der eingesetztdregionellaSpezies erarbeitet werden.
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4. Diskussion

4.1 Ergebnisuberblick

Ein zentrales Anliegen der vorliegenden Arbeit war ii@rung der Rolle von NK-
Zellen bei der frihen Abwehrreaktion auf elngpneumophilanfektion. Bisher unver-
Offentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten gezngigs, es im Zuge einer In-
fektion mit L. pneumophilebei humanen Monozyten zu einer Abnahme der exprimier-
ten MHC-Klasse-l kommt. Da die CD8-T-Zell-Antwort durebn MHC-Klasse-| pra-
sentierte Antigene vermittelt wird, sollte sie — weteilhaupt — nur in abgeschwachter
Form mdglich sein. In der Tat gibt es bislang keine Evadén eine von CD8-T-Zellen
vermittelte Abwehr bei einer Legionellose. Allerdingsséieren auch keine Veroffent-
lichungen, die dem Vorhandensein einer CD8-T-Zell-Antwadersprechen. Eine ge-
nerelle Reduktion der MHC-Klasse-I ist jedoch fur dienane Immunantwort auf Mik-
roorganismen nicht nur von Nachteil, da NK-Zellen dank inbiisicher Rezeptoren,
den KIRs, quantitative Veranderungen im MHC-Klasse-laBeswuf Zielzellen erken-
nen und diese unschéadlich machen. Untersucht wurde, ddhenit verschiedenen Le-
gionellenspezies infizierte Monozyten bei NK-Zellenee Stimulation in Form einer
IFN-y-Expression bewirken.

Aus den Ergebnissen ergibt sich eine direkt proportioAddbangigkeit zwischen
MHC-Klasse-I-Reduktion und dem Level der IRNExpression. MitL. pneumophila
infizierte Monozyten bewirken Uber Downregulation 8#AC-Klasse-I eine deutliche
Zunahme der IFN~Expression in NK-Zellen. Die Zunahme ist umso starketanger
die Monozyten infiziert waren. Infektion mit der nichhumanpathogenen
L. steigerwaltiibewirkt keinen Anstieg der IFN-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 infezte Monozyten

Nicht-infizierte Monozyten (in Abb. 4.1 oben) weisen eim@rmale MHC-I-
Konfiguration auf. Ihre MHC-Klasse-I interagieren mén KIR der NK-Zellen (verein-
facht dargestellt) und stabilisieren so den Aktivitatslelerl NK-Zellen auf niedrigem
Niveau. Im Zuge einer Infektion mit. pneumophilg1.) kommt es zur Reduktion der
MHC-Klasse-l (2.) auf den Monozyten. Bei Koinkubationt iK-Zellen sind nicht
mehr gentigend MHC-Klasse-I vorhanden, um mit den KIRnteragieren (3.). Die
Folge ist eine Stimulation der NK-Zellen zur Sekretion IFN-y (4.).

Zur Einordnung der Ergebnisse sollen im Folgenden Uberlegungerbékannte Me-
chanismen der natirlichen und adaptiven Immunantwort gegeaellulare Pathogene

im Allgemeinen und gegen pneumophilam Speziellen angestellt werden.
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4.2 Die Zytokin-regulierte nattrliche Immunabwehr bei Legionellose

4.2.1 Beteiligte Komponenten der Immunabwehr

Die erste Station der nattrlichen Immunabwehr bei eimgionellose sind gewebs-
standige Alveolar-Makrophagen, welche durch N-Nind TNFe sowie durch aufge-
nommene Pathogene aktiviert werden (Friedman et al. 20082F-a wird von
Makrophagen selbst sowie von NK-Zellen gebildet (Aratd.et93b; McHugh et al.
2000). Uber die Beteiligung von neutrophilen Granulozytenl wpekuliert. Sie konn-
ten durch TNFe und IFN+y stimuliert werden und tber die Sekretion von IL-2 wirken
sowie direkte bakterizide Aktivitat vermitteln (Blanchatdaé 1989; Park et al. 2000).
Waéhrend einer Legionellen-Infektion sezernieren Makrophdiget? und IL-18, wel-
che die Differenzierung von T-Helfer-1-Zellen H-L-Zellen) aus T-Helfer-0-Zellen
fordern und diese zur Sekretion von IgNmd IL-2 stimulieren (Smith 1988; Park et al.
2000). Durch IL-12, welches auch von infizierten dendtigst Zellen (DC) gebildet
wird, werden NK-Zellen stimuliert (Neild et al. 2003). DaLymphozyten zur adapti-
ven Immunabwehr zdhlen, handelt es sich dabei gewissermafd eine Schnittstelle
zwischen naturlicher und adaptiver Immunantwort (sisiile. 4.2).

“Angeboren” “Erworben”
IFN-y
TNF-¢;

Legionella
pneumophila

Abb. 4.2:Zytokin-mediierte Immunantwort bei Infektion nhit pneumophilanach Park2000)

Das von H-1-Zellen gebildete IL-2 stellt zusammen mit dem von Makageim sezer-
nierten IL-12 den Hauptstimulus fur NK-Zellen dar. Einige Aatokonnten mitn
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vitro Versuchen zeigen, dass eine Aupneumophilasolierte Protease in der Lage ist,
IL-2 zu deaktivieren(Rechnitzer et al. 1989b; Hell et al. 1998fa/et al. 1993). Damit
konnte auch unter physiologischen Bedingungen die wichtigeZell-Aktivierung
verzogert werden. AulRerdem konnte gezeigt werden, ldgsseumophiladie LPS-
induzierte Sekretion von IL-12 durch Makrophagen drosselt (Matsuet al. 2001).
Somit scheint ed.. pneumophilazu gelingen, die Wirkung der beiden wesentlichen
NK-Zell-aktivierenden Zytokine im Zuge einer Infektionzaschwachen.

Ein weiteres wichtiges Effektorzytokin stellt das IfNdar. Es wird von NK-Zellen,
TH-1-Zellen und Makrophagen gebildet (siehe Abb. 4.2) (Park €080; Salins et al.
2001). Der adaptive Teil der Immunantwort auf eine Lediose nimmt den Weg uber
die TH-1-Zellen. Diese hemmen via IFNdie Proliferation von #-2-Zellen (Friedman

et al. 2002). Jedoch wurde auch fur das varIZellen sezernierte IL-4 eine protektive
Rolle bei der Abwehr voh. pneumophiladurch 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 duron Makrophagen ge-
bildetes IL-12 aktiviert. Allgemein gilt nebem IL-12 auch IL-18 &timulus der IFNg-
Sekretion von NK-Zellen. Allerdings gibt es bislangrien experimentellen Beleg fur
diesen Mechanismus im Rahmen einer Legionellose. lasbdese IL-12 und TN
bewirken zusammen eine hohe Ausschittung vontkNirch NK-Zellen (Tripp et al.
1993; Hunter et al. 1994). Aktivierung von NK-Zellen wird uliger IL-12 von der
Typ 2 NO-Synthetase mediiert (Diefenbach et al. 1999)di8iat, &hnlich der Reaktion
auf Viren (siehe Kap. 1.8.3), der frihen Begrenzung uiiektion vor dem Beginn der
adaptiven Immunantwort der T-Lymphozyten mittels ZyteRnoduktion. Auf3erdem
erkennen NK Uber KIRs, CD94 und NKG2 Zielzellen mit adeter MHC-Klasse-I-
Expression und werden so stimuliert. Daher fiihren Rathogenen induzierte Modifi-
kation der MHC-Klasse-l nicht nur zu einer Abschwachung @D8-T-Zell-
Erkennung, sondern auch zu erhdhter Anfalligkeit der infeeZellen gegeniber NK-
Zell-vermittelter Abwehr.
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Aktivierte NK-Zellen produzieren die Zytokine IFN- TNFw, den Granulozy-
ten/Makrophagen stimulierenden Faktor GM-CSF sowie dagrbphagen inflammato-
rischen Proteinedlund B (MIP-1a und MIP4B) (Trinchieri 1989; Chan et al. 1991,
Bluman et al. 1996; Biron 1997; Oliva et al. 1998).

Es ist inzwischen eine weit verbreitete Ansicht, ahssAusschuttung von IFN-durch
NK-Zellen wichtig fur die unspezifische Abwehr von intrbziéren Pathogenen ist
(Bancroft 1993; Ismail et al. 2002). Abb. 4.2 von Paul und $keaus dem Jahr 2000
stellt diesen Mechanismus auch als Bestandteil des inyddd¢zwerkes der Immunsitu-
ation wahrend einer Legionellose dar. Paul und Skestigiten sich dabei auf Untersu-
chungen von Blanchard et al. aus dem Jahre 1989, in derutheeA zu dem Schluss
gelangen, dass NK-Zellen in der frihen Phase dinpneumophilanfektion, insbe-
sondere bei Erstkontakt, die Hauptquelle fir H-ieien (Blanchard et al. 1989). Die
IFN-y -sezernierenden Zellen wurden jedoch nicht isoliert, songdiglich tber Pha-
notypisierung ihrer CD-Molekile identifiziert. Antikdrpegegen den NK-Zell-
spezifischen Marker CD56 kamen nicht zum Einsatz. Einer#issige Unterscheidung
zwischen T-Lymphozyten und NK-Zellen, wie sie von thedieser Arbeit eingesetzten
Isolation mittels Negativ-Depletion geleistet wird,rwmacht moglich. Friedman erwahnt
in seinem Review 2002 tubkr pneumophilawar die NK-Zellen als Quelle des IFN-
bleibt jedoch die Angabe einer Referenz schuldig (Friedetal. 2002). Die intrazellu-
lare IFN+y-Detektion im Zuge dieser Arbeit stellt daher den erstagliziten Nachweis
fur die Bildung dieses Zytokins durch IL-2-aktivierte NKiiga in einem humanen
L. pneumophildnfektionsmodell dar.

Die Zytokine IL-12 und IL-18 scheinen den Anstieg der R-Rroduktion in Mausen
sowohl in vivo als auchin vitro wahrend einer Legionelleninfektion zu mediieren
(Okamura et al. 1998; Salins et al. 2001).

Unter synergistischer Stimulation mit IL-12 und IL-18ravilFN-y auf3er von NK-
Zellen auch von T-Lymphozyten produziert (Brieland efl8B8; Okamura et al. 1998;
Yoshimoto et al. 1998; Brieland et al. 2000). Nach langerden wiederholtem Kon-
takt mit L. pneumophilafallen unter peripheren Lymphozyten vor allem CD4+IF
Zellen als IFNy-Produzenten auf (Kitsukawa et al. 1995). NK-Zellen sind jednt
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dieser Stimulation indirekt beteiligt, indem sie Makrogda Giber IFNy zur Produktion
der Zytokine IL-12 und IL-18 anregen (siehe Abb. 4.2). Dies&aemirdann wiederum
auf TH-1-Zellen.

Ebenso essenziell fir die IFNProduktion von NK-Zellen scheint IL-15 zu sein, das
ebenfalls von Monozyten, aber auch von anderen Zelleitdgé wird. Ein gegen IL-15
gerichteter Antikorper unterdrtckt die IRNAntwort humaner NK-Zellen auf bakteri-
elles LPS in Zellkultur (Carson et al. 1994; Carson efi@95; Fehniger et al. 1999).
Eine Bedeutung von IL-15 bei einer Legionellose wurde bisloéit nechgewiesen.

In vitro fihrt eine Aktivierung von NK-Zellen zu einer gesteigemK-Zell-mediierten
Zytotoxizitat (Henney et al. 1981). Im Rahmen von viralen dddteriellen Infektio-
nen sind Indizien fur eine NK-Zell-mediierte Lyse voelZellen allerdings spérlich. So
halten beispielsweise Biron et al. 1999 fest, dass edarbéan Infektionen bisher kaum
Hinweise auf NK-Zell-mediierte Zytotoxizitat gibt (Bin et al. 1999). Betrachtlich gro-
Rer sind die Informationen zur Rolle des von NK-Zeletildeten IFNy bei der Ab-
wehr von Viren.

Ahnliches gilt fiir die Legionellose: NK-Zell-mediierfatotoxizitat konnte bisher nicht
nachgewiesen werden; IFNhingegen kommt bei der Reaktion des Immunsystems auf
eineL. pneumophilenfektion eine grof3e Bedeutung zu.

4.2.3 Immunregulatorisch, antiinfektids, antiproliferativ — zur Schliisselrolle des Effektor-
zytokins IFN-y bei der Immunabwehr einer Legionellose

IFN-y defiziente Knock-out-Mause weisen nach nasaler Infekti@rn_npneumophila
nicht nur Kklinisch-schwerere Krankheitsverlaufe und egn#iere Mortalititsrate auf,
sondern zeigen auch eine insgesamt verminderte Zytokin-Praadlshinozawa et al.
2002). Intrazellular gebildetes IFN-st ein entscheidendes Effektorzytokin wahrend
einer Legionellose (Salins et al. 2001).

Rekombinates IFN¢ ist imstande, intrazellulares Wachstum vlonpneumophilain
Monozyten zu verhindern (Bhardwaj et al. 1986; Gebran @98Uc). Das Verstandnis
dieser Wirkung, insbesondere die Suche nach Mechanistm@&egenstand fortwéhren-
der Forschung. Ein eher schwach wirksamer MechanismudRMN-y in Monozyten

besteht in einer Herunterregulierung von Komplement-Rerenediierter Phagozytose
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(Horwitz 1992). Ein weiterer Mechanismus ist die Induktion @bickstoffmonoxid in
Monozyten, das sich in zellfreien Modellen als toxidiégh Legionellen erwiesen hat
(Summersgill et al. 1992).

Es ist bekannt, dass bei Mausen eine InfektionLishmania majoiL. major) Uber
eine Expansion vonH-1-Zellen eine Sekretion von IF-hervorruft, welches dann
infizierte Makrophagen aktiviert (Louis et al. 1998). IlyNaktiviert die Typ-2 Stick-
stoffmonoxid-Synthetase (NOS2) der Makrophagen, welcheLfimajor toxische
Stickstoffintermediate produziert (Assreuy et al. 1994)uséd welche kein IFN-pro-
duzieren kénnen, zeigen eine deutlich verschlechterte Abwegendgie major (Wei et
al. 1995). AuRerdem wird IFN-wahrend einer Infektion mit. major auch von NK-
Zellen sezerniert (Scharton et al. 1993).

Obwohl auch bei humanen Makrophagen firmajor eine Stickstoffmonoxid-
vermittelte Keimreduktion festgestellt werden konnte (Voulde et al. 1995), lassen
andere Versuche mit menschlichen Modellen Zweifel anBéeleutung der IFN in-
duzierten Produktion von Stickstoffmonoxid durch Monozyt®nRahmen antimikro-
bieller Reaktionen aufkommen (Jensen et al. 1988; Schneermahri®93; Matsuzaki
et al. 1995; Yamamoto et al. 1996). Fir die humane Legaseelat die Produktion
von NO wahrscheinlich gar keine Bedeutung (Neumeistdr 20@1).

Synergistisch zu IFN- wirkt TNF-o, welches ebenfalls zu einer Erhhung der NO-
Produktion in Makrophagen fuhrt. Bei Rattenzellen vermindere Blockade der NO-
Bereitstellung inL. pneumophildnfektionsmodell die Wirkung von IFN-und TNFe
(Skerrett et al. 1996a).

Ein fur die Legionellose entscheidender Mechanismus Fbiryl konnte in der Restrik-
tion des in Monozyten verfligbaren Eisens liegen (Byl.€t989; Gebran et al. 1994a;
Gebran et al. 1994b; Gebran et al. 1994c).

Daruber hinaus besitzt IFfd-noch eine Reihe von anderen Wirkungen. So erhéht es in
Monozyten die Bildung der Zytokine ILB1 IL-6 und IL-8. Diese haben jedoch in hu-
manen Monozyten keinen Einfluss auf die Legionellenedmoing (Neumeister et al.
1998b).
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Aufgrund der antiproliferativen Wirkungen auf pneumophilavurden therapeutische
Wirksamkeitsversuche von exogen zugefuhrtem, rekombinargestelltem IFNy
durchgefuhrt. So konnten vivo der Infektionsverlauf bei Ratten, deren IfN-
Produktion zuvor mit Kortikosteroiden vermindert worden wawie bei IFNy defi-
zienten Knock-out Mausen positiv beeinflusst werden (@keet al. 1994; Heath et al.
1996b). Der Einsatz von IFM-zusétzlich zur Antibiotikatherapie von infizierten huma-
nen Monozyten erbrachte jedoch keinen Synergismus beiBaé&dmpfung von
L. pneumophila(Bhardwaj et al. 1988). Neuere Untersuchungen an Mausemit
muriner IFNy-cDNA mittels adenoviraler Vektoren transfiziert wordearen, ergaben
ebenso wie eine Behandlung mittels rekombinantem tFNke erhohte Resistenz mit
schnellerer Eliminierung von applizierten Legionell&eKg et al. 2001; Salins et al.
2001).

Auch beim Menschen konnte die Bedeutung von {Fbei der Begrenzung einer Legi-
onelleninfektion nachgewiesen werden. Funai et altéiint 997 dazu Untersuchungen
mit Patienten durch, welche durch eine Infektion mit Humamesdell-Leuk&mie-
Virus-1 (HTLV-1) eine erhohte konstitutive IFidProduktion aufwiesen. Infektion mit
L. pneumophilebewirkte bei PBMCs dieser Patienten einen starkerestidg der IFN-
y-Spiegel. Durch Neutralisation des IRNmittels monoklonaler AntikGrper konnte die
Hemmung der Legionellenvermehrung aufgehoben werden (Etrsdi 1997). Damit
scheint dem Level der endogenen konstitutiven {FRroduktion eine Bedeutung bei
der Anfalligkeit fur einel. pneumophilanfektion zuzukommen. Niedrige konstitutive
IFN-y-Spiegel stellen also gewissermaf3en einen Pradisposiktorsfér eine Legio-
nellose dar. Unterstutzt wird diese These durch neuestierduichungen mit Patienten
nach einer Uberstandenen Legionellose. Die PBMCsrdigsenten zeigen nach Sti-
mulation mit LPS eine niedrigere IFdAntwort als die Zellen der Vergleichsgruppe,
welche aus exponierten, jedoch nicht erkrankten Personentiegkrworden war
(Lettinga et al. 2003). Damit lassen sich auch die bekariigkofaktoren einer Legi-
onellose erklaren: Nikotinkonsum, Kortikoidtherapie wid hohes Alter gehen mit

niedrigeren IFNy-Spiegeln einher.
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Versuche mit IFNy defizienten Knock-out-Mausen, deren Wild-Stamme (ohneatut
on) eine hohe Resistenz gegentlbepneumophilaaufwiesen, zeigten die Unfahigkeit
dieser Tiere, eine Infektion mit. pneumophilawirksam einzuddmmen (Heath et al.
1996b; Skerrett et al. 1996b). Damit erscheinen der Level déry4Produktion bei
einer Legionellose und das Ausmald der davon mediietaal¥ne an antimikrobieller
Aktivitat der Monozyten entscheidend fur den Infektionswdrial sein (Friedman et al.
2002).

Als zellulare Quelle des IFN-wurden NK-Zellen und f-1-Zellen identifiziert. Die
Stimulierung von H-1-Zellen zur IFNy-Produktion erfolgt jedoch verzogert, da erst
die Zytokin-vermittelte Differenzierung vonHIO-Zellen in TH-1-Zellen erfolgen muss
(Smith 1988; Park et al. 2000). Dem hier gezeigten MechaniderusN-+-Produktion
durch IL-2-aktivierte NK-Zellen dirfte somit entscheidendsd&utung bei der friihen

Eindammung der Infektion zukommen.

4.2.4 Rolle des TNFa

Eng verknlpft mit der protektiven Wirkung von IRNist ein anderes bereits erwahntes
Gewebshormon: das Zytokin TNE-Es wird von humanen, mit. pneumophila-
infizierten Makrophagen IFN-abhéangig sezerniert (Blanchard et al. 1989; Matsiota-
Bernard et al. 1993). Ahnlich wie IF-jedoch weniger starkiermag TNFe das in-
trazellulare Wachstum von pneumophilan humanen Makrophagen zu hemmen. Ob-
wohl sich bei der kombinierten Applikation beider Zytokke&in Synergismus nach-
weisen liel3, kam es nach Blockade der TdNExpression zu einer Abschwachung der
inhibitorischen IFNy-Effekte auf das Legionellenwachstum (Matsiota-Bernetrcal.
1993). Das lasst die IFM-Wirkung als teilweise TNF-vermittelt erscheinen.

Im Zuge einer Legionelleninfektion sind bei Nagerrvivo erhdhte TNFs Spiegel vor
allem in der Lunge, nicht jedoch im Serum detektierbakredensquelle des TNE-
sind die alveolaren Makrophagen (Blanchard et al. 1987a; 8ketred. 1997).

Ebenso wie bei IFNr scheinen konstitutiv erhohte TNFSpiegel, wie z. B. bei einer

HTLV-I-Infektion, einen Schutz vor einer Infektion mit pneumophiladarzustellen
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(Funai et al. 1997). Der Level der endogenen TNFroduktion ist somit gleichfalls

bedeutsam fur die Anfalligkeit gegentiber eibepneumophildnfektion.

4.3 Methodische Einschatzung und Bewertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen deutlich eine Erhohung deryfeduktion der NK-Zellen bei
Koinkubation mit infizierten Monozyten. Eine weiteffeage war, ob die MHC-Klasse-
I-Reduktion auf den miL. pneumophilanfizierten Monozyten Ursache fir die IFN-
Produktion ist.

Das angewandte Versuchsmodell wurde konzipiert, um diesehdfissmus zu unter-
suchen. Mdglich wurde dies durch eine Isolierung der bef@ditypen aus ihrem phy-
siologischen Zusammenhang, der durch ein ausgefeiltes Wqubbkalss direkter Zell-
Zell-Interaktion und konsekutiver Zytokin-Exzitation bzwhibition gekennzeichnet ist
(siehe Kap. 4.2). Zusatzlich modifiziert und vereinfachtdeudie Zellinteraktion durch
die Versuchsbedingungen: die IL-2-Aktivierung der NK-Zelldre Bestrahlung der
Zielzellen und die Blockade des Proteinexports durch Meinemdhrend der Koinku-
bation. Trotz dieser Modifikationen, durch welche der weate Mechanismus isoliert
werden sollte, erscheint die Existenz additiver Stiemuhg nicht nur aufgrund obiger
Reflexionen zum Zytokinnetzwerk als wahrscheinlich. \8il vielmehr von dem Be-
fund gestitzt, dass K-562-Zellen die NK-Zellen nur etwachlestark stimulierten
(40,3 %) wie die infizierten Monozyten (37,1 %). K-562-Zeleprimieren Uberhaupt
keine MHC-Klasse-I. Dagegen weisen die durclpneumophilanfizierten Monozyten
nur eine maximal 50%ige Reduktion ihrer MHC-Klasse-I aué &hnlich hohen Stimu-
lationsraten deuten darauf hin, dass bei infizierten Mygteozeventuell nur ein Teil der
Stimulation mit der Downregulation ihrer MHC-Klasserklarbar ist.

Der Befund, dass IL-2-aktivierte NK-Zellen sogar im augelo System eine nicht un-
erhebliche Aktivitat gegeniber uninfizierten Monozyten zejideestatigt Versuche von
Blanchard et al. aus dem Jahre 1987 (Blanchard et al. 1987byhBtd et al. benutzten
in ithren Zytotoxizitatsversuchen ein &hnlichespneumophildnfektionsmodell mit
humanen peripheren Leukozyten. Damals wurdeflmomreleaséei einem 50:1 Ef-
fektor:Target-Verhaltnis 15,4 % der nicht-infizierten Mon@zryzerstort.
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Die Simulation des Beitrags freier Legionellen an den&@ation der NK-Zellen in der
Koinkubation durfte mit dem Zusatz einer 100fachen Dasik. pneumophilazu den
NK-Zellen eher grof3zligig bemessen sein, da Legionellefalaldtativ intrazellulare
Keime kaum extrazellulares Wachstum in Zellkultur zeigad die tatsachliche Menge
freier Legionellen im Koinkubationsansatz wahrschelmieher im Bereich zwischen
dem 10fachen (Stimulationswert = 3,8 %) und dem 100fachenul&tion = 7,2 %) der
eingesetzten NK-Zellen lag.

Die geringe Zunahme der Stimulation mit nicht MHC-Klakgeminderten Targets,
wie den mit apathogendn steigerwaltiiinfizierten Monozyten gegentber der deutli-
chen Zunahme nach Stimulation rhitpneumophilanfizierten Monozyten ist jedoch
ein starker Hinweis, dass die NK-Zellen — wie in Abb.datgestellt — auch tber ihre
KIRs aktiviert werden.

Dass die partiell MHC-Klasse-I-geminderten, infiziertelonozyten beinahe gleich
stark stimulieren wie die MHC-Klasse-I-losen K-562-Ze|l&sst die Existenz zusatzli-
cher, durch die Infektion induzierter Stimuli vermuten. ¥wathrscheinlichsten ist dabei
Stimulation Uber den bekannten NK-Aktivator IL-12. Ein@enimentelle Abgrenzung
der KIR-Stimulation von einer Stimulation tber vorfizierten Monozyten gebildetes
IL-12 ware durch den Einsatz eines IL-12-neutralisierendemokionalen Antikérpers
realisierbar und wirde weitere Klarung bringen.

Insgesamt kann damit die gemessene Stimulation von NKrZdllech infizierte Mo-
nozyten zumindest teilweise als Resultat der NK-Zadliz&ischen ,Nicht-Erkennung’
der infektionsbedingt MHC-Klasse-I-geminderten Zielzebieigesehen werden.

4.4 Bedeutung und Einordnung der Ergebnisse

Die Wirkung von Zytokinen wie IFN- beschrankt siclin vivo nicht nur auf direkte
Effekte, wie z. B. das Verhindern der Replikation Yompneumophilan Makrophagen.
Sie muss vielmehr immer als Teil des grof3en ZytokireNetkes der angeborenen
Immunitat und erworbenen Immunitat verstanden werden.

Zytokine haben das Potential zur Ubernahme von Schlasaldurch Triggern von
entscheidenden Abwehrmechanismen bei der angeboremsanbntwort. Sie kénnen
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direkt oder durch Beeinflussung anderer Zytokine oder ©kera, welche fir die

chemotaktische Anlockung immunkompetenter Zellen sorgeduleoend auf die Im-

munabwehr wirken. Die Wirkungsweise von Zytokinen bdsgdéo in einer interde-

pendenten Immunregulation, was die vollstandige Aufidg der Wirkung einzelner
Substanzen mit den verfigbaren Methoden so diffizil, uchtnzu sagen unmdglich
macht.

Uber die Bedeutung einer Stimulierung von NK-Zellen mischlieRender Freisetzung
von IFN-y im Zuge einer Legionellose gibt es bisher nur sehr Istiickhafte Eviden-

zen.

Hauptwirkung von IFNy bei einer Legionelleninfektion ist die Aktivierung von
Makrophagen und die Erh6hung ihrer antimikrobiellen Aktivildén quantitativ be-

deutsamsten Anteil an der IFNProduktion leisten fi-1-Zellen. Sie entstehen im Zuge

einer Infektion durch Differenzierung aus-D-Zellen (siehe Abb. 4.3).

Legionellen

s

Antimikrobielleg:

Aktivitt ot 5

Abb. 4.3:Induktion von H-1-Zellen zur Produktion von IFM-durchLegionellainfizierte Makrophagen
(Friedman et al. 2002)

Die TH-1-Zell-Bildung aus H-0-Zellen erfolgt jedoch erst auf die IL-12-Aktivierung
und wie unter Kap. 4.2.1 dargelegt, schwdchtneumophilaie I1L-12-Produktion und

verlangsamt damit die IFN-Bildung aus H-1-Zellen zusatzlich. Dem von NK-Zellen
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gebildeten IFNy durfte somit in den friihen Phasen einer Infektion einschatdende
Rolle bei der Begrenzung der Legionellenvermehrung zukommen

Bei der Beurteilung der aufgesteliten Hypothese einesmengunevasionsmechanis-
mus vonL. pneumophiladurchInduktion einer MHC-Klasse-I-Reduktion auf infizier-
ten Monozyten ist eine differenzierte Betrachtungsavaisgezeigt:

Obwohl man davon ausgehen kann, dads eseumophiladadurch gelingt, eine CD8-
T-Zell-Antwort abzuschwéchen, fuhrt im Gegenzug die bebtete Stimulierung von
NK-Zellen zu einer Verstarkung der Immunabwehr. Allerdngs die IFNy-Antwort
nur bei NK-Zellen zu beobachten, welche mit IL-2-aktiviexdrden waren. Das Zu-
standekommen einer ahnlich starken IL-2-Aktivierungvivo darf jedoch bezweifelt
werden, zumal. pneumophilan der Lage ist, IL-2 durch seine Proteasen zu degradie-
ren. Insgesamt kénnte die MHC-Klasse-I-Reduktion damithduwre einen Vorteil fur
L. pneumophilabedeuten, insbesondere wenn sie neben Monozyten aticgmdaren
wichtigen T-Zell-Abwehr mediierenden Zellen, wieBz.den DC, zu finden wére.

Eine abschlieRende Klarung dieser Frage ist von in-vivo+tireaten zur NK-Zell-
Aktivitat wahrend einer Legionellose zu erwarten. Durdektion von Monozyten mit
L. pneumophileéMutanten, die nicht mehr in der Lage sind, eine MHC-gdals
Reduktion zu induzieren, kdnnte ferner durch KoinkubationGDi8-T-Zellen der ver-
mutete Einfluss auf die CD8-T-Zell-Antwort untersuchtraen.

Ismail weist in seinem kurzlich erschienenen Review aufZlssammenhang zwischen
der Lokalisation von intrazellularen Pathogenen und aavi€htung der adaptiven Im-
munantwort nach A-1-Zell- bzw. CD8-T-Zell-Dominanz hin. So werden Antigesa
zytosolisch lokalisierten Pathogenen, wie Rickettssgmlogen tber MHC-Klasse-| préa-
sentiert. Ihre Abwehr ist daher vornehmlich CD8-T-Zeé#ldiiert. Dagegen werden An-
tigene von Keimen wie Chlamydien, welche in phagosomfjsasomalen oder endo-
somalen Kompartimenten proliferieren, exogen tber Mi&sse-Il prasentiert. Dies
hat eine UberwiegendH¥l-Zell-mediierte Abwehr zu Folge (Kayser et al. 1998; ikma
et al. 2002). Es gibt auch Hinweise auf MHC-Klasse-hwtelte Prasentation von e-
xogenen Antigenen aus Endosomen, welche mittels Regiggiias Zytosol gelangen
(Harding et al. 1994). Die bisher bekannten Mechanismen zur aelapbthmunantwort
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bei einer Legionellose (siehe Kap. 4.2) sprechen jedoclallem fur eine H-1-Zell-
Gewichtung, wie sie nach Ismail et al. (2002) aufgrund deazatlularen Lokalisation
von Legionellen im Phagosom und der damit favorisiefaptid-Prasentation via
MHC-Klasse-Il zu erwarten ware. Neueste UntersuchungeMaussystem scheinen
diesen Weg der H-1-Zell-Aktivierung Uber MHC-Klasse-Il prasentierte Aggne zu
bestatigen. Als Antigen-prasentierende Zellen wurden Bsfirbmt (Neild et al. 2003).
Moglich ist aber auch, dass das UberwiegerliZell-mediierter, adaptierter Immun-
abwehr Resultat der MHC-Klasse-I-Downregulation ist.

Es ist interessant, dass MHC-Klasse-II-Moleklle auhanen Makrophagen wahrend
einer Infektion mitL. pneumophilanicht herunterreguliert werden (unveroffentlichte
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe). Dagegen wird die MHC-laEgpression hu-
maner Makrophagen von Legionellen reguliert. Das pathoigehetWirkungspotential
dieses Mechanismus konnte mit Untersuchungen tber die&xibzw. Uber das Aus-
mal einer MHC-Klasse-I-Prasentation von Legionef@tigenen bei Infektion mit
nicht MHC-Klasse-I-reduzierenden Legionellen-Mutanted eme dadurch mediierte

CD8-T-Zell-Antwort eingeschéatzt werden.

Leider sind eventuell wirksame Mechanismen der adaptiw@nuinantwort auf eine
Legionellose insgesamt bisher nur unzureichend geklart. Apekdrerden erst Wo-
chen nach den ersten klinischen Symptomen und nur gorutb0 % der Infizierten in
nennenswertem Ausmald gebildet und férdern dann zwar die Augmadimiegionellen
in Makrophagen, verhindern jedoch nicht ihre intrazellull&@emehrung (Horwitz et al.
1981; Friedman et al. 2002). Die Bedeutung der humoralen adaptiveunantwort ist
daher eher als gering zu bewerten. Uber die Rolle dediuKomponenten der adapti-
ven Immunantwort liegen bisher vor allem Informationan IEN-y-Stimulation durch
TH-1-Zellen vor. CD8-T-Zell-mediierte Zytotoxizitat kot moglicherweise verstarkt
durch eine H-1-Zell Stimulation — vor allem fur die endgultige Entfeng der Keime
und eine raschere Eliminierung beim Zweitkontakt imipneumophilaverantwortlich
sein (Friedman et al. 2002).
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Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte erstmals Saheetion von IFNy
durch NK-Zellen nach Kontakt mit durdh pneumophilanfizierten Monozyten ge-
zeigt werden. Die Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung,diaeobachtete MHC-
Klasse-I-Reduktion ursachlich mit der NK-Zell-Stimulation Zusammenhang steht.
Andere Wirkungen der voh. pneumophilanduzierten Inhibition der MHC-Klasse-I-
Expression sind bisher nicht bekannt. Es besteht dahetafurfigsbedarf hinsichtlich
des Zusammenhangs erhohter MHC-Klasse-I-Reduktionedpbei humanpathogenen
Legionellenspezies, wie. pneumophilaund einer eventuell verminderten Aktivierung
von CD8-T-Zellen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Stimulation von llakivierten NK-Zellen durch
mit L. pneumophilanfizierte Monozyten untersucht. Als Aktivitatsmarkeunde IFN+y
in einem intrazellularen Zytokinassay mit Farbstoff-korgutgin Antikbrpern markiert

und mithilfe der Durchflusszytometrie ausgewertet.

Ausgangspunkt bildeten Resultate aus unserem Labor, eaem anitL. pneumophila
infizierte Monozyten nach 24 bzw. 48 Stunden Infektionsd&iee zunehmend ver-
minderte Expression ihrer MHC-Klasse-I aufwiesen. Nhadhbktion mit nicht als hu-
manpathogen bekannten LegionellenspeziesLwsteigerwaltiikonnte keine Redukti-
on der MHC-Klasse-I bei infizierten Monozyten festgéisiverden. NK-Zellen erken-
nen Zielzellen mit einer aberranten MHC-Klasse-I-Kgufation Uber Killer-
Inhibitory-Receptoraind werden so aktiviert. Ziel war es, das zu erwartendenAds
dieser Aktivierung im Rahmen einer Legionellose zu klared damit einen weiteren
Baustein zum Verstdndnis der Immunabwehrmechanismen ghgsen Pneumonie-
Erreger zu liefern.

Das Versuchssetting umfasste ein Infektionsmodell mithamsanem peripherem Blut
isolierten Monozyten. Bei der Infektion kamé&npneumophilaSG 1 Pontiacund als
Vertreter nicht humanpathogener Speziesteigerwaltiizum Einsatz. Aus dem glei-
chen Blutzellkonzentrat wurden neben Monozyten mitegikorperdepletion auch
NK-Zellen isoliert. Diese wurden mit rekombinantem lt@ekin-2 aktiviert.

Nach Isolation wurden die Monozyten infiziert und die NKi&elaktiviert. 48 Stunden
spater wurden die Monozyten durch Bestrahlung inaktiviert uinddem NK-Zellen

koinkubiert. Nach verschiedenen Koinkubationszeitpunktenlvbis 24 Stunden wur-
den dann die NK-Zellen mithilfe eines intrazellularenakyn-Assays markiert und im

Durchflusszytometer gemessen.
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Erstmals konnte gezeigt werden, dass IL-2-aktivierte NKezeturch Koinkubation
mit L. pneumophiléanfizierten Monozyten zur Produktion von IFNstimuliert werden.
Es waren im Vergleich mit uninfizierten Monozyten meits doppelt so viele NK-
Zellen IFN+y positiv. Analog zur MHC-Klasse-I-Reduktion waren dien&tiationswer-
te nach 48 Stunden Infektionsdauer im Vergleich zur 24-Stundektibri starker und

bei Infektion mit einer avirulenten Legionellenspeaekwacher.

Entscheidender Faktor der Immunabwehr im Rahmen eirggohellose ist die Produk-
tion von IFNy, welches die Erh6hung antimikrobioller Aktivitat von Klaphagen
mediiert. Die gefundenen Ergebnisse unterstreichen dieueng von NK-Zellen als
IFN-y-Produzent insbesondere wahrend der frihen Phase einemé&lgninfektion

vor dem Einsetzen dem¥l-Zell-Antwort.
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7. Anhang

7. Anhang-Wertetabellen

Alle Werte betreffen den Anteil

Gesamtzellzahl.

IFN-y-positiver NK-Zellen an der NK-

Tab. 7.1: Vorversuche: Stimulierung von mit verschiedenen IL-2-Doseraktivier-
ten NK-Zellen mit K-562-Zellen

Vorversuch 0 U/ml 100 U/m[ 250 U/ml 500 U/nl
0-1 Wert 1 0,84 31,76 37,49 30,6
Wert 2 1,81 34,37 40,91 33,3
0-2 Wert 1 0,15 13,81 40,51 12,77
Wert 2 0,19 14,5 39,61 12,77
0-3 Wert 1 0,83 18,03 22,35 20,73
Wert 2 1,61 15,08 20,93 21,5
0-4 Wert 1 6,92 23,66 27,23 22,33
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-y-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 | Wertl| 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 | Wertl| 22,92 32,46 30,17 28,27 26,79 25,76 23,09 15{25 9,73
Wert 2| 22,38 29,99 27,98 28,27 27,04 24,28 22,81 15,36 8,82

0-7 | Wertl| 12,24 38,32 41,93 33,53 35,3p 31,83 23,69 23|66 20,81
Wert 2| 13,22 32,01 38,02 34,46 32,31 33,17 25,1 2271 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 4,88
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Tab. 7.3: Vorversuche: Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat

Vorversuche PMA 5h
0-5 Wert 1 60,73
Wert 2 66,56
0-6 Wert 1 76,71
Wert 2 75,35
0-7 Wert 1 88,66
Wert 2 93,09
MW 76,85
SD 10,50

Tab. 7.4: Vorversuche: IFN-y-Sekretion nach Koinkubation mit 10:14L1P-
infizierten Monozyten

+iM010-48 +Mo

Vorversuche 2h 4h 6h 8h 10h 6h

0-8 | Wert1l - 43,36 45,66 45,73 42,14 15,45

Wert 2 - 41,4 46,21 44,45 41,84 14,74

0-9 | Wertl | 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 | Wert1 | 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- |tinh Wert 1 Wert 2 Mittelwert| Standardi Doppel-

Dosis in abwei- plot-

U/ml chung kriterium

Ja/nein
Versuch 1

NK+Mo 250 1 9,91 9,52 9,72 0,28 ja

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
NK+iM01-48 250 1 11,09 11,42 11,26 0,23 ja

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
NK+iM010-48 250 1 10,13 10,83 10,48 0,49 ja

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
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 ja

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
NK+iM01-48 250 1 1,06 1,2 1,13 0,10 ja

250 2 14,1 13,38 13,74 0,51
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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+iM010-48 250 1 1,78 1,66 1,72 0,08 ja

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
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+iM010-24 250 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 ja

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
NK+iMo1-48 250 1 3,18 3,11 3,15 0,05 ja

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
NK+iM010-48 250 1 (2,79) (2,87) (2,83) 0,06 nein

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
NK+PMA 250 5 90,08 88,44 89,26 1,16 -
NK+iMo1-24 250 6 13,01 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 ja

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
NK+iMo1-48 250 1 - - - -

250 2 - - -

250 4 - - -

250 6 - - -

250 8 - - -

250 10 - - -

250 12 - - -

250 18 - - -

250 24 - - -
NK+iMo010-48 250 1 6,10 5,82 5,96 0,20 ja

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
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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