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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Legionella pneumophila ist ein fakultativ intrazelluldr replizierendes Bakterium und der
Erreger der Legiondrskrankheit, einer schweren Pneumonie. Das Typ IVB Dot/Icm
Proteinsekretionssystem und dessen Effektoren sind wesentlich an der Virulenz des
Bakteriums beteiligt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Patatin-
dhnlichen Proteine von L. pneumophila - insbesondere von PatA, das vom Dot/Icm
Sekretionssystem in Wirtszellen eingeschleu3t wird. Die gewonnenen Erkenntnisse leisten
einen wichtigen Beitrag zum Verstindnis der Vielzahl an lipolytischen Proteinen von L.

pneumophila und ihren Beitrag zur Pathogenese der Legionérserkrankung.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende wichtigen Ergebnisse erzielt:

I. Die 11 Patatin-dhnlichen Proteine von L. pneumophila zeigen hauptsédchlich

Lysophospholipase A-Aktivitit.

II. L. pneumophila PatA besitzt auBlerdem eine Phosphatidylglyzerol-spezifische
Phospholipase ~ A-Aktivitit. Serin-72, welches in ein G-X-S-X-G Lipasemotiv

eingebettet ist, ist fiir die Aktivitdt des Proteins essentiell.

Il. L. pneumophila PatA ist nach Expression in humanen AS549 Epithelzellen in der
Zytoplasmamembran oder einer damit eng assoziierten Struktur lokalisiert. Fiir die
Lokalisation ist die lipolytische Aktivitdt des Proteins nicht entscheidend. Die Deletion
einer C-terminalen Proteinregion fiihrt zum Verlust der membranstindigen

Proteinlokalisation.

IV. L. pneumophila Mutanten, die eine reduzierte Féhigkeit zur Kolonisierung von Amoben
besitzen, bilden unter Prasenz von Amdben - im Gegensatz zu Wildtypstimmen - eine

Koloniemorphologie aus, die Scattermorphologie genannt wurde.

V. Auf Basis der Scattermorphologie wurde ein neuartiges Testsystem entwickelt, das es
ermdglicht eine grosse Anzahl Transposon-mutagenisierter Legionella Klone auf
Wirtszell-Kolonisationsdefekte zu {iberpriifen. Unter Verwendung dieses Tests wurden
119 kolonisationsdefekte Mutanten isoliert und 70 neue putative Legionella-
Wirtszellkolonisationsgene, darunter zwei Gene von Patatin-dhnlichen Proteinen (patD

und patF), identifiziert.

VI. patD befindet sich in einem Operon mit bdhA, das fiir eine putative 2-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase kodiert. Das Operon spielt eine Rolle im Poly-fB-Hydroxybutyrat (PHB)
Stoffwechsel des Bakteriums und wird fiir die Replikation in Wirtszellen bendtigt. Die
Studie liefert die ersten experimentell fundierten Ergebnisse, die die Bedeutung des PHB-

Metabolismus fiir die Virulenz des Bakteriums belegen.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Die Rolle von Legionella pneumophila als Krankheitserreger

Legionellen sind gram-negative, flagellierte Stibchenbakterien. Charakteristischerweise sind
sie in der Lage, sich intrazelluldr, also innerhalb infizierter Wirtszellen zu vermehren.
Gelangen die Bakterien in die menschliche Lunge konnen sie die Legionérskrankheit
auslosen. Als schwere Form der Lungenentziindung fiithrt diese zu einer lebensbedrohlichen
Lungeninsuffizienz. Eine zweite, mildere Verlaufsform der Legionelleninfektion manifestiert
sich als respiratorischer Infekt, der selbstlimitierend ist und Pontiac Fieber heisst. Welche der
beiden Verlaufsformen zur Auspriagung kommt und ob eine Etablierung des Pathogens und
eine Infektion liberhaupt erfolgt, hdngt von der Quantitdt der eingeatmeten Bakterien und dem

Immunstatus des Betroffenen ab (19,67).

Dem Robert Koch-Institut wurden fiir das Jahr 2006 insgesamt 571 Fille von
Legionelleninfektionen iibermittelt. Dies entspricht einer bundesweiten Inzidenz von 5,9
Erkrankungen pro einer Million Einwohner (Epidemiologisches Bulletin 50/2007). Bei 96,2%
der gemeldeten Fille in denen eine Erregerspeziesangabe erfolgte (76,4% aller gemeldeten
Legionellosen), ging die Erkrankung auf eine Infektion mit Legionella pneumophila zuriick.
Nur 3,8% wurden durch andere Legionella Spezies verursacht. Dies verdeutlicht, dass
Legionellen der Spezies "pneumophila" fiir die Humanmedizin grofite Bedeutung besitzen.
Die Gattung Legionella ist obgleich liberaus artenreich, derzeit sind mindestens 51 Arten mit

insgesamt 73 Serogruppen bekannt (Epidemiologisches Bulletin 50/2007).

Es ist wahrscheinlich, dass die Zahl der tatsichlich aufgetretenen Legionelleninfektionen die
der gemeldeten um ein Vielfaches iibersteigt. Nach aktuellen Untersuchungen des
Kompetenznetzwerkes fiir ambulant erworbene Pneumonien ("CAPNETZ") wird davon
ausgegangen, dass in Deutschland 4% aller ambulant auftretenden Pneumonien durch
Legionellen verursacht werden. Dies entspriche rund 20.000 Fillen im Jahr, die

Legionelleninfektionen zuzuschreiben wiren (232).

2.2 Biologie von Legionella pneumophila

2.2.1 Erregerreservoire und Anzucht

Legionellen sind weit verbreitete Umweltkeime, deren primidres Reservoir natiirliche
Siisswasserhabitate sind. Durch ihre komplexen Néhrstoffanforderungen sind sie hier jedoch

von speziellen Nischen abhiingig, die ihr Uberleben und ihre Replikation erméglichen.
2
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Legionellen kommen in der Umwelt als intrazelluldre Parasiten von Protozoen, z.B. von
Amoben vor, sowie in Assoziation mit Biofilmen. Obwohl Amében und andere Protozoen
,rauberisch” leben und sich normalerweise von Bakterien erndhren, sind bestimmte
Bakterien, z.B. Legionella pneumophila in der Lage, dem Frafdruck der Amodben zu

widerstehen und diese sogar fiir eigene Zwecke auszubeuten.

Neben der Erschliessung von Néahrstoffreserven bietet der intrazelluldre Parasitismus dem
Bakterium Schutz vor schéddlichen Umwelteinfliissen wie zum Beispiel klimatischen
Verianderungen oder vom Menschen vorgenommenen Desinfektionsmassnahmen (23,223).
Weiterhin unterstiitzen Amdben als Vektoren die Ausbreitung von Legionellen, da in ihnen
hohe bakterielle Keimzahlen konzentriert vorliegen, was die kollektive Kolonisierung neuer
Lebensrdaume, zum Beispiel der menschlichen Lunge, erleichtert. Gegen Ende der
intrazelluldren Vermehrung der Legionellen in einer Amdbe findet eine simultane Expression
von Legionella-Virulenzfaktoren statt, welche die Bakterien nach dem Verlassen der
Wirtszelle besonders invasiv und virulent machen und so die Einleitung des nichsten
Infektionszyklus erleichtern (43,44,161). Diese wirtszellabhdngige Stimulation der
Legionella-Virulenz manifestiert sich auch klinisch. Legionelleninfektionen verlaufen
schwerer, wenn die Bakterien zusammen mit Amoben in die Lunge gelangen (25-27). Die
Amobeninteraktion ist deshalb fiir Legionella eine wichtige Episode des Lebenszyklus, und
zwar sowohl fiir die bakterielle Population in der Umwelt als auch bei der Infektion von

Menschen.

Viele Aspekte der Amobeninfektion in Umwelthabitaten sind der Infektion von menschlichen
Zellen sehr adhnlich, was das Studium der Amobeninteraktion fiir die klinisch relevante
Forschung sehr interessant macht. In beiden Wirtszellen, Amdben und menschlichen Zellen
(z.B. Makrophagen), replizieren die Legionellen in einem Legionellenphagosom, welches von
Vesikeln, endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien der Wirtszellen umgeben wird
und in frilhen Stadien nicht mit Lysosomen verschmilzt (siehe 2.2.2) (24,81,107). Die
notwendigen bakteriellen Determinanten fiir die Etablierung der Parasit-Wirt Beziehung sind
zu groBBem Teil in Amdben und menschlichen Zellen identisch. Das gilt zum Beispiel fiir das
Typ IVB Dot/Icm Proteinsekretionssystem (206). Allerdings existieren auch Ausnahmen, das
L. pneumophila GacA Homolog LetA, response regulator des LetA/S Zwei-
Komponentensystems, erwies sich als essentiell fiir die intrazellulire Vermehrung der
Bakterien in A. castellanii, jedoch waren L. pneumophila letA Mutanten durchaus in der Lage,
sich wildtypdhnlich in Humanmakrophagen zu vermehren (78). Ein zweites Beispiel bildet

die L. pneumophila Zink-Metalloprotease ProA, die fiir die intrazelluldre Vermehrung in der
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Amobe Hartmanella vermiformis essentiell, fir die Replikation in Humanzellen in vitro
jedoch vernachlidssigbar ist (183) (siehe 2.3.1).

Die Legionella-Keimzahlen in natiirlichen Reservoiren sind in der Regel gering und stellen
fiir den Menschen kein hygienisches Risiko dar. Anders gestaltet sich die Situation in
kiinstlichen, menschgemachten SiiBwasserhabitaten wie Rohrsystemen, Klimaanlagen,
Schwimmbédern oder Zimmerspringbrunnen. Insbesondere innerhalb von
Warmwasserleitungssystemen, bei Temperaturen von 25 bis 45°C und Biofilmbewidhrung,
finden sich ideale Voraussetzungen fiir die Vermehrung der Bakterien. Laut
Trinkwasserverordnung vom 01.01.2003 gilt fiir 6ffentliche Gebdude der Grenzwert von
<100CFU/100ml  (Koloniebildende = Einheiten). = Regelméssige = mikrobiologische
KontrollmaBBnahmen in 6ffentlich zugénglichen Gebduden, insbesondere solchen, in denen
sich typischerweise Risikopatienten aufhalten (Krankenhéuser, Altenpflegeheime), sind
deshalb erforderlich und ziehen gegebenenfalls Sanierungs- und

Dekontaminationsmassnahmen nach sich.

Legionellen konnen unter Laborbedingungen unter Verwendung spezieller Medien kultiviert
werden. Das Laborkulturmedium enthdlt Hefeextrakt als Proteinquelle, L-Cystein
Hydrochlorid, Eisenphosphat und a-Ketoglutarat (Festmedien enthalten zusitzlich Agar und
Aktivkohle). Optimales Wachstum wird bei 35°C und pH 6.9+0.4 erreicht. Die
Generationszeit betrdgt unter diesen Bedingungen 4-6 Stunden (60,65,233).

2.2.2 Der Generationszyklus und intrazelluldre Replikation von L. pneumophila

Der Generationszyklus von Legionellen ist durch zwei diskrete Episoden gekennzeichnet, der
"replikativen" und der "transmissiven" Phase (186). Die replikative Phase beginnt in der
Laborkultur nach dem Beimpfen des Kulturansatzes und ist seitens des Kulturmediums von
einem Uberschuss an Nihrstoffen gekennzeichnet. Seitens der Bakterien manifestiert sie sich
durch aktive Zellteilungen sowie die Unbeweglichkeit (nicht-Flagelliertheit) der Legionellen.
Die Stdbchenbakterien sind in dieser Phase besonders lang und teilweise filamentos (186).
Die sich anschliessende transmissive (infektiose) Phase wird durch zunehmende
Verknappung der Nihrstoffe im Kulturmedium eingeleitet. Der Ndhrstoffmangel induziert bei
Legionella die Akkumulation des Stress Signalmolekiils ppGpp (Guanosin-3',5'-
bispyrophosphat) welches den Eintritt in die transmissive Phase vermittelt. Diese ist durch die
Expression von Transmissionsfaktoren wie z.B. Flagellen und Pili gekennzeichnet (siche
2.3.4). Die transmissiven Bakterien sind stadbchenférmig, sehr beweglich, zytotoxisch, invasiv
und resistent gegeniiber Stressfaktoren wie saurem pH und osmotischem Schock
(12,32,44,95).
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Die intrazelluldre Vermehrung von L. pneumophila kann ebenso in zwei Phasen unterteilt
werden. Replikative Bakterien werden in frithen Stadien der Wirtszellinfektion beobachtet,
transmissive Zellen kommen in den spiten Stadien der Infektion vor, z.B. kurz vor dem
Verlassen der Wirtszelle. Die hohe Invasivitit der transmissiven Bakterien erleichtert dann
die Reinfektion von Wirtszellen im nédchsten Infektionszyklus (44).

Phagozytierte Bakterien die keine speziellen Abwehr- bzw. Uberlebensstrategien entwickelt
haben, werden normalerweise sowohl von Protozoen als auch tierischen Immunzellen lysiert.
Spezialisierte Zellkompartimente, die Lysosomen, enthalten ein stark saures Milieu sowie
eine Reihe spezialisierter Verdauungsenzyme, die nach der phagolysosomalen
Verschmelzung die eingeschlossenen Bakterien zersetzen. Damit werden zum einen
Nihrstoffe erschlossen und zum anderen Eindringlinge unschddlich gemacht. Das
Schliisselcharakteristikum von L. pneumophila ist die Fahigkeit, sich der phagolysosomalen
Zersetzung zu entziehen und intrazellulér zu parasitieren und zu replizieren. Als Wirte wurden
in der Umwelt Protozoen, vor allem Amodben beschriecben, im Menschen
Alveolarmakrophagen und Lungenepithelzellen (67,111,185). Der phagolysosomale
Degradationsweg ist innerhalb der Eukaryonten stark konserviert, und so iiberrascht es nicht,
dass auch die bakteriellen Strategien zu dessen Vermeidung sowohl in Amoben als auch in

Immunzellen starke Ahnlichkeiten aufzeigen (81).

Die Schliisselstrategie von L. pneumophila zur Besiedlung von Wirtszellen ist die Inhibition
der Verschmelzung von Phagosom und Lysosom (Abb. 2.1). Mutanten, denen diese Fahigkeit
fehlt, sind zur Vermehrung innerhalb der Wirtszellen unfdhig und daher auch nicht in der

Lage die Legionirserkrankung zu verursachen (108,109).

Die Aufnahme von L. pneumophila in humane Wirtszellen kann sowohl iiber einen Aktin-
abhingigen wirtszellinduzierten Weg verlaufen, der bei Prdsenz opsonierter Bakterien von
den Komplementrezeptoren CR1 und CR3 vermittelt wird, als auch iiber einen aktiv-
invasiven Weg durch die Bakterien. Dieser verlduft unabhingig vom Komplementsystem
iiber bakterielle Adhdsine (85,109,181). Bereits wihrend der Aufnahme der Bakterien
beginnen diese, den endolysosomalen Degradationsweg der Wirtszelle durch die Injektion
zahlreicher  Effektormolekiile  durch das TypIVB  Dot/lcm  (siche 2.2.3.2)

Proteinsekretionssystem zu unterbrechen.
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Legionella-Bakterium

Ribosom

Endoplasmatisches Retikulum

Zellkern

Abb.2.1 Infektionszyklus von L. preumophila im Makrophagen.

1) Aufnahme der Bakterien via coiling- oder konventioneller Phagozytose. 2) Inhibition der
phagolysosomalen Verschmelzung: Vermeidung von oxidative burst und Ansduerung des
Legionellen-Phagosoms 3) Akquisition von Mitochondrien und endoplasmatischem Retikulum an das
Legionellen-Phagosom, Beginn der intraphagosomalen Vermehrung von Legionella. In einigen
Zelltypen wird die phagolysosomale Verschmelzung und die Ansduerung des Phagolysosoms erst
nach dem Einsetzen der bakteriellen Vermehrung beobachtet. 4) Die sich vermehrenden Bakterien
fiillen das Phagosom aus. 5) Nach Verbrauch der lokalen Nihrstoffreserven findet die Expression von
bakteriellen Transmissionsfaktoren (Flagellen, Adhisine, Toxine) statt und die Bakterien treten in ihre
virulente (zytotoxische, transmissive) Form iiber. Durch Lyse der phagosomalen Membran und der
Wirtszellmembran gelangen die Bakterien in den extrazelluliren Raum und kdnnen einen neuen
Infektionszyklus initiieren. (Flieger, Bundesgesundheitsblatt 2006)

Die Blockierung dieser wirtszelleigenen Abwehrmassnahme erlaubt es den Legionellen, sich
innerhalb des Phagosoms, in das sie nach der Aufnahme eingeschlossen werden, zu
etablieren. Die Ansduerung des Kompartiments als auch die Ausschiittung von
Verdauungsenzymen aus den Lysosomen unterbleibt zundchst (107,110). Jedoch beginnt das
Phagosom bereits eine Stunde nach Infektionsbeginn mit sekretorischen Vesikeln aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) und mit Mitochondrien zu assoziieren. Fiinf Stunden nach
Infektionsbeginn ist das Phagosom vollstdndig von mehreren Schichten rauer ER Membran
umgeben und die Bakterien beginnen sich zu replizieren (1,64,111). Erst 18 Stunden nach
Infektionsbeginn wurden phagolysosomale Marker wie Cathepsin D und eine Ansiduerung des
Legionellen enthaltenen Phagosoms in infizierten Knochmarksmakrophagen von A/J Méusen
nachgewiesen. Offensichtlich findet die phagolysosomale Fusion zu einem wesentlich
spateren Zeitpunkt (und auch nur in einigen Zelltypen) statt, wenn die Erreger bereits
Saureresistenz entwickelt haben (219). Etwa 24 Stunden nach Infektionsbeginn hat sich die
Bakterienanzahl im Legionellenphagosom 50- bis 100-fach erhoht. Mit einer Verknappung
der Aminosdurereserven treten die Bakterien in ihre transmissive, virulente Phase ein, was
schliesslich zum lytischen, eventuell auch nicht-lytischem, exozytotischen (38), Verlassen der

Wirtszelle fiihrt und den Beginn eines neuen Infektionszyklus einleitet (150).
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2.3 Virulenzfaktoren von L. pneumophila

2.3.1 Proteinsekretionssysteme von L. pneumophila und ihre Rolle fiir die Virulenz

Pathogene Bakterien sind in vielerlei Hinsicht darauf angewiesen Effektorproteine, die die
Pathogen-Wirts-Interaktion zu Gunsten des Bakteriums modulieren, in das umgebende
Medium oder sogar direkt in die Wirtszelle zu translozieren. In gram-negativen Bakterien, die
eine innere und eine dussere Zellmembran sowie einen periplasmatischen Raum besitzen,
miissen Effektoren zunidchst diese drei Zellschichten passieren, um an ihren Wirkort zu
gelangen. Es wurden mehrere spezialisierte Sekretionswege beschrieben. Die Sec oder Tat
Transportersysteme vermitteln den Substrat-Transport vom Zytoplasma fiiber die innere
Membran in den periplasmatischen Raum. Sec- und Tat-Substrate besitzen ein N-terminal
lokalisiertes Signalpeptid, welches wihrend dem Transport durch Signalpeptidasen
abgespalten wird. Fiir die Sekretion in den extrazelluliren Raum oder direkt in Wirtszellen
wurden bislang 6 Haupttypen von Transportsystemen — Typ I bis Typ VI - beschrieben. Die
jeweiligen Substrate tragen in der Regel Sekretionssignale, welche ihre Erkennung durch den
vorgesehenen Sekretionsweg ermoglicht (84). Die Kenntnisse iiber die genaue Natur der
Sekretionssignale sind noch liickenhaft und Gegenstand intensiver Forschung.

Zahlreiche Studien haben die essentielle Rolle der Proteinsekretionssysteme fiir die
Legionelleninfektion gezeigt. Neben den Sec und Tat Systemen (52,226) wurde ein putatives
Typ I Sekretionssystem Lss identifiziert, fiir das bislang jedoch noch keine Substrate bekannt
sind (115). Die prominenteste virulenzassoziierte Rolle kommt dem Typ IVB
Sekretionssystem Dot/Icm und dem Typ II Sekretionssystem Lsp zu. L. pneumophila verfigt
iiber insgesamt mindestens 3 verschiedene Typ IV Sekretionssysteme, die sich vom
bakteriellen Konjugationssystem ableiten und auch als solche funktionieren. Die Systeme Lvh
(205) und das kiirzlich in L. pneumophila Corby identifizierte Tra System (87) sind nahe
verwandt mit dem Agrobacterium tumefaciens Vir-, einem Typ IVA Sekretionssystem. Das
Typ IVB Dot/Icm System besitzt in L. pneumophila jedoch nur zwei homologe Komponenten
zum Typ IVA System und ist strukturell und funktionell weitgehend uncharakterisiert. Das
Vorhandensein eines putativen Typ V Autotransporters wurde neuerlich auf Basis von DNA
Sequenzanalysen postuliert (18). Die beiden aus heutiger Sicht fiir die Virulenz und
Pathogenese von L. pneumophila wichtigsten Sekretionssysteme Dot/Icm und Lsp sollen
aufgrund der Fiille von verfiigbaren Daten und der grossen Zahl charakterisierter Substrate in

den folgenden beiden Abschnitten vorgestellt werden.
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2.3.2 Das L. pneumophila Dot/Icm Sekretionssystem

L. pneumophila Dot (defect in organelle trafficking)/ Icm (intracellular multiplication) ist ein
Typ IVB Proteinsekretionssystem, welches auf zwei chromosomalen Regionen kodiert ist.
Region I enthélt 7 Gene (icm V, Wund dotA, B, C, D) und Region II trdgt 18 icm Gene (7, S,
R O P O NM,ILKE,GQG,-CD,J B Fund H) (204,231). Die meisten der dot/icm Gene
sind essentiell flir die intrazelluldre Replikation des Bakteriums in Amoben, Makrophagen
oder im Meerschweinchenmodell (61,204). Bereits fiir die friihen Prozesse der Legionella-
Wirt Interaktion spielt das Dot/lcm System eine kritische Rolle. Die Stimulation der
phagozytotischen Aufnahme in die Wirtszelle, die Unterbrechung des phagolysosomalen
Degradationsweges, die Etablierung des Legionellen enthaltenden Phagosoms sowie die
Apoptoseinhibition verlaufen Dot/Icm abhédngig (30,81,151,204,225,231).

Bis heute sind mindestens 51 Dot/Icm translozierte Substrate identifiziert worden (122,162).
Viele dieser Proteine tragen hydrophobe, C-terminal lokalisierte Aminosduren, die als
putatives Translokationssignal diskutiert wurden (122,156). Die Expression eines grossen
Teils der Dot/Icm Substrate ist in der frilhen stationdren Wachstumsphase von L.
pneumophila transkriptionell hoch reguliert, was als Zeichen fiir deren mdgliche wichtige
Rolle in der infektiosen Phase des Bakteriums interpretiert wird. Trotzdem verursacht die
Deletion einzelner Dot/Icm Substrate in der Regel keine oder nur geringfiigige Effekte auf die
intrazelluldre Replikation von Legionella in der Wirtszelle. Ursdchlich konnte dies auf das
Vorhandensein mehrerer Paraloge des betreffenden Dot/Icm Substrats auf dem Legionella-
Chromosom und die damit verbundene fuktionelle Redundanz zuriickgefiihrt werden (162).
Wichtige funktionell charakterisierte Substrate sind RalF, LidA und DrrA(SidM), die an der
Rekrutierung von ER-Vesikeln an das Phagosom beteiligt sind. RalF arretiert das
Wirtszellprotein Arfl (ADP Ribosylierungs- Faktor) in einem aktivierten Zustand, was die
Rekrutierung von ER begiinstigt (156). LidA spielt fiir die Zellintegritit eine Rolle und ist
ebenfalls in die Rekrutierung von ER involviert (48). DrrA ist ein Guanidinnukleotid-
Austauschfaktor fiir die Wirtszell- GTPase Rabl, die vesikuldre Transportprozesse reguliert
(141,154). Die Typ IVB sekretierten Effektoren LepA und LepB spielen fiir das vermutlich
exozytotische Verlassen von Protozoen durch die Bakterien nach erfolgter intrazellulérer
Replikation eine wichtige Rolle (38,48,57). Neuerlich wurde ein weiteres Dot/Icm Substrat
(LubX) identifiziert, welches zwei U-Box Dominen besitzt und Clkl (CDC2-like Kinase 1)
der Wirtszelle ubiquitiniliert, was die intrazellulire Replikation von Legionella auf noch
ungeklirte Weise fordert (122). Drei weitere Proteine, die als Dot/Icm Substrate identifiziert
wurden, sind VipA, VipD und VipF. Alle drei verursachen eine Storung des Vps (vacuolar
protein sorting) und wurden in einem entsprechenden Screen in S. cerevisae identifiziert
(211). VipD ist eine putative Phospholipase A und wird im Abschnitt 2.5.5 ndher beschrieben.
8
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2.3.3 Das L. pneumophila Lsp Sekretionssystem

L. pneumophila Lsp (Legionella secretion pathway) ist ein Typ II Proteinsekretionssystem,
welches von 11 Genen kodiert wird, die auf fiinf Regionen des bakteriellen Chromosoms
lokalisiert sind. Die Typ II Sekretion verlduft mechanistisch in zwei Schritten. Der
Substrattransport durch die innere Membran erfolgt, je nach Signalpeptid, iiber das Sec oder
Tat System. Vom Periplasma aus gelangt die Fracht anschliessend in den Typ II
Sekretionsapparat, welcher aus einem in der inneren Membran lokalisierten
Multiproteinkomplex (LspC,L,M,F,G,H,LLJ.K), der ATPase LspE und einem in der dusseren
Membran verankerten Ringkomplex (Sekretin, LspD) aufgebaut ist (182,188,193).

Typ II Sekretionssysteme wurden bisher nur in wenigen intrazelluldren Pathogenen
identifiziert, neben L. pneumophila und Yersinia sp. (nicht primir intrazelluldr) neuerlich
durch Genomsequenzanalysen auch in Francisella tularensis (42,74). Das Legionella Lsp
System ist das erste, welches direkt mit intrazelluldrer Virulenz in Verbindung gebracht
wurde. Legionella Lsp Mutanten zeigen attenuierte Replikation in Amoben, Makrophagen
und im Tiermodell (93,135,182,184) sowie eine reduzierte Fahigkeit zur Kolonisierung bzw.
Etablierung von Biofilmen (137).

Obwohl eine Reihe von Lsp Substraten identifiziert und charakterisiert worden sind, so wurde
doch fiir die Mehrheit keine signifikante Rolle fiir die intrazelluldre Replikation in Wirtszellen
gefunden. Die einzige Ausnahme bildet die Zink-abhingige Metalloprotease ProA/Msp
(93,149), die fiir die intrazelluldre Replikation von Legionella pneumophila in Hartmanella
vermiformis essentiell, fiir die Replikation in 4. castellanii und humanen U937 Makrophagen
jedoch vernachléssigbar ist (183). Weitere charakterisierte Typ II Sekretionssubstrate sind
RNAse, saure Phosphatasen, die Lipasen LipA und LipB, die Phospholipase C PIcA, die
Lysophospholipase A PlaA, die Phospholipase A / Azytransferase PlaC und die kiirzlich
identifizierten Aminopeptidasen LapA und LapB (7-9,15,16,72,182-184). PlaA und PlaC
werden im Abschnitt 2.4.2 genauer beschrieben. Es existieren zahlreiche weitere Proteine, die
aufgrund ihrer Signalpeptide mogliche Kandidaten fiir Lsp Sekretion sind. Darunter sind
mehrere sogenannte hypothetische Proteine und eine Chitinase, welche eine kritische Rolle
fiir die intrazelluldre Replikation im Mausmodell besitzt (54).

Phospholipasen sind auf verschiedenen Ebenen in der Lage, die zelluldre Integritdt von
Zielzellen oder deren Signalkaskaden zu beeinflussen. Diese Enzyme werden im folgenden

Kapitel 2.4 vorgestellt. Insbesondere wird ihre putative Rolle in der Pathogenese erldutert.
2.4 Eigenschaften von Phospholipasen A
Phospholipide sind die hauptsidchliche strukturelle Komponente von Biomembranen

eukaryontischer und prokaryontischer Zellen. Sie sind daher zentral an sdmtlichen
9
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Lebensvorgingen zelluldrer Organismen beteiligt. Das beinhaltet sowohl strukturelle
Eigenschaften (Kompartimentierung) zelluldrer Organismen als auch funktionelle
Eigenschaften wie den Energiestoffwechsel (Ionengradienten, Fettsdureoxidation), Regulation
(Fettsdure  second  messenger), intrazellulirer = Transport und  Proteinreifung
(Endomembransystem).

Phospholipasen spalten Phospholipide und sind deshalb wesentlich an der Organisation und
Modellierung zelluldrer Funktionen und Eigenschaften beteiligt. Pathogene Organismen aller
biologischen Reiche (Bakterien, Pilze, Eukaryonten sowie Viren) machen von der
Universalitit der Phospholipasen als molekulare Werkzeuge zur Modellierung von
Wirtszellfunktionen Gebrauch und generieren Virulenzfaktoren, die Phospholipaseaktivitit
besitzen (34,86,88,177,196).

Glyzerophospholipide bestehen aus einem Glyzerol-Riickgrat, an das in snl und sn2 Position
langkettige Fettsdurereste liber Esterbindungen gekoppelt sind. An die sn3 Position des
Glyzerols ist die alkoholische Kopfgruppe (z.B. Cholin) iiber einen Phosphodiester gebunden.
Phopholipasen spalten die Esterbindungen in Phopholipiden (Abb. 2.2) und koénnen in
Azylhydrolasen und Phosphodiesterasen unterteilt werden.

Azylhydrolasen [Phospholipasen A (PLA) und Lysophospholipasen (LPLA)] spalten die
Esterbindungen an der snl oder der sn2 Position des Phospholipids und setzen Fettsduren und
wasserlosliche Glyzerophosphodiester frei. Das Phospholipid Dipalmitoylphosphatidylcholin
(DPPC) zum Beispiel wird von Azylhydrolasen in zwei Molekiile Palmitinsdure und ein
Molekiil Glyzerophosphorylcholin gespalten. Dieser Prozess verlauft in zwei Schritten: DPPC
wird durch PLA in Palmitinsdure und Monopalmitoyllysophosphatidylcholin (MPLPC)
gespalten. Im zweiten Schritt wird MPLPC durch LPLA in wiederum ein Molekiil
Palmitinsdure und Glycerophosphorylcholin gepalten (Abb. 2.2). LPLA bilden eine
Untergruppe der PLA, die priferenziell die Fettsdurekette von Monoazylphospholipiden, also
Lysophospholipiden (die durch PLA Hydrolyse von Diazylphospholipiden generiert werden),
spalten. Die Reaktionsprodukte stehen dann zum Beispiel dem Energiestoffwechsel zur
Verfiigung: Freie Fettsduren (Palmitinsdure) konnen iiber die B-Oxidation dem Zitratzyklus
zugefiihrt werden und in Reduktionséquivalente umgesetzt werden. Glyzerophosphorylcholin
kann zu Glyzerol-3-Phosphat hydrolysiert werden, was wiederum zum Beispiel zu
Triazylglyzerol umgebaut werden kann.

Phosphodiesterasen wie Phospholipasen C und D sind in der Lage die alkoholische
Kopfgruppe von Phospholipiden abzuspalten und sind nicht Gegenstand dieser Arbeit.

10



Einleitung

A
1. PLA 4 LPRA
,.--" - T
\ H,C <0+ CO—R,)
\ S =
T ,'\ ) Fettsdurekette
(R:—COTO/mCH
7 i Q CH,

- 3

\
. I L
Fettsiurekette , H,C—O— TA O~ CHy— CH,— N\* CH,

/ Y
/ (o} CH,
Glyzerol Ruckgrat /’ \
Phosphat ATl

Phosphatidylcholine Lysophosphatidylcholine

\ < o 1. PLA \ C_.;:—ﬁ) pr— 2.PLA © -

Abb. 2.2 Strukturelle Eigenschaften eines Phospholipids (Phosphatidylcholin) (A) und dessen
Hydrolyse in zwei Schritten durch Phospholipase A (PLA) und Lysophospholipase A (LPLA)
Aktivitdt (B) (15).

2.4.1 Phospholipasen als bakterielle Pathogenitétsfaktoren

Phospholipasen tragen zur Virulenz vieler pathogener Bakterien bei. Die Wirkstrategien der
Phospholipasen sind dabei vielgestaltig, doch insgesamt lassen sich zwei grundsétzliche
Mechanismen ableiten: Die Wirkung der Phospholipasen zielt zum einen auf Zerstérung der
Integritit von Membranen und ist damit zytotoxisch, zum anderen zielt sie auf wirtszelleigene
Signalkaskaden und deren Manipulation (114,196,201,213,215,229).

Zwei L. monocytogenes Phospholipasen C (PlcA und PlcB) sind zum Beispiel essentiell an
der Zerstorung der phagosomalen Membran beteiligt und ermoglichen somit die
Translokation der Bakterien vom Phagosom ins Wirtszellzytosol bzw. zur ndchsten Wirtszelle
(214). Fir die Virulenz von bakteriellen Lungenpathogenen ist von besonderer Bedeutung,
dass die Lipide des Lungensurfactants, einer monomolekularen Phospholipidschicht, die die
Alveolen auskleidet, potentielle Substrate fiir deren Phospholipasen darstellen (70,133). Thre
Zerstorung tragt massgeblich zum Lungenfunktionsverlust bei einer Pneumonie bei (106).

Die Reaktionsprodukte der Phospholipidhydrolyse [1,2-Diazylglyzerol, Fettsduren (vor allem
Arachidonséure) und Lysophospholipide] konnen direkt oder indirekt als Botenstoffe (second
messenger) in wirtszelleigene Signalkaskaden eingreifen und so zum Beispiel

Entziindungsreaktionen oder den programmierten Zelltod manipulieren (55,124,142,172).
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Abb. 2.3 gibt eine Ubersicht iiber Wirkstrategien von Phospolipasen als Virulenzfaktoren.
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Abb. 2.3 Wirkstrategien bakterieller Phospholipasen in der Pathogenese:

(1) Hydrolyse von Phospholipiden der Zellmembran, Porenbildung (ermdglicht Verlassen des
Phagosoms oder der Wirtszelle, verursacht Zytotoxizitit); (2) Erzeugung von Lysophospholipid—
second messengern (Apoptoseinduktion, Ausldsen der Entziindungsreaktion, Chemoattraktion z.B. fiir
neutrophile Zellen); (3) Erzeugung von Fettsdure-second messengern (Umwandlung in lipophile
Hormone); (4) Erzeugung des second messengers 1,2-Diazylglycerol (Proteinkinase C Aktivierung,
Modulation zelluldrer Funktion, Aktivierung proinflammatorischer Gene); (5) Zerstérung von
Phospholipiden des Lungensurfactants (Lungenfunktionsstérung).

L. pneumophila exprimiert mehrere phospholipolytische Enzyme, die Phospholipase
A/Lysophospholipase A-Aktivitdt besitzen und im folgenden Abschnitt vorgestellt werden.

2.4.2 Phospholipasen A von L. pneumophila

L. pneumophila besitzt sowohl Phospholipase A- als auch Lysophospholipase A-Aktivitit. L.
pneumophila kodiert mindestens 4 dieser Enzyme, die teilweise iiberlappende
Substratspezifititen besitzen. Zwei dieser Phospholipasen, (PlaA und PlaC) haben Sec-
Signalpeptide und werden vom Typll Sekretionssystem Lsp sekretiert. PlaA ist die wichtigste
sekretierte L. pneumophila LPLA und wird fir die Detoxifizierung von toxischen
Lysophospholipiden vom Bakterium bendtigt (72). PlaC besitzt zusitzlich zur PLA/LPLA
Aktivitat Azyltransferaseaktivitit. PlaC kann daher nicht nur Fettsduren von Phospholipiden
und Lysophospholipiden abspalten, sondern diese auch an Cholesterol binden, was ein

Hauptbestandteil eukaryontischer (aber nicht prokaryontischer) Membranen ist (16). PlaD ist
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zu PlaA und PlaC homolog und ist derzeit Gegenstand von Untersuchungen (Rastew und
Flieger, unverdffentlicht) (16). Alle drei genannten Proteine gehoren zur Familie der GDSL
Serinhydrolasen (Pfam: PF00657), deren Vertreter sich typischerweise durch PLA, LPLA,
Azyltransferase, Lipase und hdmolytische Aktivitit auzeichnen (227).

Neben den GDSL Hydrolasen PlaA, PlaC, PlaD trdgt auch PlaB zur L. pneumophila
PLA/LPLA und zur hdmolytischen Aktivitit bei (73). PlaB ist jedoch vermutlich an der
bakteriellen Oberflache lokalisiert, wird also nicht in das Kulturmedium abgegeben.

Knockout-Mutanten in jedem der vier Einzelgene PlaA bis PlaD sind in ihrer intrazelluldren
Replikation in Amoében oder Makrophagen nicht attenuiert, was moglicherweise auf
gegenseitige Komplementation der Proteine mit teilweise iiberlappenden Substratspezifititen

zuriickgefiihrt werden kann (15).

Der biphasische Lebenszyklus von L. prneumophila erfordert komplexe regulatorische
Netzwerke, die garantieren, dass erforderliche Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt
transkribiert und translatiert werden. Bei Legionella spielen bei der Regulation der
transmissiven bzw. der replikativen Lebensphase der alternative Sigmafaktor RpoS
(intrazelluldre Infektion, Replikation, Expression von Virulenzfaktoren) und die Zwei-
Komponentensysteme LetA/S und PmrA/B (intrazelluldre Replikation, Expression einiger
Komponenten des Dot/lcm Systems, Motilitdt, Zytotoxizitit) zentrale Rollen
(2,12,78,93,96,130,140). Das gleiche gilt fiir die Regulation der Phospholipase A-Aktivitéten,
die transkriptionell von RpoS und LetA/S kontrolliert werden, aber auch der
posttranslationalen Regulation durch proteolytische Aktivierung unterworfen sind.

Die sekretierte PLA/Azyltransferaseaktivitit PlaC und die zellassoziierte PLA/LPLA PlaB
des Bakteriums werden positiv von RpoS und LetA/S reguliert. Interessanterweise wird die
sekretierte LPLA PlaA negativ von den Regulatoren kontrolliert (28). Die posttranslationale
Kontrolle der Phospholipasen erfolgt unter Beteiligung der sekretierten L. pneumophila Zink-
Metalloprotease ProA. L. pneumophila ProA Deletionsmutanten besitzen stark reduzierte
sekretierte PLA und Azyltransferaseaktivitit (16,72).

Zusitzlich zu den vier genannten L. pneumophila Phospholipasen A (PlaA, PlaB, PlaC und
PlaD) wurde kiirzlich die neue Familie der Patatin-dhnlichen Proteine, die im L. pneumophila
Philadelphia-1 Genom mit 11 Vertretern prisent ist und putative Phospholipasen A darstellt,
beschrieben (15).

13
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2.5 Patatin und Patatin-dhnliche Phospholipasen

Die vollstindige Sequenzierung von derzeit 4 L. pneumophila Stimmen, Philadelphia-1,
Paris, Lens und Corby ermdglichte es, die Genome nach bisher unentdeckten konservierten
Phospholipasen A zu durchsuchen. Dabei wurde neben Vertretern der bekannten "GDSL"
Familie lipolytischer Enzyme (PlaA, PlaC, PlaD) eine weitere Gruppe identifiziert, die
Homologie zu eukaryontischen Phospholipasen A besitzt. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zum
Kartoffelprotein "Patatin" wurden diese Gene patatin-like protein (Patatin-dhnliche Proteine,
PLP) Gene genannt. Patatin wurde urspriinglich als Speicherprotein der Kartoffelknolle
charakterisiert, besitzt aber nach Transfer aus der Vakuole ins Zytoplasma und dortiger
Aktivierung durch die pH Anderung zusitzlich gegeniiber einem weiten Substratspektrum
Azylhydrolase-, Esterase- und Galaktolipase-Aktividit (5,104). Bei umfassenden
Datenbankrecherchen stellte sich bald heraus, dass innerhalb der Bakterien mit grosser
Haufigkeit PLP kodiert sind, die putative bakterielle Phospholipasen A darstellen.
Interessanterweise korrelliert das Vorhandensein von PLP Genen auf Bakterienchromosomen
mit der Lebensweise des betreffenden Bakteriums. Solche, deren Lebenszyklus von einer
engen Interaktion mit FEukaryonten geprigt ist, also insbesondere pathogene oder
symbiontische Bakterien, tragen héufig eine grosse Zahl (z.B. Bradyrhizobium japonicum
n=8, Mycobacterium tuberculosis n=8, Legionella pneumophila n=11) dieser Gene auf ihren

Chromosomen (15,17).

2.5.1 Charakteristika von Patatin und eukaryontischen Patatin-dhnlichen Proteinen

Racusen und Foote publizierten 1980, dass ein 45 kDa Glykoprotein etwa 20% des
Gesamtgehaltes an ldslichem Protein der Kartoffelknolle bereitstellt und schlugen eine
Benennung mit "Patatin" - basierend auf dem spanischen Wort "Patata" fiir Kartoffel - vor
(176). Spidtere Studien zeigten dann, dass Patatin auch enzymatische Aktivitit als
Azylhydrolase, Esterase und B-1,3-Glucanase gegeniiber einem breiten Substratspektrum
besitzt (5,79,104,176,207). Zahlreiche Studien untersuchten die bivalente Rolle des Patatins
in der Kartoffel. Neben der Energiespeicherfunktion ist das Protein in Verteidigungsstrategien
(pathogen response, PR) und Signaltransduktion von Kartoffel- und auch anderen Pflanzen
eingebunden (105,199,200,210). B-1,3-Glucanasen stellen typische pflanzliche PR Proteine
dar, die an der Zersetzung von f-1,3-Glucan in den Zellwdnden phytopathogener Pilze
beteiligt sind (210) and Lucas; van Loon und van Strien '99). Strickland et al. zeigten
experimentell, dass Patatin effektiv die Larvalentwicklung des Kornwurzelwurms Diabrotica
spp. inhibiert (218). Weitere Evidenz fiir die Rolle in der pflanzlichen PR lieferte eine Studie
mit TMV- (Tabak Mosaik Virus) infizierten Tabakpflanzen (58). Die Expression dreier PLP
Gene war in infizierten Blittern stark induziert, was zur Akkumulation von Fettsdure-second
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messengern (z.B. Jasmonséure) fiihrte, die PLA-abhingig gebildet werden und Stresssignale
vermitteln (Abb. 2.3). Interessanterweise erschwerte jedoch das Ausschalten einer
pathogeninduzierten PLP in Arabidopsis die Kolonisierung der Pflanze durch den
Schlauchpilz Botrytis cinerea und Pseudomonas syringae pv. tomato. Umgekehrt fiihrte die
Uberexpression der PLP zur verstirkten Kolonisierung der Pflanze (127). Vermutlich sind
diese Pathogene wiederum in der Lage, wéhrend der Invasion den pflanzlichen
Verteidigungsmechanismus zu untergraben und diesen fiir ihre Zwecke zu nutzen (z.B.
Gewinnung von Lipidabbauprodukten zu Erndhrungszwecken). Zwei weitere neuere Studien
deuten auf die wichtige Rolle von PLPs in der Pathogenese hin. Mordue et al. isolierten in
einem Screen von 6000 Insertionsmutanten des Protozoons Toxoplasma gondii eine PLP
Mutante, die unfihig war, in aktivierten Makrophagen zu iiberleben und zu replizieren (153).
Durch Vergleiche von mRNA-Expressionsprofilen virulenter und nicht-virulenter Entamoeba
histolytica Kulturen fanden Balderas-Renteria et al. insgesamt 8§ Gene, die mit der Virulenz

der Amdbe korrelieren, darunter ein PLP Gen (14).

Patatin-dhnliche Proteine zeichnen sich strukturell durch eine konservierte katalytische Diade
sowie zwei weitere konservierte Regionen aus. Dies wurde zunéchst von Hirschberg et al. auf
Basis von Proteinsequenzvergleichen des Kartoffel-Patatin B2 und der humanen
zytosolischen Phospholipase A; (cPLA2) postuliert (Abb. 2.4). Beide Proteine tragen anstelle
der unter lipolytischen Enzymen weit verbreiteten katalytischen Triade aus Ser-His-Asp eine
putative katalytische Ser-Asp Diade (104,202). Die Hypothese von Hirschberg et al. wurde
spiater durch Mutagenesestudien sowie die Kristallstruktur des Patatin Isoenzyms Patl7

verifiziert und eine Ser-Asp Diade als fiir die Katalyse essentiell identifiziert (189).
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Abb. 2.4 Alignment der konservierten Aminosiuren von PatatinB2 und cPLA, inclusive flankierender
Sequenzbereiche. Aktive Reste der cPLA;: Ser228, Asp549 und Oxyanionen-Ligand Arg200 sowie
entsprechende Reste in PatB2 sind fett gedruckt. Das strukturell wichtige Ser234 in PatB2 ist mit
Ser573 von cPLA, aligned und ist in eukaryontischen Patatinen konserviert (17) (modifiziert nach
(104)).

2.5.2 Bakterielle Patatin-dhnliche Proteine und deren Charakteristika

Multiple Alignments von bakteriellen und eukaryontischen PLP-Genen zeigten, dass sich alle
Vertreter durch vier homologe, konservierte Blocke (Blocke I bis 1V) auszeichnen, in denen
nur geringe Sequenzunterschiede bestehen (17,169,197). Block I ist eine glycinreiche Region
mit einem konservierten Arginin- oder Lysinrest. Beim Patatin Isoenzym Patl7 aus der
Kartoffel wurde fiir Block I eine die Katalyse stabilisierende Rolle als Oxyanionloch
postuliert (189). Block II folgt dem Block I in einem Abstand von 10 bis 20 Aminoséuren
(As) und trigt das katalytisch aktive Serin im Motiv G-X-S-X-G (202). In Block III befindet
sich ein konservierter Serinrest, der wegen seiner Fahigkeit zur Wasserstoffbriickenbildung
vermutlich ein wichtiges strukturelles Element als Phosphorylierungsstelle darstellt. Der
angrenzende konservierte Prolinrest (in Block III und auch IV) ist vermutlich fiir die richtige
Faltung des Proteins wichtig (189). Neben den zahlreichen strukturellen Ahnlichkeiten
zwischen bakteriellen und eukaryontischen PLP zeigt die Sequenz des Blocks III
Unterschiede. Bakterielle PLP zeigen in Block III die konservierte Sequenz A-S-X-X-X-P,
wobei eukaryontische Vertreter die Sequenz A-A-P aufweisen (17). Block IV enthilt den
katalytisch aktiven Aspartatrest, welcher den zweiten Bestandteil der Diade bildet (189).

Zuséatzlich zu den beschriebenen 4 Regionen wurde fiir das Kartoffel-Patatin B2 sowie die
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humane cPLA2 eine weitere kurze homologe Region definiert, welche einen konservierten
Serinrest enthdlt (104). Diese Region existiert in mindestens 15 weiteren eukaryontischen
PLPs, jedoch in keinem der bakteriellen Proteine (Abb.2.4) (17). Insgesamt teilen pro- und
eukaryontische PLP viele, aber nicht alle strukturelle Eigenschaften. Dies ldsst auf einen

gemeinsamen, jedoch evolutiondr weit zuriickliegenden Ursprung schliessen.

Aufgrund der innerhalb der Bakterien sehr charakteristischen und im Vergleich zu anderen
bakteriellen lipolytischen Enzymen diskreten FEigenschaften von PLP wurde diese
Proteingruppe von Banerji und Flieger (2004), basierend auf in silico Analysen von 123
vollstindig sequenzierten bakteriellen Genomen, als neue und weit verbreitete Familie
bakterieller lipolytischer Enzyme beschrieben (17). PLP Gene sind sowohl in gram negativen
(Brucella sp., Rickettsia sp., Yersinia pestis) als auch gram positiven Spezies (Bacillus sp.,
Staphylococcus aureus) vorhanden und treten in einigen Genomen sehr gehduft auf:
Bradyrhizobium japonicum (n=8), Leptospira interrogans (n=6), Mycobacterium tuberculosis
(n=8), Legionella pneumophila Philadelphia (n=11).

Die erste Erwdhnung in experimentellen Arbeiten findet das Vorhandensein eines bakteriellen
Patatin-Homologs im Jahr 2003 im Zusammenhang mit P. aeruginosa ExoU. Das Zytotoxin
ExoU trigt eine Patatindoméne, die fiir dessen Phospholipase A-Aktivitdit und Toxizitét
essentiell ist (169,197). Neben den inzwischen zahlreichen und umfassenden Berichten iiber
P. aeruginosa ExoU existieren lediglich zwei weitere bakterielle PLP, die experimentell
untersucht wurden. Das Mpyxococcus xanthus PLP Protein MXAN 3852 wurde initial
biochemisch charakterisiert und zeigte enzymatische Aktivitit gegeniiber p-Nitrophenylester-
Substraten (152). Das L. pneumophila PLP VipD wurde in einem Screen nach Legionella-
Effektoren, die mit dem Vesikeltransport in Hefe interferieren, als Typ IVB sekretierter
Effektor identifiziert (211,228) (siche 2.5.5). Weiterfilhrende Daten, etwa zu anderen PLP in
bakteriellen- und insbesondere im L. pneumophila Genom, sind ebenso wie Erkenntnisse {iber

ihre biologische Signifikanz fiir Bakterien bis heute in der Literatur rar.

Im Jahre 2004 wurde von Banerji & Flieger erstmalig darauf hingewiesen, dass bakterielle
PLP ausgesprochen zahlreich und weit verbreitet vorkommen (17). Zugleich wurde in dieser
Studie gezeigt, dass dies insbesondere fiir die Genome symbiontischer oder pathogener
Mikroorganismen zutrifft und postuliert, dass diese Gene wichtige Effektoren fiir die
Pathogen-Wirt-Interaktion kodieren konnten. Die Erforschung dieser neuen Familie
bakterieller lipolytischer Enzyme steckt noch in den Kinderschuhen. Ziel dieser Arbeit wird
es daher sein, mehr iiber die lipolytische Aktivitit der L. pneumophila PLP und ihre Rolle als

putative Virulenzfaktoren zu erfahren.
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2.5.3 Virulenzbezug bakterieller Patatin-dhnlicher Proteine, P. aeruginosa ExoU

Neben L. pneumophila VipD/PatA, fiir das eine virulenzassoziierte Rolle in der Manipulation
des Wirtszell-Vesikeltransportes beschrieben wurde (siehe 2.5.5) ist P. aeruginosa ExoU das
einzige umfassend charakterisierte bakterielle PLP. ExoU besitzt eine direkte Implikation fiir
die Virulenz von Pseudomonas aeruginosa und tragt massgeblich zur Etablierung und
Generalisierung der akuten P. aeruginosa Infektion bei. ExoU-exprimierende P. aeruginosa-
Stamme verursachen schwerere klinische Verldufe mit hédufig schlechterem Ausgang im
Vergleich zu Stammen, die ExoU nicht exprimieren (20,98). Weiterhin ist ExoU fiir eine
Reihe von humanen Zellen sowie fiir Hefe zytotoxisch (3,20,68,99,196) und induziert
septischen Schock in Kaninchen (125). Im Mausinfektionsmodell korellieren die Zerstdrung
von Epithelzellen, die bakterielle Persistenz, die Etablierung der Lungenentziindung und die
Induktion von septischem Schock mit der ExoU Expression (99,166,209).

ExoU hat ein Molekulargewicht von 74k Da und besitzt nach Aktivierung durch den
eukaryontischen Kofaktor Superoxidismutase (SOD) (194) vor allem Lysophosphatidylcholin
(LPC)-spezifische LPLA Aktivitidt und Phosphatidylcholin (PC)-spezifische PLA Aktivitét in
vitro (195,221) und in vivo (169). Das Protein wird vom P. aeruginosa Typ IlI-
Sekretionssystem direkt in Wirtszellen injiziert und lokalisiert darauthin an die
Zytoplasmamembran. Sowohl fiir die membranstdndige intrazelluldre Lokalisation als auch
fir die PLA Aktivitdt in vivo sind 5 C-terminal lokalisierte Aminosduren notwendig
(175,216).

Zusitzlich zur zyototoxischen Aktivitit verursacht P. aeruginosa ExoU systemische
immunomodulatorische Effekte, wie in einer Studie von Saliba et al. gezeigt wurde. Durch
Freisetzung von Arachidonsiure (AA) aus der eukaryontischen Zellmembran und Aktivierung
der Arachidonsiurekaskade wird die Entziindungsreaktion ExoU-abhéngig moduliert (191).
Diese proinflammatorische Aktivitit konnte auf die PLA Aktivitit von ExoU zuriickgefiihrt
werden und war durch Applikation von Zyclooxygenase (COX) und Lipoxygenase-
Inhibitoren im Mausmodell signifikant verringerbar (191).

Zusitzlich  greift ExoU auf transkriptioneller Ebene in die Regulation der
Entziindungsreaktion ein. ExoU aktiviert mehrere Transkriptionsfaktoren, die Zellteilung und
Zytokinproduktion regulieren. Die Expression des Transkriptionsfaktor c-Fos wird ExoU
abhingig stark induziert und darauthin in den Zellkern translokalisiert (147). Cuzick et al.
(2006) zeigten neuerlich, dass ein zweiter Transkriptionsfaktor (c-Jun) ExoU abhingig
aktiviert wird, was eine Induktion der Interleukin-8 (IL-8) Freisetzung zu Folge hat (50). c-
Jun und c-Fos translokalisieren beide in den Zellkern und sind dort an der Bildung des AP-1
Komplexes beteiligt, welcher die Expression von Genen kontrolliert, die Zellteilung,

Entziindungsreaktion und Zelltod regulieren.
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Insgesamt spielt ExoU fiir die P. aeruginosa-Infektion also eine vielgestaltige und zentrale
Rolle, die sich durch Zytotoxizitit, Generation von second messengers, Modulation der
Signaltransduktion und Zytokininduktion auszeichnet. Daher bildet ExoU einen wichtigen
Vertreter bakterieller PLP, der entscheidend an der Pathogenese eines bakteriellen Erregers

beteiligt ist.

2.5.4 Patatin-dhnliche Proteine von L. pneumophila

Das Genom von L. pneumophila Philadelphia-1 kodiert die hohe Zahl von 11 PLP, die in
alphabetischer Reihenfolge mit pat4 bis patK benannt wurden. Alle 11 PLP tragen die vier
charakteristischen konservierten Aminosdureblocke bakterieller PLP, was ihre Zugehorigkeit
zu dieser neuen bakteriellen Proteinfamilie zeigt (15). Die Patatindomine der L. pneumophila
Philadelphia-1 PLP ist vorwiegend N-terminal lokalisiert. Alle L. pneumophila PLP haben
eine der Patatindomdne nachgelagerte Region, die mindestens 126 Aminosduren umfasst.
Vier L. pneumophila PLP besitzen besonders lange C-terminale Extensionen von > 200
Aminoséduren. Basierend auf der Linge der C-Termini wurden die L. pneumophila PLP in
zwei Gruppen eingeteilt. Gruppe I, mit C-Termini < 200 Aminosduren wurden PatB, D, E, H,
I, J, K zugeordnet. Zur Gruppe II, die verlingerte C-Termini besitzen, gehoren
dementsprechend PatA, C, F, G. Die biologische Bedeutung der L. pneumophila PLP C-
Termini ist unklar, einzig die C-terminale Region von PatA/VipD wurde als essentiell fiir
dessen Dot/Icm abhédngige Translokation in die Wirtszelle identifiziert (211). Nagai et al.
(2002) postulierten, dass C-terminal lokalisierte hydrophobe Aminosduren in -3 oder -4
Position Dot/lcm abhdngig sekterierter L. pneumophila-Effektoren Translokationssignale
bilden (156). Zusitzlich zu PatA/VipD besitzen PatB, F, G, H und J hydrophobe C-Termini
und kommen daher der These von Nagai et al. folgend als mogliche Dot/Icm Substrate in
Frage. Tatsdchlich identifizierten VanRheenen et al. (2006) zwei weitere L. pneumophila
PatA/VipD Paraloge, ndmlich VpdA (PatC) und VpdB (PatG), die vom Dot/Icm
Sekretionssystem in eukaryontische Wirtszellen injiziert werden (228). Einige der L.
pneumophila PLP, PatA, C, D, F, J und K haben N-terminal zur Patatin Domadne Extensionen
von > 20 Aminosduren. PatF besitzt dabei eine herausragend lange N-terminale Extension von
> 300 Aminosduren (Abb. 2.5, Tab. 2.1).
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Abb. 2.5 11 Patatin-dhnliche Proteine von L. preumophila.

PatA-PatK tragen eine konservierte Patatindoméne (InterPro IPR002641; blaue Balken). Die Doméne
ist bei allen PLP N-terminal oder mittig angeordnet. Zusétzliche signifikante Homologien zu anderen
Proteinen existieren bei keinem der PLP. PatB und PatJ tragen jeweils ein 19 As Signalpeptid, PatA,
B, F, G, H, J besitzen hydrophobe C-terminale Reste.

Tab. 2.1 Partielles Proteinsequenzalignment der 11 L. pneumophila PLP, P. aeruginosa ExoU
und Solanum tuberosum Patatin B2. Aligned wurde nach ClustalW (224) mit der
Software Megalign (DNAStar). Reste, die in > 8 Proteinen konserviert vorliegen
sind fett gedruckt. Die Pfeile kennzeichnen die putativen aktiven Reste der

katalytischen Diade.
Name SP A Oxianionenloch (Block I) A | Serin Hydrolase Motiv (Block IT)
!
ExoU - 109 SGGGAKGAAYPGAMLA 14 GSSAGGITAALLASGMSPAA
PatA/VipD - 40 SGGGAKGISYLGMIQA 14 GASAGAMTASILAVGMDIKD
PatB + 9 AGGGARGAYQAGVLKA 16 GVSVGSVNAAVLAENANDFP
PatC - 59 SGGGSRILAHIGALDE 12 GSSAGAMVAAFAYLGYNCSE
PatD - 20 QOGGGALGAYQAGVLHA 12 GTSIGAINAAIAAGNSDKER
PatE - 8 QOGGGALGAYELGVLKY 13 GVSIGAINAAALIGAKDEPI
PatF - 306 CGGGAKIFAHVGVWKA 12 GSSAGAIMSLMCYLGYTADE
PatG - 9 RGGGSKGIAYVGALQS 14 GSSAGAMTAAIVACGGSADL
PatH - 12 GSGSARGWAHIGVIQS 12 GCSIGALVGAIYACGTLDLF
Patl - 12 QOGGGAHGALAWGIIDR 13 ATSAGAMNAAVLAYGFATGG
PatJ + 84 SGGGDYGAFGAGLLNG 14 GISTGALIAPLAFAGPKYDA
PatK - 37 QOGGGSLGAYQFGVVKG 12 ATSIGAIQAAIIVGNPPEKR
Patatin - 34 DGGGIKGIIPAIILEF 24 GTSTGGLLTAMITTPNENNR
Name A Konserviertes Prolin (Block III) A Aktives Aspartat (Block IV) A
!
ExoU 149 VAQAAHISGSFPGVFQK 15 EFQDGGVMINVP 325
PatA/VipD 175 TAQVVQWSGAHPVLFVP 7 YTADGGILDNMP 325
PatB 116 NAQHILASSALPLFFPP 6 HYGDGSIGLVAP 158
PatC 128 LADAIIISANLPIAFER 6 VYSDGGISNNLP 395
PatD 118 GPEHIMASGALPPGFPA 6 YYWDGGISSNSP 166
PatE 111 TPLHVLASGSLPPGFPM 6 YYWDGGLEFSNTP 141
PatF 102 VSEAVKISASFPVLYRD 6 EHNDGGILSNFP 572
PatG 207 VSIAVRISASLPGVFDP 6 KYIDGGAANNLP 277
PatH 70 LELAIRSSMSLPGLETP 6 WLVDGGLVNPVP 126
Patl 108 SADAVMASACLPFMFQA 6 YFWDGGYMGNPA 137
PatJ 94 FRKILLASASIPVVMPP 14 MHVDGSTTFAVF 130
PatK 115 EVEHIMASAALPPGFPA 6 LYWDGGVHSNTP 172
Patatin 85 MYDICYSTAAAPIYFPP 15 NLVDGAVATVGDP 123
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2.5.5 Das Patatin-dhnliche Protein PatA/VipD von L. pneumophila Philadelphia-1

Legionella VipD (in den Arbeiten der NG5 des Robert Koch-Instituts mit PatA benannt) wur-
de zeitnah von zwei unabhédngigen Arbeitsgruppen und mit verschiedenen experimentellen
Ansitzen identifiziert. Shohdy et al. (2005) screenten eine L. pneumophila Expressionsbank
in Saccharomyces cerevisae auf genomische Fragmente, die den Vesikeltransport der Hefe
storen (211). Dabei identifizierten sie insgesamt vier Legionella ORFs (open reading frames).
Darunter befand sich ein 848bp-Fragment welches den C-terminalen Teil von VipD kodierte
(As 341-613). In Anlehnung an diesen Phénotyp in transient transfizierter Hefe wurde das
Protein VipD (fiir vacuolar protein sorting (vps) inhibitor protein D) genannt. Interes-
santerweise befindet sich die Patatindoméne nicht in dieser Proteinregion. Die Expression des
gesamten PatA/VipD Proteins in S. cerevisae verursachte einen wesentlich schwécheren vps-
Inhibitor Phénotyp in Hefe (ca. 30% im Vergleich zum C-Terminus). Daraus kann gefolgert
werden, dass die Patatindoméne nicht unmittelbar an der Etablierung des vps- Phinotyps be-
teiligt ist. Die Autoren diskutierten zwei mogliche Ursachen fiir den schwécheren Phenotyp
des Gesamtproteins im Vergleich zur C-terminalen Halfte. Zum einen konnte der N-
Terminus, welcher die Patatindoméne enthélt, den C-Terminus negativ regulieren. Zum
anderen konnte die C-terminale Proteinhilfte in der Hefe wesentlich effizienter zu ihrem
molekularen Zielort translokalisiert werden als das Gesamtprotein und dort ggf. effektiver
seine Wirkung entfalten. Dieses Ergebnis zeigt, dass PatA/VipD mit dem Wirtszell-
Vesikeltransport interagiert, die putative Phospholipasedoméne des Proteins hierfiir jedoch
keine direkte Rolle spielt. Die Dot/lcm Typ IVB abhingige Translokalisierung von
VipD/PatA durch L. pneumophila JR32 in die Wirtszelle wurde in dieser Studie mit einer
Adenylatcyclase (cyad) Reportergenfusion gezeigt. CyaA ist Calmodulin-aktivierbar, so dass
die Injektion von VipD-CyaA Fusionsproteinen durch L. pneumophila JR32 in Wirtszellen in
Form erhohter zelluldrer cAMP Mengen nachweisbar war (128).

In der zweiten zu PatA/VipD existierenden Arbeit (228) wurde das Protein in einem Screen
auf intrazelluldre Vermehrungsdefekte von L. pneumophila Lp01 (einem Thymidin-auxotro-
phen Abkommling von L. pneumophila Philadelphia-1) miniTn/0 Insertionsmutanten in
Makrophagen identifiziert. Obwohl das Originalisolat eine miniTn/0 Insertion im patA/vipD
Gen trug und fiir das intrazelluldire Wachstum in Makrophagen attenuiert war, konnte die
daraus zundchst postulierte essentielle Funktion des Proteins fiir die intrazelluldre
Vermehrung nicht bestdtigt werden. Weitere in der Studie generierte L. pneumophila Lp01
patA/vipD Deletionsmutanten waren zum Teil in der Lage, sich intrazelluldr zu vermehren,
zum anderen Teil jedoch nicht. Komplementationsexperimente des attenuierten
Originalisolats blieben ohne Erfolg. Die Autoren folgerten aus dem gehéuften, jedoch nicht
ausschliesslichen Auftreten attenuierter, nicht komplementierbarer patA/vipD Deletions-

mutanten, dass das Ausschalten dieses Gens in L. pneumophila das Auftreten einer zweiten,
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nicht identifizierten Mutation begiinstigen konnte. Diese wiirde dann in Kombination mit dem
Fehlen von PatA/VipD zur attenuierten intrazelluldren Replikation fiihren konnen. Eine
Ursache dafiir, bzw. der selektive Druck, welcher das gehdufte Auftreten der second-site
Mutation(en) bei patA/vipD Mutanten beglinstigte, blieb unklar, zumal sie in
Laborkulturmedien keinerlei nachweisbaren Wuchsdefekt zeigten. Die Arbeit belegte
zusitzlich eine leichte Toxizitdt von PatA/VipD, wenn es in Hefe und humanen 293T- Zellen
exprimiert wurde, und bestitigte durch Reportergenfusion die Dot/Icm abhingige
Translokation des Proteins von Bakterien in Wirtszellen. In VanRheenen et al. (2006) wurden
zudem durch Genomsequenzanalyse drei PatA/VipD-Paraloge auf dem Legionella-
Chromosom identifiziert [(VpdA (PatC), VpdB (PatG), VpdC (PatF))] und zwei davon als
Dot/Icm Substrate erkannt (VpdA, VpdB), jedoch nicht ndher charakterisiert (228).

In keiner der beiden Studien wurde ein urséchlicher molekularer Wirkmechanismus hinter
dem vps- Phénotyp in Hefe bzw. der leichten Zytotoxizitdt des Proteins gefunden. Bio-
chemische Eigenschaften bzw. mdgliche Substrate, sowie die intrazelluldre Lokalisation des
Proteins wurden nicht charakterisiert. Die biologische Bedeutung der Patatindoméine des
VipD/PatA Proteins blieben ebenfalls unklar.

2.6 Ziel der Arbeit

Vier lipolytische Legionella pneumophila-Enzyme mit teilweise iiberlappenden Enzym-
spezifititen, PLA, LPLA und GCAT, wurden bereits charakterisiert. Eines (PlaB) kann keiner
bekannten Gruppe lipolytischer Enzyme zugeordnet werden (73) und drei davon gehoren zur
Familie der GDSL Hydrolasen (PlaA, PlaC, PlaD) (15,16,70-72), und unpubliziert). Bei der
Analyse der L. pneumophila-Genomsequenz zeigte sich tiberraschenderweise, dass alle bisher
sequenzierten L. pneumophila Stamme zehn (Corby, Lens) bis elf (Philadelphia-1, Paris)
zusitzliche Enzyme kodieren, die Homologie zu Vertretern eukaryontischer Phospholipasen
besitzen. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Patatin wurden diese 11 Genprodukte als eine neue
bakterielle Proteinfamilie der Patatin-dhnlichen Proteine (PLP) definiert (17), die putative
Phospholipaseaktivitit besitzt.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Uberblick iiber die lipolytische Aktivitit der L. pneumophila
PLP zu erarbeiten. Dabei sollen fiir zwei PLP vertiefende Untersuchungen beziiglich der
enzymatischen Aktivitdt und deren moglicher Rolle und Wirkmechanismen fiir die Infektion
von Wirtszellen angestellt werden. Im Vordergrund soll die Charakterisierung des PLP PatA
stehen (in anderen Arbeitsgruppen VipD benannt). Dazu sollen Mutanten generiert, und in
etablierten Zellkultursystemen untersucht werden. Die lipolytische Aktivitdt von PatA soll
durch rekombinante Expression und Aufreinigung des Proteins analysiert werden. Ein weite-

rer Fokus der Arbeit soll die intrazelluldre Lokalisation von PatA/VipD in Wirtszellen sein.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborausstattung

Tab. 3.1 Liste verwendeter Gerite

Gerat (Name Hersteller

a) G25 incubator shaker [New Brunswick
Kulturschiittler Scientific

b) TH25 Edmund Biihler
Ultraschallgert Sonoplus Bandelin

. a) HeraSafe Heraeus

Sterilbdnke b) mikrobiologische Sicherheitskabine [Karl Bleymehl
Thermocycler a) T-Gradient Biometra

b) FlexCycler Analytic Jena
DC Kammer (TLC) Glass Chamber, 35%25%12 cm Desaga
UV-Transilluminator Gel Doc 2000 Bio-Rad
semidry-Elektroblotter TE77 Pharmacia
Absorptionsmessgerét Tecan Sunrise Tecan
Koloniezdhlgerit Acolyte Synbiosis
Elektroporationsgerét Cell Porator Gibco
FPLC AKTAprime Amersham
Inkubatoren a) B20 Heracus

b) CO2-Inkubator Heraeus

a) DM IL Typ 090.135.002 Leica
Mikroskope o) IM_T Ol}/mpus

c) Axiovert 200M Zeiss

d) LSM 510 Meta Zeiss
Kritischer Punkt Trockner CPD 030 Balzers
Raster-Elektronenmikroskop  [Leo 1530 Zeiss
Photometer Beckman Photometer DUS520 Beckman Coulter
Bakterien-Plattiergerit Whitley Spiral Plater dw Scientific

Protein Elektrophoresekammern|Mini Protean 3 Bio-Rad
Chemiluminiszenzmessgerdt  [Chemismart 3000 PegLab
FT-IR Spektroskop [FS 28/B Bruker
3.1.2 Spezielle Materialien
Tab. 3.2 Liste spezieller Materialien
Material Name/Beschreibung Artikelnummer  |Hersteller
Chromatografie Papier 17 CHR 3017915 Whatman
Filterrohrchen flir Zentrifuge |a) Microcon XM-3 42404 Millipore
b) Microcon XM-10 42407
¢) Microcon XM-50 42409
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d) Amicon 4, 10 kDa UFC801024
e) Amicon Ultra-15, 30 kDa UFC 903024
Kieselgel Platten fiir DC Kieselgel 60 WF254s 345.715 VWR
Elektroporationskiivetten For Cell Porator (0.2 cm) 11608031 Biometra
175em’ 159910 Nunc
Zellkulturflaschen 75cm’ 178891 Nunc
25cm’ 156367 Nunc
Zellulturplatten 24-well 3911925 Greiner
Mikrotiterplatten 96-well 650001 Anicrin
Reagenzgléser fiir Bakterien [12.5 x 100 0,9mm AGR grade [192772119 NeoLab
Western Transfer Membran  [Immobilon P SQ 10x10 (PVDF)[ISEQ 10100 Millipore
Nickel Sepharose Sdulchen  |HisTrap HP 1ml 17-5247-01
Nickel Sepharose Séulchen  [HisTrap HP 5ml 17-5248-01 GE/
NHS-Sepharose Séulchen HiTrap NHS act. columns 17-0716-01 Amersham
NHS-Sepharose Agarosebeads|NHS act. Sepharose 17-0906-01
Objekttrager Superfrost geschnitten 1879.1 Roth
Objekttriger Poly-L-Lysin  |Diagnostikaobjekttriger epoxy [L198.1 Roth
Dialyseschldauche 46mm breit, MWCO 6.000 E. 658.1 Roth
Deckglidschen 12mm Deckgldschen P231.2 Roth
FTIR Probenrad ZnSe Tragermaterial A 501-B/3 Bruker
3.1.3 Verwendeter Chemikalien
Tab. 3.3 Liste verwendeter Chemikalien
Name Artikelnummer Hersteller
Agar 1.00063.1000 VWR
Agarose V3125 Promega
Alamar-Blue DAL-1025 Biosource
CHES C-2885 Sigma-Aldrich
Chloroform 1.024.451.000 VWR
Coomassie Blue (Roti Blue) A152.1 Roth
Diethyl Ether 1.009.211.000 VWR
di-Natrium Hydrogen Phosphat Heptahydrat 1.065.751.000 VWR
DMSO, Dimethylsulfoxid 20385 Merck
dNTPs PCR Nucleotide Mix 10 mM US77212-500 Amersham
Essigsdure 1.00063.1000 VWR
Ethanol (100%) 1.009.741.011 VWR
Ethanolamin 8.99849.0100 Merck
Ethidium Bromid 1.116.080.030 VWR
Ficoll 400 4370928 VWR
Fotales Kdlberserum (FKS) PAA/A-15-043 PAA
Freund's Adjuvans 77140 Pierce Biotechnology
Freund's Adjuvans incomplete 77145 Pierce Biotechnology
D-(+)-Glukose G7021 Sigma-Aldrich
Glutardialdehyd (25% in H,O) G5882 Sigma-Aldrich
Glycerol 86% 7533.1 Roth
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Glycin G-8898 Sigma-Aldrich
Glycin (fiir Elektrophorese) G-8898 Sigma-Aldrich
Gold-Palladium Partikel E 5100 Polaron

HAT Medium Supplement H0262 Sigma-Aldrich
Hefeextrakt ADM Z45380 Oxoid

HEPES H4034 Sigma-Aldrich
IPTG, Isopropyl b-D-thiogalactosid 1-6758 Sigma-Aldrich
Isopropanol 109634 VWR

Kalium Azetat 60035 Fluka Biochemika
Kalium Dihydrogen Phosphat 1.048.731.000 VWR
Legionella Agar Platte BCYEa 1860e Heipha
Legionella Basis Agar 1.102.420.001 VWR
Legionella Growth Supplement SR 0110C Oxoid
Lysozym L-7651 Sigma-Aldrich
Magnesium Chlorid Hexahydrat 1.05833.0256 Merck
Magnesium Sulfat Heptahydrat 1.058.861.000 VWR
Maleinsdure 8.170.581.000 VWR
2-Mercaptoethanol 115433 VWR
Metafectene T020-0.2 Biontex
Methanol 1.060.092.500 VWR

Naphtol Blueblack 195243-100G Sigma-Aldrich
Natrium Azetat S-7653 Sigma-Aldrich
Natrium Azid 1.066.880.100 VWR
Natrium Chlorid 1.064.040.500 VWR
Natrium Citrat S-4641 Sigma-Aldrich
Natrium EDTA E-5134 Sigma-Aldrich
Natrium Hydroxid 1.064.691.000 VWR

Natrium Hypochlorid Losung 1.056.142.500 VWR
Natrium Tartrat S-4797-100g Sigma-Aldrich
n-Hexan 1.043.671.000 VWR

NileRed N3013 Sigma
Paraformaldehyd 8.187515.0100 Merck
PeqGOLD RNA Pure 30-1010 PegLab

Petrol Ether (Reag. Ph Eur, Tm 50-70°C) 159.542.500 VWR

PMA, Phorbol-12-Myristate-13-Acetat P-8139 Sigma-Aldrich
Polyethylenglycol (PEG 4000) P-3390 Sigma-Aldrich
Ponceau S P-7170 Sigma-Alrich
ProLong Gold Antifade P36931 Invitrogen
ProLong Gold Antifade mit DAPI P36931 Invitrogen
Protease-Inhibitor Mix FY 39104.02 Serva
Proteinase K P-2308 Sigma-Aldrich
Proteose Pepton ADM C66260 Oxoid

Rinder Serum Albumin (BSA) AT7638 Sigma-Aldrich
Rnase OUT Recombinant Rnase-Inhibitor 10777-019 Invitrogen
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RNase-free Dnase, RQ1 M6101 Promega

Roti Nanoquant K880.1 Roth
Roti-Load 1, (Reduzierender Protein-Ladepuffer) |K929.1 Roth

E;)(tile ;l?ggr?, (Nicht-reduzierender Protein K930.1 Roth
Roti-Nanoquant (Proteinbestimmung) K880.1 Roth

RPMI 1640 Pulver 51800-043 Invitrogen
Saponin S-4521 Sigma-Aldrich
SDS L-4390 Sigma-Aldrich
SDS, Dodezylsulfat Natriumsalz 20763 Serva
Sicapent 1005430500 Merck
Saccharose 1.076.511.000 VWR

Tris 1.08382.1000 Merck

Tris Base 1.083.821.000 VWR
Tris-HCl 1.082.191.000 VWR

Triton X-100 T-8787 Sigma-Aldrich
Triton X-100 T-8787 Sigma-Aldrich
Trypan Blue (0.4%) T-8154 Sigma-Aldrich
Trypanblau T-8154 Sigma-Aldrich
Trypsin L-8003 Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (0,05%/0,02%) L11-004 PAA

Trypton T-9410 Sigma-Aldrich
Tubulin (aus Rinderhirn) TL238 Cytoskeleton
Tween20 8.170.721.000 VWR

X-gal, 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-b-D-

. 1161 Diagnostic Chemicals Ltd.
galactopyranoside
Ziegenserum PCN5000 Invitrogen
Zink Chlorid 1.088.160.250 VWR
Tab. 3.4 Liste verwendeter Lipide
Name Abkiirzung | Katalog Hersteller
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phospho-rac-1-Glycerol DPPG/PG 840455 Avanti
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin DPPC/PC 850355 Avanti
1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phospho-Glycerol | MPLPG/LPG | 858122 Avanti
1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphocholin MPLPC/LPC | 855675 Avanti
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin DPPE/PE 805705 Avanti
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycerol 1,2-DG 800816 Avanti
. Sigma-
1-Monopalmitoyl-rac-Glycerol 1-MPG M-1640 Aldrich
T Sigma-
Palmitinsdure FFA P-0500 Aldrich
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serin] DPPS 160PS-36 Avanti
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3.1.4 Verwendete Puffer und Losungen

Tab. 3.5 Liste verwendeter Puffer/Losungen

Name Komponenten Menge oder Konzentration
KCl1 02¢g
KHzP 04 0.2 g
PBS (pH7.2) Na,HPO, 1.15¢g
NaCl 8¢g
H2Obidest ad 1000 ml
NaCl 150mM
SET Tris-HCl 15mM, pH7.4
EDTA ImM
TE (pHS.0) Tris-HCl 10 mM
Na,EDTA 1 mM

Protein Aufreinigung liber His Tag

NaH,PO4 20mM
Protein-Bindepuffer (pH8.0 ) | NaCl 500mM
Imidazol 20mM
NaH,POq4 20mM
Elutionspuffer (pH8.0) NaCl 500mM
Imidazol 500mM
Lagerungspuffer fiir Protein | Glycerol 10% in PBS

Protein Kopplung an NHS Sepharose

Waschpuffer A (pHS.3) Ethanolamin 500mM
NaCl 500mM
Waschpuffer B (pH4.0) | Na-AZetat 100mM
NaCl 500mM
NaHCO; 200mM
Kopplungpuffer (pHS8.3
PPTINEP (p ) NaCl 500mM
Elutionspuffer (pH3.0) Glyzin 100mM
. NazHPO4 50mM
Lagerungslosung (pH7.0)
SeTing &P NaN3 0,1%
Protein Elektrophorese
Tris Base 303 ¢
Glyci 144.0
SDS PAGE Laufpufter (10x) yemne 8
SDS 100 g
H,Obidest ad 1000 ml
Lyse- und Auftragspuffer Tris Base 50mM
DTT 100mM
Bromphenolblau 0,10%
Glycerin 10%
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SDS 2%
Dehydratationspuffer SDS | Glycerol 50%
Gele Glycerin 3%
Western Blot
Tris Base 25mM
Western Blot Transfer Buffer |Glycin 192mM
Methanol 10%
Waschpuffer (PBS-T) Tween-20 0,1% in PBS
DNA Elektrophorese
Tris-Base 20M
50xTAE (pH 8.0) Acetic Acid 1.0M
Na,EDTA 0.1 M
DNA Ladepuffer Bromphenol Blue 0.07 % (w/v)
Ficoll 400 20 % (w/v)
Fixierlosungen
Paraformaldehyd 1,5¢
H,Obidest 50°C 40ml
PFA NAOH auf pH7 einstellen
10xPBS S5ml
H,Obidest ad 50ml
Glutaraldehyd HEPES 0.05M in H20
Glutaraldehyd 10%

3.1.5 Verwendete Bakterien und Zellen

Tab. 3.6 Liste verwendeter bakterielle und eukaryontische Stimme

Stamm | Herkunft
Prokaryonten

Escherichia coli

DH5a Invitrogen, #18258-012
BL21 Invitrogen, #C161003
Topl10 Invitrogen, #C664-55
L. pneumophila Sgl

130b Stamm Wadsworth, ATCC BAA-74
Philadelphia-1 ATCC 33152
Eukaryonten

U937 Makrophagen ATCC CRL-1593.2
A549 Epithelzellen ATTC CCL-185

X63 Myelomzellen

ATTC CRL-1580

A. castellanii

ATCC 30234
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3.1.6 Verwendete Kulturmedien

a) Ndahrmedien fiir Bakterien

Als synthetisches Nahrmedium fiir die Anzucht der E. coli Kulturen wurde Luria Bertani (LB)
Komplexmedium verwendet. Fiir die Anzucht der L. pneumophila Kulturen wurde das heute

iibliche Legionella-Labormedium BCYE (buffered charocal yeast extract) (60) verwendet.

Zusammensetzung der Ndhrmedien (Angaben jeweils je 1000ml)
LB-Fliissigmedium:

10g Trypton, 5g Hefeextrakt, 5g NaCl

LB-Agar:

Wie Fliissigmedium, jedoch mit 1,5% Agar.

Fiir den Nachweis von -Galactosidase-Aktivitdt wurden ca. 1 Stunde vor der Ausplattierung
der Bakteriensuspension 50ul X-Gal Stammlosung (2% X-Gal in N,N-Dimethylformamid)
auf LB-Agarplatten gegeben (LB-X-Gal).

BCYEa-Festmedium:

27,5g Legionella Basis Agar (Merck/VWR, Kat. 1.10242), 14,45g Legionella Wachstums

Supplement (Oxoid, Kat. SR110C)
27,5g Legionella Basis Agar enthalten: 10g Hefeextrakt, 1,5g Aktivkohle, 16g Agar
14,45¢g Legionella Supplement enthalten: 10g ACES Puffer, 2,8g KOH, 1,0g a-
Ketoglutarat-Monoessigsdure Salz, 0,4g L-Cystein HCL, 0,25g Eisen-Pyrophosphat

BYE-Flissigmedium:
28,9g Legionella Wachstums Supplement, 10g Hefeextrakt

Nahrmedien fiir die Elektroporation (Angaben je 1000ml)

SOB Medium (wie SOC Medium, jedoch ohne Mg™" und Glukose)
20g Trypton

5g Hefeextrakt

0,584g NaCl

0,186g KC1

ad ddH,0O 1000ml, mit NaOH auf pH 7.0 einstellen
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SOC Medium
98ml SOB Medium, Zugabe von Iml 2M Mg"" Stammldsung (20,33g MgCl, x 6H,0 und

24,65g MgSOy4 x 7H,0 je 100ml Mg Stammldsung) und 1ml 2M Glukose Stammldsung
(36,04g Glukose je 100ml Stammldsung).

b) Nahrmedien fiir Makrophagen, A549 Epithelzellen und Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba castellanii — Kulturmedium
20g Proteose Pepton (Oxoid, Hampshire, UK, Kat. ADM C66260)

1g Hefeextrakt (Oxoid, Kat. ADM Z45380)
900ml ddH,O

10ml 400mM MgSO,4 x TH,0O

10ml 40mM CaCl, x 2H,O

10ml 250mM Na,HPO,4 x 7 H,O

10ml 250mM KH,PO4

10ml 5SmM Fe(NH4)2(SO4), x 6H,O

2,5g NaCitrat x 2H,0

50ml 2M Glukose

Infektionsmedium fiir Co-Infektion 4. castellanii mit L. pneumophila

Wie Kulturmedium, jedoch ohne Pepton, Hefeextrakt und Glucose.

Kulturmedium fiir humane U937-Makrophagen und A549 Epithelzellen

Die Kultur von U937-Makrophagen und A549 Epithelzellen erfolgte in RPMI 1640-Medium

mit 10% fotalem Kélber Serum (FKS).

3.1.7 Antibiotika

Die Vorratslosungen der Antibiotika wurden durch Auflosung der angegeben Mengen im
entsprechenden Losungsmittel und anschliessender Sterilfiltration hergestellt. Die
Vorratslosungen wurden aliquotiert bei -20°C gelagert und den Medien in den aufgefiihrten

Konzentrationen zugesetzt.

Tab. 3.7 Liste verwendeter Antibiotika

Antibiotikum Katalognummer Hersteller

Ampicillin Natriumsalz | A-9518 Sigma-Aldrich
Chloramphenicol C-1919/ C-0378 Sigma-Aldrich
Kanamycin Sulfat K-1377 Sigma-Aldrich
Penicillin-Streptomycin | P-7539 Sigma-Aldrich
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Tab. 3.8 Eingesetzte Konzentrationen der Antibiotika und anderer Chemikalien

Endkonzentration fiir
Antibiotikum Abkiirzung Vorratslosung e E coli

[ug/ml] [ug/ml]
Ampicillin (Amp) 100 g/l H20 Resistent 100
Chloramphenicol | (Cm) 30 g/l EtOH 3-9 30
Kanamycin (Km) 50 g/l H20 25 50
IPTG 100 mM in H20 --- 1 mM
X-gal 10 mg/ml - 100 pl
Penicillin- 10mg/ml Strep . Fiir Hybridomanzucht:
Streptomycin (Pen/Strep) (1)0900/(?(1)\]2/&?1 Pen in 100pg/ml Strep + 100U/ml Pen

3.1.8 Verwendete Enzyme

a) Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionsenzyme wurden bei New England Biolabs erworben (Ausnahme: Dpnl, Teil

des "QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit" von Stratagene).

Tab. 3.9 Liste verwendeter Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Katalognummer Restriktionsenzym | Katalognummer
Accl RO161 Kpnl RO142
Afel V0213 Mfel R0589
Apal RO114 Pstl R0140
Aval RO152 Sacl RO156
Avall RO153 Sacll RO157
Dpnl 200519 Sfol R0606
Hincll RO103 Smal RO141
HindIII R0104 Spel RO133
EcoRI R0O101 Sphl RO182
EcoRV RO195 Xbal RO145
b) Verwendete Polymerasen
Tab. 3.10 Liste verwendeter Polymerasen
Name Katalognummer Hersteller
Platinum-Taq DNA High |30, o1, Invitrogen
Fidelity
Pfu DNA Polymerase, EP0501 MBI Fermentas
Rekombinant
Taq DNA Polymerase MO0267L New England Biolabs
Klenow Fragment MO0210S New England Biolabs
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Tab. 3.11 Liste weiterer verwendeter Enzyme

Enzym Katalognummer Hersteller

DNasel 79254 Qiagen

Lysozym L-7651 Sigma-Aldrich

Protein Kinase K P-2308 Sigma-Aldrich

RNase R-7003 Sigma-Aldrich

Benzonase 70746 Novagen

T4 DNA Ligase M0202 New England Biolabs
3.1.9 Verwendete Kits

Tab. 3.12 Liste verwendeter Kits

Name Katalognummer Hersteller

BigDye Terminator V. 3.1 Ready . .

Cyele Sequencing Kit 4337035 Applied Biosystems
Nefa C Kt 994-75409 Wako Chemicals
OneStep RT-PCR Kit 210212 Qiagen
pGEMTeasy Kit A1360 Promega

Rneasy Mini Kit 74104 Qiagen

Wizard SV Gel und PCR cleanup A928) Promega

system

Wizard Plus Minipreps A1460 Promega

Champl.on pET directional TOPO K160-01 Tnvitrogen
expression Kit

QuickChange Site-Directed

Mutagenesis Kit 200519 Stratagene

EZ-Tn5 <KAN-2> Transposome Kit | TSM99K2 Epicentre

ECL Western Reagents RPN2106 Amersham Biosciences
Silver Staining Kit, Protein 17-1150-01 Amersham Biosciences

3.1.10 Verwendete Antikorper

Tab. 3.12 Liste verwendeter Antikorper

Spezifitit/Bezeichnung | Spender | Konjugat | Katalognummer |Hersteller
Western Blot

Anti-GAPDH cl. 71-1monok. | Maus - G8795 | Sigma-Aldrich
Anti-PatA Klon85/7 monok. |Maus - generiert in dieser Arbeit (3.2.11.1)
Anti-oTubulin monok. Maus - 19026 Sigma-Aldrich
Anti-GFP cl. GSN-24 monok. | Maus - G6795 Sigma-Aldrich
Anti-PatA H39 Hiihnchen | - generiert in dieser Arbeit (3.2.11.2)
Anti-Hiithnchen IgY Kaninchen | HRP A9792 Sigma
Anti-Maus Ziege HRP A9044 Sigma-Aldrich
Immunfluoreszenzmikroskopie

Anti-Legionella | Kaninchen | - | BP2021 | Acris
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Anti-Pan-Cadherin Kaninchen | - C3678 | Sigma
Anti-PatA H39 Hiihnchen | - generiert in dieser Arbeit (3.2.11.2)
Anti-Kaninchen Ziege Alexa Fluor 594 | A11012 Invitrogen
Anti-Hiithnchen IgY Ziege Alexa Fluor 568 | A11041 Invitrogen
3.1.11 Verwendete Vektoren

Tab. 3.13 Liste verwendeter Vektoren

Name Katalognummer Hersteller

pET-28b 69865-3 Stratagene

pGEMTez A1360 Promega

pBCKS+ 212217 Stratagene
pMMB2002 - (184)

pLM845= pLAW344+I‘pOSJR32 - (93)

pEGFP-C2 6083-1 Clontech
pET160/GW/D-TOPO K160-01 Invitrogen

3.1.12 Verwendete Oligonukleotide

a) PCR und Klonierungsprimer

Tab. 3.14 Ubersicht verwendeter PCR und Klonierungsprimer, Alle Primerpaare
wurden 50pmol/ul in PCR Reaktionen eingesetzt (siche 3.2.3).

Pr. Nr. | Name Lénge |Sequenz Partner:
70 kan al f 21 GACGCTCAGTGGAACGAAAAC 71
71 kan bl r 20 ATGTGCGCGGAACCCCTATT 70
72 KAN-2FP-1 25 ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC 73
73 KAN-2RP-1 25 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG 72
148 pat003_fw 19 CCT GCT GCC CTG GAG AAA C 149
149 pat003_rev 21 TGT CGC TGC AGT AAT GGT GTC 148
150 patl61_fw 24 TTA TTT CAG GGG TTT CTA TTG GTG 151
151 patl61 rev 22 AGC GGT TGC ATT TTC TTC ATC T 150
152 pat187 fw 24 GAT TGG GTG TAA GGA TTG ATT GTG 153
153 pat187 rev 22 TCC GGT CCT GCA TTATTT TGA T 152
156 pat270 fw 24 GAG CCT ATC AAT TTG GTG TGG TTA 157
157 pat270_rev 23 TCG AGA AAG ATT GTT GGG TGA CT 156
158 pat4500 f 23 TCAGAACAGCGACTTGGGTAGGA 159
159 pat4500 r 24 CAGGATGATGATGCGGTAGAAGTG 158
160 pat459 fw 19 GTC GCT TGC GGT GGC TCA G 161
161 pat459 rev 21 GCG CAG TCG TTA CGG AAA TGG 160
163 pat527 fw 22 GCA TGC AGC TTT CAG GGA GGA G 164
164 pat527 rev 23 GAA CCA GCG AAA TAG CGG AAG GA 163
167 pat545 fw 24 GGA TTT AAA GAG GTA CGC ACT GAA 168
168 pat545_rev 22 AAC CTT TTA CCG CTT TGG AAT A 167
169 pat619 fw 24 CCT ATT GCC TTT GAG CGT ATC TGC 170
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170 pat619 rev 24 CAT GCC CTT CAA AAC TCC ACT GTC 169
171 pat656_fw 21 GAC CGC GCT GGA TTA TGC TAT 172
172 pat656_rev 23 TTC CTG GCT GTG ATT ATG ATG CT 171
173 pat907_fw 23 TTA ATA AAT CAC AGC AAA AGG AA 174
174 pat907_rev 24 AGA TGA CTA ATA AAA GAC CAC TCG 173
175 | pata_2500f 19 GGATCCCCAACTAAATGAT 176
176 patA_2500r 21 TCTAGAGGATAAATGGCAGTT 175
188 patAT fw 25 CACCTTGAAACTTGCTGAAATTATG 189, 1078
189 patAT rev 20 GGTGTAAACCGCCGGTAATT 188, 1101
285 RTgyr alf 21 CACATATGGCCGGCTTTAGAG 286
286 RTgyr bir 19 TCGCGCTTGTTTTGCTGAG 285
378 Inv-1 25 ATGGCTCATAACACCCCTTGTATTA 379
379 Inv-2 25 GAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCA 378
412 patE_To_fw 24 CACCATGCTATACTTGCTGATACA 413
413 patE_To rv 23 CAGCAGCAATGTAATAGTGGATG 412
414 patH_To_fw 22 CACCATGACAAATCAATACCCT 415
415 patH To_rv 21 ATTGGATTCTTTTGGCATAGC 414
499 patAProXba_fw 26 ACTACATGCTTCTAGAGGTTCGAGGA 502
502 patAStopXba rv 30 ATAAACTAATATCTAGAACAGAGTTAATGG | 499
619 patAPst_fw 28 GAAATTAACTGCAGTTTGAAACTTGCTG 620
620 patAPst_rv 30 ATAAACTAATCTGCAGAACAGAGTTAATGG | 619
621 patAPst 2 fw 28 ATTAACTGCAGTAATAAAACTATACGAA 624
622 patAPro2Sac_fw 25 GGTTTACAGCTCTGTGGGTCTTCTT 623
623 patAPro2Xba rv 27 CTTTTTGTCTAGATTTCAGCAAGTTTG 622
624 patAgfp2Xba rv 30 ATAAACTAATATGTAGTCTAGAGGTAATGG | 621
630 patDTo_rv 24 CAGGCTGAATCCACCAAATACACA 1081
631 patFTo_fw 26 CACCAGACGTAAGGATTTACTGATGA 632
632 patFTo_rv 20 TGCGCTTCCAGGTTTACTTA 631
633 patGTo_fw 24 CACCATGAAAACGGTAAATAGTCA 634
634 patGTo_rv 18 GCCCGGGACGCCATTTAT 633
635 patlTo_fw 26 CACCTTGCATCTTTGCCTTATACTTA 636
636 patlTo_rv 24 ACGACTGTTTTGAGGTATCTGTGC 635
638 pat]To_rv 22 CTTCATCAGCCCGTAATCCATC 1089
639 patKTo_fw 22 CACCATGAGTTTGGAAGTGGAG 640
640 patKTo_rv 19 ATGCAGCGCCTCTTTGATG 639
694 2316Sacl_fw 26 ATTACCTCCCTTGAGCTCAACTCTCT 695
695 2316XbaStop_rv 30 GATTTTTTATCTAGAGTCATGGTTGTTTAC 694
885 RTIpg2315_fw 20 AGGGATATCAACCACTACGA 886, 951
886 RTIpg2315 rv 24 AATAATAATAGGGGTAGCCACTGT 885
887 RTlpg2319 fw 20 GGGGAAAGCATGGGGAATAG 888
888 RTIpg2319 rv 20 CATCGGTGTGGCCTTGAATA 887
889 RTIpg2320 fw 24 GTTTATGATCGCTTGGAGTTTATT 890
890 RTIpg2320 rv 20 ATCCTGCTATCGCCATTTTT 889
900 RTlpg2318_fw 20 CAAAGCAAGCCTCCAATGAT 901
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901 RTIpg2318_rv 20 AGCGATAGGCCCAACAAAAC 900
951 Ipg2318Xbal rv 26 AACCCTTCTAGACTTGCTTTACTGAG 885
1078 patAK492 Pstl rv 26 TGC AGA CTG CAG AGG CCT TCT ATT TC 188
1081 PatDTo2 fw 28 CAC CTC AAC AAC CAT GACTCG AACTAA A | 630
1082 patBTo2 fw 21 CAC CTC AAA CAT GAT GGT TAA 1083
1083 patBTo2 rv 24 TGG ATT AGG TAT GTT AGT AGA GCA 1082
1084 patCTo2_fw 21 CAC CAT GAA AAC AAA GCA AGA 1085
1085 patCTo2_rv 20 TCC AAA ACA AGG CAG AAA GA 1084
1089 patJTo2_fw 28 CAC CTC AAG GAA AAT TAT GAA AAG GAT T | 638
1101 PatA CtermPst fw 28 CAA GAA CAA ATC TGC AGT GAA ATG AAT G| 189

b) Mutageneseprimer

Tab. 3.15 Liste verwendeter Mutageneseprimer. Alle Mutageneseprimer wurden mit dem
,»QuickChange site directed mutagenesis Kit* von Stratagene verwendet.

Primer Nr. | Name Lange | Sequenz
CTGACCCATGTTAGCGGAGCAGCTGCCGGAG
737 patA_S73A sens 38 CAATGAC
GTCATTGCTCCGGCAGCTGCTCCGCTAACA
738 patA_S73A as 38 TGGGTCAG
ATAAAGTCGCTATTGTTACATGAGCAGCAAGCG
1072 2316g34t sense 39 GAATTG
CAATTCCGCTTGCTGCTCATGTAACAATAGCGA
1073 2316g34t_asense 39 CTTTAT
GGCGGCCATTACCTCTAGATTTACGAAG
1102 pBCad4c 38 GAGATATACA
. TGTATATCTCCTTCGTAAATCTAGAGGTA
1103 pBCa44c_antisense 38 ATGGCCGCC
1104 f a7llc sen 41 CATGGCATGGATGAACTATACAAATACA
g'p_aliic sense TGTCGAGACCTGC
1105 o a7llc antisense 41 GCAGGTCTCGACATGTATTTGTATAGTTC
gp_artie s ATCCATGCCATG

3.1.13 Verwendete Standards

Tab. 3.16 Liste verwendeter DNA und Proteinstandards

Standard | Bereich | KatNr Hersteller
DNA
Gene Ruler DNA Laddermix | 0,1-10kb SM0331 Fermentas
Quick Load 1kb DNA Ladder| 0,5-10kb N0468G New England Biolabs
Protein fiir SDS PAGE
PageRuler unstained | 10-200kDa | SMO0661 Fermentas
Protein flir Western Blot

Magic Mark XP 20-220kDa LC5602 Invitrogen
Biotinylated SDS PAGE Std. 161-0319 BioRad
Avidin HRP Konjugat 6,5-200kDa 170-6528 BioRad
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3.1.14 Generierte Plasmide

Tab. 3.17 Liste der generierten Plasmide (alle klonierten Gene entstammen L. pneumophila
Philadelphia-1). 4 Konstrukt enthélt putative native Promoterregion, identifiziert mit
dem Programm BPROM , * Am Konstrukt wurden Punktmutationen vorgenommen.

Insert
Name | Konstrukt [kb] |Marker | Primer und Klonierungsstrategie
Primer 188/189 tiber pET160 TOPO
pPA12 |pET160+patd 1,9 |Amp |Schnittstelle
pPA14 | pGEMT+patAy 4,5 |Amp |Primer 159/160, TA Kloniert
patA Fragment aus pPA14
pPA19 |pMMB2002+patA 4 3,9 |Chl Subkloniert in pMMB2002 iiber Pstl
Primer 412/413 iiber pET160 TOPO
pPA20 |pET160+patE 1,1 Amp | Schnittstelle
Primer 175/176 tiber Xmal/Notl
pPA22 | pLM845+patA 2,5 |Chl (Klenow)
Primer 499/502 iiber Xbal hinter
pPA25 | pBCKS+Pmip+ patd 2,0 |Chl Pmip kloniert
pPA31 |pBCKS+Ppatd+gfp 4 0,5 Chl Primer 622/623 tiber Sacl/Xbal
pPA33 | pBCKS+patA+gfp 4 2,6 |Chl Primer 499/624 {iber Xbal
pPA34 |pBCKS+Ipg23164 0,9 |Chl Primer 694/695 tiber Sacl/Xbal
Primer 633/634 iiber pET160 TOPO
pPA35 |pET160+patG 1,8 |Amp |Schnittstelle
Primer 635/636 iiber pET160 TOPO
pPA37 |pET160+patl 1,1 Amp | Schnittstelle
Primer 639/640 tliber pET160 TOPO
pPA39 |pET160+patK 1,2 |Amp |Schnittstelle
Subkonstrukt von pPA33 patd
Stopkodon mutiert (TAA->TAC),
Mutageneseprimer:
44c sense/ad4c as
pPA40* | pPBCKS+patd+gfp 4 2,6 |Chl C-terminale PatA-GFP Fusion
Subkonstrukt von pPA31, gfp
Stopcodon mutiert (TAA->TAC),
(Mutageneseprimer:
pPA41* | pPBCKS+Ppatd+gfps 0,5 Chl gfp a7llc s/gfp a7llc as)
Primer 621/620 tiber Pstl
pPA44 | pBCKS+gfp+patd 4 2,6 |Chl N-terminale GFP-PatA Fusion
Subkonstrukt von pPA25, mutiertes
Serin-73-Alanin (TCT->GCT)
(Mutageneseprimer:
pPA45* | pBCKS+Pmip+ patAS7344 [2,0 | Chl patAS73A sense/patAS73A as
Primer 188/189 aus pPA45
amplifiziert und iiber pET160 TOPO
pPA46 | pET160+patAS734 2,0 |Amp Schnittstelle kloniert
pPA49 |pBCKS+lpg2316+Ipg23174 2,4 | Chl Primer 694/951 {iber Xbal/Sacl
Primer 631/632 iiber pET160 TOPO
pPAS51 | pET160+patF 2,7 |Amp | Schnittstelle
Primer 414/415 tiber pET160 TOPO
pPAS52 |pET160+patH 0,9 |Amp | Schnittstelle
pPA54 | pEGFP-C2+patd 1,9 |Kan Primer 619/620 {iber Pstl
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pPA56 | pEGFP-C2+patAK492Stop 1,5 |Amp |Primer 619/1078 iiber Pstl

Subkonstrukt von pPA49, Stopkodon

in Ipg2316 eingefligt (G(34)GA-

>TGA), (Mutageneseprimer:
pPAS8* | pBCKS+Ilpg2316+Ipg23174 |2,4 | Amp | g34t sense/g34t as)

Primer 1082/1083 iiber pET160
pPAS9 |pET160+patB 1, |Amp |TOPO Schnittstelle

Primer 1084/1085 iiber pET160
pPA60 |pET160+patC 2,0 |Amp | TOPO Schnittstelle

Primer 1081/630 iiber pET160 TOPO
pPA61 |pET160+patD 1,2 |Amp Schnittstelle

Primer 1089/638 iiber pET160 TOPO
pPA62 | pET160+pat] 1,2 |Amp Schnittstelle

Primer 188/1078 tiber pET160 TOPO
pPA63 | pET160+patAK492Stop 1,5 Amp Schnittstelle

Primer 188/1078 aus pPA45

pET160+patAS734AK492Sto amplifiziert, kloniert iber pET160
pPA64 |p 1,5 |[Amp |TOPO Schnittstelle
pEGFP-

pPA65 | C2+patAnurCTerminus 0,5 |Kan Primer 1101/620 iiber Pstl

3.1.15 Generierte gentechnisch verdnderte Organismen (GVO)

Tab. 3.18 L. pneumophila Philadelphia-1 Gene, die in E. coli eingebracht wurden

gkfsgtor Konstrukt | Vektor(ORF) GVO Klon
Topl0 pPA12 pET160+patd Topl10(pPA12) 1
BL21 pPA20 pET160+patE BL21(pPA29) 1
DH5a pPA19 pMMB2002+patA DH5a(pPA19) 4
DH5a pPA22 pLM845+patA DH5a(pPA22) 2
DH5a pPA25 pBCKS+patA DH5a(pPA25) 1
DH5a pPA31 pBCKS+PpatA+gfp DH5a(pPA31) 3
DH5a pPA33 pBCKS+patd+gfp DH5a(pPA33) 1
DH5a pPA34 pBCKS+lpg2316 DH5a(pPA34) 1
Top10 pPA35 pET160+patG Topl10(pPA35) 1
BL21 pPA35 pET160+patG BL21(pPA35) 1
DH5a pPA36 pET160+patH DH5a(pPA36) 2
BL21 pPA36 pET160+patH BL21(pPA36) 1
Topl0 pPA37 pET160+pat] Top10(pPA37) 3
BL21 pPA37 pET160+patl BL21(pPA37) 1
Topl0 pPA38 pET160+pat] Top10(pPA38) 1
BL21 pPA38 pET160+pat) BL21(pPA38) 1
Topl0 pPA39 pET160+patK Top10(pPA39) 1
BL21 pPA39 pET160+patK BL21(pPA39) 1
DH5a pPA40 pBCKS+patd+gfp DH5a(pPA40) 1
DH5a pPA41 pBCKS+ Ppatd+g fp DH5a(pPA41) 1
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DH5a pPA44 pBCKS+gfp+patAd DH5a(pPA44) 1
DH5a pPA45 pBCKS+patAS73A DH5a(pPA45) 1
Topl0 pPA46 pET160+patAS73A Top10(pPA46) 1
BL21 pPA46 pET160+patAS73A BL21(pPA46 1
DH5a pPA49 pBCKS+ipg2316+ipg2317 DH5a(pPA49) 9
Topl0 pPAS1 pET160+patF Topl0(pPAS51) 1
BL21 pPAS1 pET160+patF BL21(pPAST) 1
Top10 pPAS2 pET160+patH Top10(pPAS52) 1
BL21 pPAS2 pET160+patH BL21(pPAS2) 1
Topl0 pPAS3 pET160+pat Topl0(pPAS53) 2
DH5a pPAS6 pEGFP-C2+patAK492Stop DHS5a(pPAS56) 1
DH5a pPASS8 pBCKS+ipg2316+ipg2317 DHS5a(pPAS8) 1
Topl0 pPAS59 pET160+patB Top10(pPA59) 1
BL21 pPA59 pET160+patB BL21(pPA59) 1
Topl0 pPA60 pET160+patC Top10(pPA60 1
BL21 pPA60 pET160+patC BL21(pPA60) 1
Topl0 pPAG61 pET160+patD Topl0(pPA61) 1
BL21 pPA61 pET160+patD BL21(pPA61) 1
Top10 pPA62 pET160+patJ Topl10(pPA62) 1
BL21 pPA62 pET160+pat) BL21(pPA62) 1
Top10 pPA63 pET160+patAK492Stop Top10(pPA63) 1
BL21 pPA63 pET160+patAK492Stop BL21(pPA63) 1
Topl0 pPA64 pET160+patAS73AK492Stop Topl10(pPA64) 1
BL21 pPA64 pET160+patAS73AK492Stop BL21(pPA64) 1
DH5a pPA65 pEGFP-C2+patACTerminus DHS5a(pPA65) 1
DH5a pPAS4 pEGFP-C2+patA DH5a(pPAS54) 3
DH5a pPA67 pGEMT+Ipg2830::knR DHS5a(pPA67) 3

Tab. 3.19 L. pneumophila Philadelphia-1 Gene, die in L. pneumophila eingebracht wurden

Akzeptor

: Vektor | Vektor(ORF) GVO Klon
L. pneumophila
Phila-1 pPA19 | pMMB2002+patA Phila-1(pPA19) 1
Phila-1 pat4- pPA19 | pMMB2002+patA Phila-1 pat4-(pPA19) | 4-1
Phila-1 pPA22 | pLM845+patA Phila-1 (pPA22) 1
Phila-1 pat4-(K1-8)  |pPA22 |pLM845+patA Phila-1 patA-(pPA22) | 1
Phila-1 pPA25 | pBCKS+patd Phila-1 (pPA25) 2
Phila-1 pat4-(K1-8)  |pPA25 |pBCKS+pat4 Phila-1 pat4-(pPA25) | 1
Phila-1 pPA31 |pBCKS+PpatA+gfp Phila-1 (pPA31) 1
Phila-1 Ipg2316/17- pPA34 |pBCKS+lpg2316 Phila-1 D12(pPA34) |1
Phila-1 pPA40 |pBCKS+patd+gfp Phila-1 (pPA40) 1
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Phila-1 pat4-(K1-8)  |pPA40 |pBCKS+patd+gfp Phila-1 pat4-(pPA40) | 1
Phila-1 pPA44 | pBCKS+gfp+patA Phila-1 (pPA44) 1
Phila-1 pPA34 |pBCKS+/pg2316 Phila-1 (pPA34) 1
Phila-1 Ipg2316/17- pPA49 |pBCKS+Ipg2316+Ipg2317|Phila-1 D12(pPA49) |1
Phila-1 pPA49 |pBCKS+Ilpg2316+Ipg2317|Phila-1 (pPA49) 1
Tab. 3.20 L. pneumophila knockout Mutanten
Akzeptor

: Insert Mutagenesekonstrukt GVO Klon
L. pneumophila
Phila-1 knR pGEMT+patA::knR Phila-1 patA- 1-8
130b knR pGEMT+patA::knR 130b patA- 4

3.1.16 Verwendete Software

Tab. 3.21 Liste verwendeter Software

Software

Quelle

NCBI Blast:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Legionella Genome Projekt Website:

http://genome3.cpmc.columbia.edu/~legion/

SignalP http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
DNA Star Inc. EditSeq, PrimerSelect, SeqMan, MapDraw, MegAlign
Pedant Website http://pedant.gsf.de/

PSORTD version 2.0 http://psort.org/

BPROM www.softberry.com

MaliP www.softberry.com

TIGR-CMR http://cmr.jcvi.org/

Quantity One Bio-Rad Laboratories

Software fiir Koloniezdhlung Acolyte

Software FTIR Messung OPUS Version 5.0

Magellan V5.03 Tecan

FPLC Software

PrimeView&PrimeView Evaluation

Software fiir Bildaufnahme und Bearbeitung
Zeiss Axiovision V.2.1 Zeiss
Zeiss LSM META V.3.2 SP2 Zeiss
LSM Image Browser V.3.2 Zeiss
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3.2 Methoden

3.2.1 Anzucht von Bakterien

3.2.1.1 Legionella pneumophila

Die Anzucht der Legionellen erfolgte auf BCYEa Agar bei 37°C. Nach dem Auftauen der bei
—70°C (in 50% BYE-Boullion, 50% Glycerol) gelagerten Legionellen wurden diese auf
BCYEa Agar ausgestrichen (,,Mutterplatte”) und nach 1 bis 2 Tagen wiederum auf BCYEa
Agar liberimpft (,,Tochterplatte®). L. pneumophila Mutanten wurden auf Antibiotika-haltigen
Mutterplatten gelagert und zur Verwendung auf BCYEa Platten ohne Antibiotikum kultiviert.

Fiir Infektionen wurden diese Kulturen fiir 2 bis 3 Tage inkubiert. Fiir Fliissigkulturen wurden
die Vorkulturen auf Festmedium fiir 1 bis 2 Tage bei 37°C inkubiert und anschlieBend zum
Animpfen von BYE-Nihrbouillon verwendet. Fliissigkulturen, die zur Herstellung von
Zellpelletlysaten und Kulturiiberstinden flir Aktivitétstests kultiviert wurden, wurden nicht
direkt von BCYEa-Platten angeimpft. Hierfiir wurden Vorkulturen in BYE-Fliissigmedium
angesetzt, die bis zum Erreichen der mittleren bis spaten exponentiellen Phase bei 37°C unter
Schiitteln (360rpm) kultiviert wurden (ODggo ca. 1,8) und anschlieBend zum Animpfen der
Hauptkulturen verwendet wurden.

Fliissigkulturen wurden in BYE-Boullion bei 37°C unter stindigem Schiitteln mit 350 rpm
inkubiert. Das Wachstum der Kulturen wurde photometrisch durch Messung der optischen
Dichte bei 660nm (ODgg) verfolgt. Die Kulturen wurden vor Beginn der Inkubation auf eine
ODgso von 0,3 eingestellt und anschlieBend fiir 6 bis 9 Stunden oder ldnger inkubiert. Nach
dem Erreichen einer Kulturdichte (ODggo) von 2,0 bis 2,2 (evtl. Abweichungen werden im
Ergebnisteil erwdhnt) wurde die Inkubation gestoppt und die Kultur, je nach Experiment,

weiter verarbeitet.

3.2.1.2 Escherichia coli

Die Anzucht der bei —70°C (in 50% LB-Boullion, 50% Glyzerol) gelagerten E. coli (DH5a
oder BL21) erfolgte auf LB-Agar bei 37°C fiir 15 bis 24 Stunden. Die gewachsenen Kulturen
wurden zum Animpfen von Flissigkulturen verwendet. Fliissigkulturen wurden in LB-
Bouillon bei 37°C und unter stindigem Schiitteln bei 350rpm iiber Nacht bzw. bis zum
Erreichen einer ODggp von 2,0 bis 2,2 kultiviert. Die Kulturen wurden zu Beginn mit einer
ODggo von 0,15 bis 0,2 angeimpft. Sofern Fliissigkulturen wahrend des Wachstums zur
Induktion der Expression eines in trans enthaltenden Gens IPTG zugegeben wurde, wurde

dies in einer Konzentration von 1mM bei einer ODgg der Kultur von 0,8 bis 1,0 (frithe
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exponentielle Phase) getan. Die Kultur wurde anschlieend fiir weitere 4 bis 6 Stunden

inkubiert.

3.2.2 Anzucht von Makrophagen, Epithelzell- und Acanthamoeba Zellkulturen

Die in fliissigem Stickstoff in Kulturmedium (RPMI bzw. PYG) + 10%DMSO eingefrorenen
Zellen wurden ziigig bei 37°C im Brutschrank aufgetaut und 2min bei 1000xg abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde anschlieBend in Kulturmedium suspendiert und erneut bei 1000xg fiir
10min zentrifugiert (Wasch-Schritt). Die Zellen wurden daraufhin erneut in Kulturmedium
resuspendiert (10ml) und in ein KulturgefaB iiberfiihrt. Nach 3 (4. castellanii) bzw. 10 Tagen
Inkubation (U937, A549) bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen passagiert. Anschliessend
wurden die Zellen in Intervallen von 3 bis 4 Tagen und Ratios von 1:8 bis 1:10 (v/v)
regelméssig passagiert und der jeweiligen Verwendung (Infektionsexperimente, Gewinnung

von Zelllysaten) zugefiihrt. Die Zellen wurden maximal 30 mal passagiert.

3.2.3 Grundlegende Nukleinsdure-Techniken

3.2.3.1 Isolierung genomischer DNA

Legionella pneumophila

Préparativ

Von der 2 Tage inkubierten Agarplatte mit L. pneumophila wurde mit einer sterilen Impfose
Koloniematerial abgenommen und in Iml PBS resuspendiert. Nach Abzentrifugation fiir 2min
bei 5000xg wurde das Pellet in 0,5ml SET aufgenommen, mit 50ul Lysozym (10mg/ml), Sul
RNase (100mg/ml) fiir 30min bei 37°C inkubiert. Dem Lysat wurde anschlieBend 60ul 10%
SDS sowie 3ul Proteinase K (18,6mg/ml) zugegeben und durch vorsichtiges Umdrehen
homogenisiert. AnschlieBend wurde unter gelegentlichem Wenden 2 Stunden bei 55°C
inkubiert. Darauthin wurden 210ul 6M NaCl und 850ul Chloroform zugegeben und fiir
60min bei Raumtemperatur unter Rotation (Rotator) inkubiert. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt fiir 10 Minuten bei 6000xg. Die wéssrige Phase wurde abpipettiert und
mit 1Volumen Isopropanol versetzt. Die nach vorsichtigem Mischen weil} ausgefallene DNA
wurde 10 min abzentrifugiert. Nach Verwurf des Uberstandes wurde das Pellet mit 500pul
70% Ethanol gewaschen und anschliefend erneut 10min abzentrifugiert. Das Pellet wurde
abschlieend bei 37°C getrocknet und in 50ul TE resuspendiert. Die isolierte DNA von L.
pneumophila wurde zur Suspendierung der genomischen DNA vor Verwendung iiber Nacht

bei 4°C gelagert.
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Analytisch
Die Isolierung genomischer DNA von L. pneumophila zu analytischen Zwecken erfolgte mit
dem ,,.DNA Isolation Reagent for Genomic DNA* der Firma AppliChem. Dieses basiert auf
der Methode von Chomczynski (1987) (40). Die Zellen werden in einer guanidinhaltigen
Losung lysiert, welche RNA hydrolysiert und so die selektive Ausfiallung von DNA mit
Ethanol erlaubt. Die Isolierungen wurden den Angaben des Herstellers folgend durchgefiihrt.

3.2.3.2 Isolierung extrachromosomaler DNA

Die Plasmidisolierungen aus E. coli wurden mit Hilfe des ,,Plasmid miniprep Kit*“ der Firma
Qiagen durchgefiihrt. Die Isolierungen erfolgten mit 12 bis 16 Stunden kultivierten
Fliissigkulturen den Angaben des Herstellers folgend.

3.2.3.3 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA erfolgte mit Hilfe des ,,RNeasy mini Kit*“ (Qiagen) oder mit
»PeqGold RNA Pure* (PeqlLab). Die verwendeten E. coli und L. pneumophila Kulturen
wurden auf eine ODggo von 0,1 bis 0,2 angeimpft und nach Erreichen einer ODgg von 2,0 bis
2,2 fiir die Isolierung verwendet. Abweichende Zeitpunkte sind im jeweiligen Experiment im

Methodenteil angegeben. Es wurde dabei den Angaben des Herstellers folgend vorgegangen.

3.2.3.4 Restriktionsverdau von Nukleinsduren

Sédmtliche verwendete Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs
erworben. Die Restriktionsansidtze wurden den Mallgaben des Herstellers entsprechend
pipettiert. Die Verdaus erfolgten fiir 1 bis 3 Stunden bei 37°C. Die Ansétze wurden in der
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, die Elution von Banden aus dem Gel erfolgte mit
dem ,,Wizard SV Gel & PCR cleanup System* (Promega).

3.2.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurden zu ligierender Vektor und Insertionsfragment
im Verhiltnis 1:8 eingesetzt. Ligase (T4 Ligase) und Ligationspuffer wurden bei New
England Biolabs erworben und den Herstellerangaben gemiB3 gehandhabt. Blunt end
Ligationen wurden bei 16°C iiber Nacht im Thermocycler durchgefiihrt, sticky end Ligationen
fiir 2h bei 37°C im Brutschrank.
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3.2.3.6 Polymerase Kettenreaktion

DNA-Amplifikation mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion erfolgte unter Verwendung des

folgenden Standard-Programmes:

Schritt Zyklen Zeit Temperatur
1 1 Smin 95°C
2 30 40s 96°C
3 30 40s 56°C
4 30  2min (Imin/kb) 72°C
5 1 7min 72°C

Die Reaktionsansdtze wurden in einem Volumen von 50ul angesetzt und hatten folgende

Zusammensetzung:
Eingesetzte
Komponente Volumen [pl] Konzentration
Thermo Pol Puffer 5 10-fach konzentriert
dNTP-Mix 1 10mM jedes dNTP
Primer 1 1 50uM
Primer 2 1 50uM
DNA 1 20-50ng
Taq Polymerase 0,5 5kU/pl
steriles H20 ad 50

Nachweis von DNA-Fragmentgrofen mittels Kolonie-PCR:

PCR wurde zur Identifikation mutagenisierter L. pneumophila Isolate oder zur Kontrolle
transformierter E. coli oder L. pneumophila Stimme eingesetzt. Dazu wurde von
entsprechenden Agarplatten mit einer Pipettenspitze Koloniematerial entnommen und in
100ul ddH>O suspendiert. Die Suspension wurde anschlieBend fiir 10min bei —20°C
eingefroren und kurz darauf fiir 10min bei 95°C gekocht, was zur Lyse der Zellen fiihrte. 2l
des Zelllysats wurden anschlieBend mit Primern, die das nachzuweisende Fragment

flankierten, in die PCR eingesetzt.

3.2.3.7 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion

Die Amplifikation von isolierter mRNA mit Hilfe der RT-PCR erfolgte im ,,Thermocycler

unter Verwendung des folgenden Programms:

Schritt Zyklen Zeit Temperatur
1 1 30min 50°C
1 15min 95°C
30 40s 95°C
30 40s 56°C
30 Imin 72°C
1 7min 72°C

AN N B W N
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Die Reaktionsansitze wurden in einem Volumen von 50ul angesetzt und hatten folgende

Zusammensetzung:
Komponente Eingesetzte Menge/Konzentration
OneStep RT-PCR Puffer (5%) 10ul
dNTPMix (je 400uM) 2ul

Primer 1&2, (Endkonzentration 0,6uM) 0,7ul

Qiagen One Step RT-PCR Enzyme Mix 2ul

Template RNA (1-3011) 0,1 bis 2ug RNA
H,0O ad 50ul

3.2.3.8 Inverse PCR

Um Tn5 Insertionsorte in Scattermutanten zu identifizieren wurden Inverse PCRs angesetzt.
Dazu wurden zirkularisierte HindIII-Fragmente (siehe 3.2.3.4) den Primern Inv-1 und Inv-2 in
die Reaktionen eingesetzt. Die Reaktionsansidtze wurden in einem Volumen von 50ul

angesetzt und hatten folgende Zusammensetzung:

Eingesetzte
Komponente Volumen [ul] Konzentration
Thermo Pol Puffer 5 10-fach konzentriert
MgCl2 1,5 50mM
dNTP-Mix 4 2,5 mM jedes ANTP
Inv-1 1 50pM
Inv-2 1 50pM
Template-DNA 10 20-50ng
Taq Polymerase 0,25 S5kU/ul
DMSO 1 100%
steriles H20 25,25
Gesamtansatz 50

Die inversen PCRs erfolgten unter Verwendung des folgenden PCR Programms:

Reaktionsschritt Zyklen Zeit Temperatur

Denaturierung 30 1,5min 95°C
Primer-Anlagerung 30 Imin 47°C
Elongation 30 3 72°C

3.2.3.9 Sequenzierungs-Polymerase Kettenreaktion

Die Sequenzierungs-PCR wurden im ,,Thermocyler mit ,,ABI BigDye 3.1 Terminator
Premix‘ und Plasmid-DNA durchgefiihrt. Folgendes Standardprogramm wurde benutzt:
Schritt  Zyklen = Temperatur  Zeit

1 1 96°C 1,5min
2 25 96°C 10s

3 25 56°C 5s

4 25 60°C 4min
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Die Reaktionsansitze wurden in einem Volumen von 20ul angesetzt und hatten folgende

Zusammensetzung:

Komponente Volumen [ul] Eingesetzte Konzentration

DNA 1-3 150-300ng
Primer 0,5 10pmol
BigDye 4 1 x

S5 Puffer 3 I x

H20 ad20

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte wurde im Sequenzierlabor des Robert
Koch-Instituts durchgefiihrt.

3.2.3.10 Einfiigen von Punktmutationen in Plasmid-DNA

Punkmutationen wurden mit dem ,,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit“ von
Stratagene generiert. Mutageneseprimer (siehe Tab. 3.15) wurden mit dem ,,QuickChange
Primer Design Program® geplant (www.stratagene.com/qcprimerdesign). Die Anwendung

erfolgte nach Herstellerempfehlungen in folgenden Reaktionsansétzen:

Komponente Eingesetzte Menge/Konzentration
Reaktionspuffer (10x) Sul

Plasmid DNA 5-50ng

Primer 1 125ng

Primer 2 125ng

dNTP Mix (je 10mM) 1ul
PfuTurbo Polymerase 1ul (2.5U/ul)
H20 ad 50ul

Folgendes Programm wurde im Thermocycler verwendet:

Segment Wiederholungen Temperatur Zeit
1 1 95°C 30s
95°C 30s

2 12 55°C Imin

68°C Imin/kb Plasmidldnge

Im Anschluss wurde der Reaktion 1ul Dpnl zugegeben und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Dpnl
verdaut selektiv die methylierte DNA des Ursprungsplasmids (es wurde in E. coli propagiert),
welches keine Punktmutation trdgt. Nach Féllung der Reaktion wurde diese in 3ul 10%
Glycerol (in Wasser) aufgenommen und durch Elektroporation in E. coli eingebracht. Je nach
verwendetem Plasmid wurde der Transformationsansatz auf selektivem Medium ausplattiert
und tiber Nacht inkubiert. Von gewachsenen Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert und durch

Sequenzierung der erfolgreiche Basenpaaraustausch iiberpriift.
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3.2.4 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli und L. pneumophila

Die Transformation von DNA in elektrokompetente E. coli bzw. L. pneumophila. erfolgte

durch Elektroporation.

3.2.4.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli.

50ml SOB wurden mit Koloniematerial einer iiber Nacht auf LB-Agar gewachsenen E. coli-
Kultur angeimpft und iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. 0,5ml dieser Kultur
wurden in 500ml SOB aufgenommen und fiir 2-3 Stunden unter starkem Schiitteln (350rpm)
bis zum Erreichen einer ODssy von 0,8 inkubiert. AnschlieBend wurde das gesamte
Kulturvolumen fiir 10min bei 5000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet wurde in zwei Waschschritten gewaschen. Dazu wurde das Zellpellet jeweils in
500ml eiskaltem 10% Glyzerol (in H,O) suspendiert und anschlieBend 20min bei 13000xg
abzentrifugiert. Das nach dem letzten Waschschritt erhaltene Zellpellet wurde in 2ml 10%
Glyzerol WB resuspendiert, ziigig in 200ul Aliquots pipettiert und in fliissigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen erfolgte bei —70°C.

3.2.4.2 Herstellung elektrokompetenter L. pneumophila

Zur Erzeugung elektrokompetenter L. pneumophila wurde einer 2 Tage auf BCYE-Agar
gewachsenen Kultur mit der Impfose Koloniematerial entnommen und in 1,5ml PBS Puffer
suspendiert. Die Suspension wurde abzentrifugiert und das Zellpellet 2 mal mit 1,5ml
eiskaltem 10% Glyzerol (in H,O) gewaschen. Das nach dem letzten Waschschritt erhaltene
Zellpellet wurde in 40ul 10% Glyzerol resuspendiert und in 2 Aliquots geteilt. Die Aliquots

wurden in fliissigem Sticksoff eingefroren und bei —70°C gelagert.

3.2.4.3 Transformation von DNA

E.coli

Die Elektroporation erfolgte im Cell Porator unter Zusatz von 1-3ul DNA (0,1-1ng) zu 20ul
elektrokompetenten Zellen bei 330uF, 4kQ und 200 DC Volt. Im Anschluss an die
Elektroporation wurden die Zellen sofort in 2ml SOC Fliissigmedium aufgenommen und

1 Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert, um die Expression des transformierten
Phinotyps zu ermdéglichen. Die Zellen wurden abschlieBend auf ein selektives Medium
ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Gewachsene Klone wurden mittels Kolonie-PCR auf das
Vorhandensein des transformierten DNA-Fragments tiberpriift. Dabei wurden je nach
nachzuweisendem Fragment die in der Tabelle unter 2.1.3 angegebenen Primerpaare

eingesetzt.
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L. pneumophila
Zu 20pul der elektrokompetenten Zellen wurden 1-3ul DNA (0,1-1ng) zugesetzt. Der Ansatz

wurde 20min auf Eis ruhen gelassen und anschlieend bei 330uF, 4k und 400 DC Volt
elektroporiert. Die Zellen wurden in 2ml BYE-Fliissigmedium aufgenommen und zur
Expression des transformierten Phianotyps fiir 3 Stunden unter Schiitteln bei 37°C inkubiert.
AbschlieBend wurden die transformierten L. pneumophila auf selektivem BCYE-Agar
ausplattiert und fiir 3 bis 4 Tage im Brutschrank inkubiert. Gewachsene Klone wurden mittels

Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des transformierten DNA Fragments iiberpriift.

3.2.5 Mutagenese von L. pneumophila

Zur Mutagenese von L. pneumophila wurde die Ausbildung der natiirlichen Kompetenz
ausgenutzt (72,217). 2ml BYE-Fliissigmedium wurden in sterile 15ml Plastik-R6hrchen
gegeben. Dabei wurden je Ansatz 2 Parallelproben pipettiert, um unabhédngige Mutanten zu
erzeugen. Zusitzlich wurden Steril- und Negativkontrollen (ohne DNA) pipettiert. Die
Medien wurden auf eine ODggyp von 0,2 mit 2 bis 3 Tage altem Kulturmaterial angeimptft.
Zusitzlich wurden je Ansatz 5 bis 10ug des Plasmids, welches den patA knockout Konstrukt
trug (pPAOS), zugegeben. Die Kulturen wurden iiber Nacht (ca. 18h) bei 30°C unter leichtem
Schiitteln (130rpm) bis zum Erreichen einer ODggp von 1,4 bis 1,9 inkubiert und anschlieBend
auf selektivem Medium (BCYE mit Kanamycin) ausplattiert. Gewachsene Klone wurden
mittels Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des mutagenisierten DNA Fragments und auf

Abwesenheit des Wildtyp-Fragments iiberpriift.

3.2.6 Elektrophoresen und Western Blot

3.2.6.1 Nukleinsdure-Gel-Elektrophorese

Die Nukleinsdure-Gel-Elektrophorese erfolgte mit 0,8 bis 1,2 %igen Agarosegelen und TAE-
Puffer. Die Proben wurden mit etwa 0,2 Volumenanteilen Probenpuffer (20% Ficoll 400,
0,07% Bromphenolblau) versetzt und bei 100 bis 160V fiir ca. 45 Minuten aufgetrennt. Die
Féarbung der Nukleinsdurebanden erfolgte fiir 30 Minuten im Ethidiumbromid-Bad (2pg/ml
EtBr in TAE). Die gefarbten, aufgetrennten Nukleinsduren wurden im UV-Transilluminator
bei 254nm begutachtet. Die Dokumentation erfolgte mit dem angeschlossenen Videosystem,
PC und Fotodrucker.

Bei préparativen Gelen wurden die Banden mit dem Skalpell ausgeschnitten und unter

Verwendung des ,,Qiaquick Gel extraction Kit* eluiert.
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3.2.6.2 SDS-PAGE

Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese wurden 10%ige SDS-PAGE verwendet. Die
Proben wurden 1+3 mit reduzierendem Roti-Load-Proteinauftragspuffer versetzt und 90s im
Wasserbad gekocht. Die Elektrophorese wurde in SDS-Laufpuffer bei 200V, ca. 110mA ca.
35 Minuten bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Anfarbung der Proteine erfolgte durch
Coomassiefdarbung (liber Nacht in 1xCoomassie-Firbelosung incl. 20% Methanol unter
Schwenken) oder Silberfarbung mit dem ,,Silver Staining Kit* fiir Protein nach den Vorgaben

des Herstellers (Amersham).

3.2.6.3 Western Blot

Nach ,,Aktivierung® der PVDF Membran durch 100% Methanol (Imin) wurden die SDS-
PAGE Gele und die PVDF Transfermembran fiir 10min in Transferpuffer &quilibriert.
Anschliessend wurden 8 Lagen Whatman Papier auf Gelgrosse zugeschnitten und ebenfalls in
Transferpuffer getrdnkt. Anodenseitig wurden 4 Lagen Whatman Papier in den semidry-
Blotter gelegt, darauf wurde die dquilibrierte PVDF Membran, dann das SDS-PAGE Gel und
schliesslich weitere 4 Lagen in Transferpuffer getrinktes Whatman Papier gelegt. Nach
Auflegen der Kathode wurde der Western Blot mit 0,8mA/cm® Gel fiir 45min gefahren.

3.2.6.4 Immundetektion geblotteter Proteine

Die PVDF Membran wurde fiir eine Stunde in PBS-T mit 5% Milchpulver geblockt. Nach
einmaligem Waschen wurden anschliessend die Primirantikdrperlosungen zugegeben und 1h
unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubuiert. Nach 3 mal Smin Waschschritten in PBS-T
wurden die Sekundirantikorperlosungen, die HRP (horseradish peroxidase) konjugierte
Antikorper enthielten fiir eine Stunde unter Schwenken inkubiert. Die Antikérper wurden
jeweils in PBS-T verdiinnt. Nach 3 abschliessenden Waschschritten (je 5min) in PBS-T
wurde die Immunreaktion mit dem ,ECL Western Reagents Kit*“ (Amersham) nach

Herstellerangaben detektiert.

Spezifitit/Bezeichnung \ Spender \ Kat.Nr. \ Hersteller | Einges. Verd.(v/v)
Primére Antikorper
anti-GAPDH cl. 71-1monoklonal | mouse G8795 | Sigma-Aldrich | 1:1000
anti-PatA Klon85/7 monoklonal | Maus generiert in dieser Arbeit | 1:2000
anti GFP cl. GSN-24 monoklonal | Maus G6795 | Sigma-Aldrich | 1:3000
anti-PatA H39 Hiihnchen | generiert in dieser Arbeit | 1:2000
Sekundire Antikorper
anti Chicken IgY-HRP Kaninchen | A9792 Sigma 1:3000
anti-Mouse-HRP Goat A9044 Sigma-Aldrich | 1:3000
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3.2.7 Expression und Aufreinigung von Proteinen

3.2.7.1 Proteinexpression und Zellaufschluss

Die mit IPTG induzierten E. coli BL21 Expressionskulturen (siehe 2.2.1.2) (in der Regel
500ml Kulturvolumen) wurden nach 4 bis 6-stiindiger Schiittelinkubation pelletiert und ggf.
bei -80°C eingefroren und gelagert. Fir die Zelllyse wurden die Pellets in 10ml
Proteinbindepuffer suspendiert und fiir 30min mit Lyozym (1mg/ml final) und Benzonase (1
Messerspitze) auf FEis inkubiert. Anschliessend wurden die Proben 5x15s mit der
Ultraschallspitze (90%) aufgeschlossen. Die Proben wurden anschliessend mit Protein-
Bindepuffer auf 50ml Volumen eingestellt und 30min bei 13.000xg (4°C) abzentrifugiert. Der
Uberstand welcher die 18slichen Proteine enthielt wurde anschliessend abgenommen und der

FPLC unterzogen.

3.2.7.2 Aufreinigung von Hiss markierten Proteinen

Die Aufreinigung der mit Hexahistidin Tags markierten Proteine erfolgte iiber HisTrap HP
Séulchen (Iml bzw. 5ml) von Amersham. Die zenrifugierten bakteriellen Zelllysate der
Expressionskultur  (500ml  Kulturvolumen) wurden mit 5ml/min auf die nach
Herstellerangaben  dquilibrierte  Sdule gegeben und anschliessend mit einem
Imidazolgradienten (10%, 20%, 30%, 40%, 80%, 100% von 500mM Imidazol) eluiert. Die
eluierten Fraktionen wurden anschliessend mittels SDS PAGE untersucht und der
Proteingehalt wurde mit der Roti Nanoquant Fertiglosung bestimmt. Die Fraktionen welche
die gesuchte Proteinbande enthielten wurden ggf. kombiniert und iiber Nacht bei 4°C in PBS
dialysiert. Am Folgetag wurde erneut der Proteingehalt bestimmt und die proteinhaltige
Losung direkt verwendet (ggf. mit 1xProtease-Inhibitor Mix FY, Serva) oder versetzt mit

10% Glyzerol bei -80°C eingelagert.

3.2.8 Nachweis von PLA

3.2.8.1 Gewinnung von bakteriellen Zellpelletlysaten und Kulturiiberstinden

Nach dem Erreichen der gewiinschten Zelldichte in den angezogenen Fliissigkulturen wurde
Iml Kulturvolumen entnommen und bei 5000xg 5Smin abzentrifugiert. AnschlieBend wurden
die Kulturiiberstinde von den Zellpellets getrennt. Die Kulturiiberstinde wurden mit 3mM
(final) Natriumazid (NaN3) versetzt und bei 4°C fiir maximal 48 Stunden gelagert. Die
Zellpellets wurden nach Zugabe von 0,1 % Triton X-100 und 50ul Lysozym (10mg/ml) 30
min bei 37°C lysiert. AnschlieBend wurden die lysierten Zellpellets mit einer 26-G Kaniile
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homogenisiert und mit 40mM Tris-HCI1 auf das Ausgangsvolumen (1ml) aufgefiillt. Die
Lysate wurden bei 4°C fiir maximal 48 Stunden gelagert.

3.2.8.2 Gewinnung von A549 und U937 Zelllysaten

5x10° adhirente A549 bzw. U937 Zellen wurden mit Trypsin/EDTA (A549) oder
PBS+0,2%EDTA (U937) von der Kulturschale abgeldst und mit PBS gewaschen. EDTA ist
in als Chelatbildner in der Lage dem Kulturmedium Ca®" zu entziehen welches fiir die
Ausbildung von Zellkontakten notwenig ist. Entzug des extrazelluliren Ca®" fiihrt zur
Ablosung von Zellen, so dass suspendierte Einzelzellen gewonnen werden konnen. Der
Einsatz der Protease Trypsin bewirkt durch Verdau von Zelladhédsionsmolekiilen ebenfalls ein
Ablosen der Zellen vom Kulturschalenboden bzw. voneinander. Nach dem Waschschritt
wurden die Zellen in Iml steriles HyObidest aufgenommen (osmotischer Schock), mit 1x
Protease-Inhibitor Mix FY (Serva) versetzt und zur Lyse 10mal durch eine 26-G Kaniile
gezogen. Anschliessend wurden die Zellen iiber Nacht bei -80°C eingrfrohren, am Folgetag
auf Eis aufgetaut und zur vollstindigen Lyse 5x15s mit der Ultraschallspitze behandelt. Die
Lysate wurden dann 15min bei 13.000xg (4°C) zentrifugiert und die Uberstiinde (ca. 1ml) mit
3,5ml kaltem H,Obidest und 0,5ml 10xPBS auf 5ml Gesamtvolumen eingestellt. Die
Lagerung der Lysate erfolgte bei -80°C.

3.2.8.3 Verdau von Lipidsubstraten

Zum hydrolytischen Verdau wurden verschiedene Phospholipide und ein apolares Lipid
eingesetzt (Tab. 3.4).

Die Reaktionen erfolgten unter folgenden Bedingungen:

Die Substrate wurden in einer Konzentration von 13,4 mM unter Zusatz von 6mM NaNj3, 1%
Triton X-100 und 40mM Tris-HCI (pH 7,5, 25°C) angesetzt. Bei Reaktionen in sauren oder
alkalischen Verhiltnissen wurde anstelle Tris-HCI1 (pH 7,5) NaAcetat (40mM, pH 4,0) bzw.
CHES Puffer (40mM, pH 9,0) verwendet. Die Substrate wurden fiir 15min bei 37°C stark
geschiittelt und anschlieBend mit Ultraschall beschallt. Die Beschallung erfolgte jeweils in 3
Intervallen von 15s Dauer bei einer Intensitit von 65%. Durch die Beschallung wird die
Formation von kleineren Phospholipid-Mizellen oder -Vesikeln gefordert.

Anschliefend wurden die Substrate in Mikrotiterplatten im Verhéltnis 1:1 mit den
Kulturiiberstdnden, Zellpelletlysaten oder aufgereinigtem Protein (Konzentration ist im
jeweiligen Experiment im Ergebnisteil angegeben) gemischt und unter Schiitteln (ca. 100rpm)
bei 37°C fiir 2 bis 26 Stunden inkubiert (Angaben im Ergebnisteil). Die Lysate aus L.
pneumophila wurden 1:10 in 40mM Tris-HCI verdiinnt in die Reaktionen eingesetzt, da die

starken zellgebundenen PLA-Aktivititen andernfalls bereits nach kurzer Inkubationsdauer
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Phospholipide bis iiber die Sattigungsgrenze der Messbarkeit verdaut hitten. Geringere
Aktivititsunterschiede wiren so in kiirzester Zeit iiberdeckt und nicht mehr messbar gewesen.
Als Negativkontrolle diente bei der Inkubation von Kulturiiberstinden BYE-Bouillon (L.
pneumophila) bzw. LB-Bouillon (E. coli). Bei Inkubation der Pelletlysate diente 40mM Tris-
HCI als Kontrolle. Bei Inkubation von gereinigtem Protein, das in PBS geldst war, diente PBS
als Pufferkontrolle.

Bei Experimenten, in denen getestet wurde ob die Aktivitdt von aufgereinigtem PatA Protein
durch Zugabe von bakteriellen- oder eukaryontischen Zelllysaten verdanderbar/aktivierbar ist,
wurde der Proteinldsung (Konzentrationen sind im jeweiligen Experiment angegeben) vor
Beginn der Inkubationsperiode 7,5% (v/v) oder 0,75% (v/v) Zelllysat (siehe 3.2.8.1/2)
zugegeben. Als Kontrollen wurde PBS Puffer im gleichen Volumen mit Lysaten versetzt.
Nach Zugabe der Substratlosungen im Verhéltnis 1:1 ergaben sich Endkonzentrationen von

3,75 oder 0,375% Lysat im Gesamtreaktionsansatz.

3.2.8.4 Messung der freien Fettsduren

Der Nachweis freigesetzter Fettsduren mit dem Nefa-C-Test Kit folgt folgendem Prinzip:

Die durch hydrolytische Spaltung der Esterbindungen zwischen Fettsduren und Glyzerol-
Riickgrat der Lipidsubstrate freigewordenen Fettsduren werden in einer endergonen Reaktion
unter Beteiligung des in Farbreagenz A enthaltenen Enzyms Azyl-CoA-Synthetase an das
Coenzym A (CoA) gebunden. Das azylierte CoA wird anschlieBend durch die Azyl-CoA
Oxidase oxidiert, wobei Protonen abgespalten werden, die sich mit Sauerstoffmolekiilen zu
Wasserstoffperoxid verbinden. Wasserstoffperoxid stellt ein starkes Oxidationsmittel dar und
oxidiert den in  Farbreagenz A enthaltenden Farbstoff 4-Aminophenazon zu einem
Chinonimin Farbstoff. 4-Aminophenazon besitzt ein Absorptionsmaximum im Bereich des
ultravioletten Lichts. Durch die Oxidation in den Chinonimin Farbstoff verschiebt sich das
Absorptionsmaximum in den sichtbaren Bereich bei 550nm. Es vollzieht sich also bei
vorhandenen freien Fettsduren durch die Generierung von Wasserstoffperoxid ein
Farbumschlag, dessen Intensitdt bei 550nm messbar ist. Anhand dessen kann mit Hilfe einer
Standardreihe auf den Gehalt freigesetzter Fettsduren geschlossen werden.

Die Detektion freier Fettsduren aus dem Lipid-Probe-Reaktionsansatz erfolgte mit dem Nefa-
C-Test Kit. Hierbei wurden 10ul des Inkubats unter 15 Minuten Schiittelinkubation bei
Raumtemperatur mit 50ul Farbreagenz A, und anschlieBend weitere 15 Minuten mit 100ul
Farbreagenz B unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Der bei Vorhandensein freier
Fettséuren erfolgende Farbumschlag wurde visuell begutachtet und im Mikrotiterplattenreader
durch Bestimmung der ODssyp gemessen. Die Konzentration der freien Fettsduren wurde auf
Basis einer Standardkurve errechnet, die mittels des im Kit mitgelieferten Olsiurestandards

generiert wurde.
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Farbreagenz A enthidlt: 0,3kU/1 Acyl-CoA-Synthetase, 3kU/l Ascorbat-Oxidase, 0,6g/1
Coenzym A, SmM Adenosintriphosphat, 1,5mM 4-Aminophenazon, 50mM Phosphat-Puffer
(pH 6,9), 3mM MgCl,, 0,2% Triton X-100.

Farbreagenz B enthélt: 6,6kU/l Acyl-CoA Oxidase, 7,5 kU/1 Peroxidase, 0,2g/1 3-Methyl-N-
ethyl-N-(B-hydroxyethyl)anilin, 10mM Maleimid.

3.2.8.5 Lipidextraktion und Diinnschichtchromatografie

Um verschiedene Lipidspezies zu detektieren wurden aus den Lipidhydrolsereaktionen Lipide
nach der Methode von Bligh and Dyer (22) extrahiert. 100ul der Reaktion wurden mit 400ul
Methanol und 200ul Chloroform fiir 30min bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurden 280pl
H,Obidest sowie 200ul Chloroform zugegeben und fiir eine griindliche Durchmischung der
Phasen 10min bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Danach wurde zur
Phasentrennung 2min bei 2.000xg zentrifugiert. Nach Verwerfen der wissrigen Phase wurde
die Chloroformphase, die die Lipide enthielt, evaporiert. Die getrockneten Lipide wurden
anschliessend in 30ul Chloroform/Methanol (2:1 v/v) aufgenommen und auf Kieselgelplatten
aufgetragen. Zur Detektion unpolarer Lipide (z.B. Glyzerolipide, Fettsduren) wurden die
beladenen Kieselgelplatten in einen Glastank gestellt, die ein apolares Laufmittel, bestehend
aus n-Hexan, Diethyl-Ether und Essigsdure [70:30:4 (v/v/v)] und fiir 30 bis 60 Minuten
verschlossen inkubiert. Um polare Lipide (Lysophospholipide, Phospholipide) zu trennen
wurde ein polares Laufmittel, bestehend aus einem Chloroform, Methanol, Wasser- Gemisch
[65:25:4 (v/v/v)], verwendet. Zur Detektion der Lipide wurden die Kieselgelplatten kurz in
Wasser gewaschen, anschliessend fiir 10min mit 0,2% Naphtol Blau-Schwarz in 1M NaCl
inkubiert und schliesslich mit 1M NaCl gewaschen (170).

3.2.8.6 Hamolyseassays

500ul humanes Blut wurden mit 40ml PBS versetzt und durchmischt. Die zu testenden
Legionella-Staimme wurden fiir einen Tag auf BCYE Agarplatten angezogen. Anschliessend
wurde eine Fliissigkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer Kulturdichte von ODgg 2,0
inkubiert (siehe 2.2.1). 1ml der Kultur wurden dann pelletiert und in PBS auf ODggo 1,0
eingestellt. 400ul der -eingestellten Bakterien wurden schliesslich mit 1600ul der
Blutsuspension versetzt und vor einer Inkubation {iber 20h bei 37°C fiir 2min bei 800xg
zentrifugiert. Als Lysekontrolle wurde anstelle der Bakterien 400ul Ethanol (100%)
eingesetzt, als Negativkontrolle diente PBS ohne Bakterien.

Die Hamolyse durch die untersuchten Legionella Stimme wurde durch Messen der ODy;s

(Absorptionsmaximum von Hamoglobin) verglichen (73).
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3.2.9 Zytotoxizititstest von PatA, Vitalititsbestimmung von U937 Makrophagen

Die Vitalitatsbestimmung von U937 Makrophagen nach Zugabe von PatA bzw. PatAS73A
erfolgte mit dem Farbstoff Alamar Blue. Alamar Blue ermoglicht eine Bewertung des
Zustands der metabolischen Aktivitit eukaryontischer Zellen. Molekulare Marker vitaler
eukaryontischer Zellen mit intaktem Zellstoffwechsel wie NADPH oder FADH sind in der
Lage, Alamar Blue zu reduzieren. Die Reduktion des Farbstoffs manifestiert sich in einem
Farbumschlag von nicht-fluoreszierendem Blau (Absorption 600nm) (der Farbstoff liegt in
oxidierter Form vor) hin zu einer fluoreszierenden violetten Erscheinung (Emission 590nm,
Absorption 570nm). Die Alamar Blue Methode gestattet daher, anhand der Entwicklung des
Farbstoffs entweder iiber durch Messung der emittierten Fluoreszenz oder durch
Absorptionsmessung der zu untersuchenden Reaktionsansitze die Vitalitit der Makrophagen
zu vergleichen. Alle Schritte des Experiments fanden bei 37°C und 5% CO,; im
Zellkulturschrank statt. 10°, 10°, und 10* U937 Makrophagen pro well wurden in 96-well
Platten adhériert (100l Volumen in RPMI +10%FKS). Als Referenz-wells dienten Kavititen
in denen sich keine Zellen befanden. Anschliessend wurde das Medium entfernt und durch
100pl PatA bzw. PatA S73A (10 bzw. 5pg/100ul) haltiges, sterilfiltriertes RPMI ersetzt. Nach
2,5h Inkubation bei 37°C und 5%CO, wurde der Alamar Blue Farbstoff in einem Verhéiltnis
von 10+1 zugesetzt (10ul Farbstoff auf 100ul Kulturvolumen). Nach 1h Inkubation wurde die
Absorption des Farbstoffs bei 570nm und 600nm gemessen und die zu den Referenz-wells

relative Reduktion des Alamar Blue Farbstoffs nach Herstellerangaben kalkuliert.

3.2.10 Intrazelluldre Infektion von A. castellanii, U937 Makrophagen und A549
Epithelzellen

3.2.10.1 Test der intrazelluliren Vermehrungsfahigkeit von L. pneumophila in A. castellanii

Die 3 Tage im CO;-Inkubator bei 37°C angezogenen A. castellanii (ATCC 30234) wurden
auf eine Zelldichte von 1x10° Zellen je ml eingestellt. Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach
Anfiarbung mit Trypanblau in einer Neubauer Zdhlkammer der Firma Roth. Die 2 Tage bei
37°C auf BCYEa-Agar inkubierten L. pneumophila wurden mit einer sterilen Impfose in PBS
tiberfiihrt und auf eine ODggp von 0,3 (ca. 1x10° Zellen je ml) eingestellt. Diese Zelldichte
wurde anschlieBend 1:10000 auf 1x10° je ml verdiinnt. In die wells von 24 well-
Mikrotiterplatten wurden in jeweils 12 Wiederholungen 1x10° A. castellanii Amdben (in 1ml)
und 1x10° L. pneumophila (in 1ml) pipettiert und fiir 72 Stunden im CO,-Inkubator inkubiert.
Zu Beginn der Ko-Infektion, nach 24 Stunden, 48 und 72 Stunden wurden jeweils drei
Parallelansidtzen 1ml Probe entnommen und zur Ermittlung der Bakterienzahl ausplattiert.

Zusitzlich wurden Aliqots der einzelnen Bakterien-Inokkula vor Einsatz in die Ko-Kultur

53



Material und Methoden

nach entsprechender Verdiinnung ausplattiert. Die Ausplattierung erfolgte unter Verwendung
des ,,Whitley Spiral Plater. Durch Zdhlung der CFU in den ausplattierten Proben konnte
retrospektive die Entwicklung der Zellzahlen jedes getesteten Klons konstruiert werden, die

iber die intrazelluldre Vermehrungsfahigkeit der Klone Auskunft gab.

3.2.10.2 Test der intrazelluldren Vermehrungsfahigkeit in U937 und A549 Zellen

A549 Zellen, eine humane Lungenkarzinom-Epithelzelllinie, und U937 Zellen (ATCC CRL-
1593.2), eine humane Monozyten Zelllinie, die nach Behandlung mit Phorbol Ester (80 nM
Phorbol-12-Mystrate-13-Azetat, P-8139, Sigma-Aldrich) in Makrophagen-dhnliche Zellen
differenziert, wurden als weitere Wirtszellmodelle fiir die intrazelluldre Replikation von L.
pneumophila verwendet. Fiir Ko-Infektionsassays wurden die Kavitdten von 24-well Platten
mit 10° A549 (in RPMI+10%FKS) oder ausdifferenzierten U937 Zellen (in RPMI) befiillt und
zur Adhérierung der Zellen fiir 2 bis 3h im Zellkulturschrank inkubiert. Die Zellzéhlung
erfolgte in Neubauer Zdhlkammern. Wildtyp L. pneumophila oder isogene Mutanten
(Insertion von Tn5 bei Scatterklonen oder KnR Resistenzkassette bei gerichtet
mutagenisierten pat4 Mutanten) wurden mit einer MOI (multiplicity of infection=Zahl der
Bakterien/Zahl der Wirtszellen) von 0.1 (U937) bzw. 1.0 (A549) in die Ko-Infektionen
eingesetzt. Die Zellen wurden dann fiir 2h mit den Bakterien inkubiert und anschliessend 3-
mal mit RPMI+10%FKS gewaschen um nicht-adhérierte Bakterien zu entfernen.
Anschliessend wurden die wells mit 1ml RPMI+10%FKS befiillt und fiir 72 bis 96h inkubiert
(37°C, 5%CO0O3). In 24h Intervallen (incl. Oh Wert) wurden jeweils 2 oder 3 wells 10ul 10%
Saponin zugegeben um die Wirtszellen zu lysieren. Die Saponin-haltigen Ansédtze wurden
dazu 10min im Brutschrank inkubiert und danach zur vollstindigen Zelllyse 8xAuf- und Ab-
Pipettiert. Die bakterienhaltigen Lysate wurden mit dem ,,Whitley Spiral Plater* zur
Ermittlung der CFU/ml Infektionsansatz auf BCYE Agar ausplattiert.

3.2.10.3 Bakterienzahlbestimmung mit dem ,,Whitley Spiral Plater*

Mit Hilfe des ,,Whitley Spiral Plater wurden nach entsprechender Verdiinnung mit
Kulturmedium jeweils 50ul der jeweiligen L. pneumophila-Bakteriensuspension in
logarithmisch abnehmender Menge spiralformig auf eine Agarpalatte appliziert. Nach 3
Tagen Inkubation im Brutschrank konnte die Anzahl gewachsener Kolonien mit dem
Koloniezdhlgerit ermittelt werden und so die Anzahl der koloniebildenden Einheiten in der

Bakteriensuspension bestimmt werden.
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3.2.11 Herstellung und Préadsorption von Antikdrpern

3.2.11.1 Herstellung monoklonaler PatA spezifischer Antikorper

Immunisierung: Zur Herstellung monoklonaler, pat4 spezifischer Antikorper wurde eine
BALB/c Maus innerhalb von 14 Tagen Smal mit 60pug rekombinant aufgereinigtem PatA (in
100ul PBS) immunisiert. Die erste Immunisierungen erfolgte mit Freund's Adjuvans
complete (100ul PatA + 100ul Adjuvanz), die zweite erfolgte mit Freund's Adjuvans
incomplete und die folgenden drei erfolgten ohne Adjuvanz. Eine Priméirtestung von
Milzzelliiberstand (Gewinnung des Uberstands: siehe Zellfusion) fand an Tag 15 nach der
ersten Immunisierung statt und bestitigte eine gute Immunantwort.

Zellfusion: Am Tag 15 wurde die Milz der Maus entfernt, in RPMI-1640 gewaschen,
suspendiert und 1:10 (v/v) mit 3% Essigsdure versetzt (Abtdten der Blutzellen).
Anschliessend wurden die gereinigten Milzzellen (der Milzzelliibberstand ging in die
Primértestung ein) im Verhiltnis 1:2,5 mit X63 Myelomzellen (Suspensionszellen) versetzt
und fiir 10min bei 900rpm zentrifugiert. Nach griindlichem Abnehmen des Uberstands wurde
unter Schiitteln im 37° Wasserbad in definierten Zeitabstinden folgendes zugegeben:
Innerhalb 1min Iml PEG 4000 (Polyethylenglycol), 1min Pause, Iml RPMI (in30s), 2ml
RPMI (in 20s), Iml RPMI (10s), 16ml RPMI (in 60s). Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir
7min bei 700rpm, gefolgt von Smin Ruhephase bei 37°C. Nach Abnehmen des Uberstands
wurden 250ml temperiertes RPMI Medium mit 15%FKS, 50mM [B-Mercaptoethanol,
Streptomycin/Penicillin Mix zugegeben und vorsichtig suspendiert. Anschliessend wurde Sml
HAT Medium zugegeben (Selektionsmedium, nur Hybridome iiberleben).

Selektion: Die Zellen wurden in einer Dichte von 10° Zellen/well in die Kavititen von 10 24-
well Platten tiberfithrt und kultiviert. Durch mikroskopische Begutachtung der Platten wurden
33wells selektiert die Hybridome enthielten. Diese wurden selektiert und in mehreren
Vereinzelungsschritten passagiert. Durch Western Blot Testungen und Vereinzelungsschritte
wurden schliesslich 2 Klone identifiziert die Antikorper produzierten welche spezifisch mit
PatA reaktiv waren, was sich durch eine einzelne Bande im Westernblot zeigte.
Hybridomaiiberstéinde dieser Klone wurden bei —80°C gelagert, die Klone wurden in fliissigen
Stickstoff eingelagert. Die Herstellung der monoklonalen Antikdrper erfolgte in Kooperation
mit Dr. J. Helbig, TU Dresden.

3.2.11.2 Herstellung polyklonale Eidotterantikdrper

Zur Generierung polyklonaler, PatA spezifischer, IgY Eidotterantikérper wurden zwei SPF
Hennen subkutan oder intramuskulér 3-malig mit dem rekombinant aufgereinigten (sterilen)
Antigen (100pg/100ul  PatA+100ul  Freund's Adjuvans) immunisiert. Nach der

Basisimmunisierung an Tag 0 (Freund's Adjuvans complete) erfolgte die erste Boosterung an
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Tag 28, die zweite an Tag 38 (beides mit Freund's Adjuvans incomplete). An Tag 56 wurde
mit der Antikdrpergewinnung begonnen. Die gelegten Eier wurden kiihl gelagert autbewahrt
und regelmiBig-nicht élter als vier Wochen-eingeschlagen und als Eidotterhomogenisat mit 1
: 1 PBS-Pufferlosung unter keimarmen Bedingungen verarbeitet. Die Herstellung der

polyklonalen Antikorper erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr. R. Schade, HU Berlin.

3.2.11.3 Prdadsorption polyklonaler Antikorper

Vor Gebrauch der in dieser Studie generierten polyklonalen PatA spezifischen Hiithnchen
Antikorper wurden diese gegen Bakterien- und Wirtszelllysate prédadsorbiert um
unspezifische Bindungen zu minimieren. Dazu wurden Lysate der L. pneumophila patA
Mutante oder von A549 Epithelzellen hergestellt (siche 3.2.8) und fiir 1h bei Raumtemperatur
mit einer aktivierten PVDF Membran inkubiert. Anschliessend wurde die PVDF Membran
mit 5% Milchpulver in PBS-T Puffer vollstindig abgeblockt und gewaschen. Die Antikorper
wurden daraufhin 1:100 (v/v) in PBS verdiinnt und fiir eine Stunde mit der Membran
inkubiert. Die prdadsorbierte Antikorperlosung wurde schliesslich abgenommen und mit 5%
FKS versetzt bei —20°C gelagert.

3.2.12 Transfektion von A549 Zellen

A549 Zellen wurden in 24-well Platten eingesiht (10° Zellen je well in 0,5ml RPMI/FKS), in
die vorher sterile 12mm Deckgldschen eingelegt worden waren, und fiir 2 bis 3h bei 37°C und
5%CO0O, adhériert. Danach wurde das Medium erneuert (wieder 0,5ml RPMI/FKS) und die
Transfektionsreagenzien zugegeben. Diese wurden pro zu transfizierendem well wie folgt
angesetzt: 0,75ug Plasmid DNA wurden mit 30ul RPMI (ohne FKS) versetzt und
anschliessend zu einer Losung aus 20ul RPMI (ohne FKS) und 3ul Metafectene gegeben.
Dieser Ansatz (ca. 55ul) wurde ohne zu mischen fiir 20min bei Raumtemperatur inkubiert und
darauthin vorsichtig zu den Zellen gegeben. Die Transfektionsansidtze wurden dann fiir sechs
bis acht Stunden im Zellkultur-Brutschrank inkubiert. Nach einem weiteren Mediumwechsel
(RPMI/FKS) erfolgte eine weitere Inkubation {iber Nacht fiir 14 bis 18 Stunden. Die Zellen

wurden darauthin fixiert und der weiteren Verwendung zugefiihrt.

3.2.13 Immunfluoreszenzmikroskopie

3.2.13.1 Fixierung von Zellen und Bakterien

Auf Deckgldschen transfizierte oder infizierte Zellen wurden 3mal mit PBS Puffer

(Raumtemperatur) gewaschen. Anschliessend wurden in die Kammern der 24-well Platten
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250ul 3% Paraformaldehyd (in PBS) gegeben und die Zellen fiir 30 bis 60 Minuten bei

Raumtemperatur fixiert. Zur Lagerung der fixierten Zellen wurden in die wells 750ul PBS
gegeben (1:4 Verdiinnung der Fixans), die Platten mit Parafilm versiegelt und bei 4°C unter
Lichtausschluss aufbewahrt.

Bakterien wurden in Fliissigkulturen angezogen und nach Pelletieren sowie zwei
Waschschritten (PBS Puffer) in Suspension mit 250ul 3% Paraformaldehyd fiir 30 bis 60
Minuten in 2ml Reaktionsgefédssen fixiert. Zur Lagerung der fixierten Zellen wurden 750ul
PBS zugegeben (1:4 Verdiinnung der Fixans) und die Reaktionsgefédsse im Kiihlschrank (4°C)
verwahrt. Fiir die mikroskopische Betrachtung oder Immunfiarbung wurden die fixierten
Bakterien in entsprechenden Verdiinnungen auf Poly-L-Lysin beschichteten Diagnostika-

Objekttragern durch Antrocknen fixiert und anschliessend mit H,Obidest gewaschen.

3.2.13.2 Immunfarbung von Priparaten

Auf Deckglédschen transfizierte und fixierte Zellen, die GFP Fusionsproteine exprimierten,
wurden, wenn keine weitere Immunfiarbung erfolgte 3mal mit PBS gewaschen und auf
Objekttragern mit ,,ProLong Gold Antifade* mit oder ohne DAPI (Invitrogen) gemounted.

Zur Immunféarbung fixierter, auf Deckgldschen transfizierter oder infizierter Zellen wurden
diese nach 3-maligem Waschen in PBS Puffer weiter verarbeitet. Sdmtliche Schritte erfolgten
bei Raumtemperatur, Inkubationsschritte wurden in der feuchten Kammer durchgefiihrt. Zum
Permeabilisieren und Blocken der Zellen wurden die Deckgldschen auf Parafilm fiir 1h bei
Raumtemperatur in 30ul Permeabilisierungs/Blockldsung inkubiert (0,1% Saponin, 5%
Ziegenserum in PBS+50mM NH4CI). Nach einem Waschschritt (Waschpuffer 0,1% Saponin
in PBS) erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikorper fir 1h. Antikérper wurden in
Waschpuffer+5% FKS verdiinnt und appliziert. Nach 5-maligem Waschen durch mehrfaches
Eintauchen in Waschpuffer wurden Sekundérantikorper, verdiinnt in Waschpuffer+5% FKS
eingesetzt und flir 1h inkubiert. Nach abschliessendem 5-maligen Waschen in Waschpuffer
und 3-maligem Waschen in PBS ohne Saponin wurden die Préparate mit ,,ProLong Gold
Antifade™ mit oder ohne DAPI (Invitrogen) gemounted. Die Objekte wurden fiir 24h unter

Lichtausschluss bei Raumtemperatur getrocknet und schliesslich mikrokopisch begutachtet.

3.2.13.3 NileRed Férbung intrazelluldrer Lipideinschliisse

Die auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern fixierten Bakterien wurden griindlich in
Wasser gewaschen. Eine 25mM NileRed Vorratslosung (in DMSO) wurde 1:500 (v/v) in
H,Obidest verdiinnt. Anschliessend wurden die Objekttrdger fiir 30min in der verdiinnten
NileRed Losung bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Nach 3-maligem

Waschen fiir 10min in H,O wurden die Objekttriger getrocknet und mit ,,ProLong Gold
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Antifade (Invitrogen) gemounted. Die fluorszenzmikroskopische Begutachtung erfolgte mit
dem FITC Filter. (NileRed: Exzitation 450-500nm, Emission >528nm)

3.2.14 Elektronenmikroskopie

Zur Rasterelektronenmikroskopischen (REM) Begutachtung der L. pneumophila
Scatterkolonien wurden die mit Kolonien bewachsenen Agarplatten mit Fixans [10%
Glutaraldehyd (GA) in 0,05M Hepes] iiberschichtet und 1h bei Raumtemperatur gelagert. Vor
der Aufbereitung fiir das REM wurden die fixierten Platten 4 Tage im Kiihlschrank gelagert.
Geeignete, d.h. am Agar fest haftende Kolonien wurden mit dem Skalpell ausgeschnitten und
in 2,5% GA in 0,05M Hepes tiberfiihrt. Nach 3-maligem Waschen mit PBS wurden die
Proben anschliessend iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert (15%, 30%, 50%, 70%.,
90%,96% EtOH; jeweils 15 min) abschliessend 2 mal 30min in 100% EtOH inkubiert.
Danach erfolgte die Trocknung am kritischen Punkt aus CO, (Balzers CPD 030). Hierbei
wird zur Vermeidung von Oberflichenspannungen, die fiir die Strukturerhaltung der
Priparate kritisch sind, der Alkohol zundchst durch fliissiges CO, substituiert. Anschliessend
erfolgt durch Absenkung des Kammerdrucks bei konstanter Temperatur die Trocknung.
Dabei geht das fliissige CO;, beim Unterschreiten seines kritischen Druckes spontan in den
gasformigen Zustand iiber, wodurch die Probe trocknet. Die trockenen Priaparate wurden mit
Gold-Palladium Partikeln (3nm) beschichtet ("sputtern") und schliesslich im REM (Leo
1530, Zeiss) bei einer Hochspannung von 3kV mit dem in-/lens Sekundérelektronen-Detektor
mikroskopiert. Die Praparationsschritte ab der Dehydratisierung der Proben incl. der
Mikroskopie wurden im elektronenmikroskopischen Servicezentrum des Robert Koch-
Instituts durchgefiihrt (Frau Holland, Dr. Bannert).

3.2.15 Scatterscreen

3.2.15.1 Transposon Mutagenese

Um die erforderliche Anzahl von L. pneumophila Transposon Insertionsmutanten zu
generieren wurden 3  Mutagenesen durchgefiihrt bei denen insgesamt 11.300
Insertionsmutanten erzeugt wurden. Dazu wurden 20ul elektrokompetente L. pneumophila
Phildelphia-1 mit 1,5ul EZ-Tn5 Transposom-Komplexen fiir 30min auf Eis inkubiert und
anschlieBBend elektroporiert (siche 3.2.3.10). Die elektroporierten Zellen wurden in 2 ml BYE
Fliissigmedium aufgenommen und 4 h bei 37°C unter Schiitteln (350-400 rpm) inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen in Aliquots von je 65 pl auf BCYE Agarplatten mit
Kanamycin ausplattiert und fiir 3 Tage bei 37°C inkubiert. Bei einem Teil der Platten wurde

exemplarisch die CFU ermittelt um die Zahl der erhaltenen Klone tiberschlagen zu konnen.
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Die Kolonien wurden dann mit einem sterilen Wattetupfer in BYE Fliissigmedium mit einem
Endvolumen von 40 ml von den Platten abgewaschen. Von dieser Klonmischung wurden
dann 30x100ul auf BCYE Platten mit Kanamycin ausplattiert und nach 3 Tagen bei 37°C
wurden diese noch einmal mit BYE Fliissigmedium abgewaschen und die Mischung als

Glyzeringefrierkulturen eingefroren.

3.2.15.2 Identifizierung der Transposon-Insertionsorte

Die genaue chromosomale Lokalisation der Transposoninsertionen wurde nach dem in Abb.
3.1 gezeigten Schema durchgefiihrt. Dazu dienten ,,inverse PCRs* (164), die mit auf dem
Transposon lokalisierten, und dort nach ,aussen” gerichteten Primer-Bindestellen
durchgefiihrt wurden (KAN-2 FP-1 und KAN-2 RP-1 bzw. Inv-1 und Inv-2). Zunéchst wurde
von der Mutante von Interesse genomische DNA isoliert (siehe 3.2.3.2) und anschliessend mit
dem Restriktionsenzym HindIIl iiber Nacht bei 37°C verdaut. Nach 12 h wurde der
Restriktionsverdau inaktiviert (20min 65°C) und iiber Nacht mit T4 Ligase zirkularisiert.
Nach Fillung der zirkularisierten DNA wurden Inverse PCRs mit den Primern Inv-1 und Inv-
2 angesetzt (Tab. 3.14). Die Produkte der inversen PCR wurden im Agarose Gel aufgetrennt
und iiberpriift ob eine prominente Bande pro Reaktionsansatz vorhanden war. Wenn dies der
Fall war, wurden die entsprechenden Banden bei Bedarf ausgeschnitten und aus dem Gel
eluiert (Wizard SV Gel & PCR cleanup Kit, Promega). Die extrahierten Amplifikate wurden
schliesslich in Sequenzierreaktionen (siehe 3.2.3.9) mit dem Primerpaar KAN-2 FP-1 und
KAN-2 RP-1 eingesetzt. Die Sequenzierproben wurden im Sequenzierlabor des Robert Koch-
Instituts aufgetrennt und analysiert. Die ermittelten Sequenzen, die das integrierte Transposon
flankierten wurden durch Blast-Analyse den Genen zugeordnet in die die Insertion erfolgt

war.
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Abb. 3.1 Arbeitsschema bei der Identifizierung von Tn5 Insertionen in L. preumophila Genen.

3.2.15.3 Screen der Tn5 Mutanten im Scattertestverfahren

Der unter 4.2.1 im Ergebnisteil beschriebene Scatterphdnotyp wurde genutzt, um L.
pneumophila TnS Insertionsmutanten auf Klone zu untersuchen, die einen solchen
Koloniephédnotyp zeigen und deshalb aufgrund des Verlusts eines wichtigen Kolonisations-
oder Virulenzgens wahrscheinlich in ihrer Vermehrungsfahigkeit in Acanthamoeba castellanii
attenuiert sind. Dazu wurde von der in Glyzerin und Medium eingefrorenen L. pneumophila
Tn5 Klonbank (die ca. 11.300 verschiedene Klone umfasste) eine Mutterplatte auf BCYE mit
Kanamycin erzeugt von denen dann Tochterplatten auf BCYE Agar-Platten ohne
Antibiotikum ausgestrichen und 3 Tage bei 37°C angezogen wurden. Von den Tochterplatten
wurde Koloniematerial entnommen und in Infektionsmedium auf eine OD660 von 0,3
(entspricht ca. 1x10® Zellen/ml) eingestellt und anschliessend 10.000-fach in
Infektionsmedium verdiinnt um 1x10* Zellen pro ml einzustellen. Um eine MOI (multiplicity
of infection) von 0,1 zu erhalten, wurden die Amében auf 1x10° Zellen pro ml eingestellt und
davon 1 ml mit 1 ml der

Bakterien fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Um Einzekolonien zu erhalten, wurde dieser Ansatz
dann 1:8 in Acanthamoeba Infektionmedium verdiinnt und davon 80%100 pl auf BCYE
Agarplatten mit Kanamycin ausplattiert, was nach 3-tégiger Inkubation der Platten bei 37°C
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in durchschnittlich 290 gewachsenen Kolonien pro Platte resultierte, so dass insgesamt 23.200
Klone gescreent worden sind. Die 80 Platten wurden wie unter 4.2.1 beschrieben 3 Tage bei
37°C und anschlieBend bei 25°C inkubiert. Wéhrend der Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Platten tdglich begutachtet und wihrend 7 Tagen insgesamt 120 Kolonien mit
Scatterphénotyp identifiziert. Diese Klone wurden dann mit der Impfose isoliert und auf
BCYE Agar Platten ohne Antibiotikum ausgestrichen. Nach zwei Tagen bei 37°C wurden

Glyzerolgefrierkulturen daraus hergestellt.

3.2.16 FTIR Messungen des PHB Gehalts

1 Impfdse (Oseninnendurchmesser = 1 mm) L. pneumophila Philadelphia-1 Bakterienmaterial
wurde von Mutterplatten entnommen und in 1ml H,Obidest suspendiert. 500ul der
Suspension wurden dann auf eine frische BCYEa Agarplatte (Tochterplatte) ausplattiert
(Drigalski-Spatel) und bei 37°C inkubiert. Nach 72h und 120h wurde Probematerial fiir die
IR-Spektroskopie entnommen.

Aquivalente Mengen Bakterienmaterial wurden in 80 ul H,Obidest homogenisiert (ca. 20-30
s) und 35 pl der Suspension wurden dann auf das Probenrad (IR-transparentes optisches
Tragermaterial aus ZnSe) aufgetragen und in mildem Vakuum im Exikator bei 66 mbar {iber
Sicapent (Phosphorpentoxid mit Trockenmittel; Merck) getrocknet. Der getrocknete
Bakterienfilm auf dem Probenrad wurde dann mit einer Deckscheibe aus KBr (wasserloslich)
verschlossen und in das Spektrometer gesetzt. Die verschiedenen Probenpositionen wurden
jeweils gegen eine Negativkontrolle (Probenradposition ohne Bakterien) gemessen. Die
erhaltenen  Spektren  stellen den  negativen  dekadischen Logarithmus des
Absorptionsspektrums in absorbance units dar, der gegen die Mess-Wellenldnge aufgetragen

wurde.
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4. Ergebnisse

4.1 Patatin dhnliche Proteine von L. pneumophila

Zu Beginn der Arbeiten war bereits bekannt, dass L. pneumophila mehrere sekretierte und
zellassoziierte Phospholipaseaktivititen besitzt (siche 2.4.2). Die Entschliisselung der
Genomsequenzen von insgesamt 4 L. pneumophila Stammen (Philadelphia-1, Lens, Paris,
Corby) ermoglichte es, die Datenbanken auf weitere konservierte Effektoren zu durchsuchen,
die aufgrund von Sequenzhomologien putative Phospholipaseaktivitit besitzen konnten.
Interessanterweise stellte sich dabei heraus, dass L. pneumophila mindestens 11 weitere
Proteine kodiert, die aufgrund ihrer Homologie zu Kartoffel-Patatin putative Phospholipasen
sind (Philadelphia-1, Lens: 11 und Lens, Corby: 10). Diese Proteine wurden deshalb Patatin-
dhnliche Proteine=patatin-like proteins (PLP, PatA — PatK) genannt (17). Sie stellen den
Hauptgegenstand der Untersuchungen im ersten Teil der vorliegenden Arbeit dar.

Bei der Analyse weiterer sequenzierter Genome stellte sich heraus, dass Patatin-&hnliche
Proteine innerhalb der belebten Welt, insbesondere innerhalb der Bakterien, sehr weit
verbreitet sind (Abb.4.0). Interessanterweise zeigte sich, dass solche Bakterien, die in enger
Assoziation mit eukaryontischen Wirtszellen leben, z.B. intrazellulire Pathogene oder
Symbionten, iiber besonders viele PLP Gene oder eine hohe PLP Dichte im Genom verfiigen
(z.B. Mycobacterium tuberculosis: 8 PLP, Bradyrhizobium japonikum: 8 PLP, Rickettsia
prowazekii Madrid: 2 PLP, Legionella pneumophila Philadelphia-1: 11 PLP) (15,17).
Offenbar besteht eine Korrelation zwischen der Anzahl von PLP Genen und der Lebensweise
des betreffenden Bakteriums. Dies wirft die Frage auf, welcher selektive Druck hinter der
Akkumulation der PLP Gene in solchen Bakterien steht, d.h. ob und wie die Genprodukte zur
Bakterium-Eukaryont-Interaktion beitragen. Unter allen sequenzierten bakteriellen Genomen
waren die vier sequenzierten L. pneumophila Stimme diejenigen Bakterien, die die hdchste
Anzahl (10 bis 11) und auch die hochste genomische Dichte von PLP besal3en.

62



Ergebnisse

Taxonomic coverage &

4 Saccharomyces cerevisiae nclassified 1
146 Fungi- i 2
14 Caenorhabditis elegans . Archaea 5
28 Nematoda Bacteria 1458
150 Metazoa yanobacteria 18
9 Fruit Fly Synechocystis PCC 6803 1
23 Arthropoda Oryza sativa (Rice) 74
a7 Chordata Arabidopsis thaliana 23
27 Mouse reen Plants 176
24 Human Plastid Group 227
539 Eukaryota ther Eukaryotes 16

Abb. 4.0 Patatin-dhnliche Proteine sind in allen taxonomischen Reichen (Eukaryoten, Prokaryoten,
Viren, Pilze, Archaea) verbreitet. Allein innerhalb der sequenzierten bakteriellen Genome existieren
1458 Gene, die PLP kodieren (http://www.ebi.ac.uk/interpro/). Stand: August 2008

Trotz der grossen Zahl von PLP Genen in Bakterien waren diese experimentell weitgehend
nicht untersucht. Die einzige Ausnahme bildet P. aeruginosa ExoU, welches im Jahr 2003 als
Phospholipase A mit Patatindoméne identifiziert worden war und als potentes sekretiertes
Zytotoxin ~ mit der  Virulenz des  Bakteriums  korelliert  (siche  2.5.3)
(68,169,195,196,203,209,221). Die weite Verbreitung dieser damals nahezu unentdeckten
Familie bakterieller putativer Phospholipasen und auch die Frage, weshalb L. pneumophila
eine so grosse Menge verschiedener Phospholipasen mit mdglicherweise iiberlappenden
Substratspezifititen kodiert, machte die weitere Untersuchung der Legionella PLP interessant.
Sie versprach neue Einsichten in die Rolle der Phospholipasen fiir die Pathogenese der
Legionelleninfektion.

Die Arbeit ist im ersten Teil auf das Legionella PLP PatA fokussiert. Vier der Legionella
PLP, - PatA, C, F, G - weisen im Protein-Sequenzvergleich eine ausgeprigtere Homologie zu
P. aeruginosa ExoU auf als die verbleibenden sieben (expect values zwischen le-16 und 3e-
8). Interessanterweise zeichnen sich diese vier PLP durch C-terminale Extensionen aus, wie
sie auch P. aeruginosa ExoU besitzt. Die C-Termini zeigen dabei untereinander und auch zu
ExoU keine Sequenzhomolgie. Die homologen Proteinbereiche beschrinken sich bei allen L.
pneumophila PLP auf die Regionen, in denen die Patatindoménen lokalisiert sind (ca. 250As).
PatA besitzt in dieser Region die ausgeprigteste Sequenzhomologie zu ExoU und wurde

deshalb als erstes Enzym der PLP Familie bearbeitet.

4.1.1 In silico Analyse von L. pneumophila patA

Das L. pneumophila Philadelphia pat4 Gen ist 1866bp lang und kodiert ein Protein von
621As. Das Molekulargewicht betrdgt 69,3 kDa. Neben der konservierten Patatindomine
trigt das Protein keine weiteren konservierten Sequenzbereiche oder Domédnen, die mit

signifikanter Homologie identifiziert werden konnen. Das L. pneumophila pat4A Gen ist in
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seiner Orientierung entgegengesetzt zu den flankierenden Genen /legU2 und Ipg2832 orientiert

(Abb. 4.1). Daher ist es offenbar nicht in einem Operon organisiert.

Abb. 4.1 Genomischer Kontext von L. pneumophila Philadelphia-1 pat4. Die Beschriftung in der
unteren Bildhélfte bezeichnet die kodierten Proteine. (Modifiziert nach NCBI Sequence viewer 2.0.[3)

Upstream zu patA sind die Gene legU?2 und sidH lokalisiert. LegU?2 trigt eine konservierte U-
Box-Domine, die zur Superfamilie der ,,ring finger Domdnen* gehort (pfam00097), welche
Protein-Protein Interaktionen vermitteln (122). U-Box-Doménen Proteine sind typische
eukaryontische Proteine, die an der Ubiquitinmarkierung von Proteinen beteiligt sind, die
degradiert werden sollen (10,121). Das néchste Protein, welches upstream von patA kodiert
ist, ist SidH, ein neuerlich identifiziertes Dot/Icm abhdngig sekretiertes Protein, welches keine
konservierten Doménen tragt, aber in L. pneumophila Philadelphia-1 zwei Paraloge besitzt,
ndmlich SdhA und SdhB (129). sdhA knockout Mutanten replizieren wesentlich schlechter
intrazelluldr im Makrophagenmodell, das Ausschalten aller drei Gene der sogenannten sdhA-
Familie fiihrt zu vollstindigem Verlust der intrazelluliren Replikation von L. pneumophila.
SdhA ist an der Verhinderung des Wirtszelltodes infizierter Zellen beteiligt, eine genaue
Rolle fiir SidH in der Pathogenese ist nicht bekannt (129). Downstream zu patA, jedoch
entgegengesetzt orientiert, befindet sich [Ipg2832, welches weder konservierte
Proteindoméanen kodiert, noch zu einem bekannten Protein homolog ist. ycid, an zweiter
Stelle downstream lokalisiert, kodiert eine Thioesterase, die in vielen bakteriellen Genomen
konserviert vorliegt. Thioesterasen spalten Thioester in Thiol und Karboxylsdure. Es wird
angenommen, dass YciA eine Rolle in der Membranbiogenese von Bakterien spielt (234).
Das Ipg2834 Genprodukt ist uncharakterisiert, besitzt jedoch aufgrund seiner in sehr vielen
Bakterien konservierten C1 RNA Bindedomédne der Tex Superfamilie (COG2183) eine
putative Funktion als akzessorischer Transkriptionsfaktor. Das tex Gen wurde als Bordetella
pertussis Virulenzgen charakterisiert und ist nach seiner Rolle bei der Toxin Expression
benannt worden (76). Der patA Lokus ist unter den derzeit vier sequenzierten L. pneumophila
Stimmen nur in L. pneumophia Philadelphia-1 und Paris konserviert. Das Gencluster
sidH/legU2/patA fehlt in den Stimmen Lens und Corby (Abb. 4.2).
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Philadeiphia-1  sid | legu2 || paa  T>S<T ipe2szz Kyeia | < ipg2834
paris  sid | legU2 || paa  T>S<T ipp2ss9 Koeia | < ipp2s9i
Lens Ipi2741| | ip12742 > 27z > iprzra Koeia |< ipi2zas
Corby fpe3t13| | Ipesina > ipesiis >< pesits Kyeia | < ipesis

Abb. 4.2 Der pat4 Lokus ist in L. pneumophila Philadelphia-1 und Paris konserviert. Orthologe Gene
sind iibereinanderstehend und gleichfarbig gekennzeichnet. In L. pneumophila Lens und Corby fehlt
ein patA-Homolog sowie dessen upstream-Bereich inclusive der Gene /egU2 und sidH. Die Gene
Ipl2743/Ipc3115 inclusive deren upstream lokalisierter Gene sind Orthologe von /pg2828 (und
upstream) bzw. Ipp2882 (und upstream).

4.1.1.1 Sequenzhomologien von L. pneumophila PatA und P. aeruginosa ExoU

ExoU, ein sehr potentes Zytotoxin von P. aeruginosa, besitzt im Vergleich zu PatA einen um
ca. 70As verlingerten N-Terminus und hat eine Gesamtgrosse von 687As. Das
Molekulargewicht betrdgt 74kDa. Die Proteinhomologie beider Enzyme erstreckt sich iiber
die etwa 300As, in denen die Patatindomine lokalisiert ist (expect value 1e-12) (Abb. 4.3).
46% der hier konservierten Aminosduren haben dhnliche biochemische Eigenschaften, 27%
sind identisch (Abb. 4.3).

+—— (2laa PatA L. pneumophila

— I —
P L & e R |

687aa ExoU P. aeruginosa

Score = 79.7 bits (195), Expect = le-12

Identities = 79/287 (27%), Positives = 133/287 (46%), Gaps = 33/287 (11%)

PatA 27 QYSUSAPEHKGLVLSGGGAKGﬁSYLGMIQALQERGKIKNLﬁHVSGASAGhHTKSILAVGH 86

dirs i i i i

z 5 + +5 P (LVLSGGGAKG +Y G + AL+E+G + + | +5G+354G +TA++LA GH

ExoU gg ELQLSRPPLTSLVLSGGGAKGAAYPGANLALEEKGHLDGIRSHSGSSAGGITARALLASGH 155

patA 87 DIKDIKKLIEGLDITKLLDNSGVGFRARGDRFRNILDVIYMMOMEKKHLESVQQPIPPEQQ 146
. K L + +D+ LLD+S + F4++I I +EE L + T -

ExoU 156 SPAAFKTLSDEMDLISLLDSSNEKELKL----FQHISSEI-GASLEKGLGN---KIGGFSE 207

PatA 147 MNYGILKQKIALYEDKLSRAGIVINNVDDIINLTKSVKDLEKLDKALNSIPTELKGAKGE 206
ExoU + +L +I + LR + o+ + o+ + +I + L+ G
“XOU' 208 LLLNVL-PRIDSRAEPLERLLRDETRKAVLGQIATHPEVARQ--PTVAAIASRLQSGSG- 263

PatA 207 OQLENPRLTLGDLGRLRELLPEENKHLIKNLSWVVVTN--QTKHELERYSEDTTPQOSIAQV 264

Exol 4+T GDL RL  +P+ IKL++ T ++ 4L ++ TP +A0
MOV toegl i lns VTFGDLDRLSAYIPQ-———— IKTLNITGTAMFEGRPQLVVFNASHTPDLEVAQA 312
PatA 265 vassnﬁpvﬁrvpsnnnxaxvrs-------fDGGILDNHPEIEGLDR 303

ExoU | SG+ P +F + Y A | DGG++ N+P E +D+

~xolJ i j ;

313 AHISGSFPGUFQKVSLSDQPYQAGVEWTEFQDGGVMINVPVPEMIDK 359

Abb. 4.3 Aminosduresequenzvergleich der Gesamtproteine L. pneumophila Philadelphia-1 PatA und
P. aeruginosa PA103 ExoU. Die Proteine besitzen homologe, N-terminale Regionen, die die
Patatindoméne umfassen und sich iiber ca. 300 Aminosduren erstrecken. Die vier Patatindoméinen-
spezifischen konservierten Proteinregionen (Oxyanionenloch, Serin Hydrolase Motiv, konserviertes
Prolin, katalytisch aktives Aspartat) sind durch rote Boxen markiert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Rabin und Hauser (2005) zeigten in einer Studie, in der randomisiert Transposoninsertionen

in exoU eingefligt wurden, dass mindestens 5 Proteinregionen fiir die Zytotoxizitit und die
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Phospholipaseaktivitit des Proteins notwenig sind (Abb. 4.4)(174). PatA besitzt Homologie
zu insgesamt 3 der 5 fiir diese ExoU Funktionen notwendigen Proteinregionen. Alle 3
konservierten Regionen liegen in der Patatindoméne. Die C-terminale Region von ExoU ist
fiir dessen intrazelluldre Lokalisation und auch die Phospholipaseaktivitit (und Toxizitét)

essentiell (69,175). Die C-Termini beider Proteine weisen zueinander oder zu anderen

Ergebnisse

Proteinen keine signifikante Ahnlichkeit auf (Abb. 4.3, 4.5).

ED ril [R2) |

1

Patatindoméne 687

T

Oxyanionenloch

T

Katalytisch aktives
Aspartat

Hydrolase Motiv
PatA: S73
ExoU: S142

Abb. 4.4 Finf funktionelle Regionen in P. aeruginosa ExoU (174) und drei homologe Regionen in
PatA. Die Regionen R1 (Oxyanionenloch), R2 (Hydrolase Motiv), und R4 (katalytisch aktives

Aspartat) sind in beiden Proteinen konserviert. Region R3 und R5 sind in PatA nicht konserviert.

BlastP von PatA As304 bis Ende

BlastP von ExolJ As360 is Ende

Abb. 4.5 Die C-terminalen Regionen von L. pneumophila PatA und P. aeruginosa ExoU weisen keine
signifikante Homologie untereinander oder zu anderen bekannten Proteinen auf (BlastP). Bei beiden
Blast Ergebnissen sind drei rote Balken starker Homologie zu sehen. PatA aus L. pneumophila
Philadelphia-1 ist doppelt annotiert und zusétzlich in L. pneumophila Paris konserviert. ExoU ist

Distribution of 8 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse aver to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
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dreifach annotiert und erscheint daher in drei getrennten Balken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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4.1.2 Expressionsanalysen der L. pneumophila PLP Gene

Aufgrund der von Briiggemann et al. wihrend der Amdbeninfektion gewonnenen
Expressionsdaten, welche nahezu das gesamte L. pneumophila Genom umfassen, war
bekannt, dass die Transkription der zu untersuchenden PLP Gene wéhrend verschiedener
Stadien der Amdbeninfektion reguliert ist (29). 4 PLP Gene sind wihrend der Expression von
Virulenzeigenschaften in der Infektion von A. castellanii stark ,hoch* reguliert (patA=11-
fach, patD=8-fach, patE=11-fach, pat/=9-fach), was auf deren Beteiligung am Verlassen der

Wirtszelle oder der Infektion einer neuen Wirtszelle hinweisen konnte (Abb. 4.6).

Um die biochemischen Eigenschaften von PatA sowie der weiteren 10 L. pneumophila PLP
unter Laborbedingungen zu untersuchen, war es von Interesse, welche der Proteine unter
Laboranzuchtbedingungen in BYE Medium vom Bakterium exprimiert werden. Diese
Information war fiir weitere Experimente von Bedeutung, die grosstenteils mit in BYE
Medium angezogenen Kulturen erfolgen sollten, da fiir nicht exprimierte Proteine zunéchst
induzierende Bedingungen hétten evaluiert werden miissen. Fiir unsere Fragestellung war eine
quantitative Aussage zur Expression nicht entscheidend. Daher erfolgte diese Untersuchung
durch nicht-quantitative RT (reverse transkriptase) PCR zu 5 verschiedenen Zeitpunkten der

Vermehrung in Laborkultur (zwei sind in Abb. 4.7 gezeigt).

Ipg Nr. 8h vs. 14h | Regulation
patd | Ipg2831 10.70 BN
patB Ipg2807 339 T
patC' | Ipg2401 2.60 T
patD | Ipg2317 8.00 N
patk | Ipgl944 11.16 =
patl Ipg1426 -1.37 =
patG Ipgi227 1.20 =
patH Ipg0952 1,12 ]
patl Ipg0670 8.94 N
patJ Ipg0290 -1.71 ==
patK Ipg0014 2.14 1 |

Abb. 4.6 Vier L. pneumophila Philadelphia-1 PLP Gene (patd4, D, E, I) werden wihrend der
Expression der bakteriellen Virulenzeigenschaften verstirkt exprimiert. Die Expression der L.
pneumophila Philadelphia-1 PLP Gene wurde beim Ubergang der Bakterien in die transmissive Phase
am Ende der intrazelluldren Replikation in Acanthamoeba castellanii mit der Expression wéhrend der
replikativen Phase im gleichen Wirtszellmodell verglichen. L. pneumophila patA, D, E und I wurden
wihrend der spdten Infektionsphase 8 bis 11-fach stirker exprimiert als wihrend der fritheren
Wachstumsphase (29).
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Abb. 4.7 Die L. pneumophila Philadelphia-1 PLP Gene patA — patK werden wiahrend der Anzucht in
BYE Laborkulturmedium in der exponentiellen (A) und stationdren Wachstumsphase (B) exprimiert.
In der RT-PCR waren Transkripte aller 11 PLP Gene detektierbar. Als Positiv-Expressionskontrolle

und als Kontrolle fiir DNA-Kontamination der RNA-Priparationen wurde das konstitutiv exprimierte
Gyrase-Gen gewdhlt (nicht gezeigt; zwei Wiederholungen).

In der RT-PCR Untersuchung wurden zu den fiinf untersuchten Zeitpunkten jeweils von den
11 L. pneumophila Philadelphia-1 PLP Genen patA bis patK Transkripte detektiert. Dies
zeigte, dass die Gene in der Laborkultur exprimiert wurden.

Da die Studie vor allem auf die Untersuchung der Rolle von PatA fiir L. pneumophila
ausgerichtet war, wurde fiir dieses Gen auch eine quantitative Western Blot Analyse
durchgefiihrt. Hierzu wurde das gfp Gen unter Kontrolle der putativen pat4 Promoterregion
(Ppatd) in trans in L. pneumophila Philadelphia-1 eingebracht (Plasmid
pPA31=pBCKS+PpatA+gfp) und dessen Expression wihrend des Wachstums in BYE
Laborkulturmedium untersucht. Die Expression des Markerproteins (GFP) konnte so
quantitativen Aufschluss iiber die Expression des pat4 Gens in Laborkulturmedium geben.
Als Referenz wurde das im Labor vorhandene Plasmid pBCKS+Pmip+gfp genutzt, welches

das gfp Gen unter Kontrolle des (unter den gegebenen Bedingungen konstitutiv aktiven) mip
Promoters (Pmip) triagt (Abb.4.8).

FL L SL Fs S FL L SL FS8 S
oo - -
Ppatd Pmip

Abb. 4.8 L. pneumophila Philadelphia-1 exprimierte GFP unter Kontrolle des pat4 Promoters (PpatA)
oder unter Kontrolle des mip Promoters (Pmip) wiahrend der Replikation in BYE Fliissigmedium.
Lysate gleicher Bakterienzahlen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-GFP Antikdrpern
im Western Blot beprobt. FL: frithe logarithmische Phase, L: logarithmische Phase, SL: spéte
logarithmische Phase, FS: frithe stationdre Phase, S: stationdre Phase.

Bis zur spéten exponentiellen Wachstumsphase wurde eine relativ konstante Menge GFP
Protein unter PpatA Kontrolle von den Bakterien exprimiert. In der stationidren Phase befand
sich eine deutlich erh6hte Menge von GFP Protein in den Proben. Die Aktivitit von Ppat4

wird also vom Bakterium reguliert und ist in der stationdren Wachstumsphase induziert.
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4.1.3 Rekombinante Expression der L. pneumophila PLP in E. coli

Um einen vergleichenden Uberblick iiber die lipolytischen Aktivititen der elf Legionella PLP
zu gewinnen, wurden die Gene rekombinant in E. coli exprimiert und Zelllysate der

Expressionsklone in Lipidhydrolyseassays analysiert (Abb. 4.9, 4.10).
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Abb. 4.9 L. pneumophila Philadelphia-1 PatA, B, C, D, E, I, K sind in Zelllysaten der E. coli
Expressionsklone, die im SDS PAGE Gel aufgetrennt wurden, als dicke Banden mit den erwarteten
Molekulargewichten sichtbar. PatF, G, H, J sind nicht als Einzelbanden zu erkennen.

Obwohl im SDS PAGE Gel keine Expression von PatF, G, H und J nachzuvollziehen war,
wurden auch diese Lysate auf die Fahigkeit getestet, Fettsduren von PLA- (DPPG und DPPC)
und LPLA- (MPLPG und MPLPC) Substraten sowie von einem Lipasesubstrat (1-MPG)
abzuspalten (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10 Die L. pneumophila Philadelphia-1 PLP PatA bis PatK exprimierenden E. coli Klone
zeigten erhohte LPLA (PatA bis PatK) und Lipaseaktivitidt (PatA, PatC bis PatK). Zellpelletlysate
wurden fir 23h mit den Substraten DPPG, DPPC, MPLPG, MPLPC und 1-MPG inkubiert.
Abgezogen wurden Mediumkontrolle und E. coli Kontrolle. Der Kontrollstamm kodierte ein inaktives
Proteinfragment des patAS73A Gens. Die Daten repriasentieren Doppelwerte.
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Abb. 4.10 zeigt, dass die Lysate aller 11 getesteten PLP E. coli Expressionsklone eine erhohte
LPLA Aktivitit gegeniiber MPLPG und MPLPC besitzen, wobei MPLPC stets das
bevorzugte Substrat war. Zusitzlich wurden mit - Ausnahme der patB exprimierenden Klone

- durch alle Lysate Fettsduren von 1-MPG abgespalten, was Lipaseaktivitét anzeigt.

4.1.4 Phinotypische Charakterisierung von L. pneumophila Philadelphia-1 PatA

In der stationdren Wachstumsphase exprimieren die Bakterien als Folge sich verknappender
Nihrstoffreserven Virulenzfaktoren bzw. ihren transmissiven Phénotyp (siehe 2.2.2). Die
Expression von patA ist - wie in dieser Arbeit gezeigt - in der stationiren Wachstumsphase
von Laborkulturen sowie zum Ende des intrazelluliren Replikationszyklus in Amdben
induziert (29). Das konnte bedeuten, dass das Protein fiir die virulente Phase / die Virulenz
von L. pneumophila wichtig ist. Die Generation einer L. pneumophila patA knockout Mutante
und deren phénotypische Analyse wiirde zeigen wie sich der Verlust des putativen
Virulenzfaktors PatA auf die Eigenschaften von Legionella und dessen Interaktion mit
Wirtszellen auswirkt. Bevor weitere Analysen folgen konnten, war zu priifen, ob die
generierte L. pneumophila Philadelphia-1 pat4 Mutante in Laborkultur wildtypdhnliche
Vermehrungseigenschaften zeigt. Sollte der Verlust des Gens bereits unter diesen
Bedingungen schwerwiegende physiologische Beeintrachtigungen filir das Bakterium

darstellen, wiirde dies die Bearbeitung der Mutanten erschweren.

4.1.4.1 L. pneumophila patA Insertionsmutanten vermehren sich in Laborkultur

Um der eben aufgeworfenen Fragstellung nachzugehen wurden Kulturen angesetzt und die
Replikation der Bakterien durch Messen der Kulturdichte verfolgt (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11 Die L. pneumophila Philadelphia-1 patA knockout Mutante (Klon M1-8) vermehrte sich in
BYE Nahrbouillon auf Wildtypniveau. Der Wildtypstamm sowie die pat4 Mutante traten nach ca. 9-
10h in die stationidre Wachstumsphase ein. OD=optische Kulturdichte.
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Die Mutanten vermehrten sich in BYE Medium im Vergleich zum Waildtypstamm
unverdndert. Beide Kulturen traten nach etwa 9-10 Stunden mit dem Erreichen einer
Kulturdichte von ODgg 2 in die stationdre Phase ein, die durch eine Stagnation der Zelldichte
gekennzeichnet ist. Die wildtypdhnliche Replikation der pat4 Mutante war somit unter

Laborkulturbedingungen gegeben.

4.1.4.2 Lipolytische Aktivitit von L. pneumophila patA Mutanten und Uberexpressionsklonen

Die lipolytische Aktivitit von L. pneumophila Philadelphia-1 pat4 Mutanten wurde in
Lipidhydrolyseassays untersucht. Dabei wurden Zellpelletlysate und Kulturiiberstéinde
getrennt bearbeitet, um Aufschluss iiber die sekretierte und zellpelletassoziierte Aktivitit zu
erhalten. Die Annahme, dass PatA Phospholipaseaktivitit besitzt, liess erwarten, dass L.
pneumophila patA knockout Mutanten reduzierte lipolytische Aktivitit besitzen. PatA wird
durch das Dot/Icm TypIVB Proteinsekretionssystem in Wirtszellen injiziert (211,228). Daher
wurde davon ausgegangen, dass das Protein bei der Anzucht der Erreger in Fliissigmedium
auch in das Laborkulturmedium abgegeben werden kann, eine mdgliche Verdnderung der
lipolytischen Aktivitdt also im Kulturiiberstand und im Zellpellet detektierbar sein konnte
(Abb. 4.12).
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Abb. 4.12 L. pneumophila patA-Mutanten Kulturiiberstinde und Zellpelletlysate haben reduzierte
lipolytische  Aktivitdten. Kulturiiberstinde (A) wund Zellpelletlysate (B) der stationdren
Wachstumsphase aus BYE Medium wurden 20h (A) bzw. 3h (B) mit den Substraten DPPG, DPPC,
MPLPG, MPLPC und 1-MPG inkubiert. pat4-(pPA19)=pat4-Komplementante mit pMMB2002+patA
in trans (Klon K4-1). Die Daten repréasentieren Dreifachwerte. Medium- und Pufferkontrollen wurden
von den Meflwerten abgezogen (zwei Wiederholungen).
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Sowohl die Kulturiiberstinde als auch Zellpelletlysate der L. pneumophila pat4A Mutante
setzten weniger Fettsduren aus den Substraten frei als der Wildtypstamm. Die
Kulturiiberstdnde hatten im Vergleich zum Wildtyp reduzierte PLA-, LPLA- und Lipase-
Aktivitdit gegeniiber den Substraten DPPG, MPLPG, MPLPC und 1-MPG. Der
komplementierende Stamm L. pneumophila patA-(pPA19) zeigte bei keiner der reduzierten
sekretierten Aktivititen eine wildtypédhnliche lipolytische Aktivitit. Die Zellpelletlysate der
patA Mutante wiesen ebenfalls signifikant reduzierte PLA und LPLA Aktivitét auf, allerdings
mit anderer Substratspezifitit. Zellpelletlysate besaBlen gegeniiber DPPC, MPLPG und
MPLPC signifikant reduzierte lipolytische Aktivitit, die jeweils beim komplementierenden
Stamm wieder auf Wildtypniveau angehoben war. Die Zellpelletlysate der getesteten L.

pneumophila Stimme besallen keine 1-MPG spezifische Lipaseaktivitit.

4.1.4.3 L. pneumophila patA Mutanten besitzen reduzierte himolytische Aktivitat

L. pneumophila hat membranzerstorende Eigenschaften und besitzt himolytische Aktivitét
(13,21,75,120), die auch auf sekretierte und zellassoziierte PLA Aktivitit zuriickgefiihrt
werden konnte (15,70,73). Die Fahigkeit rote Blutkdrperchen zu lysieren, wurde bei L.
pneumophila patA knockout Mutanten untersucht, denn aufgrund der reduzierten DPPC
spezifischen lipolytischen Aktivitét in Zelllysaten der pat4 Mutante konnte die Fahigkeit zur
Héamolyse bei diesen Mutanten reduziert sein (Abb. 4.13).

OD415
=
()

Philadelphia- 1 patA- patA-(pPA19)

Abb. 4.13 L. pneumophila Philadelphia-1 pat4 Mutanten (Klon M1-8) besitzen im Vergleich zum
Wildtypstamm reduzierte hémolytische Aktivitdit gegeniiber roten Blutkérperchen. Im
Komplementationsstamm pat4-(pPA19) (Klon K4-1) ist die hdmolytische Aktivitit auf Wildtypniveau
wiederhergestellt. Balken und Standardabweichungen repriasentieren Doppelwerte. Die Pufferkontrolle
(PBS) wurde von den MefBwerten abgezogen (zwei Wiederholungen).

Die hamolytische Aktivitit der L. pneumophila patA Mutante betrug 56% der
Wildtypaktivitdit und war damit signifikant reduziert. Der Komplementationsstamm L.
pneumophila patA-(pPA19) zeigt hdmolytische Aktivitit auf Wildtypniveau. Durch die
Héamolyseassays mit menschlichem Blut wurde die aufgrund der Lipidhydrolyse-Experimente

(siche 4.1.4.2) gemachte Vermutung, dass PatA hidmolytische Eigenschaften besitzten konnte,
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als zutreffend bestétigt. PatA besitzt, vermutlich aufgrund der Féhigkeit DPPC - einem Haupt-
Phospholipid eukaryontischer Membranen - zu hydrolysieren, himolytische Eigenschaften.

4.1.4.4 Untersuchung der intrazelluldren Vermehrung von L. pneumophila patA Mutanten

In einem néchsten Schritt wurde gepriift, ob L. pneumophila patA Mutanten in der Lage sind,
sich in Wirtszellen zu vermehren. Dazu wurden pat4 Mutanten in den Stimmen Philadelphia-
1 und 130b in Koinfektionen mit A. castellanii und anschliessend in humanen U937

Makrophagen auf intrazellulire Vermehrung getestet (Abb. 4.14, 4.15).
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Abb. 4.14 L. pneumophila Philadelphia-1 pat4 Mutanten (Klon M1-8) (A) und L. pneumophila 130b
patA Mutanten (Klon 4) (B) sind fiir die Vermehrung in 4. castellanii attenuiert. Die Wildtypstimme
vermehrten sich innerhalb von 96h um den Faktor 1000, die patd Mutanten beider Stimme
vermehrten sich nicht. Die Daten repriasentieren Dreifachwerte (drei Wiederholungen).
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Abb. 4.15 L. pneumophila Philadelphia-1 pat4 Mutanten (Klon M1-8) (A) und L. preumophila 130b
pat4A Mutanten (Klon 4) (B) sind fiir die Vermehrung in U937 Makrophagen attenuiert. Die
Wildtypstimme vermehrten sich innerhalb von 72h um den Faktor 10000, die pat4 Mutanten beider

Stimme vermehrten sich 10 bis 100-fach. Die Daten repriasentieren Dreifachwerte (drei
Wiederholungen).

In beiden Infektionsmodellen, sowohl in A. castellanii Amoben als auch in humanen U937
Makrophagen vermehrten sich die beiden Wildtypstimme 130b und Philadelphia-1 wihrend

der Infektionsdauer (96h bzw. 72h) um 3 bis 4 Zehnerpotenzen (Abb.4.14, 4.15). Die patA
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Mutanten beider Stimme zeigten eine attenuierte intrazelluldre Vermehrung. Dieser Phianotyp

war in den Amdbeninfektionen ausgeprédgter, hier fand keine Vermehrung statt. Im

Makrophagen-Infektionsmodell vermehrten sich die L. pneumophila 130b pat4 Mutanten

100- und Philadelphia-1 pat4 Mutanten 10-fach.

Da die Komplementation der attenuierten intrazelluldren Vermehrung der L. pneumohila patA

Mutanten beider L. pneumophila Stimme (Philadelphia-1 und 130b) Schwierigkeiten

bereitete, wurden mehrere Strategien erprobt, um das Wildtypgen wieder in die Mutanten

einzubringen und funktionelle Komplementation zu erhalten:

1 - Einbringen des plasmidkodierten Wildtypgens in die Mutante

Das L. pneumophila Philadelphia-1 patA Gen wurde inklusive des putativen nativen

Promoters in die Plasmide pBCKS (ein kigh copy Vektor) und pMMB2002 (ein low copy

Vektor) kloniert und anschliessend in zwei unabhéngig generierte pat4 Mutanten eingebracht.

So generierte Komplementationsklone wurden im Infektionsmodell auf intrazelluldre

Replikation getestet.

2 - Einbringen des plasmidkodierten Wildtypgens in die Mutante und anschliessende
Selektion der Komplementanten im Infektionsmodell

Wie in Punkt 1, jedoch wurden die Klongemische nach Elektroporation der

Komplementationsvektoren direkt in Infektionen eingesetzt. Nach 24 Stunden Infektionsdauer

wurden die Infektionen ausplattiert und Einzelklone isoliert (d.h. auf Klone mit

komplementiertem intrazelluldiren Replikationsvermogen selektiert). Diese Einzelklone

wurden in einer zweiten Infektion auf intrazelluldre Replikation getestet.

3 - Chromosomale Reintegration des Wildtypgens in die Mutante

Das L. pneumophila Philadelphia-1 pat4 Gen wurde inklusive flankierender Regionen in

pLAW344 kloniert. pLAW344 wird in L. pneumophila nicht repliziert, integriert jedoch

chromosomal durch homologe Rekombination. Der Vektor trigt das sacB Gen, weshalb

rekombinierte Klone auf Sukroseresistenz selektiert werden konnen. Der Vektor wurde von

H. Shuman (New York, USA) zur Verfligung gestellt (93).

4 - Zugabe von rekombinant gereinigtem PatA Protein zur Infektion mit pat4 Mutanten

Mit L. pneumophila patA-Mutanten wurden Wirtszellinfektionen durchgefiihrt und PatA in

24h Intervallen zugegeben.

Eine Komplementation der attenuierten intrazelluldiren Vermehrung durch Einbringen des
Wildtypgens bzw. Proteins wurde mit keiner der Strategien erreicht. Wegen mdoglicher second
site Mutationen muss die Integritit der in der Arbeit verwendeten pat4A Mutanten deshalb
bezweifelt werden. Aus diesem Grund wurde in den folgenden Teilen der Arbeit von der

weiteren Untersuchung des attenuierten Phanotyps der L. pneumophila patA Mutanten
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abgesehen. Der Fokus der Untersuchungen wurde auf die Charakterisierung von

aufgereinigtem Protein sowie der intrazelluldren Lokalisation von PatA gelegt.

4.1.5 Lipolytische Aktivitdt von rekombinant aufgereinigtem PatA und PatAS73A

E. coli patA Expressionsklone waren verstirkt in der Lage, Fettsduren von MPLPG, MPLPC
und in geringerem Malle von 1-MPG abzuspalten. Zur Beurteilung der lipolytischen Aktivitét
von L. pneumophila PatA war es ndtig, das Protein aufzureinigen und seine Aktivitit ohne
den bakteriellen Hintergrund zu untersuchen. Das Protein wurde deshalb rekombinant in E.
coli exprimert und anschliessend iiber dessen N-terminalen Hiss-Tag chromatografisch
aufgereinigt (Abb.4.16).
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Abb. 4.16 Aufreinigung von rekombinant exprimiertem L. pneumophila Philadelphia-1 PatA. (A)
Chromatogramm des FPLC Laufs von PatA Expressionsklon-Lysat {iber eine HisTrap HP Séule.
Gebundenes PatA Protein eluierte in zwei Fraktionen. (B) SDS-PAGE von Zellpelletlysaten
uninduzierter (-) und induzierter (+) PatA Expressionskultur. (C) SDS-PAGE der zwei eluierten
Fraktionen der Chromatographie. B & C zeigen 10% Acrylamidgele gefirbt mit Coomassie blue. (D)
Silber gefarbtes Gel von aufgereinigtem PatA und PatAS73A (Je 3ug in F1&2, 15ug in gepoolter
Fraktion). F1, F2 = eluierte Fraktionen 1 und 2, St = Protein Standard.
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Zusitzlich zum PatA Wildtypprotein wurde eine Mutante im aktiven Zentrum der Patatin-
Domine generiert. Hierzu wurde in pPA12 (pET160+pat4) der Basenpaaraustausch T217G
(Thymin gegen Guanin) vorgenommen, was in pPA46 (pET160+patAT217G) resultierte. Das
auf pPA46 kodierte Protein (PatAS73A) trug somit ein mutiertes Lipase-Konsensusmotiv G-
X-S-X-G, welches in G-X-A-X-G gewandelt wurde. Die Generation der active site Mutante
war unter mehreren Gesichtspunkten geboten. Fiir die biochemische Charakterisierung von
PatA sowie alle weiteren funktionellen Assays war zunéchst ein geeignetes Kontrollprotein
zur Verifizierung der Ergebnisse erforderlich. Weiter wiirde der Vergleich von Wildtyp
Protein und der S73A Mutante eine eindeutige Zuordnung der Phospholipaseaktivitit zur
Patatindomine des Proteins ermdglichen.

Bei der Aufreinigung eluierte an die Nickel-Affinitdtsmatrix gebundenes Wildtypprotein oder
das mutierte Protein PatAS73A stets in zwei Schritten (Abb.4.16). Peak 1 eluierte bei 20%
Imidazol im Elutionspuffer und der dominante Peak 2 bei 30% Imidazol. Beide FPLC
Fraktionen waren von vergleichbarer Reinheit. Da zudem die lipolytische Aktivitdt
dquivalenter Proteinmengen beider Fraktionen identisch war, wurden die beiden Fraktionen

fiir alle weiteren Versuche stets gepoolt eingesetzt.
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Abb. 4.17 PatA besitzt LPLA und PLA Aktivitéit. Lipidhydrolyse von L. pneumophila PatA (A) und
PatAS73A (B) mit den Substraten DPPG, DPPC, DPPS, MPLPG, MPLPC und 1-MPG in 15 Stunden
Reaktionszeit. Von beiden Proteinen wurden Proteinkonzentrationen 250, 125, 62,5, 31,3 pg/ml
Reaktionsvolumen eingesetzt. Anschliessend wurde die Menge freigesetzter Fettsduren bestimmt. Die
Daten reprisentieren Dreifachwerte und sind pufferbereinigt (drei Wiederholungen).
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Die gereinigten Proteine wurden in vier Konzentrationen von 20ug bis 2,5ug je 80ul
Reaktionsvolumen eingesetzt. Nach 15h Inkubation wurde die Menge freigesetzter Fettsduren
bestimmt (Abb 4.17). PatA und PatAS73A wurden mit insgesamt flinf verschiedenen
Phospholipasesubstraten und einem Lipasesubstrat (1-MPG) inkubiert. Die bevorzugt
hydrolysierten Substrate wurden ermittelt. PatA, nicht aber PatAS73A, spaltete vor allem von
den Substraten MPLPG und MPLPC Fettsduren ab. Die Menge freigesetzter Fettsduren
korrellierte dabei mit der Menge eingesetzten Proteins. 250ug/ml Reaktionsvolumen PatA
setzten ca. 0,6mM Fettsduren aus MPLPG und 0,4mM aus MPLPC frei. PatAS73A setzte aus
MPLPG und MPLPC keine Fettsduren frei. PatA besitzt daher vor allem Lysophospholipase
A-Aktivitidt, wobei das bevorzugte Substrat MPLPG war. Zusitzlich hydrolysierte PatA
Fettsdurereste vom Phospholipid DPPG (0,3mM FFA). Interessanterweise war diese Glyzero-
Phospholipid-spezifische PLA Aktivitit vom Aminosdureaustausch im aktiven Zentrum in
Abhingigkeit von der im Assay verwendeten Proteindosis betroffen. Von 125ug/ml
PatAS73A wurde im Gegensatz zum Wildtypprotein kein DPPG hydrolysiert, wurde dagegen
250ug/ml Protein eingesetzt, war kein Unterschied zwischen PatA und PatAS73 A messbar.

4.1.5.1 Lipolytische Aktivitit von rekombinant aufgereinigtem E. coli RssA und RssAS41A

Neben den hier bearbeiteten L. pneumophila PLP wurden das E. coli PLP RssA sowie die
active site Mutante RssAS41A auf lipolytische Aktivitit getestet. Das gereinigte Protein
wurde vom Labor von Prof. Hengge, FU Berlin, zu Verfiigung gestellt.
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Abb. 4.18 E. coli RssA besitzt hauptsdchlich PLA Aktivitit sowie eine geringere Lipase Aktivitit.
Lipidhydrolyse von E. coli RssA und RssAS41A (24pg/ml Reaktionsvolumen) mit den Substraten
DPPG, DPPC, DPPS, MPLPG, MPLPC und 1-MPG fiir 18 Stunden inkubiert. Anschliessend wurde
die Menge freigesetzter Fettsduren bestimmt. Die Daten repréasentieren Dreifachwerte und sind
pufferbereinigt (drei Wiederholungen).
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Abb. 4.19 RssA besitzt PLA Aktivitdt. E. coli RssA und RssAS41A (24ug/ml Reaktionsvolumen)
wurden fir 22h mit dem Hauptsubstrat DPPG inkubiert. Durch polare (A) und apolare (B)
Diinnschichtchromatografie wurden die Reaktionsprodukte MPLPG und freie Fettsduren (FFA)
nachgewiesen. Entsprechend verringert sich die Menge DPPG in der Reaktion mit dem
Wildtypprotein (A) (zwei Wiederholungen).

Die Abbildungen 4.18 und 4.19 demonstrieren, dass das E. coli PLP RssA DPPG spezifische
PLA Aktivitidt sowie (Abb. 4.18) eine schwichere Lipaseaktivitit besitzt. Die enzymatische
Aktivitdt wird durch Austausch des katalytisch aktiven Serin 41 gegen Alanin im Lipase-
Konsensusmotiv  G-X-S-X-G inaktiviert. Die Diinnschichtchromatografie zeigt die
entstehenden Reaktionsprodukte bei dem Verdau von DPPG. Es werden MPLPG und freie
Fettsduren generiert, die Menge von DPPG in der Reaktion nimmt ab. 24ug RssA/ml
Reaktionsvolumen setzten in 18h Reaktionszeit 1,6mM freie Fettsduren aus DPPG frei, in der

gleichen Zeit wurden von 1-MPG 0,4mM Fettsdureketten abgespalten.

4.1.5.2 Wird PatA durch bakterielle oder wirtszelleigene Faktoren prozessiert?

P. aeruginosa ExoU besitzt nur nach Aktivierung durch die eukaryontische Superoxid
Dismutase 1 (SOD1) PLA und LPLA Aktivitit, die mit der Zytotoxizitit des Proteins
korreliert (sieche 2.5.3) (194). Die ausgeprigte Sequenzhomologie von PatA zu ExoU
beschrinkt sich auf den Bereich der Patatindomdnen. Die Phospholipasedoménen von ExoU
und PatA befinden sich jeweils am N-Terminus der Proteine. Mutagenesestudien (174),
Domainmapping (69) und Suppressorstudien (197) zeigten jedoch, dass auch der ExoU C-

Terminus fiir die zytotoxische Wirkung notwendig ist. Es muss daher ein Zwei-Doménen
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Konzept des Proteins angenommen werden. Obwohl PatA keine Homologie zur C-terminalen
Region von ExoU besitzt, die moglicherweise auch in die Kofaktorbindung involviert ist, war
von Interesse, ob die PLA/LPLA Aktivitit von PatA bei Prisenz bakterieller oder
wirtszelleigener Kofaktoren verdnderbar bzw. sogar stimulierbar ist.
Dazu wurde PatA Wildtypprotein und inaktives PatAS73A mit Lysaten der humanen
Epithelzelllinie A549- (Abb.4.20) oder L. pneumophila- Zelllysaten (Abb.4.21) vorinkubiert

und anschliessend die lipolytische Aktivitdt durch Messung freigesetzter Fettsduren bestimmt.

04 W PatA + A549
’ I PatA + Tris
% 0.4 B PatAS73A + A549
f: 02 @ PatAS73A + Tris I:|-:
i )
= hem W
DPPG DPPC MPLPG MPLPC

Abb. 420 Die Menge freigesetzter Fettsduren durch  PatA bzw. PatAS73A (125pg/ml
Reaktionsvolumen) in 19 Stunden Reaktionszeit wird durch Zugabe von AS549-Zelllysat nicht
verdndert. Beide Proteine wurden mit 3,5% (37,5ul A549-Lysat [in Trispuffer]/ml Reaktionsvolumen)
bzw. 0% (37,5u1  Trispuffer/ml  Reaktionsvolumen) A549-Zelllysat inkubiert und in
Lipidhydrolysetests mit den Substraten DPPG, DPPC, MPLPG und MPLPC eingesetzt. Die Daten
reprasentieren Doppelwerte (zwei Wiederholungen).

Nach 19 Stunden Reaktionszeit wurden die mit A549 Zelllysat vorinkubiertem und nicht
vorinkubiertem Protein freigesetzten Fettsduren bestimmt. Von PatA Wildtypprotein wurden
wihrend 19h Reaktionsdauer 500uM freie Fettsduren von MPLPG freigesetzt, 300uM von
MPLPC und 100uM von DPPG. Die Freisetzung von Fettsduren aus den Substraten war durch
vorinkubiertes PatA und nicht vorinkubiertes Enzym identisch. Genauso verhielt es sich bei
PatAS73A, wo unabhéngig von der Prisenz des Zelllysates keine Lipidhydrolyse von den
Lysophospholipid-Substraten erfolgte. Das PatA Substratspektrum und die lipolytische
Aktivitdt wurden durch Pridinkubation mit A549 Zelllysat nicht verdndert (Abb. 4.20). PatA
besitzt LPLA Aktivitidt gegeniiber MPLPG und MPLPC sowie PLA Aktivitit gegeniiber
DPPG.

Bakterielle Enzyme konnen von bakteriellen Faktoren posttranslationale Modifikationen
erfahren, die sich auf deren enzymatische Charakteristika auswirken konnen (16). Deshalb
wurde getestet, ob die Gegenwart Legionella-spezifischer Faktoren zur Modifizierung der
enzymatischen Aktivitit von PatA fiihrt. PatA wurde mit L. pneumophila Philadelphia-1
Zelllysaten vorinkubiert und die lipolytische Aktivitit bestimmt (Abb. 4.21). Als Kontrolle
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wurde die PatAS73 A Mutante mitgefiihrt. Diese besitzt ein mutiertes aktives Zentrum und ist
daher katalytisch inaktiv. Deshalb sollte sich durch Kofaktorbindung oder Prozessierung

keine Aktivierung einstellen.
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Abb. 4.21 Die Lipidhydrolyse durch PatA bzw. PatAS73A (125ug/ml Reaktionsvolumen) in 1,5
Stunden Reaktionszeit wird durch Zugabe von L. pneumophila Philadelphia-1 Zelllysat nicht
verdndert. Beide Proteine wurden mit 3,75% (37,5ul Lysat[in Trispuffer]/ml Reaktionsvolumen),
0,38% und 0% (3,75ul Trispuffer/ml Reaktionsvolumen) Bakterien-Zelllysat inkubiert und in
Lipidhydrolysetests mit den Substraten DPPG, DPPC, MPLPG und MPLPC eingesetzt. A:
Lipidhydrolyse von PatA (und PatAS73A) Bakterienlysat. B: Differenzen von PatA (bzw. PatAS73A)
+3,75% und PatA (bzw. PatAS73A) +0% Bakterienlysat. Die Daten repriasentieren Doppelwerte und
sind pufferbereinigt (zwei Wiederholungen).

Es zeigte sich, dass sich die lipolytische Aktivitit sowohl von PatA als auch PatAS73A, je
nachdem welche Menge Zelllysat zugesetzt wurde, im Vergleich zu den Kontrollreaktionen,
in denen Tris Puffer zugesetzt wurde, erhohte (Abb.4.21). In allen drei Ansdtzen, PatA,
PatAS73A und der Tris Kontrolle erhohte sich die lipolytische Aktivitidt gegeniiber allen
verwendeten Substraten nach 3 Stunden Reaktionszeit um etwa das zwei- bis dreifache.
Abbildung 4.21B zeigt die relative Erhohung der lipolytischen Aktivitit der active site
Mutante und dem Wildtypprotein als Differenz der Einzelwerte beider eingesetzten Enzyme
abziiglich der Kontrollreaktionen, die ohne Bakterienlysat inkubiert wurden. Unabhingig vom
Substrat zeigte sich sowohl beim Wildtypprotein als auch bei der Mutante der gleiche
Nettozuwachs freigesetzter Fettsduren. Da sich weder der relative Zuwachs freigesetzter
Fettsduren noch das Substratspektrum der eingesetzten Proteine (Wildtyp oder Mutante)

durch Zugabe von bakteriellem Zelllysat verdnderte, konnte unter den gewdihlten
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Bedingungen keine Modifizierung der enzymatischen Aktivitdit von PatA bzw. PatAS73A

festgestellt werden.

4.1.5.3 Zytotoxizitdt von rekombinant aufgereinigtem PatA

Phospholipasen sind in der Lage, biologische Membranen zu beschiddigen. Diese Eigenschaft
verleiht ihnen zytotoxische Eigenschaften (73). Da PatA phospholipolytische Aktivitdt
besitzt, wurde untersucht, ob die Zugabe von PatA die Vitalitit von Wirtszellen, z.B.
Makrophagen beeinflusst. PatA wird wihrend der Legionelleninfektion in die Wirtszelle
injiziert (211,228). Das ins Kulturmedium zugegebene Protein konnte jedoch zum Beispiel
iiber Nahrungsvakuolen in das Innere der Zellen gelangen und dort seine mdgliche
zytotoxische Wirkung entfalten. Die fiir 2,5 Stunden mit PatA Protein inkubierten U937
Makrophagen wurden nach einer Reaktionszeit als Lysat der SDS PAGE und Western Blot
Analyse (Abb. 4.23), sowie einer Alamar Blue Vitalfirbung unterzogen (Abb. 4.22). Die
Reduktion des Alamar Blue Farbstoffs erfolgt durch stoffwechselaktive (vitale) Zellen, daher
lasst der Vergleich der Reduktion des Indikatorfarbstoffs einen Vergleich der Vitalitdt der

Zellen zu.
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Abb. 4.22 Die Vitalitdt von U937 Makrophagen wurde durch Zugabe von PatA/PatAS73A in das
Kulturmedium nicht reduziert. 10°, 10° und 10* U937 Makrophagen wurden fiir 2,5 Stunden mit den
Proteinproben (10 oder 5pug) bzw. einer Trispuffer Kontrolle inkubiert und die Menge reduzierten
Alamar Blue-Farbstoffs gemessen. Mehr Reduktion ldsst auf mehr Stoffwechselaktivitdt und Vitalitdt
einer &dquivalenten Zellzahl schliessen. Das Gesamtreaktionsvolumen betrug 110ul. Die Daten
reprasentieren Dreifachwerte.

Die Vitalfarbung der mit PatA bzw. PatAS73A inkubierten U937 Zellen zeigte, dass die
Prasenz von PatA oder PatAS73A in den Zellkulturen zu keiner verdnderten Reduktion des
Alamar Blue Farbstoffes im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne Proteinzugabe fiihrte. Die
Zellen wurden von PatA oder PatAS73A demnach nicht in ihrer Vitalitdt beschidigt, es

konnte also keine zytotoxische Wirkung festgestellt werden.
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4.1.6 Lokalisation von PatA in Wirtszellen

Wegen fehlender Sequenzhomologien, die Hinweise auf die (intra-)zelluldre Lokalistaion von
PatA nach dessen Sekretion durch L. pneumophila Philadelphia-1 in den extrabakteriellen
Raum oder dessen Injektion in die Wirtszelle geben konnten, wurde untersucht, ob es ein
spezifisches zelluldres Ziel von PatA gibt. Da PatA Phospholipaseaktivitit besitzt, liegt nahe,
dass sich die Aktivitit des Proteins auf zelluldre Phospholipide konzentrieren kénnte, die in
Membranen lokalisiert sind. Deshalb wurde untersucht, ob sich dusserlich zugegebenes PatA
Protein nach Zellaufschluss in der Membranfraktion der Zellen oder in der 1slichen Fraktion
befindet (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23 PatA ist nach Zugabe zu U937 Makrophagen in der unldslichen Zellfraktion nachweisbar.
Losliche und unldsliche Fraktionen von lysierten U937 Makrophagen, welche vorher 4h mit PatA
inkubiert worden waren, wurden im Western Blot untersucht. Spur 1=4ul Lysat eines E.coli PatA
Expressionsklonlysates (=Blot- und Antikorperkontrolle), Spur 2=unldsliche Fraktion des
Makrophagenlysates, Spur 3=16sliche Fraktion des Makrophagenlysates. A: Western Blot mit anti-
PatA B: Western Blot mit anti-GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) Antikérpern.
C: Coomassie gefirbtes SDS PAGE Gel. Die aufgetragene Proteinmenge der 16slichen Fraktion
iberstieg die der unldslichen Fraktion stark (ca. 5-fach). Der Zytoplasmamarker GAPDH befand sich
ausschliesslich in der 16slichen Fraktion (B). PatA existierte in beiden Fraktionen. Verglichen mit der
eingesetzten Gesamtproteinmenge beider Fraktionen befindet sich ein grosserer Anteil von PatA-
Protein in der unloslichen Fraktion (Membranfraktion). St=Proteinstandard (zwei Wiederholungen).

Das dem Zellkulturansatz zugegebene PatA Protein mit N-terminalem Hiss Tag ist nach 4
Stunden Inkubationszeit und anschliessendem dreimaligen Waschen der Zellen in der
unldslichen und der 16slichen Fraktion der U937 Zellextrakte nachweisbar. Daraus folgt:
obwohl die &dusserliche Zugabe von PatA zu U937 Makrophagen keine messbaren
zytotoxischen Effekte auf die Makrophagen hatte (siche 4.1.5.3), waren Teilmengen des

zugegebenen Proteins nach 4 Stunden Inkubationszeit in der Membranfraktion verankert.
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Diese Ergebnis unterstreicht die Hypothese, dass sich der zelluldre Wirkort der PatA-Aktivitat

an Phospholipidmembranen befindet.

4.1.6.1 Lokalisation von PatA in transfizierten Epithelzellen

Die Arbeiten von Shohdy et al. sowie VanRheenen et al. zeigen, dass die C-terminale Region
von PatA fiir dessen Translokalisation vom Bakterium in die Wirtszelle sowie fiir den von
PatA verursachten vps- (vacuolar protein sorting) Phianotyp in Hefe (siehe 2.5.5) kritisch ist
(211,228). Ein zelluldres Ziel von PatA wurde in diesen Berichten nicht identifiziert. Obwohl
die C-Termini von L. pneumophila PatA und P. aeruginosa ExoU keine signifikanten
Proteinsequenzhomologien aufweisen, werden in der wichtigen Rolle der C-Termini fiir die
Differenzierung der jeweiligen Phénotypen mdgliche funktionelle Gemeinsamkeiten beider
Proteine offenbar (ExoU — starke Zytotoxizitdt (174); PatA - vps- Phéanotyp (211)).

Deshalb soll im folgenden die intrazelluldre Lokalisation von PatA sowie die Rolle des C-
Terminus fiir die Lokalisation gekldrt werden. Es wurden also zunichst im Plasmid pEGFP-
C2, welches die Expression von N-terminal fusionierten GFP Fusionsproteinen in
Sdugerzellen erlaubt, zwei Konstrukte generiert: pPA54 kodierte GFP, N-terminal an das
Gesamtprotein PatA fusioniert (GFP-PatA), und pPA56 kodierte GFP, N-terminal an die
verkiirzte Version von PatA, welcher der C-Terminus (15kDa) fehlte (PatAK492Stop) (Abb.

4.24).
vAg Patatin
q@ui
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Abb. 4.24 pPAS54 und pPAS56 kodieren das PatA Wildtypprotein bzw. die verkiirzte Version
PatAK492Stop mit N-terminal verkniipftem GFP Protein (95 bzw. 80kDa). Orange Balken zeigen die
Lage der Patatin-Doménen.

Transient transfizierte humane A549 Lungenepithelzellen, die L. pneumophila Philadelphia-1
PatA (pPA54) und PatAK492Stop (pPA56) exprimierten (Abb. 4.25A), wurden in fixiertem
Zustand mikroskopisch untersucht. Als Transfektionskontrolle wurde der Leervektor, pEGFP-
C2 mitgefiihrt (Abb. 4.25B). Ko-Lokalisationsstudien mit E-Cadherin zeigten eine enge
Assoziation von PatA mit der Zytoplasmamembran (Abb. 4.26).

85



Ergebnisse

A
100
PatA (+Hisg) — 85
73kDa
kDa
]
= Y Y
E sz g
¥ &8 4 _
tOEg 35
o ﬁ =
T2
By
a,
&9
B Q
GFP-PatA GFP-PatAK492Stop GFP
pPAS4 pPA56 pEGFP-C2

Abb. 4.25 GFP-PatA ist in transfizierten A549 Epithelzellen an der Zellperipherie lokalisiert, GFP-
PatAK492Stop ist zytoplasmatisch und aggregiert lokalisiert. (A) Western Blot von GFP-PatA und
GFP-PatAK492Stop mit polyklonalen PatA-spezifischen Antikdrpern. (B) Lokalisation von GFP-PatA
in A549 Zellen. Die meisten Zellen, die GFP-PatA oder GFP-PatAK492Stop exprimieren, sind
abgerundet. Zellen, die GFP exprimieren, sind iiberwiegend nicht abgerundet, GFP ist zytoplasmatisch
in den Zellen lokalisiert (3 Wiederholungen).

Zellkern GFP-PatA E-Cadherin Uberlagert

Abb. 4.26 GFP-PatA ist in transfizierten A549 Epithelzellen an der Zellperipherie in enger
Assoziation mit E-Cadherin lokalisiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (blau), E-Cadherin

wurde mit Cadherin spezifischen Primérantikorpern und anschliessend mit AlexaFlour 594 (rot)
konjugierten Sekundérantikdrpern markiert (3 Wiederholungen).
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Abb. 4.25 bis 4.27 zeigen deutlich, dass GFP-PatA an der Zellperipherie lokalisiert ist. PatA
befindet sich in der Zellperipherie in enger Assoziation mit E-Cadherin (Abb. 4.26), einem
Zelladhdsionsmolekiill welches in der Zytoplasmamembran eukaryontischer (u.a.)
Epithelzellen verankert ist. Die verkiirzte PatA Variante, der 129 C-terminale Aminosduren
fehlen, befindet sich dagegen nicht in oder an der Zytoplasmamembran. GFP-exprimierende
Kontrollzellen zeigen die fiir Epithelkulturzellen charakteristische, ldngliche Gestalt (Abb.
4.25). In Abbildung 4.27 sind konfokale Aufnahmen der Zellen, die pPA54 bzw. pPA56
exprimieren, sowie rekonstruierte Z-Schnitte dieser Zellen zu sehen. Die membranstiandige
Lokalisation von GFP-PatA geht aus dieser Darstellung, die verschiedene Fokusebenen
berticksichtigt, deutlich hervor. Im Gegensatz dazu ist zu erkennen das sich die granuldsen
Strukturen von GFP-PatAK492Stop nicht mehr in der Zellperipherie, sondern im Zellinneren
befinden (Abb. 4.27)

Abb. 4.27 In A549 Lungenepithelzellen exprimiertes GFP-PatA Protein (pPAS54) ist in der
Zellperipherie lokalisiert (A), GFP-PatAK492Stop Protein (pPAS56) ist im Zellinneren in granuldsen
Strukturen lokalisiert (B). Weile Pfeile in der Z-Ebene zeigen die periphdre (A) oder zentrale (B)
Lokalisation des giinen Fluoreszenzsignals (drei Wiederholungen).

Um zu priifen, ob der Verlust der periphdren Lokalisation von GFP-PatA tatsichlich
ausschliesslich auf das Fehlen des C-Terminus sowie einer darauf eventuell vorhandenen
Signalsequenz / ,Targetingsequenz* zuriickzufiihren ist, wurde ein Fusionskonstrukt
generiert, welches eine GFP-Fusion mit dem PatA C-Terminus kodiert. Dazu wurden die
terminalen 129 Aminosduren (fehlen in PatAK492Stop) in pEGFP-C2 kloniert und das
Fusionsprotein GFP-PatACTerminus in A549-Zellen exprimiert (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28 A549 Zellen, die GFP-PatACTerminus exprimieren (pPA65) sind im Zelltod begriffen. Die
Zellkerne pPA65 exprimierender Zellen sind kondensiert (A&B) oder ausgewaschen (C), die Zellen
selbst sind abgerundet oder aufgeblédht und erscheinen insgesamt unphysiologisch. Die diskrete,
punktierte Lokalisation des GFP-Fusionsproteins in der Zellperipherie, die das GFP-PatA
Fusionsprotein zeigte (Abb. 4.25 bis 4.27, 4.29) ist hier nicht zu erkennen (zwei Wiederholungen).

In der Studie von Shohdy et al. (2005) wurde gezeigt, dass der C-terminale Teil des PatA-
Proteins in Hefe exprimiert, einen wesentlich ausgepriagteren vps- Phianotyp verursachte als
das Gesamtprotein (211). In Abbildung 4.28 ist zu sehen, dass das Signalmuster von GFP-
PatACTerminus in A549 Zellen nicht mit dem Signalmuster, welches beim vollstindigen
Wildtypprotein zu detektieren ist, libereinstimmt. Obwohl sich das verkiirzte PatA Protein
tendenziell auch in der Zellperipherie und eventuell membranstindig befindet, sind auch
zytoplasmatisch  lokalisierte =~ Fluoreszenzsignale zu sehen. Weiterhin sind die
Fluoreszenzsignale nicht punktiert lokalisiert, sondern homogen an der Peripherie und auch
im Zytoplasma verteilt. Interessanterweise befinden sich die Zellen, welche pPA65 (GFP-
PatACTerminus) exprimieren, in einem schlechten physiologischen Zustand. Dieses Ergebnis
weist darauf hin, dass die Expression der C-terminalen 129 Aminosduren des PatA Proteins

zellschiadigende Effekte verursacht, was die Ergebnisse von Shohdy et al. (2005) bestétigt.

Insgesamt war die Signalstdrke, d.h. die Proteinmenge von GFP-PatA (pPA54) in den Zellen
niedriger als bei Zellen, die GFP-PatAK492Stop (pPA56) exprimierten. Da PatA zytotoxische
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Eigenschaften besitzt (228), war anzunehmen, dass die tranzfizierten Zellen nur geringe
Mengen PatA-Protein tolerieren und bei Uberschreitung dieser Menge geschidigt werden.
Um zu priifen, ob dies der phospholipolytischen Aktivitit von PatA geschuldet sein konnte,
wurde eine mutierte, katalytisch inaktive Variante von PatA, PatAS73A (siehe 4.1.5) in A549
Zellen exprimiert und Signalstirke sowie Verteilung verglichen (Abb. 4.29).

A pPA54  pPAS5

Abb. 4.29 GFP-PatA und GFP-PatAS73A =zeigten periphere intrazellulire Lokalisation. (A)
Quantitativer Western Blot von Zelllysaten [die aus dquivalenten Zellmengen gewonnen wurden] von
A549(pPAS54) (GFP-PatA) und A549(pPAS5S) (GFP-PatAS73A). Zellen, die pPASS exprimierten
enthielten mehr GFP-Fusionsprotein. (B) GFP-PatA (pPA54) zeigt eine punktuelle Lokalisation in der
Zellperipherie. Die Menge von Fusionsprotein bei Zellen die GFP-PatAS73A (pPASS5) exprimieren ist
grosser als bei pPA54. Dennoch sind Fluoreszenzsignale an der Zellperipherie lokalisiert (drei
Wiederholungen).

Abb. 4.29 zeigt, dass Zellen, die GFP-PatAS73A exprimierten, mehr Protein enthielten als

solche die GFP fusioniert an das Wildtypprotein exprimierten. Das war auch im Western Blot
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nachzuvollziehen. Obgleich die hohere Signalstirke eine diskrete Zuordnung der
Signalherkunft beeintrachtigte, war doch klar zu erkennen, dass sich die Regionen der

hochsten Signalintensitit an der Zellperipherie befanden.

4.1.6.2 Lokalisation von PatA in L. pneumophila und in infizierten Wirtszellen

Um PatA in infizierten Wirtszellen zu lokalisieren, wurden zwei Strategien verfolgt: (1.) die
Detektion von PatA durch fluoreszierende GFP Fusionsproteine und (2.) der Proteinnachweis
mit PatA-spezifischen Antikdrpern. Zunidchst wurden die Plasmide pPA40 und pPA44
generiert, die C-, bzw. N-terminale GFP-PatA Fusionsproteine kodieren. Die Konstrukte
wurden in L. pneumophila eingebracht und im Western Blot Expressionskontrollen

durchgefiihrt (Abb.4.30, Abb. 4.31).
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Abb. 4.30 GFP-PatA (N-terminale GFP Fusion) ist polar an L. pneumophila lokalisiert. (A) Western
Blot, Bakterienmaterial aus der stationdren Wachstumsphase wurde in SDS Probenpuffer lysiert und
mit GFP spezifischen Antikdrpern beprobt. Das Molekulargewicht des Fusionsproteins betrégt ca.
100kDa (PatA=69kDa+GFP=27kDa). Im gefillten und 50-fach konzentrierten Kulturiiberstand war
kein GFP-PatA Protein nachweisbar. (B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von L. pneumophila
Philadelphia-1 (pPA44=pBCKS+gfp+patA). Bakterienmaterial aus der stationdren Phase wurde fixiert
und mikroskopisch begutachtet. Das GFP Fluoreszenzsignal ist polar am/im Bakterienkorper
lokalisiert.
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Abb. 4.31 PatA-GFP (C-terminale GFP Fusion) ist homogen am/im Bakterium lokalisiert. (A)
Western Blot mit PatA spezifischen Antikorpern von E. coli Zellpelletlysaten, die pPA25
(pBCKS+patAd) und pPA40 (pBCKS+patd+gfp) exprimieren. PatA-GFP erscheint als Fusionsprotein
mit der entsprechenden Verschiebung im Molekulargewicht. Zusétzlich erscheint eine Bande auf
Wildtypniveau. (B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von L. pneumophila Philadelphia-
1(pPA40) (pBCKS+patA+gfp). Bakterienmaterial aus der stationdren Phase wurde fixiert und
mikroskopisch begutachtet. Das GFP Fluoreszenzsignal ist homogen am/im Bakterienkorper
lokalisiert.

Um von L. pneumophila in infizierte Wirtszellen injiziertes PatA-Protein nachzuweisen,
wurden Antikorper in Hithnchen (polyklonal), sowie in Mausen (monoklonal via Hybridoma-
Technik) generiert und fiir Immunfluoreszenzfiarbungen eingesetzt. Mit keiner der erzeugten
AntikOrpervarianten konnte in der Immunfluoreszenzmikroskopie in Wirtszellen injiziertes
PatA Protein nachgewiesen werden. Die Signale waren entweder unspezifisch, d.h. auch bei
Infektionen mit L. pneumophila patA Mutanten oder uninfizierten Zellen sichtbar
(polyklonale Antikdrper aus dem Huhn) oder iiberhaupt nicht sichtbar wie im Falle der
monoklonalen Antikorper. Von Legionellen generiertes und in Wirtszellen injiziertes PatA
konnte weder zu frilhen noch zu spéten Infektionszeitpunkten in Wirtszellen detektiert
werden. Spezifische Signale waren ausschliesslich assoziiert an die Bakterienzelle und mit
polyklonalen Hithnchen-anti-PatA Antikérpern nachweisbar (Abb. 4.32).

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse mit den drei generierten Antikorpertypen in der
Immunfluoreszenzmikroskopie mit infizierten Wirtszellen, konnte eine spezifische
intrazelluldre Lokalisation von durch L. pneumophila sekretiertes PatA in Wirtszellen nicht

detektiert werden.
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L. pneumophila Philadelphia-1

L. pneumophila Philadelphia-1 pat4-

Abb. 4.32 PatA ist zellassoziiert an L. pneumophila mit polyklonalen Hiihnchen-anti-PatA
Antikorpern detektierbar. Griin: Anti-Legionella (AlexaFluor488) Rot: Anti-PatA (AlexaFluor568).
Roter und griiner Kanal sind {iberlagert dargestellt. PatA befindet sich zellassoziiert an/in L.
pneumophila Philadelphia-1 (daher gelbe Signale), bei L. pneumophila patA Mutanten war kein
Fluoreszenzsignal detektierbar (griin).

4.2 Suche und Identifizierung neuer Legionella Gene fiir die Wirtszellkolonisation

4.2.1 Beobachtungen zum Scatter Phénotyp

Bei den Arbeiten an avirulenten L. pneumophila patA Mutanten wurde beobachtet, dass diese
im Gegensatz zu den virulenten Wildtypbakterien eine ungewdhnliche Koloniemorphologie
entwickelten. Diese trat nur dann auf, wenn die Bakterien gemeinsam mit 4. castellanii
Amoben auf BCYE Agar ausgebracht wurden. Die Agarplatten wurden dabei wie iiblich fiir 3
Tage im Brutschrank (37°C) bebriitet und anschliessend bis zum Auszdhlen der Kolonien bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Die Kolonien der avirulenten pat4 Mutante zeichneten sich
nach 2 bis 3 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur (22°C) durch einen Ring von rauer,
mattglanzender Oberfldche aus. Der Durchmesser dieses Rings war mit der Zeit zunehmend
wobei die Bakterienkoloniegrof3e abnahm. Nach fiinf bis sieben Tagen waren die Legionella
Kolonien der apathogenen pat4 Mutante vollstindig vom Agar ,,verschwunden, wobei die
Kolonien der Wildtypbakterien unverdandert aussahen. Die mikroskopische Untersuchung der
Bakterienkolonien zeigte, dass der raue, mattglinzende Ring, welcher ausschliesslich die
apathogenen L. pneumophila Kolonien umgab, aus Amoben bestand, die die Bakterienkolonie
allméhlich dezimierten. Aus diesem Grund wurden Bakterienkolonien, die von einem Ring

umgeben waren, als ,,amdbensensitiv bezeichnet. Die amdbensensitiven Kolonien, welche
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sowohl von einem Ring umgeben als auch von Amoben durchsetzt waren, wurden in
Anlehnung an ihr dusseres Erscheinungsbild ,,Scatterkolonien® genannt (Abb. 4.33). Die L.
pneumophila Wildtypbakterien, die keine Scatterkolonien ausbildeten, wurden als

,,amoObenresistente* Bakterien bezeichnet.

Amdbenresistente Wildtypkolonien Amdbensensitive Mutantenkolonien

-

<
-

Schema einer resistenten Kolonie: Schema einer sensitiven Kolonie:

O—-

o =

oo

Abb. 4.33 Amobensensitive Kolonien avirulenter L. preumophila Philadelphia-1 Mutanten weisen 4
unterschiedliche Kolonieregionen auf, amobenresistente Wildtypkolonien weisen nur eine Region auf.
Die Abbildung zeigt Fotografien und Schemata der L. pneumophila Philadelphia-1 Wildtypkolonien
auf BCYE Agar (links) sowie Kolonien von apathogenen L. pneumophila Mutanten (rechts). Die
Scatterkolonien der apathogenen Mutanten bilden drei diskrete Ringregionen (Ringregionen b bis d)
aus, die das Koloniezentrum (Region a) umgeben und sich mit der Zeit ausbreiten.

Die Abb. 4.33 =zeigt Fotografien von amdbenresistenten und amobensensitiven L.
pneumophila Bakterien. Offensichtlich ist der mattglinzende Ring, der das Zentrum der
amdbensensitiven Bakterienkolonien umgibt, aus drei diskreten Ringregionen aufgebaut, die
im folgenden detaillierter betrachtet werden sollen. Um die resultierenden vier Regionen
detaillierter darstellen zu konnen, wurden die fraglichen Koloniebereiche fiir
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen pripariert. Dazu wurden Agarplatten mit
Fixativ Uiberschichtet, auf denen sich Scatterkolonien und ,,nicht“-Scatterkolonien befanden.
Nach Waschschritten und kritischer Punkt-Trocknung erfolgte eine Begutachtung im
Rasterelektronenmikroskop (REM). Die Aufarbeitung der Proben war wegen der Labilitit der
differenzierten Koloniemorphologie auf dem Nihragar schwierig zu bewerkstelligen.
Trotzdem konnten nach Optimierung des Protokolls akzeptable Aufnahmen gemacht werden
(Abb. 4.34, 4.35).
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Ausschnittsvergrosserung (aus D)

Abb. 4.34 REM Aufnahmen von den Regionen a und b der untersuchten Scatterkolonien. Region a:
(A, B) das Zentrum der Scatterkolonien entspricht normalen Kolonien und stellt den Rest der
Bakterienkolonie dar, der noch nicht von Amoben durchsetzt ist. Es sind hier L. pneumophila
Bakterien zu sehen, die grosstenteils flagelliert sind (Pfeile). Region b: (C, D, E) Region a wird von
einem Ring umgeben, der mit dem Auge betrachtet wie Bakterienmaterial aussieht. Die Aufnahmen
zeigen aber, dass sich in diesem Bereich sowohl Amdben als auch Legionellen befinden. Es sind
iiberraschend wenig Legionellen zu erkennen. Anstelle dessen sind die Amdben von sehr grossen
Mengen vesikulédrer Strukturen (250 bis 500nm Durchmesser) umgeben, die grosstenteils kugelig und
teilweise stdbchenformig aussehen. Abb. D und E zeigen ein beschidigtes stibchenformiges Vesikel,
moglicherweise befindet sich ein Legionella Bakterium im Inneren dieser Struktur, wie die
Oberflachenstruktur der inneren erkennbaren Schicht vermuten lasst (Pfeil).
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Abb. 4.35 REM Aufnahmen von den Regionen ¢ und d der untersuchten Scatterkolonien. Region c:
(F, G) F: Links im Bild ist das Ende von Region b zu erkennen sowie die sehr dicht gedringten
Amoben, welche phagozytotisch aktiv sind und Legionellen einschliessen (Bild G). Region d: Der
dusserste Rand der Scatterkolonien ist durch einen Amdbenrasen gekennzeichnet, der sich in der
Peripherie langsam ausdiinnt. Legionellen sind in den &usseren Bereichen dieser Region nicht
vorhanden (H, I).
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4.2.2 Etablierung des Scatter-Phinotyps als Mittel zum Hochdurchsatz-screenen auf

Wirtszellkolonisationsdefekte von L. pneumophila

Die Ausbildung der Scatterkolonien wurde bei den im Amdbenmodell replikationsdefekten L.
pneumophila patA Mutanten (siche 4.1.4.4) entdeckt. Daher war es naheliegend zu
untersuchen, ob auch andere replikationsdefekte Legionella Mutanten Scatterkolonien
ausbilden. Dazu wurden zunéchst L. pneumophila dot4 und IspD Mutanten, beides Stamme,
die im Amobeninfektionsmodell replikationsdefekt sind, dem Scattertest unterzogen. Diese
Mutanten bildeten ebenso wie die pat4 Mutante Scatterkolonien aus. Es konnte somit
aufgrund der Vorversuche angenommen werden, dass Mutanten, die unfdhig zur Vermehrung
in z.B. Amoben sind, Scatterkolonien ausbilden, d.h. von den Amdben eliminiert werden.
Daraus entwickelte sich die Idee, dass die Ausbildung der mit blossem Auge sichtbaren
Scatterkolonien eine einfache Moglichkeit bietet, eine umfangreiche, randomisiert
mutagenisierte L. pneumophila Klonbank auf Amdbenresistenz zu testen und dabei solche
Klone zu selektieren, die durch die Mutation ihre Amdbenresistenz eingebiilit haben. Die
anschliessende Identifizierung des Transposon-Insertionsortes in den amdbensensitiven
Klonen wiirde es ermoglichen, in einem Schritt L. pneumophila Gene zu detektieren, die
direkt und in massgeblicher Weise an der Fahigkeit der Bakterien zur Amdbenkolonisierung
beteiligt sind. Die Analyse der identifizierten Mutanten kann die betroffenen Gene
schliesslich als Virulenzgene identifizieren. Der Test erlaubt daher in einem
Hochdurchsatzverfahren neue Virulenzgene von L. pneumophila zu identifizieren.

Fir die Durchfiihrung des Scattertests wurde eine Transposon TnS mutagenisierte L.
pneumophila Philadelphia-1 Klonbank generiert, welche das Legionella Genom statistisch
umfassend abdeckte, d.h. mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir jedes L. pneumophila Gen
mindestens eine Mutante enthielt. Dabei wurde wie in den folgenden Kapiteln beschrieben

vorgegangen.

4.2.3 Herstellung einer L. pneumophila TnS Insertionsmutanten-Klonbank

Die kritische Menge von Insertionsmutanten, die bendtigt wird, um mit einer
Wabhrscheinlichkeit von mindestens 95% jedes der rund 3000 L. pneumophila Gene in der
Klonbank vom Transposon getroffen zu finden, wurde nach Liberati et al. (2006) rechnerisch
bestimmt (134).
p=1-[1-Wg]I
p: Wahrscheinlichkeit, dass jedes Gen mindestens ein Mal getroffen wird
I: durchschnittliche Lénge der Gene (1.160bp)
g: Genomgrofle (3.397.754bp)
n: Zahl der Mutanten (11.300)
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Um die erforderliche Transpositionseffizienz zum Erreichen der bendtigten Mindest-Klonzahl
zu erlangen, wurde zunichst das Transformationsprotokoll erfolgreich optimiert. Dies
ermoOglichte es schliesslich, in drei Transformationsexperimenten insgesamt 11.300
Transposon Insertionsmutanten zu erzeugen. Unter Anwendung der oben genannten
Gleichung ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von rund 98%, dass jedes Gen von L.
pneumophila Philadelphia-1 mindestens einmal durch das Transposon getroffen wurde, die
Klonbank also das gesamte Legionella Genom reprisentierte. Um zu priifen, dass das
Transposon tatséchlich nur einmal in das Chromosom integriert und daraufhin an diesem Ort
verbleibt, wurden 20 Insertionsmutanten zuféllig ausgewéhlt und im southern blot liberpriift
(nicht gezeigt). Hierbei bestétigte sich, dass bei allen 20 gepriiften Klonen das Transposon

tatsdchlich an nur einer und jeweils anderen Stelle ins Genom integriert war.

4.2.4 Screen der L. pneumophila Klonbank auf Kolonisationsdefekte

Die aus 11.300 Insertionsmutanten bestehende Klonbank wurde gemeinsam mit den Amdben
auf Agarplatten ausgebracht. Ziel war, die Koloniedichte so einzustellen, dass einerseits
ausreichend distinkte Kolonien heranwachsen, um gut zéhl- und isolierbar zu sein. Die
Agarplatten sollten andererseits auch dicht genug bewachsen sein um den Materialverbrauch
niedrig zu halten. Die Ansétze (326.000 Mutanten) wurden so aufgebracht, dass 150 bis 200
CFU pro Platte heranwuchsen. Wie im Methodenteil besprochen, wurden diese Platten fiir
drei Tage bei 37°C inkubiert und anschliessend bei Raumtemperatur gelagert. Wéhrend der
Lagerung wurden die Platten tdglich begutachtet und Bakterienmaterial der Kolonien, die die

Scattermorphologie ausbildeten, isoliert (Abb. 4.36).

Wihrend sieben-tdgiger Lagerung bei Raumtemperatur und tidglicher Begutachtung wurden
auf diese Weise 119 Scatterkolonien isoliert. Zusétzlich wurden 6 Kontrollkolonien, die wie
der Wildtypstamm keine Scattermorphologie ausbildeten, gepickt.

Um zu priifen, ob die amobensensitiven Mutanten tatsdchlich fiir ihre intrazelluldre
Vermehrung attenuiert waren, wurden die Scattermutanten in Amdbeninfektionsmodellen

quantitativ untersucht.
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26.000
L.pn.:‘Tn3
Insertionsmutanten

l

Abb. 4.36 Untersuchung der L. pneumophila Tn5 Insertionsklonbank im Scatterscreen. L.
pneumophila Philadelphia-1 Mutanten und 4. castellanii wurden auf BCYE Agar kultiviert und fiir
zwei bis sieben Tage bei Raumtemperatur gelagert. Kolonien, die den Scatterphédnotyp entwickelten,
wurden isoliert.

+

Sensitive Kolonien

Resistente Kolonien !

4.2.5 Evaluierung der Scattermutanten im quantitativen Infektionsmodell

Die Hypothese, dass Insertionsmutanten mit Scattermorphologie Kolonisationsdefekte
besitzen, wurde mit quantitativen Analysen der intrazelluldren Vermehrung von Scatterklonen
evaluiert. Hierzu fanden zwei Infektionsmodelle Anwendung: a) quantitative 4. castellanii
Amobeninfektionen und b) quantitative U937 Makrophageninfektionen. Beide Zelltypen sind
Wirtszellen von L. pneumophila, deren Infektion sich mechanistisch zum grossen Teil dhnelt
(siehe 2.2.1).

a) Koinfektionen mit A. castellanii

Die 119 isolierten L. pneumophila Insertionsmutanten mit Scattermorphologie wurden im
Amobeninfektionsmodell auf intrazelluldire Vermehrung untersucht. Als Negativkontrolle
wurde die L. pneumophila patA Mutante (Klon M1-8) verwendet, die in ihrer intrazelluldren
Vermehrung attenuiert ist (4.1.4.4). Als Positivkontrolle dienten sechs isolierte Kolonien (K1-
K6), die keine Scattermorphologie entwickelten. Letztere sollten sich gemill der Hypothese

auch im quantitativen Infektionsmodell vermehren. Abb. 4.37 zeigt beipielhaft eine A.
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castellanii Infektion mit 4 Scatterklonen, der pat4 Mutante als vermehrungsdefekte Kontrolle

(patA-), einem nicht-Scatterklon (K5) sowie dem L. pneumophila Philadelphia-1

Wildtypstamm.
7T -
6 —— WT
—-a-DI2

E 5 —=r—- D66
- -—- D71
5 4 -—~+-D75
= —K5

3 —o— patA-

2 I T 1

Infektionsdauver [h]

Abb. 4.37 L. pneumophila Scattermutanten sind in A. castellanii Amoben replikationsdefekt.
Dargestellt ist die Vermehrung von vier Scatterklonen (D12, D66, D71, D75), einem nicht-Scatterklon
(K5), der vermehrungsdefekten L. pneumophila patA Mutante (patA-), sowie dem L. pneumophila
Philadelphia-1 Wildtypstamm. Der Wildtypstamm und die nicht-Scattermutante vermehren sich, die
pat4 Mutante sowie die 4 Scattermutanten vermehren sich nicht. Die Daten repréisentieren
Doppelwerte (zwei Wiederholungen).

In der Beispielinfektion, die in Abbildung 4.37 dargestellt ist, vermehrte sich der L.
pneumophila Philadelphia-1 Wildtypstamm um ca. 1,5-2 logarithmische Einheiten. Die patA4-
Mutanten Kontrolle sowie vier der dargestellten Scatterklone vermehren sich nicht (D12,
D66, D71, D75). Im Gegenteil, es sinkt die Zahl kultivierbarer Klone im Infektionsmodell.
Wie erwartet vermehrte sich der amdbenresistente Kontrollklon (K5) auf Wildtypniveau.

Abb. 4.38 gibt eine Ubersicht der intrazelluliren Vermehrung aller 119 im Screen isolierten

Scattermutanten sowie der sechs Kontrollklone ohne Scattermorphologie (K1 bis K6).

Von den 119 untersuchten Scattermutanten waren 112 fiir die intrazelluldre Replikation in
Amoben vollstindig attenuiert. Drei der 112 attenuierten Stdmme zeigten eine schwiéchere
Vermehrung im Vergleich zum Wildtypstamm. 7 Stimme wurden im Scatterscreen isoliert,
die trotz des Phédnotyps auf der Agarplatte in der Lage waren, sich wildtypdhnlich im
Amobenmodell zu vermehren. Insgesamt waren also 95% der im Scatterscreen isolierten und
deshalb vermutlich attenuierten Legionella-Mutanten im Infektionsmodell tatséchlich
attenuiert. 5% der 119 getesteten Mutanten waren aufgrund ihrer vermuteten Attenuation

isoliert worden, zeigten jedoch keine attenuierte Vermehrung im Amdbenmodell. Bei
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nochmaliger PCR Analyse der 7 nicht-replikationsdefekten Klone stellte sich heraus, dass vier
dieser Klone Mischklone waren (D34, D57, A10, Al1). Das ist vermutlich der Grund fiir ihre

Vermehrung, was die Fehlerrate von 5% weiter reduzieren wiirde.
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Abb. 4.38 Bakterielle intrazellulire Replikation im Amobeninfektionsmodell [(CFU/ml 72h) —
(CFU/ml Oh)] von 119 Scattermutanten, L. pneumophila Philadelphia-1 und 6 Kontrollmutanten. Die
Bakterienzahl des Wildtypstamms erhohte sich durchschnittlich um zwei logarithmische Einheiten im
Vergleich zum Infektionsstart. Sieben der isolierten Scattermutanten, D15, D34, D40, D57, A10, A11
und A28 vermehrten sich auf Wildtypniveau. Drei Scattermutanten (D3, D86, A15) waren nicht
vollstdndig attenuiert, die Bakterienzahl erhohte sich etwa 10-fach. 5 der insgesamt 6 isolierten
Kontrollklone die keinen Scatterphinotyp zeigten verhielten sich dquivalent zum Wildtyp und
vermehrten sich ca. 100-fach.

b) Koinfektionen mit U937 Makrophagen

Ausgewihlte  Scattermutanten =~ wurden  zusidtzlich  im  quantitativen = U937
Makrophageninfektionsmodell auf ihre intrazellulire Vermehrung hin untersucht. In Abb.
439 sind A. castellanii-Infektionen und U937-Infektionen mit einigen ausgewdihlten

Scattermutanten gegeniibergestellt.

Die Kontrollklone (Wildtypstamm, pat4 Mutante und Kontrolle K4) zeigten in beiden
Infektionsmodellen ein &dquivalentes Vermehrungsverhalten. Wildtyp und Kontrolle K4
vermehrten sich um 1,5 bis 2 logarithmische Einheiten (4. castellanii) bzw. 2,5 bis 3
logarithmische Einheiten (U937). Die pat4 Mutante war vollstindig attenuiert. Der
Scatterklon D15 vermehrte sich in beiden Infektionsmodellen wildtypéhnlich. Die fiinf
weiteren dargestellten Scatterklone waren in ihrer intrazelluliren Vermehrung in beiden
Wirtszellsystemen stark eingeschrankt. Zwei dieser Klone waren sowohl in Amdben als auch

in Makrophagen vollstindig attenuiert (D19, D25), vermehrten sich also nicht. Drei der
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Scatterklone (D8, D1, D17) waren in Amdben vollstindig attenuiert, vermehrten sich jedoch

in Makrophagen leicht um das etwa fiinffache im Vergleich zur Anfangszellzahl.
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Abb. 4.39 L. pneumophila Scattermutanten sind in A. castellanii (A) und U937 Makrophagen (B)
replikationsdefekt. Dargestellt ist die Vermehrung von sechs Scatterklonen, einem nicht-Scatterklon
(Kontrolle K4), der vermehrungsdefekten L. pneumophila patA Mutante (patA-), sowie L.
pneumophila Philadelphia-1. In beiden Infektionsmodellen vermehrten sich der Wildtypstamm, die
nicht-Scattermutante sowie ein Scatterklon (D15). Die pat4- Mutante sowie 5 Scattermutanten
vermehrten sich nicht oder stark eingeschriankt. Die Daten repridsentieren Doppelwerte (zwei

Wiederholungen).
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Es kann also zusammenfassend gesagt werden: Die im Scattertest selektierten
amobensensitiven Klone replizierten in der Regel in quantitativen Amodben- und
Makrophageninfektionen nicht oder mit starken Einschrankungen. Die amdbenresistenten
Klone, welche als Kontrollen isoliert worden waren, replizierten erwartungsgemdl in beiden
Infektionsmodellen uneingeschrankt. Daher bestdtigen die quantitativen
Infektionsexperimente die Hypothese, dass Klone, die Scatterkolonien ausbilden, schlechter
Amoben (und eventuell auch andere Wirtszellen) kolonisieren und sich intrazelluldr nicht
oder weniger replizieren kénnen. Die Uberpriifung der Scattermutanten in Amdben- und
Makrophageninfektionsmodellen evaluieren den Scattertest deshalb als grundsétzlich
funktionell. Sie bestétigen sein grosses Potenzial, neue Wirtszellkolonisationsgene von L.

pneumophila zu identifizieren.

4.2.6 Identifizierung der Tn5 Insertionsorte im Chromosom von Scattermutanten

Bei den Mutanten, deren attenuierte intrazelluldre Replikation sich in den Infektionsmodellen
bestdtigte, wurde der Ort der Transposoninsertion im L. pneumophila Chromosom mit Hilfe
von inverser PCR (164) und anschliessender Sequenzierung bestimmt. Zusétzlich wurden die
Orte der Transposoninsertion in 2 der Kontrollen bestimmt. Mit dieser Vorgehensweise
konnten die Orte der Transposoninsertion in den 112 isolierten, attenuierten Scattermutanten
erfolgreich ermittelt werden. Abb. 4.40 zeigt die Verteilung der Tn5 Insertionen innerhalb der
3005 annotierten L. pneumophila Philadelphia-1 Gene in einer Ubersicht.
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Abb. 4.40 Die 112 isolierten amdbensensitiven Transposoninsertionsmutanten tragen Tn5 Insertionen,
die iiber das gesamte Genom verteilt sind. Eine Haufung von Insertionsmutanten fand sich in den
beiden icm/dot Virulenzregionen, die ein TypIVB Sekretionssystem kodieren (204,231). Neben den
vielfach gefundenen Insertionen in icm/dot Genen wurden u.a. drei L. pneumophila ptsP
(Phosphoenolpyruvat Phosphotransferase) Mutanten (D22, D69, A20) (103) identifiziert.
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Im Scatterscreen wurden Mutanten identifiziert, die einen weiten Bereich des Genoms von L.
pneumophila Philadelphia-1 abdecken. Da unsere Experimente dem Nachweis neuer L.
pneumophila Wirtszellkolonisationsgene dienen sollten, wurden die von der Tn5-Insertion
betroffenen Gene in zwei Gruppen unterteilt. Der ersten Gruppe wurden Gene zugeordnet, die
bereits im Zusammenhang mit der Wirtszellkolonisation oder Virulenz von L. pneumophila
charakterisiert wurden (Tab. 4.1). Die zweite Gruppe beinhaltet Gene, die mit der
Wirtszellkolonisierung und Virulenz noch nicht korreliert wurden oder von denen Orthologe
in anderen Bakterien existieren, die im Zusammenhang charakterisiert wurden (Tab. 4.2, Tab.
S1 im Anhang).

4.2.6.1 Ubersicht der identifizierten Gene

Tabelle 4.1 zeigt alle im Scattertest identifizierten Gene, die bereits vorher im Zusammenhang
mit der Wirtszellkolonisierung und Virulenz von L. pneumophila charakterisiert wurden.
Unter den 112 isolierten amdbensensitiven Mutanten befanden sich 36, die die Tn5 Insertion
in einem bekannten Kolonisations- oder Virulenzgen trugen. Da einige Mutanten mehrfach
auftraten, ergaben sich letztlich 19 verschiedene Gene, die bereits charakterisierte
Kolonisations- oder Virulenzfaktoren von L. preumophila darstellen. Unter ihnen befanden
sich 11 Gene aus den zwei dot/icm Regionen, die ein TypIVB Proteinsekretionssystem
kodieren: icmT, P, O, M, E, C, J, B, X sowie dotA und dotC. Viele der dot/icm Gene wurde
mehrfach identifiziert, allen voran icmE/dotG, was in 8 Scatterklonen mutiert war. Neben
diesen Genen wurden 8 weitere Virulenzgene identifiziert, die von anderen Forschergruppen
als fiir die Wirtszellkolonisation/Virulenz kritisch beschrieben wurden (Tab. 4.1). Dazu
gehoren z.B. die Gene ptsP und rtxA. L. pneumophila ptsP (Phosphoenolpyruvat
Phosphotransferase)-Mutanten replizieren stark eingeschrinkt in Makrophagen und zeigen
eine reduzierte Virulenz im Meerschweinchenmodell (103). Das L. pneumophila ,,repeats in
structural toxin“ und Hamolysin RtxA spielt eine Rolle in der Wirtszellinvasion und
intrazelluldrer Replikation des Bakteriums. rtxA knock out-Mutanten zeigen reduzierte

Virulenz im Mausmodell (45).
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Tab. 4.1 Bekannte L. pneumophila Philadelphia-1 Wirtszellkolonisations/Virulenzgene, die
im Scatterscreen identifiziert wurden.

beteiligt

l
£ & gi Genname Funktion Mutante: Referenzen
r:
Verleiht Resistenz gegen
0025152840281 rcp kationische antimikobielle D74 (178)
Reagentien
0441152840686 icmT Teil der dot/icm Genregion I | D45, D46, D49 | (204,231)
0445152840690)icmP/dotM| Teil der dot/icm Genregion | D73 (204,231)
044652840691 icmO/dotL] Teil der dot/icm Genregion | D53 (204,231)
0448152840693 icmM/dotJ| Teil der dot/icm Genregion | D39, D48 (204,231)
D5, D10, D20,
0451152840696|icmE/dotG| Teil der dot/icm Genregion I | D26, D43, D55, (204,231)
D68, D72
0454152840698icmC/dotE| Teil der dot/icm Genregion | D47 (204,231)
0455152840700y icmJ/dotN| Teil der dot/icm Genregion | D2,D14 (204,231)
DI, A9, A24,
0456152840701)icmB/dotO] Teil der dot/icm Genregion | ADS (204,231)
L. hila "infectivit
0693|52840930) liga | PTEMOPH “A,,m Setivily Bene D89 (66)
086452841100 ccmH Zytochrom C Biogenese DI11 [(160,171,230)
1791152842018 fliN Flagellen Motorprotein D21 (56,59,101)
Hitzeschockprotein, Hsp40
2341152842551 dnas 1ZESChoCKproTeltl, TSP D25 (165)
Familie
Toxin, Beteiligt an Eintritt und
251552842723 rixA Replikation der Bakterien in Al7 (45,47)
Wirtszellen
Erhoht die | ivitdt i
2639|52842845|  enhC TROTE e Thvasivitatin Al3 (46,136)
Wirtszellen
267552842881 dotC Teil der dot/icm Genregion 11 D16 (185,211)
Teil und Effektor der dot/i 204,231
2686152842892 dota cilund Effektor der dotfiem | 113 g | (204.23D)
Genregion 11 (157)
2689152842895  icmX Teil der dot/icm Genregion I1 D23 (185,211)
Unmittelb n vivo Virul
287152843066) prsp | oo AR VO MIHERE ] 00 D69, A20 | (103)

Der grosste Teil der isolierten Scattermutanten (76 Mutanten) trug die Tn5 Insertion in

Genen, die vorher noch nicht direkt auf die Wirtszellkolonisierung/Virulenz von L.
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pneumophila bezogen wurden. Eine Auswahl von 10 solchen Genen ist in Tabelle 4.2

zusammengestellt, die vollstdndige Liste findet sich im Anhang (Tab.S1).

Tab. 4.2 Neue putative L. pneumophila Philadelphia-1 Wirtszellkolonisierungs/Virulenzgene,
die im Scatterscreen identifiziert wurden. Zum besseren Bezug auf die vier

sequenzierten L. pneumophila Genome sind die Locus-tags fiir L. pneumophila
Philadelphia-1 (Lpg), Corby (Lpc), Paris (Lpp), Lens Lpl) angegeben. Die e-values

homologer Gene wurden mittels BLAST Algorithmus ermittelt.

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). *Konservierte Doméinen

Gen |ID gl Name putative KD* | Niichstes Homolog | e-value Ref.
Ipg0072 Excinuclease ABC
e laac | AR ATR ) : (
lpc0094 aa 152840327 exuuuzlea.be ABC | ABC f\llvas‘:e. subunit B 0.0 (97)
Ipp0086 subunit B HELICe, UVR [Pseudomonas (89)
Ipln084 mendocina ymp |
Ipg0129 meth_\_ilma lonate-
10149 methylmalonate- semialdehyde
fp 0143 D18 52840384 | semialdehyde LuxC dehydrogenase 1E-164 (131)
ppuses dehydrogenase [Aeromonas
pl0128 T N
salmonicida)
Ipg0230
030501 L sasaoass | P10 N GG ppr, Chases| PP keprotem - ep oy | (H7.167)
Ipp0299 histidine kinase [Svnechocystis sp.] (80)
pl0283
Ipg0265 putative multicopper
0341 11y 65 | 52840520 fmulticopper oxidase|  Cu-Oxidase oxidase 4890 | (132,148)
Ipp0339 [Methylobacteriim
Ipl0317 nodilans|
Ipg0635 probable melittin
Ipc2659 melittin resistance resistence protein _ e
371 52840872 . / . _ : .83
Ipp0689 D37 3284087 protein PMT [Chromobacterium 0.0 (62.83)
Ipl0672 vio lacewm])
Ipgl426 : .
Ipc0842 ) . . . _ h_\_-.p.lothu.mdll pmtu?n . (18.197)
oo |D8LY 52841656 fhypothetical protein| Patatin (PatF) | RT0522 [Rickettsia | 2,00E-17
Ipp1381 hp hi str. Wilmington | (169)
Ipl1377 AP g
Ipgl665 alpha-2-macroglobulin
lpc1095 : \ . . A2ZM N 2, domain protein : n
D66 52841893 Jhypothetical prot 0.0 12,31
Ippl636 " s [ypethieticalprotein Isopren C2 like [Burkholderia (12.31)
Ipl1630 cenocepacial
Ipg2316
; ;ff ,; 83 3-hydroxybutyrate 3-hydroxybutyrate
£ ‘n[ DI2) 52842526 7, ‘Y_‘ AdoHceyase |dehydrogenase [ Delfiia| 1 00E-112] (7,1106)
Ipp2264 dehydrogenase . S :
Ve acidovorans]
Ipl2236
Ipg2494 Kynurenine
Ipc1980 . . i formamidase _ .
75] 52842702 fhypothetic : ‘yelase J00E-25 2
Ipp2561 D75 52842702 fhypothetical protein Cyclase [Methylokorus 1LOOE (126)
pl2413 infernorim|
jl" 5 . . -
?Jg}:j; hiopurine S thiopurine S-
P poa) 52843031 UOPYC T nfethyltranst 11| methyltransferase | 3,00E-37)  (102)
Ipp2892 methyltransferase Shewanella baltic
IpI2747 [Shewanella baltica]
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Unter den 70 verschiedenen Genen, die in den 76 Mutanten unterbrochen waren, befanden
sich zahlreiche unklassifizierte und hypothetische Gene (30 Gene). Viele der Gene besitzen
konservierte Doménen, die Riickschliisse auf ihre putative Funktion zulassen (52 Gene,
darunter viele als hypothetisch annotiert). Von besonderem Interesse sind dabei Proteine, die
konservierte Proteindoméanen tragen die vor allem aus hoheren Lebewesen bekannt sind. Dies
sind z.B. Lpgl426 (PatF), welches eine Patatindoméne trigt, oder Lpgl665, welches eine
A2M N 2 a-2-Makroglobulindoméne tragt, die experimentell bisher nur in Eukaryonten
untersucht ist. Weiter fanden sich viele Gene, von denen Orthologe in anderen Organsimen
existieren, die zum Teil bereits umfassend charakterisiert wurden, z.B. E. coli UvrB (in
Mutante A4 [Ipg0072]), Streptococcus pneumoniae MmsA (in Mutante D18 [Ipg0129],
Pseudomonas putida CopA (in Mutante D62 [Ipg0265]). Es wurden 9 Gene identifiziert, bei
denen mittels BLAST-Suche keinerlei Protein-Homologe ausserhalb L. pneumophila
gefunden werden konnten, die also L. pneumophila spezifisch vorkommen (natiirlich nur

unter Berticksichtigung der sequenzierten Organismen).

Bei der Annotation von uncharakterisierten Genen werden putative funktionelle Voraussagen
gemacht, die aufgrund charakterisierter Homologe, konservierter Proteindoménen oder
bekannten Proteinmotiven angegeben werden. Die Datenbank ,,TIGR-CMR* fasst diese
funktionellen Zuordnungen in Farbcodes zusammen, die Kategorien wie z.B.
,Proteinsynthese* oder ,,Adaptation an atypische Bedingungen® kennzeichnen. Fiir die
Tabelle S1, die bisher unbekannte putative L. pneumophila Kolonisations oder Virulenzgene
abbildet, wurden die Farbcodes von ,, TIGR-CMR® iibernommen und den identifizierten
Genen zugeordnet, um einen Uberblick zu erhalten, in welche funktionellen Kategorien Tn5
Insertionen identifiziert wurden. Abb. 4.41 fasst die relative Verteilung der funktionellen
Kategorien aus Tabelle S1 zusammen. Die in amdbensensitiven Mutanten durch Tn5 Insertion
am héufigsten unterbrochenen Gene waren demnach den Kategorien ,,Zellhiille Biosynthese
& Degradation, Struktur“ (17%), ,Proteinschicksal, Modifizierung, Sekretion und
Degradation® (15%) und "Energiestoffwechsel" (13%) zuzuordnen. 10% der Gene betrafen
die Rubrik ,,DNA Metabolismus®“ und jeweils 8% sind den Kategorien ,,Regulation®,
,Proteinsynthese®, ,,Transport und Bindung von Proteinen* zuzuordnen. 21% der Gene

entstammen anderen Kategorien (Abb 4.41).
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Abb. 4.41 Verteilung der funktionell zugeordneten Kategorien von 70 identifizierten neuen
Virulenzgenen. Nicht dargestellt sind hypothetische Proteine oder Proteine mit unbekannter Funktion
(31 Gene). Der grosste Anteil der funktionell einordenbaren Gene (17%) betreffen Biosynthese und
Struktur der Zellhiille. 15% der identifizierten Gene sind der Kategorie Proteinschicksal (,,Protein
Fate*) zuzuordnen. 13% sind Energiestoffwechselgene und 10% spielen eine Rolle im DNA
Metabolismus.

In der Scattermutante D12, die im Amobenmodell eine attenuierte intrazelluldre Replikation
zeigte (Abb. 4.37, Tab. 4.2, Tab. S1), war ein Gen der Kategorie ,,Energiestoffwechsel* von
der Transposoninsertion betroffen. Dieses Gen, [pg2316, kodiert eine putative 3-
Hydroxybutyrat-Dehydrogenase, ein Protein des PHB Abbaus, und trégt eine konservierte
wShort chain dehydrogenase Domédne (Pfam PF00106). Das nidchste charakterisierte
Homolog ist das bdhA Gen (Blast e-value 1e-44) des Knollchenbakteriums Sinorhizobium sp..
BdhA ist fiir die fiir die Fahigkeit des Bakteriums zur Verwertung von PHB essentiell. Der
Verlust von bdhA in Sinorhizobium sp. kann zu Stérungen in der Ausbildung der
Symbiosebeziehung fithren. (Abb. 4.42, Abschnitt 4.2.7.1) (6).

Interessanterweise befindet sich in direkter Nachbarschaft strangabwérts zu [pg2316 ein
Legionella PLP Gen, patD (lpg2316). Im Unterschied zu dem zweiten im Scattertest
identifizierten PLP patF (Ipgl1426) gehort das patD Gen zu den am Ende eines intrazelluldren
Infektionszyklus stark hochregulierten PLP (29). Das kann als Hinweis auf dessen Rolle fiir
die Virulenz des Bakteriums interpretiert werden (siehe 4.1.2). Aus diesem Grund, und wegen
dem interessanten Link zum symbiontischen Bakterium Sinorhizobium sp. sowie zum PHB
Stoffwechsel iiber [pg2316(bdhA) wurde der Lokus Ipg2316/[pg2317 fiir eine weiterfiihrende

Untersuchung ausgewihlt.
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Sequence 1: g1|52842526|ref]YP_096325.1| 3-hydroxybutyrate dehydrogenase [Legionella pneumoph
Length =260 (1 .. 260)

Sequence 2: g]29169306|gb|AA066470.1| BdhA [Smorhizobum sp. NGR234]
Length =258 (1 .. 258)

Score = 183 bits (465), Expect = le-44
Identities = 100/254 (39%), Positives = 148/254 (58%), Gaps = 3/254 (1%)

],[}22316 6 FKVAIVTGAASGIGKEIALVYAKEGAKVAIADL-NLDQASHVAEEIESSG-GQANAVAMNY 63
- E A++4TG+ SGIG IA +AK GA + + + D+ V +E+ GG + ++
BdhA 3 KTAVITGSTSGIGLAIAKAFAKTGANIVLNGFGSADEIRTVTDEVAGLGAGTVLHHPADN 62

Lpg2316 6%  TPEAQUNQGVDKVADHFGGVDVLVSNAGIQIIESVDKLAFSDVKRNLAIHLDGAFLTTRA 123
S T A++ + FGG D+LVHNAG+Q +E ++ V R++AI+L +F T +A
BdhA 63 THPAEIADLMATAVARFGGADILVNNAGVQFVEKIEDFPVEQUDRIIAINLSSSFHTIRA 122

Lpe23l6
PEeo LD + B G G I+ AS K4 YV AKHG+4GL K VAE + + N I

124 CLEYNYASGNGGSIIYNGSVESKEASVLEAPYVTAKHGLLGLCKVVAKEGGTHKVRANVI 183
S
BdhA 123 AIPAMKQKG-WGRIVNIASANGLVASPFESAYVAAKHGIMGLTKTVALEVAENGITVNSI 181

Lpe2316 1684 CPGFVRTPLVDKQIPEQAKELGISEEDVIKKVHLEETVDGEFTTTDDVAQTALFFASFES 243
PE<- CPG+V TPLV+KQIP+QA+ GI+EE VI +VHLK +F T + VA AL+ AS E+
BdhA 182 CPGYVLTPLVEKQIPDQARTRGITEEQVINEVHLEGQPTEKKFITVEQVASLALYLASDEA 241

116 249 NALTGQSLUVSHGY 257
Lpg2316 +TG + + GW
BdhA 242 AQITGTHVSMDGGW 255

Abb. 4.42 L. pneumophila Philadelphia-1 [pg2316 und Sinorhizobium sp. NGR234 besitzt Homologie
(e-value 1e-44) iiber die gesamte Proteinsequenz. Die putativen katalytisch essentiellen Aminosduren
fiir Lpg2316 S142, Y155 und K159 (rote Pfeile) (168), sind in beiden Proteinen vorhanden.

4.2.7 Charakterisierung des Lokus Ipg2316 (bdhA)/lpg2317 (patD)

Im ersten Abschnitt der Arbeit war das Hauptinteresse auf Patatin-dhnliche Proteine von L.
pneumophila und deren putative Rolle als Virulenzfaktoren gerichtet. Im Scatterscreen wurde
das Legionella PLP Gen patF (lpgi426) als von der Tn5 Insertion direkt betroffen
identifiziert. Zusétzlich schien ein weiteres PLP Gen durch die Transposonmutagenese
indirekt betroffen. In Mutante D12 wurde das strangaufwirts zum PLP Gen patD (lpg2317)
gelegene Nachbargen /pg2316 von einer Tn5 Insertion betroffen. Das Computerprogramm
»OPERON* (http://www.cbcb.umd.edu/cgi-bin/operons/pairs.cgi?taxon_id=272624), welches
auf der Basis statistischer Wahrscheinlichkeiten die Vorhersage von Operonstrukturen in
mikrobiellen Genomen ermoglicht, weist aus, dass [pg2316 und Ipg2317 (patD) ein Operon
bilden. Die das putative Operon Ipg2316/2317 flankierenden Gene, Ipg2315 und Ipg2318
(motA) sind nach dieser Voraussage nicht Teil des Operons (Abb.4.43).

Bevor also phédnotypische Untersuchen zur Rolle von Ipg2376 in Mutante D12 angestellt
werden konnten, war es von Interesse, die Richtigkeit der ,,OPERON®“ Voraussage zu
tiberpriiffen. Da die experimentelle Expressionsanalyse des putativen Operons
Ipg2316/Ipg2317 die Computervoraussage als richtig bestitigte (siche unten und Abb. 4.44),
muss fiir die Analyse der Mutante D12 beriicksichtigt werden, dass die Tn5 Insertion die
Expression des bdhA Homologs Ipg2316 als auch die des PLP Gens patD verhindert.
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Operon lpg2316/pg2317 (patD)

lpg2315 Ipg2316 (bdhA) Ilpg2317 (patD) Ipg2318 (motd) Ipg2319 (motB) Ipg2320

A
L4

—
=f | .

Abb. 4.43 Genomischer Kontext von L. pneumophila Philadelphia-1 /pg2316. Das Transposon Tn5
war in der Scattermutante D12 in [pg2316 insertiert. I[pg2316/lpg2317 bilden ein Operon, die
flankierenden Gene Ipg2315 und Ipg2318 (motA) sind nicht Teil dieses Operons (Abbildung adaptiert
nach ,,NCBI sequence viewer 2.0.63)

Die Transkription des Lokus Ipg2316/Ilpg2317 wurde mittels RT-PCR analysiert. Sollte
tatsdchlich eine transkriptionelle Einheit vorliegen, muss ein gemeinsames Transkript in den
Bakterien vorliegen (Abb. 4.44, 4.45). Dazu wurden Gen-iiberlappende Primer generiert, mit
denen in der RT-PCR nur dann cDNA generiert wird, wenn ein gemeinsames Transkript der
jeweiligen Gene vorliegt, wenn diese also kotranskribiert werden. Dieses Experiment ist in
Abb. 4.44 dargestellt. Es wurden dabei drei liberlappende Primerpaare eingesetzt: 1. fiir die
Gene [Ipg2316 (bdhA)/lpg2317 (patD), 2. fir Ipg2317 (patD)/lpg2318 (motA) und 3. fiir
Ipg2318 (motA)/lpg2319 (motB).

Philadelphia-1 Primerkontrolle

Ipg2316/2317
Ipg2317/2318
Ipg2318/2319
DNA Gyrase
Ipg2317/2318
Ipg2318/2319
DNA Gyrase

Abb. 4.44 [pg2316 und Ipg2317 bilden ein Operon. Mit Primern, die jeweils in benachbarten Genen
binden, wurden RT-PCRs durchgefiihrt. Mit dem iiberlappenden Primerpaar Ipg2316/lpg2317 wurde
ein Amplifikat erzeugt, [pg2316 und Ipg2317 werden daher kotranskribiert. Als Expressionskontrolle
wurde bei den RT-PCR Reaktionen DNA-Gyrase Primer (ein konstitutiv exprimiertes ,,sousekeeping*
Gen) verwendet. Als Kontrolle fiir die geniiberlappenden Primerpaare wurde chromosomale L.
pneumophila Philadelphia-1 DNA eingesetzt (rechts).
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Da Ipg2316/lpg2317 ein Operon bilden (Abb. 4.44), miisste in der Mutante D12 durch die
TnS Insertion auch die Transkription von /[pg2317 (patD) gestort sein. Um dies zu priifen,
wurde die Expression der Einzelgene [pg2315 bis lpg2319 in Mutante D12 mittels RT-PCRs

tiberpriift und mit der Expression im Wildtypstamm L. pneumophila Philadelphia-1
verglichen (Abb. 4.45).
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Abb. 4.45 Die Gene Ipg2315 bis Ipg2319 wurden im Wildtypstamm L. pneumophila Philadelphia-1
exprimiert, in Mutante D12 fehlten die Transkripte sowohl von I[pg2316 als auch Ipg2317 vollstandig.
Transkripte von Ipg2315, Ipg2318 (sehr diinn) und /pg2319 waren auch in der Mutante vorhanden. Als
Positivkontrolle wurde genomische DNA eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde RNA eingesetzt und
ohne reverse Transkription amplifiziert. Fiir die geschilderten Kontrollreaktionen wurden Primer fiir
die DNA Gyrase eingesetzt, die konstitutiv exprimiert wird.

Das in Abb. 4.45 dargestellte Experiment bestétigte die Hypothese, dass /pg2316 und Ipg2317
(patD) aufgrund der Transposoninsertion in /pg2316 in Mutante D12 nicht exprimiert werden,
da die Gene ein Operon bilden.

Aus diesem Grund musste bei der Analyse von Mutante D12 der Verlust des funktionellen
PLP patD Beriicksichtigung finden. Da die Tn5 Insertion in Mutante D12 die Expression
beider Gene unterbricht, wird im folgenden von der Ilpg2316/17 Mutante gesprochen.

4.2.7.1 Untersuchung der PHB Speicher in L. pneumophila Philadelphia-1 Wildtyp und der
Ipg2316/17 Mutante.

Poly-3-Hydroxybutyrat (PHB) kann von Bakterien als intrazelluldrer Kohlenstoffspeicher
akkumuliert werden, wenn wachstumslimitierende Bedingungen vorliegen, aber ein
Uberschuss an Kohlenstoff vorliegt. Die intrazellulire Reserve erlaubt Bakterien,
ndhrstofflimitierte Bedingungen zu iiberdauern und steigert deren Fittness gegeniiber
Stressoren (4,118).

Abb. 4.46 gibt einen Uberblick iiber den Aufbau und den Abbauweg von PHB Speichern in
Bakterien (37). Um polymerisiertes 3-Hydroxybutyrat zu Azetoazetat und schliesslich Azetyl-
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CoA zu metabolisieren, bedarf es zundchst PHB Depolymerasen, die das Homopolymer
monomerisieren und 3-Hydroxybutyratdehydrogenasen zugédnglich machen, die dann 3-
Hydroxybutyrat zu Azetoazetat oxidieren. Azetoazetat wird anschliessend in zwei Schritten
zu Azetyl-CoA umgebaut und schliesslich tiber den TCA (Tricarbonsdurezyklus) und
Glyoxylat Zyklus metabolisiert (Abb. 4.46) (51,208).

T8
Aufbau .CH-CH2- Abbau
PHB Sinorhizobium PhbD
PHB Depol ; - ’
cpolymerase Legionella PatD ?
PHB Synthase 3-Hydroxybutyrat

3-Hydroxybutyrat || Sinorhizobium BdhA,
Dehydrogenase Legionella Lpg2316

3-Hydroxybutyryl CoA Azetoazetat

\ CoA Transferase
Azetoazetyl-CoA Azetoazetyl-CoA

Reduktase
Ketothiolase

Azetyl-CoA

Abb. 4.46 PHB Stoffwechsel in Bakterien. Legionella Lpg2316, das Sinorhizobium sp. BdhA
Homolog, konnte 3-Hydroxybutyrat Dehydrogenase Aktivitdt besitzen. Legionella besitzt kein
Sinorhzobium sp. PhbD Homolog (PHB Depolymerase). Konnte deswegen Lpg2316 (PatD) in der
Lage sein PHB zu depolymerisieren? (Abbildung adaptiert nach (37)).

Sinorhizobium sp. NGR234 (New Guinea Rhizobium 234) bdhA Mutanten besitzen keine 3-
Hydroxybutyrat Dehydrogenase Aktivitit mehr und sind im Gegensatz zum Wildtypstamm
unfahig, sich mit PHB als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren. Ferner zeigen NGR234
bdhA Mutanten Symbiosedefekte, die wirtszellabhéngig auftreten (6). PHB Depolymerasen
(Abb. 4.46, PhbD) gehoren zur Familie der Serin-Histidin-Aspartat (oder Glutamat)
Hydrolasen (katalytische Triade) und tragen das Lipase Konsensusmotiv G-X-S-X-G. Daher
sind sie den Patatin-dhnlichen Phospholipasen verwandt. Da Legionella kein PhbD Homolog
besitzt, aber PHB als Nahrstoffreserve nutzen kann, stellt sich die Frage, ob das /pg2317
Genprodukt (PLP PatD) iiber PHB Depolymeraseaktivitit verfiigt und ob es gemeinsam mit
Lpg2316, dem BdhA Homolog, an der PHB Mobilisierung beteiligt ist. Die folgenden
beschriebenen Experimente sollen daher kldren, ob das in Mutante D12 durch Tn5 Insertion
gestorte Operon [pg2316/17 eine Rolle im PHB-Stoffwechsel von L. pneumophila spielen

kann.
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Um zu iberpriifen, ob der PHB Stoffwechsel in Mutante D12 durch den Verlust des
funktionellen Operons /pg2316/17 tatsdchlich beeinflusst ist, wurden der Wildtypstamm L.
pneumophila Philadelphia-1 und die Mutante D12 in Fliissigmedium kultiviert und zu
mehreren Zeitpunkten die Zahl von PHB Granula je Bakterium verglichen. 4 Tage lang wurde
in 24-stiindigen Zeitabstinden Bakterienmaterial aus den Kulturansétzen entnommen und
fixiert. Anschliessend wurden die Proben mit dem Farbstoff Nile Red behandelt, der die
selektive Anfarbung von PHB Einschliissen in Bakterien erlaubt (90). Die geférbten Bakterien
wurden mikroskopisch begutachtet (Abb 4.47) und die Lipideinschliisse je Legionella
Bakterium ausgezahlt (Abb. 4.48).
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Abb. 4.47 Die L. pneumophila Philadelphia-1 I[pg2316/17 Mutante (D12) enthédlt mehr PHB Granula
(Pfeile) je Bakterium als der Wildtypstamm. Fluoreszenzaufnahmen und Phasenkontrastabbildung der
Bakterien und der PHB Granula angefarbt mit Nile Red. Legionella Wildtyp Bakterien enthalten 0-1
PHB Granulum je Bakterienzelle. Legionella D12 Mutanten enthalten ca. 1-3 PHB Granula je
Bakterium. Bakterienkulturen wurden 4 Tage in Fliissigmedium kultiviert.
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Abb. 4.48 Die L. pneumophila Philadelphia-1 Ipg2316/17 Mutante (D12) enthélt die zwei- bis
dreifache Anzahl PHB Granula je Bakterium wie der Wildtypstamm. Die Anzucht wurde aus einer
24h-Vorkultur gestartet. Die Daten errechnen sich aus 2 mal mindestens 100 augezihlten Bakterien
pro Stamm und Zeitpunkt.

Die Zéhlung der PHB Granula je Bakterienzelle mittels NileRed Firbung belegte, dass L.
pneumophila Philadelphia-1 Ipg2316/17 Mutanten (=D12) mehr PHB Granula als der
Wildtypstamm enthielten. Dies war bereits unter dem Mikroskop augenscheinlich und wurde
durch die Auszdhlung zu allen fiinf Zeitpunkten iiber vier Tage bestitigt und quantifiziert.
Wiéhrend der gesamten Kultivierungszeit wurden in D12-Mutanten mindestens doppelt
soviele PHB Granula je Bakterium gezéhlt als bei Wildtypbakterien: /pg2316/17 Mutanten
enthielten zwischen 0,8 Granula/Bakterium (Tag 1) und 1,2 Granula/Bakterium (Tag 5). L.
pneumophila Philadelphia-1 Wildtyp Bakterien enthielten dagegen zwischen 0,35 PHB
Granula/Bakterium (Tag 1) und 0,6 Granula/Bakterium (Tag 5).

Da in der Auszédhlung der Granula nur die Menge an PHB Einschliissen, nicht aber der PHB
Gehalt beider Stimme verglichen wurde, kam zusétzlich die FTIR Spektroskopie (Fourier-
Transformations-Infrarot-Spektrokopie) zur Anwendung, um die PHB Menge in dquivalenten
Bakterienmengen beider Stamme zu vergleichen (Abb. 4.49). Die FTIR-Messungen zeigten,
dass Mutante D12 einen hoheren PHB Gehalt besal3 als der Wildtypstamm (je Zeitpunkt ca.
0.05 Absorbance Units mehr als L. pneumophila Philadelphia-1 Wildtyp). Interessanterweise
besall der Komplementationsstamm D12(pPA49), der [pg2316/17 in trans auf dem high-copy
Vektor pBCKS enthielt, anndhernd keine intrazelluldren PHB Speicher. Als Ursache ist daher
die im Vergleich zu Wildtypbedingungen hohere Proteindosis, welche sich vermutlich

aufgrund der hohen Kopienzahl des Plasmids im Bakterium ergibt, wahrscheinlich.
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Die Ergebnisse der FTIR-Messungen, und die Tatsache, dass Mutante D12 mehr PHB
Granula je Bakterium enthielt als der Wildtypstamm, bestétigte die Rolle des Operons
Ipg2316/17 im PHB Stoffwechsel von L. pneumophila.

Nach James et al. (1999) fordert die Prdsenz von intrazelluliren PHB Speichern das
Langzeitiiberleben von L. pneumophila in kultivierbarer Form (116). Da sich der PHB Gehalt
von Mutante D12 und L. pneumophila Philadelphia-1 Wildtyp wie oben gezeigt unterschied,
wurde dieser Zusammenhang phénotypisch untersucht.

Aus den Dauerkulturen fiir die Zdhlung der intrazelluliren PHB Speicher wurden in 24h
Intervallen Aliquots auf BCYE Agar ausplattiert und die Zahl kultivierbarer Bakterien
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass bei konstanter Kulturdichte die Zahl kultivierbarer D12
Mutanten schneller abnahm als dies beim Wildtypstamm der Fall war (Abb. 4.50). Bereits an
Tag 2 betrug die Zahl kultivierbarer D12 Mutanten lediglich 47% der am Tag 1 ermittelten
Bakterienzahl, wo hingegen 85% der Wildtypbakterien in kultivierbarer Form vorlagen. Am
dritten Inkubationstag waren noch 40% der Wildtypbakterien auf BCYE Agar anziehbar und
nur 18% der D12 Mutante. An Tag 5 waren keine D12 Mutanten mehr in kultivierbarer Form
vorhanden, 0,01% der an Tag 1 gezédhlten Wildtypbakterien waren noch auf dem Agar
anzichbar (Abb. 4.50).
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Abb. 4.49 Infrarot Spektren von L. pneumophila Philadelphia-1 Wildtyp im Vergleich zur Mutante
D12 und dem Komplementationsstamm. Mutante D12 (/pg2316/17-) enthélt weniger PHB als der
Wildtypstamm, der Komplementationsstamm D12(pPA49) (pBCKS+lpg2316+ipg2317) enthilt
anndhernd kein PHB. (A) Spektrum nach 72h- (B) Spektrum nach 120h Anzucht auf BCYE Agar.
Rot: Wildtyp Philadelphia-1, Blau: Mutante D12, Schwarz: Komplementante D12(pPA49). Je Stamm
zweil unabhingige Messungen.
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Die Langzeitkultivierbarkeit der D12 Mutante war im Vergleich zum L. pneumophila
Philadelphia-1 Wildtypstamm reduziert. Dies konnte auf den verdnderten PHB Gehalt der
D12 Mutanten zuriickzufiihren sein. Die Rolle von Ipg2316/17 im PHB Stoffwechsel von L.

pneumophila wird damit unterstrichen.
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Abb. 4.50 Kulturdichte (A) und bakterielle Kultivierbarkeit (B) von L. pneumophila nehmen wahrend
4 Tagen Kultivierungszeit in Fliissigmedium ab. Die Kultivierbarkeit der L. pneumophila lpg2316/17
Mutante reduzierte sich schneller als die des Wildtypstamms, nach 4 Tagen ist die Mutante D12
vollstdndig unkultivierbar. Die Daten reprasentieren Doppelwerte.

4.2.7.2 Untersuchungen zur lipolytischen Aktivitit von L. pneumophila Philadelphia-1
Ipg2316/17 Mutanten

Im Abschnitt 4.1.3 wurde gezeigt, dass PatD wenn es in E. coli exprimiert wird,
Lysophospholiase A Aktivitdt besitzt. Das patD Gen bildet zusammen mit /pg23/6 eine
transkriptionelle Einheit (4.2.7). Daher war zu priifen, ob L. pneumophila Ipg2316/17
Mutanten durch Verlust der patD Expression eine verdnderte lipolytische Aktivitét besitzen.
Dazu wurde die lipolytische Aktivitit von Zelllysaten 2 Tage alter Legionella Kulturen, die
auf Agarplatten kultiviert worden waren, analysiert (Abb 4.51).

Die lipolytische Aktivitdt der amdbensensitiven Scattermutante D12 (Ipg2326/17-) war im
Vergleich zum Wildtypstamm stark reduziert. Dies betraf sowohl die PLA- (DPPG, DPPC)
als auch die LPLA Aktivitdit (MPLPG, MPLPC). Die trans-Komplementation mit pPA49
(pBCKS+Ipg2316+Ipg2317) erhohte die PLA und LPLA Aktivitit von D12 auf (iiber)
Wildtypniveau.
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Abb. 4.51 L. pneumophila D12 besitzt reduzierte PLA und LPLA Aktivitdt. (A) PCR mit [pg2316
spezifischen Primern (L. pneumophila Philadelphia-1 Wildtypstamm, Mutante D12 sowie Mutante
DI12(pPA49) (pBCKS+ipg2316+Ipg2317) (=Komplementante). Mutante D12 zeigt
Bandenverschiebung aufgrund der TnS5 Insertion. Die trans-Komplementante zeigt die
Bandenverschiebung durch Tn5 Insertion und die ,,Wildtypbande“. (B) Lipidhydrolyseassay mit PLA
(DPPG, DPPC) und LPLA (MPLPG, MPLPC) Substraten sowie 1-MPG (Lipasesubstrat). Die Daten
reprasentieren 3-fach Werte (drei Wiederholungen).

4.2.7.3 Komplementation des intrazelluliren Vermehrungsdefekts von L. pneumophila
Ipg2316/17 Mutanten.

Die Mutante D12 wurde aufgrund ihres Scatterphidnotyps isoliert, der auf attenuierte
Wirtszellkolonisierung und reduzierte Virulenz hindeutet. Die attenuierte intrazelluldre
Replikation von D12 wurde im Amoébenmodell und im Makrophagenmodell (letzteres nicht
gezeigt) bestdtigt und quantifiziert. Durch frans-Komplementation mit pPA49
(pBCKS+Ipg2316+Ipg2317) wurde die reduzierte lipolytischen Aktivitit und auch die
attenuierte intrazelluldre Vermehrung im Amdbeninfektionsmodell der Mutante D12 wieder

hergestellt (Abb. 4.52).

ILE+08 - —¢= Philadelphia- 1

1 E+07 { —#=DI2

——DI2 (pPA49)

> 1,E+06

log CFU/ml

LLE+05

1LE+04 . .
-1 19 39 59 79 99
Infektionsdauer [h]

Abb. 4.52 Die attenuierte intrazelluldre Vermehrung von L. pneumophila Philadelphia-1 lpg2316/17-
(D12) wurde durch Einbringen von pPA49 (pBCKS+Ipg2316+Ipg2317) in trans komplementiert. Die
Daten repriasentieren Doppelwerte (drei Wiederholungen).
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Nachdem die Phinotypen ,,reduzierte lipolytische Aktivitit® und ,attenuierte intrazelluldre
Replikation* der Scattermutante D12 untersucht und komplementiert worden waren, wurde
abschliessend untersucht, ob auch die Amdbensensitivitit von D12 auf Agarplatten (auf
Grund derer die Mutante im Scattertest isoliert worden war) durch trans-Komplementation
wieder reduziert wurde.

Hierzu wurde mit der Mutante D12 sowie mit der Komplementante D12(pPA49) in jeweils
Reinkulturen erneut ein Scattertest durchgefiihrt und so die vollstindige Wiederherstellung
der Mutante D12 auf den Wildtypzustand bestétigt (Abb. 4.53).

D12 D12 (pPA49)

Amobensensitiv Amébenresistent

Abb. 4.53 L. pneumophila Philadelphia-1 [pg2316/17 Mutanten (D12) sind im Scattertest
amobensensitiv, die Kolonien der Komplementante D12 (pPA49) sind amdbenresistent. Kolonien der
Mutante werden von den Amdben dezimiert (linkes Bild), die Kolonien des
Komplementationsstammes werden nicht dezimiert (rechtes Bild) (drei Wiederholungen).

Das in dieser Arbeit entwickelte Testsystem zur Detektion kolonisations- bzw.
virulenzassoziierter L. pneumophila Gene wurde durch die Ergebnisse des durchgefiihrten
Screens als funktionell bestétigt. Es wurden 112 Mutanten isoliert, die in 89 verschiedenen
Genen eine Transposon-Insertion trugen und in Infektionsmodellen nicht- oder stark
eingeschrinkt replizierten. 19 der identifizierten Gene sind in der Literatur bereits als kritisch
fiir die Wirtszellkolonisierung oder Virulenz des Erregers etabliert und bestdtigen die
Funktionalitdt des Scatterscreens. 70 neue putative L. pneumophila Kolonisations- bzw.
Virulenzgene wurden detektiert. Eines dieser Gene, I[pg2316, bildet zusammen mit einem PLP

Gen (patD) ein Operon und spielt eine Rolle im PHB Stoffwechel des Bakteriums.
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5. Diskussion

5.1 Untersuchung der Patatin-dhnlichen Proteine von Legionella pneumophila

5.1.1 Lipolytische Aktivitit

Bei der Datenbankrecherche nach putativen Phospholipasen A in bakteriellen Genomen stellte
sich heraus, dass eine bisher fast unbeachtete Gruppe von Enzymen, die Ahnlichkeit mit
pflanzlichem Patatin besitzt, in sehr vielen Genomen - dort oft in mehreren Paralogen,
konserviert vorliegt. Interessanterweise korreliert die Anzahl von PLP Genen in den
bakteriellen Genomen mit der Lebensweise ihrer Trdger. Pathogene oder symbiontische
Bakterien, also eng mit hoheren Lebewesen assoziierte, besitzen die hochste Zahl von PLPs in
ihren Genomen. Das weist darauf hin, dass diese Proteine an der Etablierung der Pathogen-
Wirt- oder der symbiontischen Beziehung beteiligt sein konnten. Die vier L. pneumophila Sgl
Stimme Philadelphia-1, Lens, Paris und Corby sind von allen sequenzierten Bakterien
diejenigen mit der hochsten absoluten (10 bzw. 11 Gene) und auch relativen (3,12 bis 3,74
PLP je 1000 Protein kodierenden Genen) Anzahl von PLP Genen (15).

Da L. pneumophila mindestens vier weitere phospholipolytische Enzyme besitzt (PlaA, PlaB,
PlaC, PlaD), stellt sich die Frage welche Rolle die Proteine bei der Wirts(zell)ausbeutung

durch das intrazelluldre Pathogen spielen.

Im Vorfeld dieser Arbeit existierten keine experimentell fundierten Daten beziiglich der

biochemischen Aktivitdt und Funktion der L. pneumophila PLP.

In silico Studien und die Expressionsstudien aus dieser Arbeit sowie von Briiggemann et al.
weisen auf eine funktionelle Individualitit der PLP innerhalb von L. pneumophila hin (29).
Die Computervoraussage der subzelluldren Lokalisation der PLP innerhalb L. prneumophila
mittels PSORTb (www.psort.org) variiert zwischen den 11 Genen. PatD, E, I, J, K werden als
Zytoplasmamembran-stindig vorausgesagt, wohingegen fiir PatH zytoplasmatische
Lokalisation vorhergesagt wird. Fiir PatF wird eine vermutliche Verankerung in der dusseren
Membran ausgegeben. VanRheenen et al. zeigten experimentell das PatC (VpdA) und PatG
(VpdB), genau wie PatA (VipD), tlber das L. pneumophila Dot/lcm TyplVB-
Sekretionssystem in Wirtszellen eingeschleusst werden (228). In der vorliegenden Arbeit
wurde demonstriert, dass PatA in der stationdren, virulenten Wachstumsphase von L.
pneumophila stark induziert exprimiert wird. Dasselbe gilt fiir PatD, PatE und Patl, wie
Briiggemann et al. im Amobeninfektionsmodell fanden (29).

Die aus diesen Daten abzuleitende molekulare Individualitidt der einzelnen PLP lédsst die

Vermutung zu, dass L. pneumophila PLPs kodiert, die verschiedenen dusseren Parametern
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und Lebensstadien angepasst sind. Dies konnte dem Bakterium erlauben, sich einer
gegebenen Situation optimal anzupassen bzw. adidquat auf Verteidigungsstratgien
unterschiedlicher Wirtszellen zu reagieren. Die Tatsache, dass L. pneumophila in der Lage ist,
mindestens 16 verschiedene Amdbenspezies sowie mindestens 16 verschiedene
Saugerzellinien (67) zu infizieren (dazu kommen extrazellulire Lebensstadien in
terrestrischen oder aquatischen Lebensrdumen), unterstreicht die Notwendigkeit funktioneller
Adaptationsstrategien. Zusétzlich konnte die genetische Variabilitit von L. pneumophila die
Akkumulation von Genen begiinstigen, die eventuell mutierte Paraloge substituieren. In
Candida albicans wurde ebenfalls eine Reihe von 10 Enzymen (Aspartat-Proteasen)
identifiziert, die die Virulenz der pathogenen Hefe entscheidend beeinflussen. Die Studie von
Naglik et al. zeigt, dass pH Optima, Substratspezifititen und Expressionsphasen der einzelnen
Proteine variieren, was auch hier deren spezialisierten Einsatz zu verschiedenen Lebens- und
Wirtszellinfektionsphasen vermuten liess (158). Im L. pneumophila Genom finden sich
weitere Beipiele vielfach vorhandener Proteine, so existieren mehrere Paraloge der Sid oder
Enh Proteine. Auch diese sind - wie die PLP Gene - nicht grundsétzlich simultan transkribiert
(29,35,38,39,138).

Zur Untersuchung der putativen lipolytischen Aktivitit wurden die 11 L. pneumophila
Philadelphia-1 PLP Gene (patd bis patK) in E. coli exprimiert und deren Aktivitdt in
Zelllysaten bestimmt. Das PLP PatA wurde rekombinant aufgereinigt und Lipidhydrolysetests
unterzogen. Dabei wurde auch getestet, ob die enzymatische Aktivitdt durch bakterielle oder
eukaryontische Kofaktoren verdnderbar ist, und ob das Fehlen des pat4 Gens in den
lipolytischen  Eigenschaften entsprechender L. pneumophila knockout Mutanten
nachzuvollziehen ist. Zusitzlich wurde ein rekombinant aufgereinigtes PLP eines anderen
Bakteriums (E. coli RssA) untersucht und dessen lipolytische Aktivitdt bestimmt.

Im Ergebnis dieser Studie zeigt sich, dass alle 11 L. pneumophila PLP, exprimiert in E. coli,
Lysophospholipase A-Aktivitit besitzen (siche 4.1.4).

Interessanterweise zeigte rekombinant exprimiertes und aufgereinigtes PatA Protein
zusdtzlich eine geringe PLA Aktivitdt gegen das Diazyl-Phospholipid DPPG, welche bei der
Testung von PatA exprimierenden E. coli Zelllysaten nicht nachweisbar war. Es ist moglich,
dass die DPPG spezifische PLA Aktivitdt von PatA in den Tests der E. coli Expressionsklone
durch andere Aktivititen, z.B. Azyltransferaseaktivitdt oder Inhibitoren, liberdeckt bzw.
blockiert wurde. Deshalb ist nicht auszuschliessen, dass auch die anderen PLP in
aufgereinigter Form PLA Aktivitdt zeigen. Fiir zukiinftige Untersuchungen ist es daher von
Interesse die 10 weiteren L. pneumophila PLP Proteine in aufgereinigter Form ohne den E.
coli Hintergrund auf lipolytische Aktivitdt zu testen. Das aufgereinigte E. coli PLP RssA
wurde in den Lipidhydrolysetests ebenfalls als PLA identifiziert, jedoch spaltete RssA im
Gegensatz zu PatA hauptsdchlich vom Diazyl-Phospholipid DPPG Fettsduren ab, war aber
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nicht in der Lage Monoazyl-Phospholipide zu deazylieren. Fiir die lipolytischen Aktivititen
von PatA und RssA waren die katalytisch aktiven Serinreste (S73 bzw. S41) im aktiven
Zentrum G-X-S-X-G essentiell, wie Experimente mit Proteinen gezeigt haben, die ein
mutiertes Lipasemotiv trugen. Die ohne Kofaktorbindung vorhandene Aktivitit von L.
pneumophila PatA war durch Prainkubation des Proteins mit Bakterien- oder Zelllysaten nicht
verdnder- oder aktivierbar. PatA bendtigt daher fiir seine Aktivitit vermutlich keine weiteren
Kofaktoren. Die Phospholipase A-Aktivitit von L. pneumophila PatA ist im Vergleich zu E.
coli RssA wesentlich geringer. PatA (1nmol/ml) hydrolysierte vom Substrat DPPG 80nM/min
Palmitinsédure wo hingegen RssA (1nmol/ml) 2400nM/min der Fettsdure freisetzte was der
30-fachen Menge entspricht. PatA besass vor allem LPLA Aktivitidt und setzte 160nM/min
Palmitinsdure aus MPLPG, und 600nM/min aus MPLPC frei. P. aeruginosa ExoU, welches
iiber ein Typ III-Proteinsekretionssystem in Wirtszellen injiziert wird, besitzt nach
Aktivierung durch Bindung des eukaryontischen Kofaktors Superoxiddismutase 1 (SODI)
LPLA und PLA Aktivitit (194). Die lipolytische Aktivitit von P. aeruginosa ExoU wurde in
vitro mit den Substraten DPPC, MPLPC untersucht (221) und ist nach der Aktivierung durch
SOD1 hauptsidchlich gegen Lysophospholipide gerichtet, ExoU besitzt aber auch PLA
Aktivitit, die ca. 10% der LPLA Aktivitét entspricht.

Die Tatsache, dass PatA hauptsdchlich LPLA Aktivitét besitzt wurde in Experimenten mit L.
pneumophila patA knockout Mutanten bestétigt, da die Mutanten signifikant reduzierte
sekretierte und zellassoziierte LPLA Aktivitdt besalen. Durch frans-Komplementation mit
patA konnte nur die reduzierte zellassoziierte LPLA Aktivitit der Mutanten wieder auf
Wildtypniveau hergestellt werden (siehe 4.1.4.2). Dieses Ergebnis, und die Tatsache das die
in dieser Arbeit gefundene vollstindige Attenuation der L. pneumophila patA Mutanten nicht
komplementierbar war, deuten auf eine second site Mutation im Genom der generierten
Mutanten hin. Vermutlich befindet sich diese zweite Mutation in einem der beiden dot/icm
Loki des Bakteriums, da das Ausschalten von Komponenten dieses Systems zur Avirulenz
des Bakterium fiihrt und auch die reduzierte, aber nicht komplementierbare, sekretierte LPLA
Aktivitit des Komplementationsstamms erkldren konnte.

Da alle 10 L. pneumophila PatA Paraloge Patatindoménen tragen, ist es wahrscheinlich, dass
die Rolle dieser Enzyme fiir Legionella von ihrer Phospholipaseaktivitit abhingt. Da PatA
Phospholipase A-Aktivitdt gegeniiber Lipiden besitzt, die in Biomembranen sowie im
Lungensurfactant (dem Phospholipidmonolayer, der die Lungenbldsschen auskleidet)
abundant vorkommen, ist es auch mdoglich, dass die Rolle der PLP in einer Lebens- bzw.
Infektionsphase des Bakteriums benotigt werden, die in unseren Assays nicht reprisentiert
wurde, z.B. wihrend der Zerstdorung von Lungensufactant, einem zentralen Element der

Legiondrserkrankung (70).
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5.1.2 Lokalisation und Funktion von PatA fiir das Bakterium bzw. bei der Infektion von

Wirtszellen

5.1.2.1 Die Rolle der lipolytischen Aktivitét

Fiir diese Arbeit wurden insgesamt vier mal unabhingig L. pneumophila patA Mutanten in
zwei verschiedenen Stammen, Philadelphia-1 und 130b generiert. In jedem der Félle zeigten
sich die Mutanten in ihrer intrazelluliren Replikation attenuiert, konnten jedoch durch
Einbringen des Wildtypgens nicht komplementiert werden. Dies impliziert, dass der knockout
von L. pneumophila PatA entweder einen irreversiblen Sekundireffekt auf die Infektiositét
des Bakteriums hat, oder dass L. pneumophila patA Mutanten eine erhohte Suszeptibilitét
gegeniiber second site Mutationen besitzen. Interessanterweise deckt sich diese Erfahrung mit
der zweier anderer Labore, in denen PatA (dort VipD genannt) untersucht wurde (211,228).
Auch hier wird von einer Haufung apathogener und nicht-komplementierbarer L.
pneumophila patA Mutanten berichtet, obwohl schliesslich L. pneumophila LP02 (ein
Philadelphia-1 Derivat) patA Mutanten generiert werden konnen, die nicht in ihrer Virulenz
attenuiert sind. VanRheenen et al. schalten ebenfalls die Gene vpdA/patC, vpdB/patG und
vpdC/patF aus, was die Virulenz des Bakteriums nicht beeinflusst (228). Angesichts der
hohen Zahl von 11 homologen PLP Genen erscheint es jedoch nicht verwunderlich, dass der
knockout eines einzelnen oder sogar mehrerer dieser Gene nicht zu einem Verlust der
Virulenz eines Erregers flihrt. Die Tatsache des in der vorliegenden Arbeit gezeigten
reduzierten Hidmolysevermogens von L. pneumophila patA knockout Mutanten, welches
durch Einbringen des Gens in trans komplementiert werden konnte, spricht dafiir, dass PatA
zu der Lungenzellzerstorung durch L. pneumophila beitragen kdnnte. Bemerkenswert ist, dass
sich die in den Laborversuchen ermittelte Hauptaktivitit von PatA nicht gegen typisch in
Eukaryonten vorkommende Lipide (wie DPPC) richtet, sondern bevorzugt gegen MPLPG
und DPPG. Die bevorzugten Substrate von PatA, kommen im Menschen vor allem im
Lungensurfactant abundant vor (dort 7% DPPG) (94). Dies untermauert zusitzlich dessen
mogliche Rolle bei der Zerstorung der Lungenfunktion.

Obwohl schon mehrere bakterielle und eukaryontische PLAs mit zytolytischer und
hamolytischer Aktivitdt charakterisiert wurden, existieren wenig Daten iiber in vivo Effekte.
Fiir das P. aeruginosa PLP ExoU, sowie die Gruppe A Streptokokken (GAS) PLA, SlaA,
wurde eine unmittelbare Rolle in der Wirts-Pathogen Interaktion beschrieben (203,212). Die
Priasenz beider Effektoren geht mit signifikanten in vivo Effekten einher und korreliert direkt
mit der Virulenz und Wirtszellkolonisation der Bakterien. GAS SlaA Mutanten sind
signifikant weniger adhérent, weniger zytotoxisch und haben eine reduzierte Virulenz im
Mausmodell (212). P. aeruginosa ExoU ist das einzige bisher umfassend charakterisierte

bakterielle PLP und besitzt strukturelle Ahnlichkeiten zu L. pneumophila PatA. ExoU
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versursacht durch seine starke und PLA abhéngige Zytotoxizitit Epithelzerstorung in vitro
und in Tiermodellen (Kaninchen, Maus). Es trigt dadurch, und auch durch die Aktivierung
proinflammatorischer Zytokine zur Etablierung und Ausbreitung von P. aeruginosa innerhalb
des Menschen bei (50,147,169,191). Dementsprechend zeichnen sich ExoU-negative P.
aeruginosa Stamme durch wesentlich mildere Krankheitsverlaufe im Menschen aus (98,187).
Interessant in Zusammenhang mit dem von Shohdy et al. fiir PatA demonstrierten vps-
Phinotyp in Hefe (siehe auch 5.1.2), der zur Fehlverteilung von spdten sekretorischen
Vesikeln fiihrt (211), sind zwei Studien die belegen, dass die eukaryontische zytosolische
Phospholipase A, (cPLA;) an der Regulation des intrazelluliren Membran-Proteintransports
beteiligt ist. De Figueiredo et al. (1998) zeigten, dass PLA, Antagonisten in der Lage sind den
retrograden Proteintransport von Golgi Apparat zum ER zu inhibieren (53). Die
Uberexpression von cPLA, fiihrt in renalen Epithelzellen zu einer Fehlverteilung
normalerweise kondensiert im Golgiapparat vorliegender membranstindiger Proteine (B-COP,
Giantin) und inhibiert den Transport von Aquaporin-2 zur Plasmamembran (41). Obwohl der
von PatA verursachte vps- Phianotyp bei Shohdy et al. unabhingig von der Patationdomine,
und daher der PLA Aktivitit der Proteins beschrieben wurde (211), und auch in der
vorliegenden Arbeit die Unabhingigkeit der PatA-Membranlokalisation von der PLA
Aktivitit gezeigt wurde (siehe 4.1.6.1), sollte doch die Kenntnis der moglichen Rolle der
PLA; in der Manipulation des Wirtszell-Proteintransports nicht auler Acht gelassen werden.
Sowohl bei Shohdy el al., als auch in der vorliegenden Arbeit wurde mit transfizierten Zellen
gearbeitet, deren Phinotypen nicht notwendigerweise die Vorgénge wiederspiegeln, die bei

Injektion des Proteins durch Legionella ablaufen.

5.1.2.2 Die Rolle von PatA-Lokalisation und C-terminaler Extension

Wie in dieser Arbeit erstmalig gezeigt, befindet sich der zellulire Wirkort von PatA in der
eukaryontischen Wirtszelle an oder in dichter Ndhe der Zytoplasmamembran, wie
Kolokalisationsstudien mit E-Cadherin zeigten. Cadherine sind Zelladhdsionsmolekiile, die in
der Zytoplasmamembran von Eukaryonten verankert sind. Die membranstiandige Lokalisation
von PatA und das Wissen um die PLA/LPLA Aktivitit des Enzyms zeigen, dass sich das
Protein nach Injektion in die Wirtszelle in Regionen, die reich an Phosopholipiden sind, also
in Substratndhe aufhidlt. Dazu kommt, dass PatA himolytische und zytotoxische
Eigenschaften besitzt. Diese zeigten sich zum Beispiel darin, dass die in dieser Studie
verwendeten A549 Epithelzellen, die das Wildtypprotein PatA exprimierten, in der Regel
abgerundet und insgesamt gestresst aussahen, die active site Mutante PatAS73A jedoch in
grosseren Mengen toleriert wurde. Der Studie von Shohdy et al. ist — wie bereits erwéhnt - zu
entnehmen, dass die Expression von PatA Teile des sekretorischen Weges in Hefe unterbricht

(vps- Phénotyp), wodurch Proteine fehlgeleitet werden. Dieser Effekt existiert in transfizierten
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Hefezellen aber unabhingig von der PLA Aktivitét des Proteins, wie Experimente nur mit der
C-terminalen Proteinhélfte, welche keine Patatin Domine trégt, gezeigt haben (211).

P. aeruginosa ExoU tragt - wie PatA - auf der N-terminalen Proteinhélfte eine Patatindoméne
und verfiigt iiber eine C-terminale Verldngerung von ungefihr 300 Aminosduren tiber die
Patatindomine hinaus. Die Proteine haben deshalb - wie auch weitere PLP - eine zweiteilige
Struktur. Im Gegensatz zu PatA, dessen vps- Phinotyp unabhingig vom N-Terminus induziert
wird, ist fiir die Toxizitdt von ExoU neben den aktiven und N-terminal lokalisierten Resten
(S142 und D344) der Patatindoméne zusitzlich der C-Terminus von entscheidender
Bedeutung (68,69). Stirling et al. identifizierten 5 C-terminal lokalisierte Aminoséuren von P.
aeruginosa ExoU (As 679 bis 683), die sowohl fiir PLA- Aktivitdt, Zytotoxizitit und
Membranlokalisation des Effektors essentiell sind (175,216). So wie die gesamte ca. 300
Aminosduren umfassende C-terminale Region von ExoU nicht in L. pneumophila PatA
konserviert ist (d.h. es liegt keine Proteinhomologie vor), so sind auch diese 5 Aminosduren
(KAWRN) nicht in PatA vorhanden. Interessanterweise deuten die FErgebnisse der
vorliegenden Arbeit, sowie die Studie von Shohdy et al. trotzdem auf eine wichtige Rolle des
PatA C-Terminus fiir die Manipulation der Wirtszelle hin. Obwohl der PatA C-Terminus
keine bekannten Lipidbindedoménen besitzt (112), als auch sonstige Motive fehlen, die auf
Interaktion mit zum Beispiel anderen membranstéindigen Proteinen der Wirtszelle hinweisen,
zeigte sich, dass die Priasenz des C-Terminus fiir die periphdre, wahrscheinlich
membranstidndige Lokalisation von PatA in eukaryonten A549 Epithelzellen wichtig ist. Die
verkiirzte PatA Version PatAK492Stop wurde in A549 Zellen exprimiert und zeigte keine
membranstindige, sondern eine zytoplasmatische granuldse Lokalisation in den Zellen (siehe
4.1.6.1). Lipidhydrolysetests mit Bakterienzelllysaten die PatA oder PatAK492Stop
enthielten, zeigten, dass die PLA-Aktivitit des Proteins zum Teil von der Prisenz des C-
Terminus abhéngig ist; da die Aktivitdt gegeniiber Lysophospholipiden reduziert, aber nicht
vollstdndig unterbunden wurde wenn die verkiirzte Version exprimiert wurde (Daten nicht
gezeigt). Durch zukiinftige Untersuchungen der Proteinstruktur wére zu kldren, ob dies auf
Konformationsdnderungen der Sekundir- oder Tertidrstruktur von PatA zuriick zu fiihren ist,
oder ob biochemische Zusammenhénge der Katalyse hier entscheidend sind.

Wurden nur die C-terminalen 129 Aminosduren N-terminal mit GFP fusioniert und in den
Zellen exprimiert, so waren diese nicht ausschliesslich membranstindig lokalisiert. Das deutet
darauf hin, dass entweder die N-terminale Proteinregion die intrazelluldre Lokalisation des
Proteins mitbeeinflusst oder die Toxizitit des C-Terminus dessen verdnderte Lokalisation bei
Fehlen des N-Terminus bewirkt. Letzteres erscheint aber vor dem Hintergrund von ExoU
unwahrscheinlich. Dessen C-Terminus ist, trotz fehlender Homologie, ebenfalls fiir die
membranstindige Lokalisation des Effektors essentiell. Allerdings lokalisiert auch in diesem

Fall die C-terminale Proteinhédlfte, ohne den N-terminalen Proteinteil exprimiert, nicht
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membranstindig, ist aber gleichzeitig fiir die PLA Aktivitit entscheidend, die die
Zytotoxizitidt von ExoU bedingt. Der von Shohdy et al. beschriebene, durch den C-Terminus
von PatA induzierte, vps- Phénotyp, der in Hefe relativ gut toleriert wurde (211), konnte in
unseren Experimenten insofern nachvollzogen werden, als dass A549 Zellen, die nur die C-
terminalen 129 Aminosduren von PatA exprimierten, dieses schlechter tolerierten als Zellen,
die das Gesamtprotein exprimierten. Dies zeigte sich in einem schlechten Allgemeinzustand
der Zellen, verbunden mit Nekrose- (verwaschene Zellkerne, aufgebldhte Zellen) und
Apoptosezeichen (Zellkondensation, kondensierte Zellkerne).

Die Membranlokalisation von Phospholipasen und anderen sekretierten Effektoren wurde
bereits in mehreren Studien gefunden und untersucht. Zum Beispiel bindet humane cPLA;
(zytosolische Phospholipase A;) an Lipidmembranen in Folge eines Anstiegs der zelluldren
Kalziumkonzentration (eine generelle Reaktion auf Stressoren und ein wichtiger Regulator
der Phagozytose). Das fiihrt schliesslich zur Freisetzung von Arachidonséure (in Folge dessen
Synthese von Prostaglandinen und Eicosanoiden) und Lysophospholipiden (Synthese von
Pléattchenaktivierendem Faktor, platelet activating factor, PAF) und stimuliert die
Entziindungsreaktion (113,159,192).

Die Salmonella typhimurium Typ 111 sekretierten Effektoren SopE, SopE2, SopB, SptP, SipA,
SipC uns SspC sind nach der Injektion in der Zytoplasmamembran der Zielzelle lokalisiert
und fithren dort auch ihre Funktion aus (33,198,222). SipA und SipC zum Beispiel
beeinflussen kooperativ in der Zytoplasmamembran die Wirtszell-Aktinpolymerisation, die
fiir die phagozytotische Aufnahme der Bakterien notwenig ist (33,146). Weitere Beispiele fiir
Wirtszellmembran-stindige Effektoren sind Yersinia YpkA (92) und EPEC Tir (119). Auch
ExoU, eine Patatin-dhnliche Phospholipase A von P. aeruginosa, ist in der Plasmamembran
lokalisiert nachdem es vom Typ III Sekretionssystem in die Zielzelle injiziert wurde
(169,175) und ist hier in entscheidender Weise an der Arachidonsdurefreisetzung und
schliesslich Stimulation proinflammatorischer Eicosanoide beteiligt (191). Das Vermdogen
von PatA, die proinflammatorische Zytokinproduktion zu stimulieren, wurde (insbesondere
wegen der Komplementationsprobleme der L. pneumophila patA Mutanten) noch nicht
untersucht. Es ist durchaus anzunehmen, dass PatA in der Lage ist, Arachidonsdure unter in
vivo Bedingungen aus Membranen frei zu setzen, da das Protein in Membrannéhe lokalisiert
ist und PLA Aktivitét besitzt. Diese Hypothese bietet auch funktionelle Erkldrungen fiir die
zweigeteilte Struktur des Proteins. Da die C-terminale Region in den Vesikeltransport der
Wirtszelle eingreift, konnte eine Rolle des N-Terminus neben dessen membranlytischen
Féhigkeiten in der Arachidonsdurefreisetzung und damit Stimulation der Entziindungsreaktion
liegen.

Fiir zukiinftige Arbeiten wire die Testung der 11 L. pneumophila PLP in diesem Sinne von

grossem Interesse. Allerdings ist fraglich, ob bei der grossen PLP Anzahl in L. pneumophila
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durch den knockout von einem oder mehreren Genen iiberhaupt ein detektierbarer Effekt

entsteht.

5.2 Suche und Identifizierung neuer Legionella Wirtszellkolonisationsgene

5.2.1 Zweck und Entwicklung eines neuen Detektionssystems fiir Wirtszellkolonisationsgene

Legionellen sind als Umweltkeime in der Lage intrazellulir Amodben zu parasitieren, sich zu
vermehren und schliesslich die Wirtszelle zu verlassen, welche dabei zerstort werden kann.
Geht dem Parasiten eine fiir die Interaktion mit der Wirtszelle wichtige Eigenschaft verloren,
beispielsweise durch knockout eines Gens, so ist er nicht mehr in der Lage, die Wirt-Parasit
Beziehung zu seinen Gunsten aufzubauen. Stattdessen wird er vom Wirt, z.B. rduberischen
Amoben, aufgenommen und verdaut. Dieses ist fiir die Komponenten des Dot/Icm Typ IVb
Proteinsekretionssystem von L. pneumophila der Fall, dessen Verlust dazu fiihrt, dass die
Bakterien weder in Amodben noch humanen Zellen {iberleben oder sich gar vermehren kdnnen
(204,231). Um Amoben zu parasitieren, ist als erster Schritt die Kolonisation der zukiinftigen
Wirtszellen notwendig. Kann eine Wirtszelle nicht oder nur unzureichend von Legionellen
kolonisiert werden, z.B. durch Verlust von bakteriellen Adhédsinen, Invasinen,
Sekretionssystemen und deren Effektoren, wird keine intrazelluldre Replikation der Bakterien
erfolgen, die gleichzeitig die Kerneigenschaft (human-) pathogener Legionellen darstellt. Die
Untersuchung der Interaktion, bzw. von Interaktionsdefekten von L. pneumophila mit
Amoben (z.B. A. castellanii) ist von grosstem Interesse, da sich viele Aspekte der
Amobeninfektion und der Infektion humaner Zellen stark &hneln. In beiden Féllen replizieren
die Bakterien innerhalb eines Phagosoms, welches von Vesikeln und ER Membran umringt
ist (1,81,220). Charakteristischerweise entgeht das legionellenhaltige Phagosom (LCV)
zunéchst der Ansduerung sowie der Verschmelzung mit priméren Lysosomen (24,107). Aber
nicht nur die Vorgénge in den Wirtszellen dhneln sich, auch die bakteriellen Determinanten
zur Etablierung der Parasit-Wirt-Interaktion iiberlappen zum grossen Teil bei der Infektion
beider Zelltypen (81). RtxA, das porenbildende Legionella ,,repeats in structural “-Toxin, ist
an Adhédrenz, Zytotoxizitdt und am Eintritt der Bakterien in Wirtszellen beteiligt und wurde
als wichtige Virulenzdeterminante in humanen Zellen, in 4. castellanii und im Mausmodell
identifiziert (45-47). Das flagellire Motorprotein FIiN, LigA — das “Legionella infectivity Gen
A“ und EnhC sind weitere Beispiele flir Legionella Proteine, die an der erfolgreichen
Besiedlung von Wirtszellen beteiligt sind (46,56,66). Auf der anderen Seite existieren auch
Virulenzproteine, die spezifisch fiir einen Wirtszelltyp sind. Gao et al. identifizierten 32 mil
Loki (mil= macrophage specific infectivity loci), die fiir die Zytopathogenitit und das

intrazellulire Uberleben bzw. die intrazellulire Replikation von L. pneumophila in humanen
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U937 Makrophagen von grosser Wichtigkeit sind, bei der Infektion von Protozoen jedoch

vernachlédssigbar waren (82).

Viele Aspekte der Amdben/Wirtszellinfektion durch Legionellen sind noch immer unklar.
Daher besteht die Notwendigkeit, weitere Virulenzfaktoren des Bakteriums und deren
Wirkmechanismen umfassend und effektiv zu identifizieren. Bisherige Testsysteme fiir die
Virulenz einzelner Legionella Mutanten waren stets auf die Durchfithrung von Koinfektionen
der Bakterien mit Wirtszellen angewiesen. Das macht diese Systeme sehr Material- und vor
allem zeitaufwindig. Daher war die Anzahl analysierbarer Legionella Klone stets limitiert. Im
Screen von Gao et al. wurden 5.280 Klone einer mini-Tn/0::kn® mutagenisierten L.
pneumophila AA100 Klonbank auf Defekte in der Interaktion mit U937 Makrophagen und 4.
polyphaga untersucht und insgesamt 89 Mutanten (deren Identitdt nicht benannt wurde)
gefunden, die reduzierte Zytotoxizitit, verringertes intrazellulires Uberleben und reduzierte
intrazelluldre Replikation in beiden Wirtszelltypen besaBBen (81). Polesky ef al. untersuchten
700 ,,signature tagged* L. pneumophila 130b Insertionsmutanten auf Replikationsdefekte im
A. castellanii Infektionsmodell. In der Studie wurden sechs Mutanten mit Defekten in der
Invasion und intrazelluliren Replikation in A. castellanii identifiziert. Zwei der Mutanten
trugen Insertionen in bekannten L. pneumophila Virulenz-Genen, IspK (Struktur-Gen des
Typll Sekretionssystems Lsp) und aroB (Stoffwechselgen, Biosynthese aromatischer
Aminosduren). Die verbleibenden vier Mutanten trugen Insertionen in Genen, die in L.
pneumophila noch nicht charakterisiert waren: ein Gen besass Homologie zu einem
Zytochrom C Biogenese Gen von Pseudomonas fluorescens (ccmF), ein Gen zeigte
Homologie zu Vibrio cholera fIrC (einem Transkriptionsfaktor, der die Flagellenbiosysnthese
in V. cholera reguliert) und ein drittes Gen war homolog zu Rhizobium sp. NGR234 traA
(involviert in DNA Transfer via Konjugation). Das vierte Gen besass keine Homologien zu
bekannten Genen und wurde nicht genauer spezifiziert (171).

Aufgrund der Fiille von Genen, die auf dem L. pneumophila Chromosom lokalisiert sind, und
wegen der teilweise ausgeprigten funktionellen Redundanz innerhalb der L. pneumophila
Proteine werden Testsysteme bendtigt, die mit geringem Arbeitsaufwand Aussagen beziiglich
der Virulenz von L. pneumophila Stimmen zulassen und dabei eine mdglichst grosse Anzahl
von L. pneumophila Stimmen (Mutanten) erfassen konnen.

In dieser Arbeit wird ein neuer, agarplattenbasierter Assay (hier Scatterscreen / Scattertest
benannt) vorgestellt, der genau diesen Vorzug besitzt. Er ermdglicht im Unterschied zu den
vorher genannten Screens die Priifung einer sehr groBen Anzahl unterschiedlicher Mutanten
auf ihre Kolonisationsfihigkeit von 4. castellanii. Nach erfolgreicher Anwendung desselben
werden isolierte Klone von Interesse in Infektionsmodellen, z.B. U937 Makrophagen oder 4.

castellanii quantitativ auf ihre intrazelluldre Replikationsfdhigkeit getestet. Der Vorteil des
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hier etablierten Assays im Bezug auf die biologische Relevanz der Ergebnisse liegt
insbesondere darin, dass trotz der offensichtlichen experimentellen Schlichtheit und

Wirtschaftlichkeit ein klares Ja / Nein-Ergebnis erzielt wird.

Im oben genannten Screen von Gao et al. wurde ebenfalls eine relativ hohe Zahl von
Legionella Insertionsmutanten untersucht, allerdings in funktionell ausgerichteten Assays
(Zytotoxizitdt, Invasivitdt (81)). Das hat den Vorteil, bereits im ersten Schritt eine funktionell
differenzierte Aussage beziiglich der Mutante / des Gens von Interesse zu erhalten, allerdings
ist — wie bereits betont - der Aufwand im Vergleich zum Scatterscreen erheblich und von
anderen Labors mit anderen Organismen nur schwerlich reproduzierbar. Der Scatterscreen
stellt dagegen vermutlich eine wirkungsvolle Testmethode zum Auffinden von Virulenzgenen
auch in anderen Bakterien als L. pneumophila dar. So diente in einem vergleichbaren
Testsystem Dictiostelium discoideum dem Auffinden von TypVI Sekretionsgenen in Vibrio
(173) und erste vielversprechende Versuche mit Salmonella typhimurium lassen auf eine
breite Anwendungsmoglichkeit des Testsystems schliessen (Bender, Jaschinski, Flieger

unveroffentlicht).

5.2.2 Die Identifizierung vieler etablierter Virulenzgene evaluiert das Testsystem als

funktionell

Im Scatterscreen von L. pneumophila Philadelphia-1 wurden 11.300 TNS Insertionsmutanten,
in drei unabhingigen Transpositionen generiert und auf Amobensensitivitit getestet. Dabei
fanden sich 119 Mutanten ohne die dem Wildtypstamm eigene Amdbenresistenz. Sie hatten
offensichtlich aufgrund der Transposoninsertion ein wichtiges Genprodukt "verloren".
Erwartungsgemaiss wurden beim Test sehr viele Mutanten in den dot/icm Loki isoliert. Das
Dot/Ilcm TypIVB Proteinsekretionssystem ist ein essentieller Legionella-spezifischer
Virulenzfaktor, der von 25 Genen kodiert wird. Mutationen in Genen der beiden dot/icmm Loki
fiihren zu attenuierter Virulenz des betroffenen Stammes (204,231). Zusétzlich wurden mit
dem Scatterscreen eine Reihe von bekannten Legionella Virulenzgenen gefunden, darunter
rtxA (kodiert ,,repeats in structural toxin A*), fliN (kodiert Flagellen Motorprotein), /ig4
(kodiert "Legionella infectivity gene A"), rcp (kodiert Rcp, verleiht ,resistence to cationic
antimicrobial peptides*), und ptsP (kodiert Phosphoenolpyruvat Phosphotransferase).
Interessanterweise wurden zum Teil dhnliche Gene identifiziert, wie im Screen von Poleski et
al. (171), z.B. ein Gen des Zytochrom C Stoffwechsels (ccmH), der Flagellierung (fliN) und
ein Effektorproteingen des Typll Sekretionsapparates Lsp, lapA (kodiert eine Leucin
Aminopeptidase).

Es erscheint iiberraschend, dass keine Mutante im zweiten wichtigen (neben Dot/Icm

TypIVB) virulenzassoziierten Legionella Proteinsekretionssystem Lsp gefunden wurde. Eine
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mogliche Erkldrung fir das Fehlen von Isp Mutanten konnte in den Testbedingungen zu
finden sein. Moglicherweise besitzt das Typ II Sekretionssytem Lsp unter den Bedingungen
des Scattertests eine solch existenzielle Wichtigkeit fiir L. pneumophila, dass bei Fehlen des
funktionellen Sekretionssystems bereits das Heranwachsen von Bakterienkolonien unter dem
Fra3druck von A. castellanii nicht mehr erfolgen kann. Obwohl die Identifikation vieler
bekannter Virulenzgene den Scatterscreen als funktionell und konsistent erwiesen haben,
waren fiir uns die Gene von Interesse, die entweder vollig uncharakterisiert waren - oder noch
nicht mit der Virulenz des Erregers in Verbindung gebracht wurden. In 76 isolierten
Scattermutanten (68% der 112 isolierten, attenuierten Mutanten) waren solche Gene von der
TnS5 Insertion betroffen. Werden Gene / Genprodukte primér annotiert, werden in der Regel
aufgrund von Sequenz- oder Strukturhomologien putative biologische Funktionen des
Genproduktes bestimmt. Auf diese Zuordnungen kann iiber Datenbanken, z.B. TIGR CMR
zugegriffen werden. 60% der Protein-kodierenden Gene des L. pneumophila Chromosoms
sind funktionellen Gruppen zugeordnet, 40% sind noch unklassifiziert bzw. hypothetisch
(http://cmr.jcvi.org). Die gefundenen Gene wurden anhand der jeweiligen Primédrannotationen
funktionellen Gruppen (z.B. Transport und Bindung von Proteinen, DNA Metabolismus)
zugeordnet. 59 der 89 verschiedenen identifizierten Gene (66%) sind funktionellen Gruppen
zugeordnet. Die 30 verbleibenden nicht klassifizierten Gene entsprechen 34% der
identifizierten Gene und sind daher im Vergleich zum Gesamtgenom unterreprasentiert (dort
40% unklassifiziert, hypothetisch). Die Mehrzahl der im Scatterscreen gefundenen neuen
Kolonisationsgene war der Kategorie ,,Zellhiille, Biosynthese & Degradation, Struktur*
zugehorig (17%), zum Beispiel das putative Melittin Resistenz Protein und Brucella
melitensis PqaB Homolog Lpg0635 und das durch Metallionen aktivierbare Pyridoxal Enzym
Lpg2522. FEine weitere grosse Zahl (15%) gefundener Gene entstammt der Kategorie
,Proteinschicksal, Modifizierung, Sekretion und Degradation“. Im Vergleich zur
siebenprozentigen Reprédsentation dieser Gene im Gesamtgenom von L. pneumophila
Philadelphia-1 ist diese Gruppe unter den Scatterklonen iiberrepriasentiert. Die Rickettsia
montanensis CtaQ homologe hitzestabile Carboxypeptidase-1 (Lpgl146) und die putative
Apolipoprotein  N-Azyltransferase Lpgl349 sind Beispiele aus dieser Rubrik.
Interessanterweise sind Gene der Rubrik ,,zelluldre Prozesse, Detoxifizierung, Adaptation an
atypische Bedingungen unter den Scatterklonen unterreprdsentiert. Dieser Rubrik
entstammen nur 5% der Scatterklone entstammen, aber 12% der Gene werden dem
Gesamtgenom zugeordnet. Insgesamt zeigte die Betrachtung und zusammenfassende
Gruppierung der Scattergene in funktionelle Gruppen, dass Gene aller Rubriken fiir die
Wirtszellkolonisierung von Wichtigkeit sind und nicht ausschliesslich einer prominenten

Rubrik entstammen.
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5.2.3 Analyse einer Scattermutante — Charakterisierung des putativen PHB Abbau-Operons
Ipg2316/17

Ausgehend vom Screen sollte eine der identifizierten Mutanten genauer charakterisiert
werden. Die Scattermutante D12, die eine Transposoninsertion im Gen /pg2316 trigt wurde
fiir eine ndhere Charakterisierung ausgewdhlt, da das strangabwiérts gelegene Nachbargen
Ipg2317 das PLP PatD kodiert und damit gleichzeitig zur Thematik des ersten Teils der Arbeit
gehorte. Da experimentell bewiesen wurde, dass die beiden Gene in einem Operon organisiert
sind, miissen auch beide in die Interpretation der Ergebnisse einbezogen werden. Das PLP
PatD besitzt wie PatA Ahnlichkeit zu ExoU, dem potenten Zytotoxin von P. aeruginosa.
Ipg2316 kodiert eine 2-Hydroxybutyrat Dehydrogenase, die eine AdoHcyase (Pfam PF05221)
Domine trigt und zu Sinorhizobium meliloti BdhA homolog ist. BdhA ist am Abbau von
PHB beteiligt (6,37). Fiir beide Einzelgene oder fiir das Gesamtoperon wire eine putative
Rolle fiir die Virulenz des Erregers denkbar. Beide Gene werden zu spiten Zeitpunkten der
intrazelluldaren Replikation von L. pneumophila in A. castellanii 8-fach stirker exprimiert als
zu einem fritheren Zeitpunkt (14 vs. 10 Stunden nach Infektionsbeginn), was Hinweis auf ihre
Einbindung in den virulenten (transmissiven) Phidnotyp von Legionella ist, der zu spéten
Stadien exprimiert wird (vgl. 4.1.2) (29). E. coli patD Uberexpressionsklone besaBen, wie
auch fiir entsprechende pat4 Klone gezeigt, eine erhohte LPLA Aktivitét. Die L. pneumophila
D12 Mutante zeigte reduzierte PLA und LPLA Aktivitdt, die durch das Operon in trans
komplementiert wurde. Ahnlich wie bei PatA, wo enzymatische Tests der lipolytischen
Aktivitit von L. pneumophila knockout Mutanten, E. coli Uberexpressionsklonen oder reinem
Protein in Bezug auf die PLA Aktivitdt nicht absolut deckungsgleiche Ergebnisse erbrachten,
spiegelte sich auch die breite Substratspezifitit von PatD, auf die die Tests mit der D12
Mutante hindeuteten, nicht vollstindig in den Experimenten vor dem E. coli Hintergrund
wieder. Offenbar bietet der L. pneumophila Hintergrund dem Enzym andere
Reaktionsbedingungen, als es bei E. coli der Fall ist. Die Ursache kann in einem noch
unbekannten Kofaktor, z.B. enzymatischer oder ionischer Natur, liegen, der die enzymatische
Aktivitdt von PatA oder PatD unterstiitzt bzw. aktiviert, oder auch inhibiert. Experimente zur
Aktivierung von rekombinant aufgereinigtem PatA Protein mit Legionella Zelllysaten,
konnten zwar keine Anhaltspunkte fiir einen solchen Zusammenhang liefern, aber es gilt zu
beachten, dass rekombinant in E. coli produziertes Protein z.B. durch posttranslationale
Modifikationen nicht identisch mit dem nativen Legionella Protein sein muss. Das gilt sowohl
fiir PatA als auch PatD. Es wire eine sehr sinnvolle Komplettierung der hier durchgefiihrten
Untersuchungen, die enzymatischen Assays mit angereichertem Wildtypprotein aus L.
pneumophila Zelllysaten durchzufithren, was aber zukiinftigen Arbeiten iiberlassen bleiben

muss.
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L. pneumophila akkumuliert PHB als Energievorrat fiir das Uberleben in nihrstoffarmen
Umgebungen, z.B. in wissrigen Umwelthabitaten nach Freisetzung der Bakterien aus
Wirtszellen (116,144). Die Akkumulation von PHB in L. pneumophila unter
Laborkulturbedingungen wurde erstmalig von Helm et al. 1991 analytisch iiber FTIR
Spektroskopie gezeigt (100). Die Priasenz von elekotronendichten Granula innerhalb von
Legionella Bakterien, die auf PHB Akkumulation wéhrend der intrazelluldren Replikation
hindeuten, wurde schon von mehreren Forschergruppen berichtet und als wichtige
Néhrstoffquelle der Bakterien diskutiert (36,116,143,144,179,180). Zum Abbau der PHB
Reserven sind mindestens zwei Enzyme notwendig, die das Homopolymer schliesslich in
Azetoazetat umbauen (siche Abb. 4.46). Die putative PHB Dehydrogenase Lpg2316 wiirde
dabei den zweiten Schritt katalysieren, die Oxidation des 3-Hydroxybutyrat-Monomers,
welches zuvor von einer PHB Depolymerase generiert wurde. Das erzeugte Azetoazetat kann
anschliessend zur Erzeugung von Reduktionsdquivalenten in den Zitratzyklus eingeschleust
werden (208).

Der Beitrag von PatD zur Mobilisierung der L. pneumophila PHB Reserven konnte in zwei
Zusammenhdngen bestehen: (a) in der Mobilisierung der PHB Granula fir PHB
Depolymerasen durch Abbau der Phospholipidschicht welche die Granula umkleidet, oder (b)
in der Depolymerisierung des Polymers durch PHB Depolymeraseaktivitét.

(a) Bakterielle PHB Granula und eukaryontische Lipideinschliisse bestehen, zusétzlich zu den
Speicherlipiden, aus Proteinen (Phasinen) und einer einfachen Phospholipidschicht die die
Granula hydrophilisieren und die Bildung von Aggregaten verhindern (91,155).
Phospholipasen A sind in der Lage, die Speicherlipide durch partielle Degradation der
Phospholipidschicht den Enzymen des Lipidabbaus zugénglich zu machen (163). May et al.
demonstrierten, dass eine Patatin-dhnliche PLA der Gurke (Cucumis sativus) zur einsetzenden
Samenkeimung an Lipid-Granula lokalisiert und an deren Mobilisierung beteiligt ist (145).
Eine &dhnliche Rolle wire fiir PatD denkbar. PatD enthidlt laut PSORTb Analyse
(www.psort.org) 3 Transmembranhelizes, die die Verankerung des Proteins in der
Phospholipidschicht ermdglichen konnten.

(b) Interessanterweise befindet sich im L. pneumophila Chromosom kein Homolog bekannter
PHB Depolymerasen. Da Legionellen jedoch in der Lage sind, PHB als Energiequelle zu
nutzen (116), ergibt sich die Frage wie hier das Polymer monomerisiert wird. PHB
Depolymerasen, wie zum Beispiel Xanthomonas campestris PhaZ, gehdren zur Esterase-
Lipase Superfamilie von Enzymen (NCBI CCD: cd00312), die sich durch die katalytische
Triade Serin (eingebettet in ein G-X-S-X-G Motiv)-Aspartat (oder Glutamat)-Histidin
auszeichnen und eine Alpha/Beta Faltung aufweisen. Aufgrund der Verwandtschaft von
Alpha/Beta Hydrolasen und der fiir Lipasen typischen katalytischen Triade mit Patatin und
PLP sowie der chromosomalen Organisation (Operon) von /pg2316(bdhA) und patD lisst sich
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spekulieren, dass das patD Genprodukt an der Mobilisierung von PHB in L. pneuomphila
beteiligt sein konnte. Die Experimente haben gezeigt, dass L. pneumophila D12 Mutanten
mehr PHB enthielten als Wildtypbakterien. Dies zeigt, dass die Ausschaltung des Ilpg2316/17
Operons durch die Transposoninsertion tatsdchlich einen Einfluss auf den L. pneumophila
PHB Stoffwechsel besitzt. Da es sich bei Lpg2316 (BdhA) um ein Protein des PHB Abbaus
handelt, und auch PatD als Phospholipase oder als PHB Depolymerase an der Mobilisierung
von PHB beteiligt sein konnte, erscheint es wahrscheinlich, dass der Verlust von Ipg2316/17
zur Verringerung der PHB Mobilisierung in Mutante D12 fiihrt. Folglich ist es wenig
verwunderlich, dass Mutante D12 zu allen untersuchten Zeitpunkten iiber grossere PHB
Reserven verfiigte. Die Hypothese, dass Lpg2316 gemeinsam und kooperativ mit PatD an der
PHB Mobilisierung von L. pneumophila beteiligt ist, wird durch die Ergebnisse der
Komplementationsexperimente unterstiitzt. L. pneumophila D12 Mutanten, die lpg2316/17 in
trans trugen (auf dem Vektor pBCKS, einem ,, high copy “ Vektor), ,liberkomplementierten‘
den erhohten PHB Gehalt von Mutante D12 und enthielten geméss der in dieser Arbeit
durchgefiihrten FTIR Messungen nach mehrtigiger Inkubation auf Agarplatten annéhernd
keine intrazelluldiren PHB Reserven mehr.

Weiterhin ~ wurde der virulenzattenuierte  Phénotyp der Mutante D12 im
Amobeninfektionsmodell durch trans-Komplementation mit dem Operon /pg2316/17 auf
Wildtypniveau wiederhergestellt was die Wichtigkeit des Operons fiir die Virulenz des
Bakteriums  bestétigt.  Interessanterweise = wurde keine  Komplementation  des
virulenzattenuierten Phdnotyps durch Einbringen der beiden Einzelgene erreicht (nicht
gezeigt). Lipidhydrolysetests mit Zelllysaten von E. coli, die patD in trans oder
Ipg2316+patD in trans exprimierten, bestétigten, dass die lipolytische Aktivitit des Operons
patD abhingig ist, da beide Zelllysate iiber die gleiche lipolytische Aktivitdt verfiigten (nicht
gezeigt). Die Daten weisen darauf hin, dass die Gene des Lokus Ipg2316/17 kooperativ an der
Mobilisation von PHB durch L. pneumophila beteiligt sind und dies eine essentielle
Eigenschaft fiir die intrazelluldre Replikation des Bakteriums in Amdben darstellt.

In zukiinftigen Untersuchungen wire es von Bedeutung die Rolle beider im Operon
organisierten Einzelgene fiir die beobachteten Phénotypen zu evaluieren. Insbesondere wire
es eine notwendige Erginzung, eine /pg2317 (patD) Mutante zu generieren, bei der die
Expression von /pg2316 uneingeschrinkt stattfindet. Dies wiirde erlauben die mogliche Rolle
von PatD im PHB Stoffwechsel zu evaluieren. Zusétzlich miisste der PHB-reiche Phéanotyp
der Mutante D12 besser diskriminiert werden, indem in Experimenten unter PHB-
mobilisierenden Bedingungen bestétigt wird, dass sich der Verlust von lpg2316/17 auf den

Abbau von PHB Reserven auswirkt, die Synthese hingegen aber unveréndert stattfindet.
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5.2.4 Beispiele weiterer neuer putativer L. pneumophila Kolonisationsgene

Wie bereits ersichtlich wurde, bieten die Ergebnisse des Scatterscreens eine vielfdltige
Auswahl an Folgeprojekten. Gene von besonderem Interesse konnten dabei die Gene
Ipg1665, welches ein a,-Makroglubulin-dhnliches Protein kodiert (es trigt eine A2M N 2 ap-
Makroglobulin-Domine), Ipg0230 (es kodiert einen putativen response regulator mit

GGDEF-Domine) oder Ipg2494 (kodiert eine putative Kynurenin Formamidase) sein.

ax-Makroglubuline sind einer der Hauptbestandteile von humanem Blutserum und
experimentell bisher nur in Eukaryonten untersucht. Als potente Proteaseinhibitoren sind sie
ein wichtiges Verteidigungselement vielzelliger Organismen, die Proteasen invasiver
Bakterien blocken. Budd et al. fanden in 2004 durch Datenbankrecherchen, dass viele
Bakterien die hohere Eukaryonten ausbeuten o,-Makroglubulin-dhnliche Proteine kodieren
(z.B. Helicobacter hepaticus, Salmonella typhimurium u.v.m.) (31). Da diese vormals nur von
Eukaryonten bekannten Proteine in der Lage sein konnten wirtszellspezifische, proteolytische
Verteidigungsstrategien zu inhibieren, postulierten Budd et al. eine wichtige Rolle dieser
Proteine als bakterieller Wirtszell-Kolonisationsfaktor. Die Identifikation eines Legionella-
kodierten a,-Makroglubulin-dhnlichen Proteins im Scatterscreen erbringt erstmalig

experimentell erworbene Hinweise fiir die Richtigkeit der Hypothese von Budd et al (31).

Lpg0230 besitzt partielle Proteinhomologie zu Ehrlichia chaffeensis PleD (37% identities,
expect value 3e-31) und tragt eine GGDEF Doméne, die hdufig mit regulatorischen Proteinen
assoziiert auftritt. GGDEF Doménen besitzen Diguanylat-Zyklase Aktivitdit und konnen
zyklisches di-GMP (c-di-GMP) synthetisieren, welches einen wichtigen bakteriellen second
messenger darstellt, der an der Regulation von Prozessen wie Exopolysaccharidsynthese,
Motilitét, Biofilmbildung, Zelldifferenzierung und Virulenz beteiligt ist (49,167,190). PleD
wurde in E. chaffeensis, einem obligat intrazelluldren Pathogen, als response regulator und
Teil des virulenzassoziierten Zweikomponentensystems (TCS) PleC/PleD charakterisiert.
PleD wird unter in vitro Bedingungen spezifisch von der Sensor Histidin Kinase PleC
phosphoryliert und spielt eine Rolle bei der durch Ehrlichia induzierten Inhibition der
phagolysosomalen Verschmelzung (123). L. pneumophila kodiert mehrere zum Teil
uncharakterisierte Sensor Histidin Kinasen, die partielle Proteinhomologie zur E. chaffeensis
PleC besitzen. Das nichste Homolog ist L. pneumophila LetS (e-value 1e-41), der Sensor des
L. pneumophila TCS LetA/LetS, welches vielfiltig in die Expression des transmissiven
Phanotyps von L. pneumophila eingebunden ist. Es ist essentiell fiir die Replikation von L.
pneumophila in Amoben (77,96,139). Aufgrund der Identifikation von Ipg0230 im
Scatterscreen stellt sich die Frage, ob L. pneumophila Philadelphia-1 iiber ein weiteres

virulenzassoziiertes TCS verfiigt, welches eine dhnliche Rolle wie E. chaffeensis PleC/D
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spielt bzw. ob Lpg0230 in der Lage ist, LetS-abhéngig phosphoryliert zu werden. So konnte
es zum Beispiel durch c-di-GMP Synthese an der Vermittlung LetS abhingiger oder -
unabhéngiger Phéinotypen (Zytotoxizitit, Inhibition phagolysosomaler Verschmelzung,
Motilitdt) (96) beteiligt sein. Eine phénotypische Untersuchung der /pg0230 Mutante sollte
Aufschluss iiber die Regulation von Virulenzgenen in L. pneumophila und die Rolle von
GGDEF-Dominen Proteinen fiir die Pathogenese des Bakteriums geben. Dies wire ein

weiteres interessantes Folgeprojekt der vorliegenden Arbeit.

L. pneumophila Philadelphia-1 [pg2494 kodiert eine putative Kynurenin Formamidase. Diese
Enzyme sind an der Verstoffwechselung von L-Tryptophan zu Anthranilat beteiligt (63,126)
Interessanterweise ist Anthranilat die chemische Vorstufe des P. aeruginoase PQS
(Pseudomonas quinolone signal) welches als Induktor des Transkriptionsfaktors PqsR wirkt
und somit an der Regulation (Induktion) zahlreicher P. aeruginosa Virulenzgene beteiligt ist
(126). PgsR ist im L. pneumophila Genom konserviert und dort als Transkriptionsfaktor der
LysR Familie (LysR-type transcriptional regulators, LTTRs) annotiert (/pg0280, e-value le-
08). HexA, ein Erwinia carotovora LTTR ist an der Regulation von Motilitdt und zahlreichen
Virulenzdeterminanten des Bakteriums beteiligt. Da /pg2494 im Scatterscreen identifiziert
wurde, kann spekuliert werden, dass das Gen an der Induktion der Expression von Legionella
Virulenzdeterminanten beteiligt ist. Bisher sind Erkenntnisse iiber die Regulation der L.
pneumophila Virulenzgene rar. Die Identifikation von /pg2494 im Scatterscreen erdffnet
daher eine weitere Mdglichkeit, in einem Folgeprojekt wichtige Erkenntnisse tiber die

Virulenz des Erregers zu erarbeiten.

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Scatterscreen wurde erfolgreich zur Identifizierung
bekannter und putativer neuer L. pneumophila Wirtszellkolonisationsgene angewendet. Die
Einfachheit des Testsystems erlaubt die Untersuchung einer beliebig grossen Anzahl von L.
pneumophila Insertionsmutanten. Die Tatsche, dass 32% der isolierten Klone Mutationen in
bekannten Legionella Wirtszellkolonisations- oder Virulenzgenen trugen bestétigt die
Funktionalitét des Testsystems.

Im hier durchgefiihrten Screen von 26.000 Insertionsmutanten wurden 82 Mutanten in bisher
uncharakterisierten putativen Wirtszellkolonisationsgenen isoliert. Die Charakterisierung der
einzelnen Gene und die Aufkldrung ihrer Funktion bei der Kolonisation von 4. castellanii
kann wichtige Erkenntnisse iiber die Virulenzmechanismen von L. pneumophila liefern.
Anfiange dazu sind hier geschaffen, eine ganze Reihe von Ideen fiir zukiinftige Arbeiten an
dieser Fragestellung ergeben sich daraus fast zwangsldufig. Thre praktische Umsetzung in

naher Zukunft erscheint wichtig und héchst wiinschenswert.
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7. Anhang

Tab. S1: Neue putative L. pneumophila Wirtszellkolonisationsgene, die im Scatterscreen

Anhang

identifiziert wurden. *KD=konservierte Proteindoménen * putative Proteinfunktion,
Schliissel untenstehend (http://cmr-tigr.org), Homologe und e-values wurden vom Blast
Algorithmus ausgegeben (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

y utative KDs* e-
ID IGen gi Name D . Nichstes Homolog
Superfamilie value
;'!Jg?(ﬁ_;g : . amino acid permease 5.00E
: ino aci i
D31 Fpe0027 155840080 MO A€ AA-permease |[Cellvibrio japonicus|”
D24 Ypp0026 permease : -132
;‘1}!0027 UedalO?]
Ipg0072 Excinuclease ABC
Ipc0094 excinuclease ABC | ABC ATPase, subunit B
52840327 = 0.0

Ad [pp0086 subunit B HELICc, UVR [Pseudomonas

(pl0074 mendocina ymp]
_ methylmalonate-
::pggj-;: semialdehyde i
D18 JpcOi: 5 z
D84 Uppoi43 | 2840384 LuxC clehyc?rogenaée 164
Ipl0128 [Aeromonas
salmonicidal
Ipg0166 putative membrane
ipc0247 protein
52840421 DUF808 PE-83
D36 ipp0228 [Acinetobacter
pl0229 baumannii]
Ip20200 cytochrome D
Ipc0275 ubiquinol oxidase, | 1E-
52840455 Cyto ox 2 ;

D6 ipp 0260 YROOR subunit II 100
[pl0255 [Rickettsiella grylli]
Ipg0230
ipc0305 PleD, sensor GGDEF, PleD-like protein

52840485 BE-79
b7l pp0293 histidine kinase Chase3 [Synechocystis sp.]
Ipl0283
thiamine
ipg0233 pyrophosphate
- ' rotein TPP binding

A22 [P0398 |s2840488 TTP Enzymes |7 o 8 bE 7]
Pp- = domain protein
pl- [Methviobacterium

extorquens PA1]
ipg0237 lipolytic enzyme
ipc0313 : . Esterase Lipase [Nodularia
5 52840492] lipolytic enzyme e PE-45

D2 ipp0307 PO Superfamily spumigena

pl0291 CCY9%414]

155


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Anhang

D79

Ipg0243
ipc0320
ipp0313
ipl0297

52840498

D62

Ipg0265
ipc0341
/pp0339
ipl0317

52840520

D17

ipg0277
Ipc0354
'pp0352
Ipl0329

52840532

A29
A30

Ipg0493
ipc0531
pp-
Upl -

52840738

D94

Ipg0515
pc2829
ipp0578
ipl0554

52840760

D44

ing(0549
ipc2751
'pp0610
inl0591

52840792

D4

Ipg0599
ipc2700
pp0650
Ipl0634

52840836

A8

ipe0618
ipc2676
ipp0672
Ipl0656

52840855

D37

ipg0635
pc2659
lpp0689
IplO672

52840872}

156

short chain
dehydrogenase

AdoHcyase

probable short-chain
dehydrogenase
[Pseudomonas

aeruginosa PA7)

J6E-68

putative multicopper
oxidase

[Methylobacterium

nodulans ORS 2060]

1 E-90f

GGDEF, EAL,
REC

hypothetical protein
BuboB_27536
[Burkholderia

ubonensis Bu]

1,00E
-153

amino acid
(glutamine) ABC
transporter, ATP
binding component

ABC_ATPase

amino acid ABC
transporter, ATP-
binding protein
[Wolbachia
endosymbiont of
Drosophila

ananassae)

SE-67

PhyH
Superfamily

hypothetical protein
FG10257.1
[Gibberella zeae PH-
]

—

2e-28

gamma-
lutamyltranspeptid
ase

G_glu_transpep
t

gamma-

Jelutamyltranspeptidas
e [Methylococcus

capsulatus str. Bath]

| 4E-
150

poly-beta-

_ PhaC N,
hydroxybutyrate =

Esterase_lipase
polymerase

putative poly-beta-
hydroxybutyrate
synthase [Azoarcus
sp. EbN1]

SE-
166

3-methyladenine

Adenine_glyco
DNA glycosylase wie_Bye

probable 3-
methyladenine-DNA
glycosylase |
[Candidatus
Protochlamydia
amoebophila
UWE25]

2 E-66)

PMT

probable melitin
resistence protein
[Chromobacterium

violaceum)

0.0




Anhang

heat shock protein

pg0641 ATP-dependent
A27 762632 152840878 roteasz ATP- | ABC ATP HAL AT |
3 - ase : !
Ipp0695 ]f " o - subunit HslU
inding subuni
(pl0678 & [Hahella chejuensis)
Ipg0685 hypothetical protein
Ipc2609 578 UPF0004, Nmul A1979 2E-
52840922
o ipp0740 Radical SAM [Nitrosospira 171
(pl0721 multiformis]
heavy metal RND
f!’g : '2{‘; ? chemiosmotic efflux membrane
p7 [P0 |52841253| effluxsystem B | PRK11578 | fusion protein, CzcB RE-71
pp2362 : }
Ipi2064 protein B family [Pseudomonas
stutzeri]
pgl110 hypothetical protein
ipc2142 . . MUL 1771
52841344|t thetical prot - - 3.7
D91 ppl 111 SRR [Mycobacterium
(pl1114 ulcerans Agy99]
Putative ribosomal
pgli21 RNA small subunit
I’)C()j?X - . .
Al6 p1121 52841355}hypothetical protein| - methyltransferase D | 1.5
pll1 2_6 [Pseudoalteromonas
tunicata D2]
ipgl146 Zn-dependent
060 thermostable _ b tid 5,00E
D52 [P0609 15p841380f 1 E RO Peptidase M32| CPOXypepudase
ipp1148 carboxypeptidase 1 - [Yersinia -131
pl1152 frederiksenii)

118 : botassium uptake
fp‘gfiJ(!;(; i syshen p]rotein Kup Eystem 8E
'pcl6 e ) -

2 528414211 sium & K

D2 ipp 1190 _POtﬂ§ i.ote:f fak P [Geobacter 147
(pl1196 I sulfurreducens)
pgl349 apolipoprotein N-
Ipc0765 apolipoprotein N- PRtpoprateN 9.00E

PH2 52841579 CN_hydrolase acyltransferase
pp1303 acyltransferase - , : | 83
pl1302 [Rickettsiella grylli]
!ﬂ‘g’;;-;;j Ribonuclease HII

D65 i;;ﬂ‘g'}? 52841603 RNase HII [Haemophilus ~ RE-59
pH3_;4 ducreyi]
Ipg1376 hypothetical protein
Ipc0792 : _ MED92 07681 |2,00E

52841606|! thetical prot DUF163 =

Al ipp1331 1ypothetical protein [Oceanospirillum sp. | -42
pl1327 MED92]

D81 ’!’.Qé:j? RPEEINRIY hypothetical protein Patatin hypothetical protein |2,00E
'pc0842

157



Anhang

ppl1381 RTO0522 [Rickettsia | -17
pl1377 typhi str.
Wilmington]
putative metal
pgl441 dependent
— !)13()3;57 5584167 metal dependent POLIIAc phosphoesterase 6,00E
pp1396 phosphoesterase [marine gamma -58
pl1600 proteobacterium
HTCC2207]
pg1466 hypothetical protein
pe08si |, o , Rfer 2906 1,00E
Al9 op1422 | 2841696}hypothetical proteinf DUF1342 (Rhodoferax 21
pl1562 ferrireducens T118]
peptidase S13 D-Ala-
pgl ‘:65 serine-type D-Ala- D-Ala —
D13 i;’: e |52841700 D-Ala Peptidase_S13 | carboxypeptidase C |7
pll5 5- 9 carboxypeptidase [Burkholderia )
phytofirmans PsIN]
pg1507 Na-H sodium/hydrogen
092 sodium/hydrogen tiporter famil 1,00E
D19 {pc0926 52841737 : e Exchanger an lpl?l er‘ ar'm y
D78 Yppl464 antiporter Superfamil protein [Coxiella |-116
5 u mi
pl1519 P Y| burnetii RSA 493]
putative fatty
P&’jf%’ﬁ 1CoA ECH, oxidation complex,
1023 enoyl Co _
D3s |7¢ {‘_J 52841826 » Adohcyase, alpha subunit 0.0
pp1554 hydratase . o o
Inl1429 3JHCDH [Coxiella burnetii
Dugway 5J108-111]
ngl610 Glutamate 5-kinase,
Ipcl036 5 ProB-related 5,00E
- 152841838 AAK, PUA : :
D6l pp1575 [Prosthecochloris | -69
Inli414 aestuarii DSM 271]
21615 multidrug ABC-type multidrug
el 042 resistance ABC | P-loop NTPase|iransport system, 6e-
D86 [ 555 25415 | aneporier ATBY| Superfamily [iTPase component |
L e . P Y Ricketsia bellii OSU| ' **
P bmdmg protelﬂ R5-3 89]
pg;’ff;; FAD binding 4 F%‘:}D lin.ked 0>t(i.dase
pel663 |, : : omain protein i
D54 ippl1604 2341802 oxidass FAD_C(';(IC[RSE_ [Cyanothece sp. PCC &
pl- 8801]
ng 1638 integral membrane
pcl067 drug:proton T 6,00E
D58 52841866 ; - protein [Streptomyces
pp1608 antiporter _ -78
pl1388 coelicolor A3(2)]

158




Anhang

Ipgl653 Dexviossnrot
1083 Sugar Tr XYIOSEPIOTON 1) 0oE
A26 52841881 ; symporter
pp1624 Superfamily ) : | -8l
Ipl1619 [Rickettsiella grylli)
alpha-2-
jz"g:;ggg A2M N 2, macroglobulin
D66 !i;;1636 52841893 Isopren_C2 lik|] domain protein 0.0
Ip11630 e [Burkholderia
cenocepacia MCO0-3]
Upg 1702 kinectin 1 (kinesin
21452 kB tor) [Legionell
D59 Upci4 528419300 1“1‘1u ‘ receptor) [ c‘g:‘(m{. ) e6l
pp1667 multi-Domain pneumophila
Ipl1661 Philadelphia 1]
Ipal762 two-component
]2
- Upcl203 57841989 Rec, ABC response lie.gulator 5,00E
Upp1726 ATPase [Oceanospirillum sp. | -138
fp” 726 MED92]
jf’gjfgj o ABC ATPase, [DNA mismatch repai
- mismatc ;
D70 [P <77 |52842032 _ | MutSI, MutSIL|  protein MutS 0.0
Ipp1768 repair protein ST .
Ipl1769 MutSIII [Coxiella burnetii]
Peptidase S33,
/j)gf843 proline
s ok . 3 . ‘
D27 Upel288 so842070] prolm? Esterase_Llpase nmno.pepndase 1 |2,00E
pp1807 iminopeptidase Superfamily [marine gamma -99
Ipl1808 proteobacterium
HTCC2143]
j!’gjz-;g AGAP008736-PA
A23 f,ﬁ; 1900 52842143 fhypothetical protein] - [Anopheles gambiae | 0.28
ipl 1889 str. PEST]
hypothetical protein
ipg1974 Pcar 0519
major outer Legionell = 2,00E
pe3 P14 Isa842101 | egioneiia [Pelobacter
Ipp 1958 membrane | OMP gy -11
Upl1952 carbinolicus DSM
2380]
Ipg201 1 hypothetical protein
g stress induced DUF1732, Noc_0956 2,00E
a21 P19 Lsagannag | | . o
pp1993 hypothetical protein]  YicC-N [Nitrosococcus -65
Ipl 1988 oceani ATCC 19707]
Upg2031 arginyl-tRNA
Ipcl515 synthetase
52842248 - 0.0
D88 Ipp2013 [Methylococcus
(pl2008 capsulatus str. Bath]

159



Anhang

1992032 hypothetical protein
SIAMG614 20101 |3,00E
a1 [PE1316 159842049 . YO ’
Ipp2014 [Stappia aggregata | -59
pl2009 [AM 12614]
[diguanylate
ipg.’ 132 oG cyclase/phosphodiest
pel579 DEF,  krase with PAS/PAC
D67 52842346 Tesli3
Ipp2071 PAS sensor(s)[Desulfurom ¢
Inl2061 onas acetoxidans
IDSM 684]
Ipg2257 hypothetical protein
Upcl726 y . B14911 25090 J4,00E
52842470 I - N
D&y ipp2211 270 ypothetioal protein [Bacillus sp. NRRL | -05
Upi2183 B-14911]
Ipa2316 3-hydroxybutyrate
Upcl783 dehydrogenase 1,00E
52842526 AdoH
Di2 Ipp2264 doHoyase [Delftia acidovorans | -112
IpI2236 SPH-1]
92339 conserved
Ipcl807 . . hypothetical protein |5,00E
52842549]hypothetical prot -
D30 pp2287 ypoticueatproteiny [Mycobacterium -35
pl2260 marinum M]
jl’g-::g; ative secreted beta-lactamase 5 iR
- utativi 3
D60 P c‘, 52842610 P Beta-Lactamase| [Flavobacterium
Upp2446 esterase ; . -15
pi2324 Johnsoniae UW101]
Ipg2409 rab GDP dissociation
pc2067 ; : inhibitor beta,
5 528426181 thetical prot - ) 1.9
e ipp2476 ypothetical proteiny |putative [Plasmodium
Ipl2332 vivax Sal-1]
pg2494 Kynurenine
D77 Ypcl980 5 formamidase 1,00E
52842702 1
D75 Vpp2561 Cyelase [Methylokorus -25
Ipl2415 infernorum V4)
jpg;’ji-: metal-activated | OOE
AlS fi’i 2590 52842730 Ala_racemase | pyridoxal enzyme ”99
pi2444 [Moritella sp. PE36)
j}’g—’gﬂ TBC1 domain family,
D56 ﬁ?‘;jﬁ; 52842735] with coiled coil - member 2B [Macaca| 2.8
é}{, 5 4 4; domain mulatta)
}’g—7538 plltative ATP
A3 Ypc1930 |52842746]hypothetical protein| - synthase A chain | 0.74
/pp2604 [Polaribacter irgensii|

160




Anhang

12459 23-P]
ipg2544 transglycosylase,
Ipcl924 putative 7,00E
52842752 MItA, 3D
R pp2611 ’ [Desulfovibrio -23
(pl2466 desulfuricans G20]
Alpha,alpha-
jpg?f;’? trehalose-phosphate
A2 !jz ;’;’;ﬁ 52842783 |hypothetical protein] - synthase (UDP- 1.3
};)!2_466 forming) [Rhodoferax]
ferrireducens T118]
cyanophycin
/pg2680 g
ynthetase
Ipc0457 - 2.00E
D42 Ipp2734 52842886 [Clostridium 37
Ip12607 thermocellum ATCC
27405]
Ipg2806 DHHC zinc finger
Ipc3092 : ; domain containing
5 = S
D29 op2853 2843002}hypothetical protein| orotsin [ Teirahymeng 3
(p12721 thermophila SB210]
leucine
Ipg2814 aminopeptidase,
Ipc3 100 : 5 . putative 1.,00E
52843010 amin M20 d
D64 Bpp2ss6 Epqiidase - Burkholderia | -52
(p12729 thailandensis
TXDOH]
(pg2815 putative membrane
Do [P¢3190 52843011 ; foteiti [Rickersiala| "o or
Ipp2866 | p Es -34
Ipl2729 gryvlli
Ipg2832 hypothetical protein
A6 Jpe3li6 Mmcl 1487  |2,00E
52843028|hypothetical prot -
A7 pp2889 RS [Magnetococcus sp. | -21
Ipl2744 MC-1]
Ipg2835 thiopurine S-
Ipc3l19 Methyltransf 1] methyltransferase |3,00E
3 —
D92 Ipp2892 52843031 1 [Shewanella baltica | -37
?’ggfgg hypothetical protein i B
D80 é;;w,; 52843065 fhypothetical protein DUF81 PE36_07941 ’39
112783 [Moritella sp. PE36]
pg2885 hypothetical protei
D76 |pe3i71 52843080‘hypothetical protein " RPOREusR PO ) e

/pp2944

HPS_11472

161



Anhang

Ipl2798 [Haemophilus
parasuis 29755]
Ipg2917 Conserved
Ipc3225 ; . GltD hypothetical protein |2,00E
52843111 fhypothetical prot
D93 pp- Typothietical proteiny Multidomain [Mycobacterium 91
(2845 abscessus)
7200 redicted
/pg2996 tetrapyrrole a
D83 Ipc3311 52843189| (corrin/porphyrin) i methyltransferase ]1,00E
(pp3067 |~ A [Hahella chejuensis | -72
!!”'2924 methylase KCTC 2396]

162

Farbcode | Putative Proteinfunktion
Zellhiille, Biosynthese & Dagradation, Struktur
Proteinschicksal, Modifizierung, Sekretion, Degradation

Energiestoffwechsel
DNA Metabolismus
Regulation

Protein Synthese
Transport und Bindung von Proteinen
Aminosaure Biosynthese
zellulare Prozesse, Detoxifizierung, Adaptation an atypische Bedingungen
Fettsdure- und Phospholipidstoffwechsel
Biosynthese von Cofaktoren, Transportern,
Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid-, Nukleotidstoffwechsel
unbekannte Funktion
konserviert, hypothetisch
unklassifiziert
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