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5. Diskussion

5.1 GFP, ein neuer Reporter in Legionella

Die bidang zur Verfigung stehenden Methoden zur Analyse der Wechselwirkung von
Legionellen und deren Wirtsorganismen bendtigen entweder Fixierungsschritte oder sind durch
Bestimmung von CFU-Werten sehr Zeit-intensiv. Durch die Etablierung des Reportergens gfp in
Legionella wurde die Moglichkeit geschaffen, die Interaktion des fakultativ intrazelluléren
Pathogens L. pneumophila innerhalb verschiedener Wirtszellen in vivo zu untersuchen (Kohler et
al., 2000). Der Vortell von GFP gegenuber anderen Reportern wie lux oder lacZ ist die
Unabhangigkeit seiner Funktionalitdt von zusétzlichen Kofaktoren bzw. Kosubstraten. GFP faltet
sich spontan und selbststéndig in Gegenwart von Sauerstoff zu einer sehr stabilen , &barrel”-
Struktur und ist nach entsprechender Anregung leicht mittels Fluoreszenzmikroskopie
nachzuweisen. Die Bildung des Fluorophors im Zentrum des Proteins wird durch die
autokatalytische Oxidation eines Tyrosin-haltigen Tripeptids im wildtypischen GFP vermittelt
(Yang et al., 1996; Ormo et al., 1996; Reid & Flynn, 1997; Margolin, 2000).

Abb. 38): Modell der Rontgenkristallstruktur des Green Fluoescent Protein (GFP) aus der marinen Qualle
Aequorea victoria. Die an der Bildung des Fluorophors beteiligten Aminosauren $°-G® (im Wildtyp
GFP) sind griin gekennzeichnet. Das zylindrische Protein, das sich iUber 42 A erstreckt und einen
Durchmesser von 24 A besitzt, besteht aus 11 & Faltblattstrukturen, die eine zentrale &Helix, in der das
Fluorophor lokalisiert ist, umfassen (verandert nach Ormo et al., 1996).
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Durch die Einfuhrung von Mutationen innerhalb verschiedener Bereiche des 238 AS grof3en
Proteins wurden sowohl die Fluoreszenzeigenschaften, die Faltungskinetiken als auch seine
Lodlichkeit im Vergleich zum WT-GFP wesentlich verbessert (Ubersicht in: Margolin, 2000). Im
Gegensatz zu anderen Reportergen-Methoden erfordert GFP keinerlei Permeabilisierung oder
Zellyse, wodurch artifizelle Effekte weitgehend ausgeschlossen werden. Dieser Vorteil erlaubt
das in vivo Monotoring intrazellularer Pathogene in ihren Wirtsorganismen. Die Vielzahl der
Beispiele fur den erfolgreichen Einsatz von GFP zum Monitoring der intrazelluléren
Genexpression sowie der subzelluléaren Proteinlokalisation in Prokaryoten wie E. coli,
Mycobacteria, Bartonella henselae, Helicobacter pylori, Salmonella ssp., Yersinia, Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis und Proteus mirabilis bestétigten die Validitat und Effektivitét
dieses Reportergens (Dhandayuthapani et al., 1995; Kremer et al., 1995; Webb et al., 1995;
Valdivia& Falkow, 1996; Valdiviaet al., 1996; Jacobi et al., 1998; Josenhans et al., 1998; Zhao
et al., 1998; Bubert et al., 1999).

Durch die Konstruktion des GFP-Expressionsvektors pRK10(pBC(gfp)Prip) wurde die
Moglichkeit geschaffen, das intrazellulare Uberleben von L. pneumophila in verschiedenen
Wirtszellen auf Einzelzellebene zu untersuchen (Kohler et al., 2000; Hagele et al., 2000).
Darliber hinaus wurde durch den Einsatz Fluoreszenz-gestitzter Methoden wie der FACS-
Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorter) und der Spekrofluorimetrie die Quantifizierung der
Genexpression und der intrazelluléren Vermehrung in Legionella etabliert. Diese Methode findet
nun alternativ zum Kklassischen Invasionsassay bei der Quantifizierung der bakteriellen
Aufnahme in Wirtszellen Verwendung. Die Vorteile dieser Methode liegen in der Schnelligkeit,
da keine CFU-Bestimmung und somit keine Inkubation auf Agarplatten mehr bendtigt wird und
der genauen Quantifizierung des Antells infizierter Amdben. Selbst auf die Durchfihrung einer
Gentamicin-Behandlung kann verzichtet werden, da Uber Einstellung der Schwellenwerte (FSC
und SSC) nur solche Partikel erfasst werden, die die Grof3e einer Amodbenzelle aufweisen. Durch
den Einsatz von FACS-Analysen konnten die invasiven Charakteristika unterschiedlich
virulenter Legionella-Stdmme im Infektionsmodell mit A. castellanii quantifiziert und deutlich
voneinander unterschieden werden.

Ein wichtiges Kriterium fir die Quantifizierung der bakteriellen Aufnahme ist, dass die GFP-
exprimierenden Legionellen einen vergleichbaren Anteil grinfluoreszierender Bakterien
aufweisen. Fur die Expression von GFP in Mycobakterien und Bartonella henselae wurde
gezeigt, dass nicht alle Bakterien einer GFP-exprimierenden Population eine stabile
Grunfluoreszenz zeigen. Quantitative Angaben wurden jedoch nicht gemacht (Kremer et al.,
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1995; Lee & Falkow, 1998). Dieses Phanomen lasst sich auch durch eine wiederholte
Vereinzelung stark fluoreszenter Kolonien nicht umgehen. Da eine starke GFP-Expression die
Zellen osmosensitiv werden |asst, kann es durchaus moglich sein, dass sich einige Zellen durch
die Inaktivierung der GFP-Expression vor der Lyse schitzen (B. Cormack, pers. Mitteilung). In
mit pRK10(pBC(gfp)Pmip) transformierten Legionellen, die Chloramphenicol resistent waren
aber keine Grunfluoreszenz zeigten, konnte dies auf die selektive Deletion der Mip-Promoter-
Region zurtickgefuhrt werden. Auch Lee und Fakow (1998) konnten Mutationen im
Promoterbereich fir B. henselae feststellen, die eine veranderte GFP-Fluoreszenzexpression zur
Folge hatten. Der prozentuale Anteil der als grinfluoreszierend erkannten Bakterien, der in
dieser Arbeit verwendeten GFP-exprimierenden Legionella-Stamme liegt zwischen 82-97 % der
Gesamtpopulation. Wie FACS-Anaysen zeigten (vgl. 4.3), ist dabei der Anteil fluoreszierender
Bakterien unabhéngig von dem verwendeten Promoter. Fir den Legionella Stamm L.p.JR32, in
dem die GFP-Expression entweder Uber den mip- bzw. den von Listeria stammenden sod-
Promoter gesteuert wird, konnte kein Unterschiede beziiglich der Anzahl griinfluoreszierender
Bakterien festgestellt werden. In beiden Falen wurden Uber 96 % der Bakterien as
grunfluoreszent detektiert. Im Gegensatz dazu ergab sich in spektrofluorimetrischen Messungen,
dass die sod-Promoteraktivitdt im Vergleich zum mip-Promoter um den Faktor 10 erhoht ist. Wie
Sadosky et al. (1994) zeigen konnten ist das Gen fur die FeSOD (Superoxid-Dismutase) in
Legionella essentiell. Bedingt durch das Wachstum auf Agarplatten ist es vorstellbar, dass der

sod-Promoter zur zusétzlichen Detoxifikation von Sauerstoffradikalen verstarkt exprimiert wird.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kann die mip-Promoter-vermittelte GFP-Expression sowohl
bel extra as auch intrazelluldr replizierenden Legionellen detektiert werden. Diese Ergebnisse
bestétigen die von Dumais-Pope et al. (1993) durchgeftihrten Untersuchungen hinsichtlich der in
vitro Expression von Mip, die mittels mip-lacZ Reportergenfusion quantifiziert wurde. Die
Beobachtung, dass es bei intrazelluldr replizierenden Legionellen zu keiner Titration der
Grinfluoreszenz innerhalb des replikativen Phagosoms einzelner Wirtzellen kommt, |asst darauf
schlief3en, dass der Legionella mip-Promoter auch intrazelluldr konstitutiv exprimiert wird.
Zusétzlich konnte durch die Verwendung der destabilisierten GFP-Variante (GFPmut3(LVA)),
die eine Halbwertszeit von 40 min. besitzt, die konstitutive Expression des Legionella mip-
Promoters in vitro nachgewiesen werden. Hierdurch wird die Notwendigkeit von Mip fir das
intrazelluldre Uberleben in phagozytierenden Zellen, wie sie von verschiedenen Autoren
beschrieben wurde, bestétigt (Cianciotto et al., 1992; Wintermeyer et al., 1995; O'Connell et al.,
1995; Doyle et al., 1998).
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Durch die Analyse der in vitro Aktivitéten des mip-Promoters konnte ausgeschlossen werden,
dass Unterschiede hinsichtlich der Virulenz verschiedener Legionella-S&mme durch die
variierende Expression des Mip-Proteins begrindet sind. Spektrofluorimetrische Messungen
ergaben vergleichbare Fluoreszenzwerte fir alle getesteten Stamme, in denen die GFP-
Expression Uber den mip Promoter gesteuert wird. Dartiber hinaus wird deutlich, dass der mip
Promoter sowohl in virulenten als auch avirulenten Legionellen Stdmmen exprimiert wird
(Ratcliff et al., 1997; Doyle et al., 1998). Diese Daten stimmen mit der Beobachtung Uberein,
dass die Aminosduresequenz des Mip-Proteins innerhalb verschiedener Legionella ssp. hoch
konserviert ist (Ludwig et al., 1994; Ratcliff et al., 1997).

Bislang wurde fir die Untersuchung der Genregulation in Legionella Reporter wie lacZ oder |ux
verwendet. Durch Messung der &Galaktosidase-Aktivitdt konnte gezeigt werden, dass der
Legionella hel Lokus ausschliefdlich intrazellulér exprimiert wird (McClain et al., 1996). Dartber
hinaus wurde die induzierte Expression spezifischer Legionella-Antigene wahrend der Infektion
phagozytierender Zellen beschrieben (Abu Kwaik & Engleberg, 1994; Susa et al., 1996). Diese
Methoden erfordern allesamt die Lyse der Wirtszelle. Durch die Verwendung von GFP wird das
Monitoring der Genregulation bzw. der Virulenzgen-Expression bei Legionella innerhab
intakter Wirtszellen in vivo und in ,Echtzeit” ermoglicht. So konnte die Expression des flaA-
Gens beim Ubergang zur stationaren Phase vor Beginn der Wirtszelllyse durch das Auftreten von
GFP-vermittelter Fluoreszenz detektiert werden (Hammer & Swanson, 1999). Durch den Einsatz
von DFl (differential fluorescence induction) wére die Identifizierung von in Legionella nur
intrazelluldr exprimierten oder besonders regulierten Genen, wie es bereits fir Salmonella
typhimurium beschrieben wurde, méglich (Valdivia & Falkow, 1996; Valdivia & Falkow,
1997a,b; Dhandayuthapani et al., 1998). Durch deren Identifikation wéren Rickschllisse auf die

an der Interaktion beteiligten Gene moglich.

Wie Arbeiten von Cirillo et al. zeigten, fuhrt die intrazellulére Replikation von Legionellen in
Protozoen zu einer vermehrten Invasivitdt und damit zu einer gesteigerten Virulenz in
verschiedenen Modellsystemen (Cirillo et al ., 1994, 1999). Die Vermehrung bzw. Persistenz von
Legionellen innerhalb von Amében hangt mit groRer Wahrscheinlichkeit mit der Ubertragung
der Legionarskrankheit zusammen (Brieland et al., 1996, 1997a,b; Berk et al., 1998). Vor alem
die an der bakteriellen Aufnahme beteiligten Mechanismen protozoischer Wirte sind bislang
unzureichend charakterisiert. Durch den kombinierten Einsatz von FACS-Analysen und GFP-
markierten Legionellen ist es moglich, den Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die
Phagozytose verschiedener Wirtsorganimen schnell und ohne zeitaufwendige Bestimmung der
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CFU-Werte zu analysieren. Hierbei wurden die mittels FACS-Analyse generierten Ergebnisse
durch die parallele Bestimmung der CFU-Werte validiert.

Durch die Verwendung von Cytochalasin D, einem Inhibitor der Mikrofilament-abhangigen
Phagozytose, konnte kein Einfluss auf die Phagozytoserate von A. castellanii und H. vermiformis
festgestellt werden, so dass hier vorwiegend Mikrofilament-unabhéngige Mechanismen an der
Aufnahme beteiligt sein missen. Dagegen wird die Aufnahme von Legionellen in Makrophagen
durch die Verwendung von Cytochalasin D vollstandig reprimiert (King et al., 1991; Harb et al.,
1998). Dies wird durch die in Makrophagen hauptsachlich zu beobachtende Art der Aufnahme
von Legionella, der ,coiling*-Phagozytose“, die Mikrofilament-abhangig ist, begrindet
(Horwitz, 1984, Venkataraman, et al., 1998).

Wie gezeigt werden konnte, wird durch die Applikation von Cycloheximid, einem Inhibitor der
eukaryotischen Proteinbiosynthese, die Phagozytose in H. vermiformis vollstandig reprimiert.
Arbeiten von Venkataraman et al. zeigen, dass die Aufnahme von Legionellen inH. vermiformis
durch Rezeptor-vermittelte Endozytose Uber die Dephosphorylierung eines 170 kDa grof3en
Lektins bewerkstelligt wird, dessen Expression von einer intakten Proteinbiosynthese abhéngt
(Venkataraman et al., 1997; Harb et al., 1998). So konnte in Hemmexperimenten mit
monovalenten Zuckern wie Galaktose und N-Acetyl-D-Galaktosamin nur eine unvollstandige
Inhibiton der Aufnahme von Legionella erreicht werden. Inwieweit die vollstandige Inhibition
der Phagozytose durch Cycloheximid allein auf die Expression des Lektins oder auf zusétzlich
reprimierte Faktoren (Phosphatase-Aktivitdt) zurtickzufthren ist, kann durch die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen nicht abschlief3end bewertet werden. Wie in dieser
Arbeit gezeigt, wird die Phagozytoserate in A. castellanii durch die Verwendung von
Cycloheximid dagegen um 50 % reduziert. Im Gegensatz dazu konnte fir A. polyphaga nur ein
geringer Einfluss auf die Phagozytoserate festgestellt werden (Harb et al., 1998). Demzufolge
unterscheiden sich sogar eng verwandte Amoben-Arten wie A. castellanii und A. polyphaga in
der Sensitivitat gegentiber Phagozytose-Inhibitoren und in Folge dessen wahrscheinlich auch in
den verwendeten Aufnahme-Mechanismen. Im Gegensatz dazu ist die durch Cycloheximid
inhibierte Neusynthese eukaryotischer Proteine fur die Phagozytose in Makrophagen nicht
relevant (King et al., 1991; Abu Kwaik et al., 1994).

Interessanterweise resultierte die gleichzeitige Verwendung von Cytochalasin D und
Cyloheximid in A. castellanii in einer weiteren Reduktion der Aufnahme um 10 %. Wie die
Autoren um Venkataraman zeigen konnten, wird ein geringer Antell der Phagozytosel el stungen
auch in Amoben Uber ,coiling“-Phagozytose” bewerkstelligt, die in Makrophagen durch
Cytochalasin D hemmbar ist (Venkataraman et a., 1998). Aufgrund der bereits vorhandenen
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Inhibition durch Cycloheximid und der zusétzlichen Applikation von Cytochalasin D koénnen
zuvor noch verfligbare aternative Wege der bakteriellen Aufnahme nun durch Cytochalasin D
gehemmt werden, wodurch sich der zusétzliche Einfluss erkléren | &sst.

Die Verwendung von Methylamin, einem Inhibitor der adsorptiven Pinozytose bzw. der
Rezeptor vermittelten Endozytose, fuhrte zur vollstandigen Inhibition der bakteriellen Aufnahme
bei H. vermiformis, wahrend die Phagozytose in A. castellanii bei Einsatz von maximalen
Konzentration (200 mM) dagegen nur gering beeinflusst wurde. Methylamin inhibiert die
plasmamembransténdige Transglutaminase, ein Enzym, das an der Aggregation von Ligand-
Rezeptor-Komplexen beteiligt ist und fir die Rezeptor-vermittelte Pinozytose in Fibroblasten
und Makrophagen bendtigt wird (King et al., 1991). Demnach bestdtigen diese Ergebnisse
ebenfals die Rezeptor-abhangige Endozytose in H. vermiformis. Durch den geringen Einfluss
den Methylamin auf die bakterielle Aufnahme in A. castellanii hat, ist es denkbar, dass die
Phagozytose von Legionella in A. castellanii Uber andere Rezeptoren bzw. einen Rezeptor-
unabhéngigen Mechanismus verlauft. Dies bedeutet, dass A. castellanii wahrscheinlich mehr als
nur einen Mechanismus fir die bakterielle Aufnahme verwendet, wéhrend diese bei H.
vermiformis ausschliefdlich auf Rezeptor-vermittelte Endozytose beschrankt ist. Diese Ergebnisse
bestétigen die postulierte Heterogenitdt der Aufnahmemechanismen bel  verwandten
Protozoenwirten (Harb et al., 1998). Durch die Verwendung weiterer Inhibitoren wie z.B.
Wortmanin, Nocodazol oder Monodansylcadavarin kdnnten die an der Internalisierung von

Legionella beteiligten Mechanismen bzw. Signalketten identifiziert werden.

Wie gezeigt werden konnte, spielt die Tyrosin-spezifische Protein-Phosphorylierung bel der
bakteriellen Invason von HelLa bzw. Epithelzellen durch die intrazelluldren Pathogene
C. trachomatis, Salmonella typhimurium, S flexneri und L. monocytogenes eine entscheidene
Rolle (Rosenshine et al., 1994; Birkelund et al., 1994; Dehio et al., 1995; Finlay & Cossart,
1997; Ireton & Cossart, 1998). Durch den Einsatz von Tyrosin-Kinase- und Protein-Kinase C-
Inhibitoren konnte die Aufnahme von Legionella in Monozyten teilweise blockiert und somit auf
eine Betelligung dieser fur die Aktin-Polymerisierung wichtigen Signalwege wéhrend der
Phagozytose geschlossen werden. Die Verénderung des Protein-Phosphorylierungsmusters
wahrend der Phagozytose von Legionellen durch humane Monozyten ist jedoch nicht Virulenz-
assoziiert, sondern vielmehr ein generelles Ereignis bei der CR3-Rezeptor-vermittelten
Phagozytose (Coxon et al., 1998). Auch die von Susa und Marre (1999) durchgefiihrten
Experimente in nicht-professionell phagozytierenden (MRC-5) Epithelzellen lassen eine durch
Legionella induzierte Phosphorylierung von Proteinen as nicht Virulenz-assoziiert gelten.



5. Diskussion 116

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Bindung (,attachment*) von L.
pneumophila an H. vermiformis eine reversible Tyrosin-Dephosphorylierung verschiedener

FAK
)

Wirtszellproteine, wie Paxillin, ppl2 (Focal Adhesion Kinase), Vinculin und des bereits
erwdhnten 170 kDa grofRen Lektins, das Homologie zu den a2-Integrinen aufweist, induziert
(Venkataraman et al., 1997, 1998). Integrine sind heterodimere Transmembran-Rezeptoren, die
an der SignalUbertragung von der extrazelluléren zur zelluldren Matrix beteiligt sind und durch
Phosphorylierung aktiviert werden (Ireton & Cossart, 1998). Da die zytoskeletalen Proteine in
nicht infizierten Hartmanellen phoshoryliert vorliegen, spekulieren die Autoren, dass durch die
Tyrosin-Dephosphorylierung des Lektins und anderer zytoskeletaler Proteine eine durch das
»atachment® vermittelte lokale Desintegration des Zytoskeletts erfolgt, die die Invasion von
Legionella ermdglicht (Venkataraman et al., 1998). Unterstiitzt wird diese Hypothese durch den
nicht vorhandenen Effekt von Cytochalasin D auf die bakterielle Aufnahme in H. vermiformis,
A. polyphaga und A. castellanii (Gao et al., 1997; Abu Kwaik et al., 1998c; Venkataraman et al.,
1998; Harb et al., 1998, Kohler et al., 2000). Weiterhin postulierten die Autoren, dass die von L.
pneumophila fur die Invasion von Amdben eingesetzten Mechanismen verschieden von denen
anderer intrazellulérer Pathogene bei der Invasion von eukaryotischen Wirtszellen verwendeten
Mechanismen sind. Interessanterweise kann in diesem Zusammenhang fur den bei Yersinia ssp.
zu beobachtenden Mechanismus der Anti-Phagozytose, der eine Internalisierung verhindert, die
durch YopH vermittelte Dephophorylierung von p130“® und FAK (Focal Adhesion Kinase)
beobachtet werden (Black & Bliska, 1997; Persson et al., 1997; Ireton & Cossart, 1998).

Fir den Mechanismus der bakteriellen Invasion werden zwei grundsétzliche Modelle, bezeichnet
als Zipper- und Trigger-Mechanismen, diskutiert (Swanson & Baer, 1995). Im Zipper-Modell
bendtigt die Internaliserung von Partikeln bzw. Bakterien die kontinuierliche Interaktion
zwischen Opsonin und Rezeptoren, wie fur Y. pseudotubercolosis und Listeria monocytogenes
gezeigt (Isberg et al., 1996; Finlay & Cossart, 1997). Dagegen erlaubt das Trigger-Modell nach
initialem Kontakt (trigger) die vollsténdige Ingestion der zu phagozytierenden Partikel bzw.
Bakterien (Swanson & Bear, 1995). Die Autoren um Venkataraman postulieren fur die
Aufnahme von L. pneumophila in den Protozoen H. vermiformis einen Mechanismus nach dem
Trigger-Modell, wie fur Salmonella typhimurium und Shigella flexneri beobachetet (Finlay &
Cossart, 1997; Ireton & Cossart, 1998; Venkataraman et al., 1998). Fir das Verstandnis und die
Aufklérung bakterieller Pathogenitét und in diesem Zusammenhang der komplexen Interaktion
von Legionellen mit ihren Wirtsorganismen bedarf es einer Anayse, die beide Seiten, Parasit
und auch Wirt, mit einschlief®t. Die Verwendung der genetisch gut charakterisierten und
manipulierbaren sozialen Amobe Dictyostelium discoideum als Wirtsorganismus ermoglicht die
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differenzierte Betrachtung und Aufklérung der an dieser Interaktion beteiligten Signalketten
(Hégele et al., 2000; Solomon et al., 2000). So kénnen z.B. Dictyostelium-Mutanten eingesetzt
werden, die Mutationen im Zytoskelett besitzen, um den Einfluss einzelner Wirtszell proteine auf

die Invasivitéat von Legionella zu untersuchen.

5.2 Mip::GFP-Fusionsproteine

Fur die Induktion der durch Pathogene erzeugten zelluléaren Verdnderungen ist oftmals die
Sekretion von Effektormolekilen verantwortlich. Durch die Erzeugung einer translationalen
Proteinfusion von Mip und GFP sollte das Monitoring einer eventuell stattfindenden
Proteintranslokation von Mip innerhalb der Wirtszelle erméglicht werden. Dazu wurden
verschiedene C-terminale Fusionen erzeugt und in ihrer Stabilitét und Funktionalitdt untersucht.
In Westernblot-Analysen konnte keine ausreichende Stabilitét der Fusionsproteine festgestellt
werden. Neben einer Fusionsproteinbande ergaben sich zahlreiche Degradationsbanden. Die
direkte C-terminale Fusion von Mip mit GFP sowohl mit und ohne GFP-Startcodon resultierte
nicht in der gewiinschten Proteinstabilitit. Basierend auf Uberlegungen, dass die Instablitat der
Fusion durch eine sterische Behinderung beider Proteine wahrend der Faltung begriindet ist,
wurde versucht, durch Insertion verschiedener kurzer Linkersequenzen (4-5 AS) die Flexibilitét
in diesem Bereich zu erhdhen, um die ungestorte Faltung beider Proteine zu ermdglichen.
Obwohl diese Linkersequenzen bei der Konstruktion von Fusionsproteinen in Bacillus subtilis,
Proteus mirabilis und E. coli erfolgreich verwendet wurden, lief3en sich weiterhin, trotz Zusatz
von Protease-Inhibitoren, starke Degradationsbanden in Westernblot-Analysen detektieren
(Webb et al., 1995; Lewis & Errington, 1996; Maet al., 1996; Zhao et al., 1998).

Fur die Lokalisation von Mip ist bekannt, dass es Uber einen Typ |1-Sekretion-vermittelten
Transport ins Periplasma und zur auf3eren Membran gelangt (Engleberg et al., 1989). In
Westernblot-Analysen konnte gezeigt werden, dass die erzeugten Fusionsproteine beim
Transport bzw. Processing Uber die Cytoplasmamembran hinweg degradiert und nicht dem
nativen Mip analog lokalisiert und somit nicht funktionell sind. Als wahrscheinlich gilt in diesem
Zusammenhang, dass aufgrund der Dimerisierung des Mip-Proteins die unabhangige Faltung
beider Proteine nicht moglich ist und es so zur strukturellen Desintegritét der Fusionsproteine
kommt. Nach Transformation von L. pneumophila JR32-2 mit dem Fusionsproteinvektor pRK78
konnte eine perlschnurartige Verteilung begrenzt konzentrierter GFP-Fluoreszenzen innerhalb
des Bakteriums beobachtet werden. Dies ist warscheinlich auf die Bildung von ,inclusion
bodies* zurtickzuftihren und spiegelt nicht die native Lokalisation des Mip-Proteins innerhab
des Bakteriums wieder. FiUr die cytoplasmatischen E. coli Proteine FtsZ, FtsA, ZipA, FtsK,
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MinE, MinD und SegA und die Bacillus Proteine SpolVA und Pro-65 konnten funktionelle
Fusionen mit GFP erzeugt und die Dynamik der Lokalisation bei der Septenbildung wahrend der
Zellteilung bzw. der Sporulation eindruckvoll dokumentiert werden (Lewis & Errington, 1996;
Maet al., 1996; Hale & de Boer, 1997, 1999; Ju et al., 1997; Yu et al., 1998; Raskin & de Boer,
1999; Onogi et al., 1999; Margolin, 2000). Auch die Fusion von YopE einem Aktin-Cytotoxin
von Yersinia, mit GFP und dessen Uber Typ Ill-Sekretion-vermittelte Translokation in
eukaryotische Zielzellen konnte nachgewiesen werden (Jacobi et al., 1998). Fusionen von GFP
mit dem gesamten Y opE (219 AS) waren jedoch instabil, so dass maximal 138 Aminosaurereste
C-terminal mit GFP fusioniert werden konnten (Jacobi, pers. Mitteilung). Auch die Menge des
tranglozierten Y opE-GFP-Fusionsprotein war geringer verglichen mit der des nativen Y opE. Die
Autoren spekulierten, dass aufgrund der GroRe von GFP (24 A x 42 A) die Translokation durch
das Yersinia YscC Sekretin (geschétzter Durchmesser ca. 50 A) beeintrachtigt wird (Jacobi et
al., 1998).

Ein weiterer, die Stabilitdt des Mip::GFP-Fusionsprotein in Legionella beeinflussender Faktor
koénnte die hohe Kopienzahl des fur die Fusion verwendeten high copy Plasmids pBC KS sain.
Versuche, die Kopienzahl durch die Verwendung von mid- bzw. low copy-Plasmiden zu
reduzieren oder die Mip::GFP-Fusionsproteinkonstrukte chromosomal zu integrieren, erwiesen
sich als nicht praktikabel, da dies mit dem Verlust der Signalstérke verbunden war. Versuche
einer N-terminalen Fusion von Mip und GFP, in der die von Mip stammende Signalsequenz
zuerst vor GFP kloniert wurde, resultierten bereits bel diesem Schritt im vdlligen Verlust der
GFP-vermittelten Fluoreszenz. Als wahrscheinlich gilt, dass aufgrund der besonderen
Quartarstruktur von Mip (Homodimer) eine Fusion mit GFP nicht moglich ist. Dartiber hinaus
konnte bislang kein Uber die Cytoplasmamembran sekretiertes ,full length® Protein stabil mit

GFP in Prokaryoten fusioniert werden.

5.3 Strukturelle und funktionale Charakteristika des Legionella Mip-Proteins

Das Legionella Mip (macrophage infectivity potentiator)-Protein gehort zur Enzymfamilie der
FK506 bindenden Proteine und besitzt eine Peptidyl-Prolyl-cis/transisomerase (PPlase)—
Aktivitdt. PPlasen sind ubiquitdr vorkommende Enzyme und konnten bislang aus allen
untersuchten Organismen und Geweben isoliert werden (Galat, 2000). lhre in vivo Funktion ist
allerdings weitgehend ungeklart. Besonders die funktionale Aufkl&rung der in Prokaryoten
entdeckten PPlasen ist unzureichend und bedarf einer genaueren Analyse. In der vorliegenden
Arbeit wurden neue Einblicke fUr das Mip-Protein, einen fur die Virulenz von Legionellen

wichtigen Faktor, innerhalb verschiedener Modellsysteme gewonnen.
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In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass fur die Etablierung der vollstéandigen Virulenz
von L. pneumophila in monozelluldren Systemen (Acanthameoba, U937-Zellen und Monozyten)
die Isomerase-Aktivitét des Mip-Proteins nicht notwendig ist (Wintermeyer et al., 1995). In
Experimenten von Schmidt et al. wurde das Mip-Protein auf der Legionellen-Oberfléche as
Dimer detektiert (Schmidt et al., 1994, 1995). Durch die erst kirzlich gelungene Aufklarung der
Rontgenkristall-Struktur  des Legionella-Mip-Proteins wurde seine homodimere Struktur
bestétigt (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2000). Die Dimerisierung des Proteins wird Uber nicht-
kovalente Kontakte der Monomer-Untereinheiten innerhalb der N-terminalen Mip Doméne
vermittelt. Die Teil-Deletion dieser Doméne fihrte zur Entstehung von Protein-Monomeren. Ein
Einfluss der Monomerisierung auf die Isomerase-Aktivitdt des Mip-Proteins gegentiber
Peptidsubstraten konnte dabel nicht festgestellt werden (Fanghéanel, 1998). Durch die Erzeugung
heterodimerer Mip-Proteine, die sich aus Wildtyp- und site-spezifisch verédnderten Mip-
Proteinen  (Isomerase-Restaktivitét 2%) zusammensetzten, konnte die funktionale
Unabhangigkeit der sich gegenuberliegenden PPlase aktiven C-terminden Doménen
nachgewiesen werden (Schmidt, 1998).

Durch die in dieser Arbeit gelungene Komplementation eines Mip-negativen Legionella-
Stammes mit monomerem Mip-Protein wurde die differenzierte Unterscheidung zwischen dem
Einfluss der PPlase-Aktivitdt und der Homodimerisierung auf die Virulenz von Legionella
pneumophila ermdglicht. Die in cissKomplementation des Mip-negativen Genotyps mit
monomerem Mip (L.p. JR32-2.4) schloss eine mdgliche Vektor-Titration bei der Durchfihrung
von Invasionsassays in A. castellanii aus. Die Ergebnisse bestétigten, dass die Isomerase-
Aktivitét im monozelluléren System nicht benétigt wird. Eine Wiederherstellung wildtypischen
Wachstumsverhalten konnte trotz vorhandener 1somerase-Aktivitét nicht beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu wurde in den von Wintermeyer et al. durchgefiihrten Versuchen ene
vollstdndige Komplementation des Mip-negativen Phanotyps unabhangig der in vitro Isomerase-
Restaktivitét (2- 6.2 %) beobachtet (Wintermeyer et al., 1995). Darliber hinaus ist zu beachten,
dass die Restaktivitdten, der durch site-spezifische Mutagenese erzeugten Mip-Proteinvarianten,
invitro bei 10°C und unter Verwendung von artifiziellen Oligopeptidsubstraten erhalten wurden.
Untersuchungen, in denen die PPlase-Aktivitdt durch die Immunsuppressiva FK506 und
Rapamycin gehemmt wurde, zeigten ebenfalls, dass die PPlase-Aktivitdt fur das
Infektionsgeschehen im monozelluldren Modellsystem nicht notwendig ist (B. Bubert pers.
Mittellung; Fanghdnel, 1998). Im Gegensatz dazu konnte durch Inhibitionsstudien eine
Beteiligung der PPlase-Aktivitdt Mip homologer Proteine an der Infektitsitét fur Trypanosoma
cruzi und Chlamydia trachomatis nachgewiesen werden (Lundemose et al., 1993b; Moro et al.,
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1995). In den Inhibitionsstudien und den von Wintermeyer et al. (1995) durchgefihrten
Experimenten kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die Inhibition der Isomerase-
Aktivitat nicht vollstandig verlauft bzw. die verbleibende |somerase-Restaktivité ausreichend
fur die effiziente Invasion der Zielzellen ist. Wie Arbeiten von Helbig zeigten, resultierte eine
Ko-Inkubation von Legionellen mit monoklonalen Anti-Mip Antikorpern, die im aktiven
Zentrum des Mip-Proteins binden und die PPlase-Aktivitdt des Proteins hemmen, in einer
reduzierten Invasion in A. castellanii (J. Helbig, pers. Mitteillung). Hierbei wird wahrscheinlich
durch die Blockierung des aktiven Zentrums die Bindung eines moglichen Substrats vollstandig
verhindert, so dass dhnliche Effekte wie bel einer Mip-Deletion zu beobachten sind. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, wird obwohl die vollstandige PPlase-Aktivitét in einem monomeren
Mip-Protein vorhanden ist, keine Komplementation des Mip-negativen Phénotyps in A
castellanii erreicht. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, das die Aktivitat
monomeren Mip-Proteins gegentiber Proteinsubstraten in RNase T1-Ruckfaltungsassays im
Vergleich zum dimeren Mip-Protein extrem reduziert ist (J. Fanghénel, pers. Mitteilung). Somit
ist es sehr wahrscheinlich, dass die homodimere-Struktur des Proteins und nicht die |somerase-
Aktivitat entscheidend fur die Ausbildung der vollen Virulenz von L. pneumophila in A

castellanii ist.

Dimerisierungs- und Oligomerisierungsprozesse scheinen generelle Mechanismen fir die
Regulation zelluldrer Prozesse zu sein. Der dimere Zustand des Mip-Proteins ist dabel as
Ereignis innerhalb einer Signalkette durchaus vorstellbar. Generell werden extrazellulére Signale
durch Oberflachen-Rezeptoren aufgenommen und in Richtung Zellkern weitergeleitet. Fir
Zelloberflachen-Rezeptoren ist bekannt, dass sie erst durch eine Liganden-induzierte
Dimerisierung aktiviert werden (Klemm et al., 1998). Eines der haufigsten Dimerisierungs-
Ereignisse innerhalb der Signaltransduktion ist die Dimerisierung von Transkriptionsfaktoren
(Klemm et al., 1998). Fir den in V. cholerae an der Regulation von Virulenzgenen beteiligten
Transkriptionsaktivator ToxR wird die Bildung von Homo- und Heterodimeren mit einem
weliteren regulatorischen Protein, ToxS, beschrieben (Ottemann & Mekalanos, 1996). Weiterhin
binden Hormone, Cytokine und Wachstumsfaktoren an Zelloberfl&chen-Rezeptoren, auch hier
sind Dimerisierungsprozesse an der Signallbertragung sowohl extra- als auch intrazelluldr
beteiligt. Die aktive Form eines Rezeptors ist meist die eines Dimers, resultierend in einer
VergroRerung der Interaktionsoberflache, wodurch eine effektivere Ubertragung des Signals
bzw. der Information erfolgen kann. Auch die Liganden selbst sind oftmals Dimere und besitzen
somit mindestens zwei Oberflachen fur eine effektive Rezeptor-Interaktion. Aufgrund der
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homodimeren Mip-Struktur ist es wahrscheinlich, dass ein putatives Substrat ebenfals
symmetrisch aufgebaut ist (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2000). Bis heute ist allerdings kein
Substrat bzw. eukaryotischer Interaktionspartner fur das Legionella Mip identifiziert wurden.
Die Bedeutung der Protein-Dimerisierung fur Virulenzprozesse wird flr verschiedene
Organismen beschrieben. OMPLA (outer membrane phospholipase A) ist ein integrales
Membranprotein, dass in E. coli an der Sekretion und in Campylobacter und Helicobacter
pylori—Stédmmen an der Virulenz beteiligt ist. Die Aktivitéat wird Uber eine reversibel verlaufende
Dimerisierung des Proteins reguliert (Snijder et al., 1999). Fir das periplasmatische Protein
HDEA wird eine Vermittlung bei der Saure-Toleranz bei pathogenen Enterobakterien (Shigella
und E. coli) beschrieben. Die Aktivierung verlauft hier Uber einen pH-induzierten Dimer-
Monomer Ubergang, was zur Verhinderung der Aggregation Saure-denaturierter Proteine im
Periplasma fuhrt (Gajiwala & Burley, 2000). Der native Zustand des NS1-Proteins in Flaviviren
ist der eines hitzelabilen Dimers. Durch Einfiihrung einer singuléren site-spezifischen Mutation
wird die Dimerisierung unterbunden und das Virus ist deutlich attenuiert, in der frihen
Replikation und der Virulenz im Mausemodell (Hall et al., 1999). Wie bereits erwdhnt, konnten
ahnliche Effekte eines nur noch monomeres Mip exprimierenden Legionella Stammes JR32-2.4
auf dieintrazelluldre Vermehrung in A. castellanii festgestellt werden. Inwieweit hier das Fehlen
des dimeren Zustands des Mip-Proteins regulatorische Signalwege beeinflusst, bleibt noch

aufzukléren.

Neben dem dimeren Zustand ist auch die freie Zuganglichkeit des aktiven Zentrums des Mip-
Proteins fur die Virulenz wichtig, was, wie bereits erwédhnt, durch die Blockierung mit
monoklonalen Antikorpern gezeigt werden konnte (J. Helbig, pers. Mitteilung). In diesen
Experimenten ist jedoch eine Unterscheidung zwischen der Beteiligung des aktiven Zentrums
oder der Isomerase-Aktivitat, an den zu beobachtenden Effekten nicht moglich. Dies wurde erst
durch die Konstruktion und Expression der monomeren Mip-Proteinvariante in Legionella
ermaoglicht.

Die Entdeckung, dass bakterielle PPlasen katalytisch an der Proteinfaltung periplasmatischer und
extracytoplasmatischer Proteine in Enterobacteriaceae wie E. coli beteiligt sind, ist ein erster
Hinweis auf ihre in vivo Funktion und scheint ein wichtiges Kriterium ihres Wirkens zu sein
(Missiakas et al., 1996, 1997a,b; Dartigalongue et al., 1998). Fur E. coli konnte gezeigt werden,
dass die effiziente Faltung von mindestens drei Membranproteinen (OmpA, OmpF und LamB)
durch die PPlase SurA katalysiert wird und dies zum Uberleben von E. coli in der stationdren
Phase beitrégt (Lazar & Kolter, 1996; Lazar et al., 1998). Die zusétzliche Deletion einer
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weiteren PPlase, PpiD, war letal. Fir beide PPlasen wird die Notwendigkeit der Isomerase-
Aktivitét postuliert (Dartigalongue et al., 1998). Auch fur das Mip-Protein wére die Beteiligung
an Proteinfaltungsprozessen im Periplasma durchaus vorstellbar. In diesem Zusammenhang
konnte fir die im Periplasma von E. coli lokalisierte Isomerase FkpA eine Chaparon-Aktivitat
festgestellt werden, die unabhéngig der PPlase-Aktivtét zu sein scheint (Ramm & Plickthun,
2000). Inwieweit auch das Mip-Protein eine mogliche Chaperon-Aktivitét besitzt, die
unabhangig der PPlase-Aktivitét ist, kann zu diesem Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

Die Aufkldrung der in vivo Funktion prokaryotischer PPlasen wird welterhin durch eine
teilweise funktionale Komplementation dieser Enzyme untereinander erschwert, wodurch eine
Zuweisung der durch die Deletion verursachten Phanotypen nicht immer eindeutig ist. Die
Existenz weiterer periplasmatischer PPlasen in L. pneumophila, die die Funktion von Mip
komplementierend Ubernehmen, kann zur Zeit nicht ausgeschlossen werden. Versuche, eine
vitale mip- und Icy- (cytoplasmatisches Legionella-Cyclophilin) Doppelmutante in Legionella zu
konstruieren, blieben bis lang ohne Erfolg. Dies konnte durch eine eventuelle Letalitét dieser
Doppeldeletion, wie fur die beiden PPlasen SurA und PRiD in E. coli gezeigt wurde, erklart

werden.

Die durch PPlasen katalysierten Prozesse zeigen eine duale biologische Rolle mit multiplen
Funktionen. Auf der einen Seite katalysieren sie die Isomerisierung einer Peptid-Bindung, auf
der anderen Seite sind sie an Prozessen der Signaltransduktion beteiligt (Bothmann & Pltckthun,
2000). Die Notwendigkeit von PPlasen fir Prozesse wie der Proteinfaltung, der zelluldren
Signaltransduktion und bel der Zellzyklus-Regulation (Mitose) wurden von verschiedenen
Autoren beschrieben (Ubersichten in: Géthel & Marahiel, 1999; Zhou et al., 1999; Schiene &
Fischer, 2000). Inwieweit hier die katalytischen Eigenschaften entscheidend sind, wird
kontrovers diskutiert. Fir die E. coli PPlase FkpA, das hFKBP52 und Cyp40 konnte ein
Chaperon Effekt beobachtet werden, der unabhangig der PPlase-Aktivitdt der Proteine ist (Bose
et al., 1996; Freeman et al., 1996; Ramm & Pluckthun, 2000). Im Gegensatz dazu wird dem
humanen Cypl18 im Zusammenhang mit einer neurogenerativen Erkrankung eine Beteiligung bei
der Eliminierung der durch oxidativen Stress entstehenden, falsch gefalteten Proteinen
zugeschrieben. Wie in Versuchen mit |somerase-defizienten Proteinvarianten von Cypl8 (R55A)
gezeigt werden konnte, wird die katalytische Aktivitdt von Cypl8 zur Erreichung des Wildtyp-
Niveaus bendtigt (Lee et al., 1999). Auch fir die essentielle humane PPlase Pinl, die mit
hyperphosphorylierten t-Protein komplexiert, wird die Notwendigkeit der PPlase-Aktivitét fir

die Interaktion von Mikrotubuli mit diesem Komplex wéhrend der Mitose postuliert (Lu et al.,
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1999). Bedingt durch die hohe Substratspezifitdt von Pinl fur phosphorylierte Ser/Thr-Pro-
Bindungen kann die Isomerisierung dieser Peptidbindungen zu Strukturverdnderungen innerhalb
von Proteinen fuhren. Infolge dessen kann es zu Aktivitétsveranderung, Dephosphorylierung,
Degradation oder Anderung der Lokalisation dieser Proteine innerhalb der Zellen kommen
(Zhou et al., 1999). Besonders interessant erscheint in diesem Zusammenhang die
Phosphospezifitét von Pinl und ein damit verbundener neuer regulatorischer Signalweg.

Auch die Betelligung prokaryotischer PPlasen an Prozessen, die zur Modulationen von
Signalwegen innerhalb der Immunabwehr fuhren konnten, ist durchaus denkbar, konnte bislang
jedoch nicht nachgewiesen werden. Durch die Verwendung monozelluldrer Modellsysteme kann
die immunologische Komplexizitdt hdherer Organismen nicht simuliert werden. Faktoren, die im
monozellularen System keinen oder nur geringen Einfluss haben, konnen im Tiermodell
durchaus entscheidend fir die Pathogenitét eines Erregers werden. Fir das Legionella Mip-
Protein kann eine duale Rolle seiner PPlase-Aktivitat in Bezug auf die Notwendigkeit in
monozelluldren System und in hdheren Organismen festgestellt werden. Im Vergleich zum
monozellularen Modellsystem (A. castellanii) ist das intrazellulare Uberleben des Mip negativen
Stamms L.p. Phill JR32-2 im Tiermodell deutlich reduziert (Cianciotto, 1990b). Durch die in cis
Komplementation einer Mip-Deletionsmutante mit monomerem Mip (L.p. Phill JR32-2.4) |&sst
sich wildtypisches Wachstum im Protozoen-Modell nicht rekonstituieren, obwohl der Stamm
vollstandige Mip Isomerase-Aktivitdt besitzt. Im Gegensatz dazu erreicht der gleiche Stamm im
Tiermodell CFU-Werte, die zwischen den Werten fir Wildtyp und Mip-Deletionsmutante liegen.
Demnach scheint die Isomerase-Aktivitét des Legionella Mip-Proteins im Tiermodell benétigt zu
werden, da zu mindestens eine Teilkomplementation des Mip negativen Phénotyps erreicht wird.
Ein dhnlicher Effekt wie fur Mip konnte fUr der Zink-Metalloprotease (proA) im L. pneumophila
Stamm (AA200) beobachtet werden. Die Deletion hatte keinen Einfluss auf die Invasion und das
intrazellulare  Uberleben in  Acanthamoeba und in  Meerschweinchen-Makrophagen.
Untersuchungen im Tiermodell (Meerschweinchen) zeigten jedoch eine drastische Reduktion der
Virulenz (Moffat et al., 1994). Einige der von Edelstein et al. (1999) unter Verwendung von
STM (,signature tagged mutagenesis’) generierten Legionella-Mutanten wiesen eine
vollstdndige Vermehrungs-Defizienz im Tiermodell auf. Die intrazelluléare Vermehrung dieser
Mutanten im Makrophagen-Modell war dabei nicht gestort. Auch die von Brieland et al.
durchgefuhrten Untersuchungen konnten Unterschiede hinsichtlich der Virulenz von Legionella-
Stdmmen im Protozoen-Modell und bei der intrapuimunalen Vermehrung in A/J Mausen
aufzeigen (Brieland et al., 1997a). Die Identifikation von Genloci wie z.B. milA (Macrophage-
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Specific Infectivty Locus), die Vermehrungsdefekte in Makrophagen besitzen aber keine
Bedeutung fur die intrazelluldre Vermehrung in Protozoen haben, deuten auf Gene hin, die nur
an der intrazelluléren Replikation innerhalb von Makrophagen beteiligt sind (Gao et al., 19983,
Harb & Abu Kwaik, 2000).

Somit kann es als wahrscheinlich gelten, dass auch enzymatische Funktionen, wie die PPlase-
Aktivitét des Legionella Mip-Proteins, die im monozelluléren System keinen Einfluss auf die
Pathogenitét haben, durchaus Relevanz im Tiermodell besitzen kdnnen. Dartiber hinaus wird
deutlich, dass auch hier das Dimer die biologisch aktive Form des Legionella Mip-Proteins
darstellt, da sonst eine vollstandige Komplementation der reduzierten intrazelluléren
Vermehrung hétte statt finden miissen. Diese Ergebnisse werden durch die im Protozoenmodell
fur das intrazelluldre Uberleben ebenfalls notwendigen dimeren Zustand des Mip-Proteins
bestétigt.

Ein moglicher Wirkmechanismus fir das Mip-Protein ware die Konkurrenz mit Wirtszell-
PPlasen, um putative Interaktionspartner. Aufgrund seiner homodimeren Struktur kénnte das
Legionella Mip einen entropischen Vortell gegeniber den vorwiegend als Monomor
vorliegenden zelluldren PPlasen besitzen und so bevorzugt mit dem putativen Substrat
interagieren und entsprechende Modulationen induzieren (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2000). Wie
bereits erwahnt, zeigen Daten im RNase T1-Ruickfaltungsassay eine fir das monomere Mip-
Protein extrem reduzierte Aktivitdt gegentiber Proteinsubstraten. Die Werte sind den fir andere
als Monomer beschriebenen PPlasen (hFRKBP12) vergleichbar (J. Fanghénel, pers. Mitteilung).
Wahrscheinlich kommt es aufgrund der monomeren Mip-Struktur nur zu einer unvollstandigen
Substratbindung und so zum Verlust des entropischen Vorteils gegeniiber den zelluléren PPlasen
des Wirtsorganismus. Dies wirde die Zwischenposition bel der intrazelluldren Vermehrung im
Tiermodell erkléren. Fur die Beteiligung der Isomerase-Aktivitdt am Infektionsgeschehen
innerhalb des Tiermodells sprechen auch die unterschiedlichen Zellzahlen, die von Legionella-
Stdmmen erreicht werden, die sich hinsichtlich ihrer in vitro Isomerase-Restaktivitét
unterscheiden. Eine Isomerase-Restaktivitdt von nur 2% ist demnach ausreichend, um im
Vergleich zu einer Mip-Deletionsmutante eine 10-fach hohere Zellzahl im Tiermodell zu
erreichen. Mit 6% Restaktivitat wird nahezu wildtypisches Wachstum rekonstituiert. Durch den
Einsatz eines Tiermodells, das verschiedene Zelltypen und Uber eine effektive Immunabwehr
(Antikorper, Komplement, Interleukine, Interferone, Makrophagen und natirliche Killerzellen)
verfugt, wurden wesentlich restriktivere Bedingungen fir die intrazellulare Vermehrung von
Legionella, im Vergleich zum Protozoen-Modell, geschaffen. Unter diesen Bedingungen kann
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die durch Mip katalysierte Isomerisierung einer Prolin-Peptidbindung zu einem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt und damit fur die intrazelluléare Etablierung und das
Uberleben von L. pneumophila im Tier wichtig werden.

Neben der Annahme, dass die Entwicklung einer Legionellose primér auf die intrazellulare
Replikation innerhalb alveolarer Makrophagen also phagozytierender Zellen zurtickzufthren ist,
wurde die Fahigkeit von Legionella beschrieben, sich auch intrazellulér innerhalb nicht
phagozytierender Epithelzellen wie HEp-2-, Vero- und HeLa-Zellen zu replizieren (Mody et a.,
1993, Maruta et al., 1998; Gardufio et al., 1998c). Hierlber kdonnte ein Alternativweg der
Etablierung einer Legionella-Infektion verlaufen. Daten von Cianciotto et al. deuten auf die
Betelligung des Mip-Proteins an der Invasion und effizienten intrazellul&ren Replikation
innerhalb epithelialer Zellen des Typs | und Il hin (Cianciotto et al., 1995b). Durch das
Vorhandensein nicht-phagozytierender Zellen as putativer Replikationsorte kénnen zuvor nicht
benttigte Eigenschaften von Virulenzfaktoren wie z.B. die |somerase-Aktivitat des Mip-Proteins
entscheidend zum intrazellulzren Uberleben beitragen. Uber die in vivo Funktion von PPlasen
intrazellulérer Pathogene wie dem Mip-Protein kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden.
Die periplasmatische bzw. Oberfachen-Lokalisation des Enzyms und seine dimere Struktur
rechtfertigen eine mogliche Beteiligung an der Aktivierung von Virulenzfaktoren im Periplasma
oder sogar eine direkte Modulation eukaryotischer Wirtsproteine.

5.4 Untersuchungen zur Dimerisierung des Mip-Proteins mittels site-

spezifischer Mutagenese

Die durch die Rontgenkristallstrukturanalyse aufgeklarte Struktur zeigte (vgl. Abb. 3), dass das
Mip-Protein aus einer C- und N-terminalen Doméane besteht, die Uber eine lange &Helix

miteinander verbunden sind. Die Dimerisierung des Mip-Proteins wird dabei Uber nicht
kovalente Kontakte der a-Helicesal und a2 innerhalb der N-terminalen Doméane der jeweiligen
Monomer-Untereinheiten bewerkstelligt (vgl. Abb 39). Durch die N-terminale Deletion im
monomeren Mip (L.p.FKBP 20.4- g0-213), die die Aminosauren 5-79 umfasst, wurde zusétzlich
ein Tel der langen a-Helix (a3) deetiert. Inwiefern noch andere Funktionen Uber die N-
terminale Doméane des Proteins vermittelt werden, kann bislang nicht beantwortet werden. Aus
diesen Grunden sollte versucht werden, die an der Dimerisierung beteiligten Aminoséauren
gezielt auszutauschen, dadurch die Dimerisierung des Proteins zu verhindern und Erkenntnisse
Uber die Dimerisierungsdynamik zu erhalten, bzw. einen Einfluss der deletierten N-terminalen

Doméne auf die Virulenz auszuschlief?en. Durch die ROntgenkristallstrukturanalyse des
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Legionella-Mip-Proteins war es mdglich, die atomaren Absténde der im N-Terminus
lokalisierten Aminosauren zueinander zu bestimmen. Dabei wurden Abstdnde im Bereich von
ca 3 A as putativ wechselwirkend eingestuft.

Abb.39): Modell der Rontgenkristallstruktur des Legionella Mip-Proteins. Gezeigt ist eine Detailansicht
aus der N-terminalen Dimerisierungsregion (,Helix-bundle*). Aminosauren, die durch site-spezifische
Mutagenese ausgetauscht wurden, sind gekennzeichnet und die Abstdnde der funktionalen Gruppen
zueinander sind in A angegeben. Die Monomer-Untereinheiten (41, &2-Helix) des Proteins sind jeweils in
blau bzw. rot gekennzeichnet. Die Aminosaurereste M und M* der jeweiligen Untereinheit bilden den
sogenannten ,, Methioninzipper”.

Die singuléren Austausche M*A, S®A und A¥F resultierten nicht in einer Destabilisierung des
Mip-Proteins und hatten auch keinen mefdbaren Einfluss auf die Dimeriserung. Die
Proteinvarianten SA und A*’F und M**“2A werden weiterhin stabil in E. coli exprimiert und
zeigten in Quervernetzungs-Experimenten eine Dimer-Bande. Rontgenkristallstrukturanalysen
der Varianten S™A und A®’F lassen ebenfalls keinen Effekt auf die Struktur erkennen (A. Vogel,
pers. Mitteilung). Die Methioninreste an Position 38 und 42, die jeweils mit den Methioninresten
an Position 42 und 38 der entsprechenden antiparallel verlaufenden &2-Helix des anderen
Monomers interagieren, bilden den sogenannten ,Methioninzipper®, dessen Hydrophobizitét
wesentlich zur Dimerisierung beitragt. Die Methionine wurden zuerst durch die hydrophobe AS
Alanin ausgetauscht, aufgrund der verkirzten aliphatischen Seitenketten sollten die hydrophoben
Krafte innerhalb des Dimerisierungs-,Interface” geschwécht werden. Ein Einfluss dieser
Mutation auf die Dimerisierung konnte unter den Testbedingungen jedoch nicht festgestellt

werden. Dartiber hinaus wird durch den weit unterhalb des nanomolaren Bereiches liegenden
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Kp-Wertes (Dissoziationskonstante) des Mip-Proteins die aufergewohnliche Stabilitét des
Dimers evident (Schmidt, 1998; Riboldi-Tunnicliffe et al., 2000).

Neben hydrophoben Wechselwirkungen sind auch polare Interaktionen wie lonenbindungen und
Wasserstoffbriicken an der Positionierung der &Helices innerhalb der N-terminalen Domane
beteiligt. Durch die Einfilhrung der zweifachen site-spezifischen Mutation K*A/D*A werden
die unterschiedlichen Polaritéten, der sich in den &Helices &1 bzw. a2 der jeweiligen Monomer-
Untereinheiten gegentberliegenden basischen AS Lysin 11 und der sauren AS Aspartat 32 gegen
die aliphatische, ungeladene Seitenkette der AS Alanin ausgetauscht. Die durch die Wegnahme
des Ladungsunterschiedes verursachte Destablisierung des Proteins fihrte vorwiegend zur
Bildung stabiler N-terminaler Fragmente, die hauptséchlich die AS 1-106, 1-108 und 1-113 des
reifen Proteins umfassten. In diesem Zusammenhang wére es denkbar, dass durch die
Einfuhrung der Mutation K*A/D¥A die Position der langen &3-Helix (vgl. Abb. 3), die
wahrscheinlich fur die Stabilisierung der C-terminalen Doméne wichtig ist, verandert wird und
es so zur proteolytischen Degradation des C-terminalen Proteinfragments wahrend der
Aufreinigung kommt. Versuche, ein stabiles C-terminales Fragment beginnend bei AS 107 des
reifen Mip-Proteins zu konstruieren waren nicht erfolgreich (Schmidt, 1998). Dartiber hinaus
wird durch die Konstruktion der N-terminalen Proteinvariante L.p.FKBP25(.2.3, s0-213 dedtlich,
dass wahrscheinlich erst Fragmente, die einschliefdlich der AS 80 beginnen eine stabile
Konformation einnehmen. Die N-terminalen Fragmente der Variante K*A/D*A zeigten auch
weiterhin eine Dimerisierung im Quervernetzungsansatz bei mikromolaren Konzentrationen.

Im Gegensatz dazu resultierte die Einfiihrung der zweifachen Mutation Y*°A/D*A in der
Entstehung vorwiegend C-terminaler Fragmente. Die Fragmente beginnen mit den AS 71-74 des
prozessierten Mip-Proteins und entsprechen damit ungeféhr dem durch N-terminale Deletion
erzeugten monomeren Mip-Protein. Gelfiltrationsanalysen zeigten, dass diese Fragmente als
Monomere eluieren. Hieraus wird ebenfalls deutlich, dass die Dimerisierung des Mip-Proteins
ausschliefdlich Uber die N-terminale Doméne erfolgt. Welterhin bestétigten diese Ergebnisse,
dass die C-terminale Domane wahrscheinlich einen Tellbereich der Helix a3 (AS 80-113) zur
konformationalen Stabilitdt benttigt. Wie bereits erwdhnt, sind hydrophobe Kréfte innerhalb der
N-terminalen Doméne mal’geblich an der Stabilitdt des dimeren Zustands des Mip-Proteins
beteiligt. Deshalb wurde versucht durch die Einfuhrung der sauren Aminosdure Glutamat an
Position 38 und 42 (, Methioninzipper*) innerhalb der antiparalel verlaufenden 82-Helices, eine
AbstoBung dieser Reste aufgrund der stark negativen Landung der endsténdigen &
Carboxylgruppe und damit eine Destabilisierung des Dimers zu erreichen. Im Gegensatz zu den
site-spezifischen Mutanten K*A/D¥A und Y*°A/D*A ist der Anteil an , full length“-Protein fir
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diese Variante wesentlich grof3er, was besonders interessant im Hinblick auf eine mdgliche
Dimerisierungsdefizienz dieser Proteinvariante im intakten Protein ist. Die N-terminale
Sequenzanalyse sowie Gelfiltrationsexperimente, die den Einfluss dieser Mutationen auf die
Dimerisierung des Mip-Proteins bewerten, stehen noch aus.

Durch die eingefiihrten Mutationen und deren Effekt auf die Proteinstabilitét des Mip-Proteins
konnte ihre Beteiligung an der Dimerisierung nachgewiesen werden. Aufgrund der strukturellen
Besonderheiten (Helix-bundle) der N-terminalen Mip-Doméne und der darin beteiligten
multiplen Wechselwirkungen war es nicht zu erwarten, dass die Einfihrung einer Punktmutation
zur vollstdndigen Dimerisierungsdefizienz fuhren wirde, wie es fur die Triose-Phophati somerase
gezeigt werden konnte (Borchert et al., 1995; Riboldi-Tunnicliffe et al., 2000). Fir das E. coli
FKBP22 konnte ebenfalls ein dimerer Zustand des Proteins nachgewiesen werden (Rahfeld et
al., 1996). Sequenzanalysen der N-terminalen Bereiche Mip-homologer FKBP anderer
prokaryotischer Pathogene, die ebenfalls stark &helicale Bereiche aufweisen, | asst vermuten,
dass sie ebenfalls Dimere sind und dies ein wichtiges Kriterium ihres Wirkens ist (Rahfeld et al.,
1996). Nach Protein-Datenbank-Suche ist die Struktur des Legionella Mip-Proteins, mit der N-
terminalen Dimerisierungsdomane, den vier ineinandergreifenden Helices (vgl. Abb. 39) und der
daraus resultierenden Homodimeren-Proteinkonformation bislang einzigartig (Riboldi-
Tunnicliffe et al., 2000).

5.5 Detektion eines putativen Interaktionspartners

Zur Aufklarung der in vivo-Funktion von PPlasen wurde versucht, putative Substrate bzw.
Interaktionspartner mittels verschiedener Techniken, wie dem Y east-Two-Hybrid-System,
Koreinigung bzw. Immunprézipitation und Affinitétschromatographie, zu identifizieren und
dadurch Hinweise auf betelligte Signalwege zu erhalten. Fir das hFKBP12 konnte eine Reihe
von Interaktionspartnern und damit betelligte Signalwege innerhalb verschiedener Organismen
identifiziert werden. Als Beispiele fir Interaktionspartner seien hier die Ca®/Calmodulin-
abhéngige Proteinphosphatase Calcineurin, die Aspartokinase, der IP3- und Ryanodin-Rezeptor
Typl sowie der TGF-&Rezeptor Typ | genannt (Cardenas et al., 1994; Cameron et al., 1995;
Brillantes et al., 1994; Wang et al., 1996; Alarcon & Heitman, 1997; Dolinski et al., 1999).

Durch Quervernetzung und Immunprézipitation konnte in dieser Arbeit erstmals ein putativer
bakterieller Interaktionspartner des Legionella Mip-Proteins detektiert werden. Der dabei
verwendete Quervernetzer DMP verbindet kovalent primére Amine Uber eine maximale Distanz
von ca. 9 A. Demnach ist es denkbar, dass auch N-terminale Bereiche des Mip-Proteins

miteinander kovalent verbunden wurden und die detektierte Bande bei 30 kDa nur aus Mip-
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Protein besteht. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da es sonst zur Detektion der restlichen Mip-
Fragmente (C-terminal) im Westernblot hétte kommen missen. Unter den gewahiten
Testbedingungen konnte dies jedoch nie beobachtet werden. Es wurden jewells nur die Mip-
Monomer bzw. -Dimer und eine zusétzliche 30 kDa Bande as diskrete Banden detektiert.
Versuche, die N-terminale Sequenz des Interaktionspartners zu bestimmen, blieben jedoch ohne
Erfolg. Neben der N-terminalen Sequenz fir das Legionella Mip-Protein wurde ein schwacher
Hintergrund anderer Aminoséuren identifiziert, dessen randomisierte Sequenzanalyse keinerlei
Hinweise auf bekannte Aminosauresequenzen lieferte. Die Griinde hierfir konnten in einer N-
terminalen Blockierung liegen. Als wahrscheinlich gilt auch, dass die Interaktion vorwiegend auf
eine raumlich nahe Lokalisierung und nicht auf eine enzymatische Reaktion von Mip und des
putativen Interaktionspartners zurtickzufiihren ist. Bel dem putativen Interaktionspartner konnte
es sich um ein kleines Membran-assoziiertes Protein handeln. Uberlegungen hinsichtlich der
Funktion dieses Proteins waren zu diesem Zeitpunkt rein spekulativ. Die Aufklérung
funktionaler Zusammenhange bakterieller PPlasen von intrazelluléren Pathogenen wie
Legionella pneumophila und deren putativen Zielmolekilen bzw. Substraten innerhalb ihrer

Wirtsorgansimen steht erst am Anfang der Erforschung.



