Inhaltsverzeichnis |

1 ZUSAMMENFASSUNG.....coii i ittt ettt e et e e e e e e e s st eeaaeeessanntbaeaeeaeeesannsraneeeeas 1
RS 1Y 2SR 4
220 = I I R I 1RSSR 6
2.1 LEGIONELLA PNEUMOPHILA — UMWELTKEIM UND PATHOGENES AGENS......ccitteeeiiiiiiiieieeaaeeeannneee 6
2.2 INTRAZELLULARE VERMEHRUNG VON LEGIONELLEN IN PROFESSIONELLEN PHAGOZYTEN............. 7
2.3 INTRAZELLULARE VERMEHRUNG VON LEGIONELLEN IN PROTOZOEN .....ccoiiuviiieiiiiiieenniineeeeseneens 9
2.4 VIRULENZFAKTOREN VON LEGIONELLEN ....eeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeaeeeieeeeeeaeeeseannenaeeeaeeessssnnnnnneeeeaeaesans 11
2.5 DIEROLLE VON EISEN IN DER INTRAZELLULAREN LEGIONELLA-INFEKTION ....ccceeeeeiiiiiiiieneaaaenans 16
2.6 DASLEGIONELLA MIP-PROTEIN - VIRULENZFAKTOR UND IMMUNOPHILIN.....ccoiieeiiiiiiiiiienaaaaenns 17
2.6.1 Das Legionella Mip-Protein ist @iNe PPIASE .........coiiiiiiiiiiiiiiiieee et 17
2.6.2 PPlasen — Einteilung und in Vivo-FUNKLIONEN ...........coviiiiiiiiiiieeeceeceeeeeceeeeeeveeeee e 17
2.6.3 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung Mip-verwandter Proteine............ccccceeeeennne 20
2.7 GFP, EIN NEUER REPORTER FUR INTRAZELLULARE PATHOGENE........cciitcuuttiiieeeeeeeaaiiiieieeeaaaeens 23
2.8 ZIELSETZUNG DER ARBEIT .1ttttttteetiiitttteteteaeessassstasesesaesssssssssssessaeesssassssssssesesssssnmsssssseseeeessas 24
3. MATERIAL UND METHODEN ... ..ottt ittt e et e e e e e e e s nanaaae e e e e e e s e e nnnnnes 25
G300 ] I SRRSO PSRSRR 25
3.2 BAKTERIENSTAMME ....iittttieteaeeesaaetteeeeeeaeeesaaneateeeeeaeeesaaamntteeeeeeaeeesaannneaeeeeeaaeeeaannsnnnneeeaeaesans 26
.3 WVEKTOREN ... uutttteteteeeseeeetttseeeeae e e s s st tbeeeeeeaeeessaasstaeeeeeaaesaanntaesseeaaeeessansataenaeaaaeeasnnnssnnanaeaeensans 27
3.3.1 RekombinNante Plasmide.........coiiiuiiiiiie et e e e e e e e e e e e 28
3.4 CHEMIKALIEN ..ttteieteeeseeeeitteeee e e e e e s s sttt e e e e e e e s e aasat e e e e e e e e e s e nntaeaaeeaaeeessassntaaaseeaaeesannsnnnaneeaeensans 29
B30 A 5 11 (o o= 29
By € 0] £ 01117 (< SRR 30

B 30C © T o] 11 =0 (o L= 30

G 38STY/1=  = PRUR T SSRSPR 32
3.5.1 LB-Medium fur die AnZucht VON E. COli .......coueeiiiiiiie et 32
IR X (@31 1Y, = [ o SRR PSPRRR 32
BRI 7Y 0111 o101 - USSR 33
3.5.4 Medien fir die Anzucht von LEgIONENla.........coovvviviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
3.5.5 ACES Yeast-Extract (AYE)-Flussigmedium (PH 6.9) ........c.cuviiiiiiiiiiiiiiiee e 33
3.5.6 Buffered-Charocal - Yeast-Extract (BCYE) (pH 6.9)-Agarplatten...........cevvvveeeeveeeveeeeeenenennnen. 33
3.5.7 ZELLKULTURMEDIEN ....utttttetteeessistttteseseaeesssessstusesesaessssssssssssesaaeesssassnssssseesassssnsssssnseseneensans 34
3.5.7.1 PYG-712 Medium fur Acanthamoeba castellanii...............eeeeieeeiiiiiie e 34
3.5.7.2 PYNFH Medium (ATCC #1034) fir Hartmannella vermiformis..........cccccceeeviiiiiineinneennns 34
3.6 INFEKTION VON A. CASTELLANIT UND H. VERMIFORMIS.......ciiiutiiiieeiaeeeseeiieieeeeeaeeessannnneeeeeeaeaeeen 35
3.6.2 Invasionsassay, Quantifizierung durch CFU-BeStimmuUNG...........ccooriuviirieiieeenniiiiiieeeeeeeene 36
3.6.3 Invasionsassay, Quantifizierung durch FACSANAIYSE.........ccvvvevivieieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 36
3.6.4 Invasionassay in Gegenwart von Phagozytose-INhibitoren..........ccooovviiieiiee e 37
3.7 DINA-TECHNIKEN ...ttt tiettteieeeae e et e ettt eeeeae e e s s aaeateeeeeeeeeeaaaneteeeeeeaeeesaannneseeeeaaaeeeaaansnnneeeeaeeesans 37
3.7.1 Mini-PlasmidprEParation. ..........ocuuureeeieeee ettt e e et e e e e e st e e e e e s e e e e e e 37
3.7.2 Plasmidpraparation mit Qiagen-SAUIEN............uuiiiiiie e e e 38
3.7.3 Isolierung chromosomaler DNA (grof3er Malstab)..........eevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 39
3.7.4 Phenol/Chlor ofOr MEEXraKlion ........cevvvivieieiiiiiiiiiiiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 40
3.7.5 Ethanolfallung VON DINAL........ooeieeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e et e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeesesesseeseeseesensesnnnnnes 40
3.7.6 Bestimmung der DNA-Konzentration und des Reinheitsgehalts.............ccccceeeiiiiiiiiieiieeennns 41
3.7.7 Behandlung von DNA mit RestriktionsendonUKIEasen............ccevveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 41
3.7.8 AQarose-GelelKirOPNOIrESE ...ttt e e e e e e e e e 41
3.7.9 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen mit dem Gene-clean-Kit..........cccccceeeeee. 42
3.7.10 Ankonzentrierung und Reinigung von DNA mit dem Gene-clean-Kit...............occuvieeeineennnn 43
3.7.11 Behandlung von Insert-DNA mit dem KIenow-ENzym............ceevviiiviveiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 43

3.7.12 Behandlung von DNA mit der T4-POlYMEraSE.....c.ccoiiiiiiiiiiiieeee et e e 44



Inhaltsverzeichnis 1

3.7.13 Alkalische Phosphatase-Behandiung...........c..vviieiieeiiiiiiiieiee et 44
3.7.14 Ligation von Vektor- und INSErt-DINA .........ooriiiiiiiiieieceeeeeeeeeeeeece e e ee e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeees 45
3.7.15 KIONIEIUNGS-KITS. ...ttt e e e e e e e e e e s aebbnreeeeeeeaaas 45
3.7.16 PCR Reaktion (Polymerase chain reaction) ..........c.eueeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeseseseeseens 46
3.7.17 “ Ste-spezifische” Mutagenese MIttElS PCR..........ovviviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e ee e ee e 47
3.7.18 DNA-Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Primern........ccccoviiiiiieieee i e 48
3.8 TRANSFORMATION ....utttteeeutieeeessteee e e et e e e et e e e s st e e e e s e e e e e s e et e e ans e e e e e e nnn e e e e aann s e e e e s nnreeeennnes 49
3.8.1 Herstellung kompetenter E. COli.......uuuiiiiiiiiiieee e 49
3.8.2 Heat-shock-Transformation VON E. COli ........ocuuuiiiiiiieeii et 49
3.8.3 Elektroporation von L. pneumOpPhilaL..........ooeiiiiieiiee et 50
3.9 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN .......ctttiiittieeeiaireeeeasssneeesssnneeesasneeeessnneaesnsnnneeesanneeeesnnnes 51
3.9.1 Molekular gewichtsbestimmung mittelS SDSPAGE..........cccvviiiiiiiiee e 51
3.9.2 Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen .............ceeeeeiiiiiiieiieieececeeeeeeeeeeeeeeeeveee e ee e 52
3.9.3 SHBEITAIDUNG. ...ttt e e e e s e r e e e e e e st bbrre e e e e e e 52
3.9.4 Protein-Transfer auf Nitrozellulosemembran (Westernblot) ...........cevvvvvveeviviiivieeeieeeeeeeeeeee, 53
3.9.5 Transfer von Gesamtzellproteinen auf Nitrozellulose (Immunokolonieblot)..............ccceee.. 54
3.9.6 Detektion der Antigen-AntikOrper REAKEION ..........coiiiiiiiiiiiiiiie e 54
3.9.7 Sripping vON BIOtMEMBIranen..........covvviviiiiiiieiieeeeeeee e e e e e e e e e e eeereeaeeeeeeees 55
3.9.8 Anzucht von E. coli und die Induktion der Proteinbiosynthese..............cccccceeiiiiiiiiiiiinn 55
3.9.9 French-press, MeChaniSCNE LYSE.......uvvviiiiiiiiieiieieeieeeeeeeeeeeee e e eeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 56
39,10 TCA-FAITUNG. ...ceeiieeee ettt e et e et e e e e b b e e e enenee e 56
3.9.11 ProteinaufreiNigung VON IMiP.......c.cieieiiieieiiieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseeeseesesesesseeeessseeessesnssnees 56
3.9.12 Periplasma-Pré&paration von E. coli und Legionella............cccceeeiiiiiiiiiiiiee e 57
3.9.13 Chemische Quervernetzung von Proteinen (Cross-linking) .........eeeveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 57
3.9.14 Protein-Anreicherung mittel s Immunprazipitation...............eeeeeeeiiiiiiiiieiiee e 58
3.9.15 Proteinreinigung mittels Umkehr phasen-HPLC und N-terminale Sequenzierung................ 59
3.9.16 Bestimmung der molekUlaren IMASSE..........oouiuiiieiieee ettt e e e 59
3.10 SOUTHERNBLOT ..uuttteeetautteeeesiseeteaasssee e e ssse e e e et e e e e s e e e e e s s e e e e e ans s e e e e e e nnne e e e e annn e e e e e nnreeeeannes 60
3.10.1 Sondenmarkierung (AMErSNAIM) .......c.vveeeieiieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeereeeerreeeeeeerereerrereerereerenes 61
3.10.2 DNA-HYDIIAISIEIUNG ... eeeeeeeee ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e s sannbbnreeeeeeeeaas 61
3.10.3 Chemilumineszenz-(ECL)-ENtWiCKIUNG.........cccviiiiiiiiiieiieceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 62
3.11 FLUORESZENZ GESTUTZE METHODEN .....eiiiittiiieiiuiiiteeasitieeessiteeeesassseesssnseeaesssnsseesssnnnseeesnnnes 62
G 00 I 0 I 0 0T === g 0 ] 0= (o= 62
3.11.2 Durchflusszytometrie (FACSANAIYSE) .......cccuriiiiiieee ettt e e ee e e 63
3.11.3 Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten (Spektrofluorimetrie) ........cvvvvvveveeeveeevieeeeeeeeeeene, 63
3.12 L. PNEUMOPHILA INFEKTION IM TIERMODELL ...ceetuttiieeiiiiieeesiieeeesaiieeeeasseeeeessieeeeessnnneeaesnnees 64
4. ERGEBNISSE ... .ottt ettt 65
4.1 ENTWICKLUNG DES GFP-REPORTERSY STEMS IN LEGIONELLA.......oetiiiiriereeiiieeeesnireeeesineee e 65
4.1.1 Konstruktion der GFP-EXPressionSVEKION N ...........uiriiiieeiiiiiiiiieeeee e et e e e esiineeeee s 65
4.1.2 Analyse der mip- und sod-Promoteraktivitaten in L. pneumophila durch GFP-vermittelte
FIUOPESZENZ ...ttt ettt et e e e e e et e e e e e e e e e e annneneeeeaaeeeans 66
4.1.3 FACS-Analyse der GFP-exprimierenden Legionella-St&mme. ..., 68
4.1.4 In vitro Analyse der mip- und sod-Promoteraktivitaten..............eeeereeeeeireeeeeeeereeeereeeeeeeeeeeen 69
4.1.5 In vivo-Monitoring einer Legionella-Infektion in Acanthamoeba castellanii ...............c........ 71
4.1.6 Quantifizierung des intrazellularen Wachstums mittels FACS-Analyse .........cuvvvvvveeveeeeenennee. 72
4.1.7 FACS-Analyse der Invasion und intrazellulérer Wachstumschar akteristika ver schiedener
GFP-exprimierender Legionalla-SIAMIME.........ccooeieiiiiiiiiiiisi s e 73
4.1.8 Einfluss von Inhibitoren auf die Phagozytose bei H. vermiformis und A. castellanii.............. 75

4.1.9 ZUSAMMENTASSUND. ..11ttvtvverrereeeeeseeeseeereeeeeeerenenereseseneenseseesssssssenesesssssssssssnsssssssssssssssssmsnssnnes 81



Inhaltsverzeichnis 11

4.2 KONSTRUKTION VON MIP::GFP-FUSIONSPROTEINEN .....ceeeeiieitiiieieeeeeseesnrnnneeseaesssssssnnnneseseessans 82
4.2.1 KIONIEruNg der KONSITUKLE ... . ..uueeeeieeeeereeeseeesererersseessesssensesseseesesseesessssemesssmmsmsmmmmrmmmmmmmmenes 82
4.2.2 Westernblot-Analyse der Mip::GFP- FUSIONSPIrOtEINE..........c.cvvviieiieeee it 83
4.2.3 Fluoreszenzmikrospopische Analyse von L. pneumophila JR32-2(pRK78) .........ccevevevveeeeneee. 84
4.2.4 Analyse der Mip::GFP-Fusionsprotein-Prozessierung in E. coli und L. pneumophila........... 85
4.2.5 ZUSAMMENTASSUNG. ¢ c ettt eeee e e e e ettt e e e e e s e asb e e et e e e e e e s aabbee et e e e e e e s sansbbbbereeeeeesaanebrneeeeas 88

4.3 KONSTRUKTION EINES N-TERMINAL VERKURZTEN MIP-PROTEINS......cceiiutiiiiiriaeeesiiiiiieeeaeeeens 88
4.3.1 Integration des N-terminal verkurzten Legionella Mip L.p.FKBP(20.3. go-213 in das Chromosom

der Mip negativen Mutante L.p. JRB2-2.........ceeeiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeessesseeeseeeeeseesnseeseeenes 89
4.3.2 Westernblot-Analyse der Expression von L.p. FKBP2550.3. g0.213) in L. pneumophila JR32-2.490
4.3.3 Southernblot-Analyse der chromosomalen Integration in L.p. JR32-2.4.........ccevvvvvvveeeeenennnn. 91
4.3.4 Intrazelluldre Vermehrung von L. pneumophila JR32-2.4 in A. castellanii...............cccuueeee. 92
4.3.5 ZUSAMMENTASSUND. ..111tvtveveereereeeseeeeesereeeeerereesnereseseneesseseeeeeeessenesesesesesssssmesssssssssmmsssnsmsnssnnes 9

4.4 STE-SPEZIFISCHE MUTAGENESE DER N-TERMINALEN MIP-DOMANE ........ovviiiiiieeeeiiiiiiiieneeaeeens 9
4.4.1 Auswahl und Konstruktion der Mip-Proteinvarianten..............eeeeeeeeeereereerereeeeereeeeereeeeeeeee. 9
4.4.2 Sequenzanalyse der veranderten Mip-Proteine...........coooiiiiiiiieiiee e 95
4.4.3 Reinigung und Stabilitét der Proteinvarianten ............ccceoviiiiiiieeiee et 97
4.4.4 Analyse des oligomeren Zustandes der Proteinvarianten ............c..eeveeieeeieieininnnnnnnnnmm. 100
445 ZUSAMMENTASSUNG. ... eeee ettt e e e e s ettt et e e e e s s aaabb bt e e e e e e e s s nb bbb e e et e e e e s aannbbeeeeeeaeeesaannnrnnes 102

4.5. VERSUCHE ZUR IDENTIFIZIERUNG EINES BAKTERIELLEN INTERAKTIONSPARTNER............cce...... 102
4.5.1 Chemische Quervernetzung der Legionella-Oberflache..........ccuvveeiiiiiiiiiiiiiie, 103
4.5.2 Immunprazpitation, Auswahl der ANtIKOIPEN ........uuuuurururirriiiirienerir———————.. 104
4.5.3 Immunpr azipitation, Anreicherung des ImmunkOmMPIEXES............eeviiveeriiiiiiiiiiee e 105
4.5.4 ZUSAMMENTASSUNG. 1.11tttvteurtruenrueueuenenenenenrnesrnenrsresnrreersreraeeenrsrnrnesesesrnessssssnsssnsnsssnsnsnsnnnnnnns 107

4.6. DER EINFLUSS DER ISOMERASEAKTIVITAT IM TIERMODELL (MEERSCHWEINCHEN)................... 107

LI I ]S 1 ] SRR 110

5.1 GFP, EIN NEUER REPORTER IN LEGIONELLA.........uuiiiiiieeesiiiiiiieieeeaeeesaeiiteeeeeaaeeeeaneneeeeeeaeeeaanns 110

5.2 MIP::GFP-FUSIONSPROTEINE .....ccciiittttiietteeeasaaittieeeeaaeessaantteeeeeaaeeesaannssseeeeaaeessannsnneeeeaaaesaans 117

5.3 STRUKTURELLE UND FUNKTIONALE CHARAKTERISTIKA DES LEGIONELLA MIP-PROTEINS.......... 118

5.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR DIMERISIERUNG DES MIP-PROTEINS MITTELS SITE-SPEZIFISCHER

IVIUTAGENESE ......eeiiittttteeteee e e s e ettt e e e e e e e s s atb e e et e aeeessasssebaeeeaeeaeaanstbeeeeeaaeesesnsssenaneaaeeessnnnnnsees 125

5.5 DETEKTION EINES PUTATIVEN INTERAKTIONSPARTNERS. ......uutiiitiaeeesinerteaeeeaaessaannenneeeeeaaeaaanns 128

6. LITERATURVERZEICHNIS. ... ..ottt e e e e e e s e e e e e e e e e ennneees 130
8 N NN N VLSRR 147

7.1 ABKURZUNGEN ...cettiieiiiittiteeeee e e e e e sttt et e e e e e e s e aasae et eeeaeeesaannstaeeeeeaeeesaannsssaeeeaaeeeaannnsnnneneaaeeaaanns 147

7.2 SEQUENZ DES MIP-GENS .....0ettiieeiiiietittreeteaeeessaistetaeeeaaesssasasssssseeaaeesssassssasseaaeessannsssssnneeasessanns 148

7.3 PUBLIKATIONEN ...ttt ttttaittttieteaeeeeeaastteeeeeeaeeasaaanseeeeeeaaeeesaannssaeeeeeaeeesaannssseeeeaaeesaannnsnsnnneaaeessanns 149

7.4 TAGUNGSBEITRAGE ......utttiiiiieeee e e ittt et eae e et s sttbaeeeeaeessasstaaeaeeaaeessaassstsaeaeaaeessannnssnnaneeaeensanes 149

ST = S I O PPN 151



