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Zusammenfassung

Legionellen sind Gram-negative Bakterien,
die im StiBwasser als intrazelluldre Parasiten
von Protozoen vorkommen. Nach Inhalation
besiedelt das Bakterium Alveolarmakropha-
gen und alveoldre Epithelzellen der Lunge.
Beim Menschen kann insbesondere die
Spezies Legionella pneumophila die Legio-
ndrskrankheit, eine schwere Pneumonie,
auslosen, die oft einen Funktionsverlust der
Lunge zur Folge hat.In den letzten Jahren
wurde eine Reihe von bakteriellen Faktoren
beschrieben, die die intrazelluldre Vermeh-
rung und Virulenz fordern. Unter diesen
befindet sich das Typ-II-Protein-Sekretions-
system Lsp von L. pneumophila, das hydroly-
tische Enzyme, wie z.B.die Zink-Metallopro-
tease, saure Phosphatasen, Phospholipa-
sen A und Lysophospholipasen A transpor-
tiert.Im Moment ist noch nicht vollstdndig
geklart, welche dieser exportierten Faktoren
die eigentlichen Effektoren von intrazellula-
rer Vermehrung und Virulenz sind. Phospho-
lipase-Aktivitat wurde bei Bakterien (z.B.
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocyto-
genes, Yersinia enterocolitica) als einer der
maRgeblichen Pathogenitdtsfaktoren cha-
rakterisiert. Somit konnte die Phospholipa-
se-A-Aktivitat von L. pneumophila z.B. Giber
die Zerstorung von alveoldarem Lungenepi-
thel, Alveolarmakrophagen und Lungensur-
factant zur Pathogenese einer Legionellen-
infektion beitragen.Die Forschungsvorhaben
derNachwuchsgruppe, Pathogenese der
Legionelleninfektion” haben zum Ziel, neue
Pathogenesemechanismen von Legionellen
zu charakterisieren und sollen gleichzeitig
versuchen, neue Therapiemethoden iiber die
Inhibition von hydrolytischen Enzymen zu
etablieren.
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Geschichtliches

1976 erkrankten bei einem Treffen von ca.
4.400 Veteranen der American Legion in
einem Hotel in Philadelphia (USA)
182 Teilnehmer an einer bisher unbekann-
ten Form der Lungenentziindung, und 34
der Erkrankten verstarben. Innerhalb von
6 Monaten nach dem Ausbruch der
Krankheit wurde ein Gram-negatives
Stibchenbakterium, das keiner der be-
kannten Bakterienspezies zugeordnet
werden konnte, als Erreger der Erkran-
kung isoliert. Das Bakterium benannte
man nach der hier betroffenen Gruppe der
Erkrankten und der Lokalisation des Er-
regers in der Lunge Legionella pneumo-
phila [1,2]. Anhand eingefrorener Patien-
tenseren konnten auch frithere Ausbriiche
(der Alteste geht auf 1947 zuriick) mit dhn-
licher Symptomatik auf Legionellen zu-
riickgefiihrt werden [3].In den folgenden
Jahren wurden weitere Legionellenspezi-
esisoliert. Heute besteht der Genus Legio-
nella aus mehr als 46 verschiedenen Spe-
zies.Von L. pneumophila, der am héufigs-
ten mit einer Legionellose assoziierten
Spezies, sind 14 Serogruppen bekannt [4].

Reservoire fiir Legionellen

Legionellen sind Keime, die in natiirlichen
und kiinstlichen feucht-wissrigen Umge-
bungen, wie z. B. Duschkopfen, Klimaan-
lagen (dies war auch das Reservoir fiir die
Infektionen in Philadelphia 1976), Kiihl-
tirmen, Fliissen, Seen und sporadisch
auch in feuchtem Boden vorkommen. Sie
konnen sowohl als intrazelluldrer Parasit
von Protozoen (z. B. Amdben der Gattun-
gen Hartmannella oder Acanthamoeba,
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Abb.1),in Assoziation mit Biofilmen oder
auch freilebend auftreten [4, 5, 6].

Klinische Aspekte
der Legionarserkrankung

Legionellen werden iiber keimhaltige Ae-
rosole (Vernebelung von Wasser z. B. durch
Duschkopfe) vom Menschen eingeatmet
und gelangen so in die Lunge. Ob es zu ei-
ner Erkrankung nach Legionellenkontakt
kommt und wie schwer diese verliuft,
héngt von der Quantitit der eingeatmeten
Bakterien, ihrer Assoziation mit Amében
und auch vom Immunstatus des mogli-
chen Wirtes ab [7, 8]. Es sind 2 verschiede-
ne Formen des Krankheitsverlaufes einer
Legionelleninfektion bekannt: 1) leicht und
grippedhnlich, Pontiac-Fieber genannt,
und 2) schwer und oft in eine lebensbe-
drohliche Pneumonie miindend, die Legio-
nérskrankheit. Die Legiondrskrankheit hat
eine Inkubationszeit von 2-10 Tagen. Ers-
te Anzeichen dieser Erkrankung sind u. a.
Miidigkeit, Benommenbheit, Fieber (oft
iiber 40°C), Husten, Kopf- und Glieder-
schmerzen. Radiologisch beobachtet man
alveoldre, fleckenformige Verschattungen
der Lunge [9]. Die Lungenblédschen sind
mit neutrophilen Granulozyten, Makro-
phagen, Fibrin und Erythrozyten angefillt
[10]. Aufgrund des Funktionsverlustes der
Lungenbldschen (z. B. durch Verstopfung)
kann die Legionellenpneumonie in ein
ARDS (acute respiratory distress syndro-
me*“) miinden [11].
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Abb. 1a—c A Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Hartmannella-vermiformis Amoben, die mit
L. pneumophila infiziert wurden. a Charakteristisches Legionellen-Phagosom mit einer Bakterien-
zelle (schwarzer Pfeil), das von endoplasmatischem Retikulum umgeben ist (weiBer Stern).

b Mehrere Legionellen-enthaltende Phagosomen in Hartmannella vermiformis. Die intrazelluldre
Vermehrung des Bakteriums (schwarze Pfeile) hat begonnen. Mitochondrien (wei8e Pfeile) befinden
sich in der Ndhe der Legionellen-Phagosomen. Die Phagosomen sind von endoplasmatischem
Retikulum umgeben (weif3er Stern). c Fortgeschrittenes Stadium der Infektion von Hartmannella
vermiformis mit Legionellen. Der zytoplasmatische Raum einer Amobe ist fast vollstandig von einem
vor Legionellen (schwarze Pfeile) berstenden Phagosom ausgefiillt. (Z Zellkern)

Durch Legionellen werden bis zu
22,5% aller ambulant erworbenen und
bis zu 40% aller nosokomialen Pneumo-
nien verursacht [12]. Fiir das Jahr 2002
wurden in Deutschland 413 Fille an Le-
gionellose gemeldet [13]. Gemessen an
der Zahl der Legionellosen in anderen
Landern (USA) wird jedoch angenom-
men, dass die eigentliche Zahl an Legio-
nellen-assoziierten Erkrankungen ein
Vielfaches der gemeldeten Fille betrigt.

Etablierung einer Legionellen-
infektion — zellulare
und molekulare Aspekte

Wenn bakterienhaltige Aerosole eingeat-
met werden und somit in die unteren
Atemwege der Lunge gelangen, werden
die Bakterien anschliefSend von Alveolar-
makrophagen phagozytiert (Abb. 2). Im
Makrophagen liegt L. pneumophila in ei-
nem besonderem Phagosom vor, das von
Wirtszellorganellen (Mitochondrien, en-
doplasmatisches Retikulum) umgeben ist
und in dem sich die Bakterien vermehren
koénnen, bis das Phagosom fast die gesam-
te Wirtszelle ausfiillt (s. Abb. 1c, Abb. 3)
[14].In der anfénglichen Wachstumspha-
se verhindern die Bakterien eine Ansidue-
rung und Reifung des Phagosoms [15].In
Mausmakrophagen wurde gezeigt, dass
zu spiteren Zeitpunkten die Mehrheit der
Legionella-Phagosomen lysosomale Mar-
ker, und der pH-Wert im Phagosom auf
5,5 absinkt [16]. L. pneumophila vermehrt
sich auch in diesem sauren, ndhrstoffrei-
chen Phagolysosom [16]. Nach dem Ver-
brauch der Nihrstoffreserven wandeln
sich die Bakterien in ihre virulente Form

(gekennzeichnet durch z.B. Motilitét
durch Flagellenexpression, Zytotoxizitit)
um, lysieren die Wirtszelle und beginnen
einen neuen Infektionszyklus bei dem
auch alveoldre Epithelzellen betroffen
sein konnen (s.Abb. 2) [17].So kann es zur
Zerstorung von Alveolarepithel kommen,
das dann den Eintritt von Substanzen
oder zellulirem Material aus dem angren-
zenden Kapillarraum zuldsst und somit
zu einer Verstopfung der Lungenblédschen
fithrt. Zusétzlich konnen durch die Lyse
von Wirtszellen freigesetzte eukaryonti-
sche oder bakterielle hydrolytische Enzy-
me einen Abbau des Lungensurfactant-
films verursachen (s. Abb. 2). Intakter
Lungensurfactant, der zu 80% aus Phos-
pholipiden besteht, ist vor allem fiir die
Stabilitdt der Lunge (Verhinderung von
Atelektasen) und fiir die Erniedrigung
der bei der Atmung aufzuwendenden Ar-
beit wichtig [18]. Bei Patienten mit ARDS
wurden typische Verdnderungen im
Phospholipidmuster und Stérungen in
der Funktion des Lungensurfactants ge-
funden [19,20]. Bisher wurde jedoch noch
nicht gezeigt, ob dies auch fiir eine Legio-
nellose zutrifft.

Virulenzfaktoren
von Legionella pneumophila

Die Fidhigkeit zur intrazelluldren Ver-
mehrung in Makrophagen wird als eine
wichtige Virulenzdeterminante von Le-
gionellen angesehen [4].Im Genom von
L. pneumophila sind bereits mehrere
Genbereiche identifiziert worden, die im
Zusammenhang mit der Fihigkeit zur
intrazelluliren Vermehrung stehen.
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Dazu gehéren z. B. der dot/icm-Genlo-
cus, ein Typ-IV-Proteinsekretionssys-
tem, und der Isp-Genlocus, ein Typ-II-
Proteinsekretionssystem [21, 22, 23, 24,
26]. Das Typ-II-Sekretionssystem von
L. pneumophila exportiert hydrolytische
Enzyme [23,24,25]. Der eigentliche Typ-
II-sekretierte Faktor, der das intrazellu-
lire Uberleben der Legionellen férdert,
wurde bisher jedoch noch nicht identifi-
ziert. Es ist daher von Interesse, die Be-
teiligung weiterer Typ-II-sekretierter
Legionella-Proteine an der intrazelluli-
ren Replikationsfahigkeit von Legionel-
len néher zu untersuchen sowie neue se-
kretierte Effektoren aufzufinden.

Phospholipasen
sind mikrobielle Virulenzfaktoren

Phospholipase-Aktivitit wurde z. B. bei
pathogenen Bakterien (z. B. Pseudomo-
nas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica), als auch patho-
genen Pilzen (z. B. Cryptococcus neofor-
mans) oder Parasiten (z. B. Toxoplasma
gondii) nachgewiesen und als einer der
hauptsdchlichen Pathogenitéitsfaktoren
dieser Mikroorganismen charakteri-
siert. Verschiedene Wirkungsweisen von
Phospholipasen tragen zur Krankheits-
entstehung bei:

D Mikrobielle Phospholipasen und ihre
Reaktionsprodukte (z. B. Lysophos-
phatidylcholin) sind stark zytoto-
xisch, da sie die Integritét von zellab-
grenzenden Membranen durch die
Hydrolyse von Membranbestandtei-
len (Phospholipide) oder Porenbil-
dung storen [26, 27].

D Phospholipasen verschiedener bakte-
rieller Erreger sind in der Lage, die
Lyse von Phagosomenmembranen zu
unterstiitzen und damit zum intrazel-
luldren Uberleben der Bakterien oder
nach Abschluss der intrazelluldren
Vermehrung durch die Lyse der
Wirtszelle zur weiteren Verbreitung
des Erregers beizutragen [28,29].

D Die Reaktionsprodukte von Phos-
pholipasen (z. B.1,2-Diazylglyzerol,
Arachidonsiure, Lysophosphatidyl-
cholin) stellen wichtige Botenstoffe
fiir eukaryonte Zellen dar [30,31].

D Das Phospholipase-A-Spaltprodukt
Lysophosphatidylcholin ist ein multi-
funktionelles Lipid. Zusétzlich zu der
frith beschriebenen zytotoxischen Ei-
genschaft des Lysophospholipids sind
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Phospholipidmolekul mit
apolaren Fettsdureketten
und polarem Kopf

Abb. 2 A Welche Umgebung finden Legionellen im Lungenblischen vor? Schematische Darstellung ei-
nes Schnitts durch ein Lungenbldschen. Die Bakterien gelangen iiber die Aspiration von legionellenhal-
tigen Aerosolen in die Lungenbldschen und werden dort von Alveolarmakrophagen phagozytiert. Nach
abgeschlossener intrazelluldrer Vermehrung der Bakterien im Makrophagen, wird dieser lysiert (zum
intrazelluléren Zyklus von Legionellen s. Abb. 3). Ein Befall von weiteren Wirtszellen, wie z. B. auch Typ-I-
und Typ-lI-Lungenepithelzellen, ist mdglich. Die Zerstorung von Lungenepithel, direkt durch die Infek-
tion mit Legionellen und indirekt durch die Freisetzung von hydrolytischen Enzymen bakteriellen und
eukaryonten Ursprungs nach Wirtszelllyse, kann die Dichtheit des alveoldren Epithels gefdhrden, und
dadurch kann eine Verstopfung der Lungenbldschen eintreten. Zusitzlich wird der Lungensurfactant-
film beeintrachtigt, der fiir die Funktion der Lunge notwendig ist

nun weitere Charakteristika entdeckt
worden [26]. Lysophosphatidylcholin
unterstiitzt die Entstehung von Ent-
ziindungen und besitzt eine Rolle in
der Apoptoseinduktion [32,33].

D Auflerdem sind die Phospholipide
des Lungensurfactant, wie fiir Phos-
pholipase-Aktivitdt von Pseudomonas
aeruginosa gezeigt, ein gutes Sub-
strat fiir diese Hydrolasen [34]. Die
Zerstorung oder der Umbau der
oberflichenaktiven Substanzen im
Surfactantmaterial kann schwerwie-
gende funktionelle Stérungen (Kol-
laps der Lungenbldschen und Erho-
hung der Atmungsarbeit) in der Lun-
ge hervorrufen [35].

Da viele Charakteristika einer Legionel-
leninfektion (Umprogrammierung von
Wirtszellen, Apoptoseinduktion, Lyse aus
der Wirtszelle, Zerstérung von Lungen-
zellen, Entziindungsentstehung, Verlust
der Lungenfunktion) von einer Phos-
pholipase-Wirkung herriihren konnten,
jedoch der Zusammenhang zwischen
Phospholipase-Aktivitit und Pathogeni-
tdt von L. pneumophila noch nicht unter-
sucht wurde, begannen wir, Phospholi-

pase-Aktivitdit beim Lungenpathogen
L. pneumophila zu erforschen.

Analyse der Phospholipase-
Aktivitat von L. pneumophila

L. pneumophila sezerniert
Phospholipase-A-Aktivitat

Als Erstes interessierte uns, ob L. pneumo-
phila Phospholipase-Aktivitit in das
Wachstumsmedium sezerniert. Tatséch-
lich konnten wir nach Inkubation von
L.-pneumophila-Kulturiiberstdnden mit
Phosphatidylcholinsowohlden Abbaudie-
sesPhospholipidsalsauchdieBildungcha-
rakteristischer Phospholipase-A-Spalt-
produkte wie Fettsduren, Lysophosphati-
dylcholin und Glyzerophosphorylcholin
nachweisen. Lysophosphatidylcholin wird
dabei durch die Hydrolyse einer Fettsdure
aus dem Phospholipidmolekiil erzeugt,
wihrend Glyzerophosphorylcholin bei
Abspaltung des 2. Fettsdurerrests entsteht
(Abb. 4) [36,37]. Da sowohl Lysophospha-
tidylcholin als auch Glyzerophosphoryl-
cholin nachgewiesen wurden, vermuteten
wir, dass die Phospholipidhydrolyse durch
Kulturiiberstinde von L. pneumophila in
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2 zeitlich aufeinander folgenden Teil-
schritten stattfinden muss (Abb. 4). In ei-
nem ersten Schritt katalysiert eine Phos-
pholipase A (PLA) die Abspaltung einer
Fettsdure aus einem Diazylphospholipid
[enthalt 2 (di) Fettsdureketten (azyl)], wo-
bei ein Lysophospholipid gebildet wird.
Im 2. Schritt wird die noch am Lysophos-
pholipid befindliche Fettsdure durch eine
Lysophospholipase A (LPLA) abgetrennt,
und es entsteht Glyzerophosphorylcholin.
Lysophospholipasen A sind Phospholipa-
sen A, die préferenziell Fettsdureester von
Lysophospholipiden hydrolysieren. Da wir
unter unseren experimentellen Bedingun-
gen bisher keine charakteristischen Spalt-
produkte anderer Phospholipasen (wie
Phospholipase C und D) finden konnten,
stellt die neu beschriebene Phospholipa-
se-A-Aktivitdt die hauptsdchliche sekre-
tierte  Phospholipase-Aktivitit  von
L. pneumophila dar [36,37]. Zelllysate des
Bakteriums setzten ebenfalls Fettsduren
aus Phospholipiden und Lysophospholi-
piden frei, was auf das zusétzliche Vorhan-
densein von einer oder mehreren zellasso-
ziierten Phospholipasen A bei L. pneumo-
phila hindeutet [38].

L. pneumophila sezerniert verschiedene
Phospholipase-A-Aktivitdten

Als Néchstes wollten wir priifen, ob Le-
gionella  pneumophila verschiedene
Phospholipasen A sezerniert, die jeweils
einen Teilschritt (s. Abb. 4) der Hydrolyse
von Phospholipiden katalysieren. Dazu
fithrten wir eine Fraktionierung der im
Kulturiiberstand von L. pneumophila
vorhandenen Proteine mittels Ultrafiltra-
tion (grobe Trennung nach Gréfle) und
anschlieffenden chromatographischen
Methoden (feine Trennung nach Eigen-
schaften, z. B. Ladung oder Grof3e) durch.
In unterschiedlichen Fraktionen wurden
dabei 5 verschiedenartige Phospholipa-
se-A-Aktivititen detektiert [39]. Wih-
rend 3 dieser Aktivitdten nur Phospholi-
pide mit zwei veresterten Fettsduren (z. B.
Phosphatidylcholin) hydrolysierten, war
eine andere in der Lage, Fettsduren nur
aus Lysophospholipiden (z. B. Lysophos-
phatidylcholin) abzutrennen. Eine weite-
re Aktivitdt hydrolysierte sowohl Lyso-
phospholipide als auch Diazylphospholi-
pide [39]. Es konnten somit tatsdchlich
unterschiedliche Phospholipase-A-Akti-
vitdten nachgewiesen werden, die fiir eine
Hydrolyse von Phospholipiden in 2 Teil-
schritten infrage kamen.



Legionella-Bakterium

=

Mitochondrium

Ribosom

Zellkern

Endoplasmatisches Retikulum

Abb. 3 A Infektionszyklus von L. pneumophila im Makrophagen. 1) Entritt von Legionella-Bakterien
in die Wirtszelle durch coiling- oder konventionelle Phagozytose. 2) Blockierung des oxidative burst,
der Ansduerung des Legionella-Phagosoms und der Verschmelzung desLegionella-Phagosoms mit
Lysosomen. 3) Anlagerung von Wirtszellorganellen, wie Mitochondrien und endoplasmatischem
Retikulum. Beginn der intrazelluléren Vermehrung von Legionella im Phagosom. Im Laufe der Ver-
mehrung wird das Phagosom angesauert, und eine Verschmelzung mit Lysosomen findet statt.

4) Die Bakterien-Phagosomen wachsen auf eine GréBe heran, sodass sie fast die gesamte Wirtszelle
ausfiillen. 5) Nach Verbrauch der lokalen Nahrstoffreserven findet eine Umwandlung der Bakterien
in die virulente Form (flagelliert, zytotoxisch) statt. Durch Lyse der Phagosomen und Wirtszellmem-
bran gelangen die Bakterien wieder in den extrazelluliren Raum und kénnen einen neuen Infek-

tionszyklus initiieren

Die Phospholipase-A- und
die Lysophospholipase-A-Sekretion
sind zeitlich verschoben

Ein weiteres Indiz fiir die Sekretion von
unterschiedlichen PLA- und LPLA-Akti-
vitdten wurde durch die Untersuchung
von Sekretionskinetiken dieser Enzym-
aktivitdten gefunden. L. pneumophila se-
zerniert PLA- und LPLA-Aktivitit von
der mittleren logarithmischen Wachs-
tumsphase an, wobei das Maximum an
PLA-Aktivitit vor dem Maximum der
LPLA-Aktivitdt erreicht wird [40]. Bei
Kontakt mit Phosphatidylcholin (in vivo
z. B. in Form von Lungensurfactant)
koénnte L. pneumophila durch die zeitlich
verschobenen Maxima von PLA und
LPLA so das zytotoxische, multifunktio-
nelle Lipid Lysophosphatidylcholin er-
zeugen und akkumulieren [40]. Andere
Legionellen-Spezies, wie z. B. L. gormanii

und L. steigerwaltii, erreichten das Sekre-
tionsmaximum der LPLA-Aktivitdt vor
der PLA-Aktivitdt, was bedeutet, dass Ly-
sophosphatidylcholin-abbauendes (also
entgiftendes) Enzym (LPLA) sofort be-
reitsteht, wenn PLA das zytotoxische
Agens aus Phosphatidylcholin generiert
[40].Das Phinomen der zeitlichen Nach-
lagerung der Maxima von PLA vor LPLA
konnte bei L. pneumophila ein entschei-
dendes zur Pathogenitdt beitragendes
Kriterium sein.

Phospholipase-A- und Lysophos-
pholipase-A-Aktivitaten werden

vom Typ-II-Protein-Sekretionsapparat
sezerniert

Das Typ-II-Sekretionssystem Lsp von
L. pneumophila wurde als Virulenzfaktor
des Bakteriums charakterisiert [23, 24, 41].
Da, wie bei L. pneumophila und anderen
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Bakterien bereits gezeigt, insbesondere
hydrolytische Enzyme durch das Typ-II-
System aus der Bakterienzelle geschleust
werden, war es von Interesse zu tiberprii-
fen, ob auch die Phospholipase-A- und
Lysophosphospholipase-A-Aktivitdten
Typ-II-sekretiert sind. Durch Vergleich
der PLA- und LPLA-Aktivititen im Kul-
turiiberstand von L.-pneumophila-Wild-
typ und einer Mutante mit funktionsun-
fahigem Sekretionsapparat wurde bewie-
sen, dass der Export dieser hydrolytischen
Enzymaktivititen vom Typ-II-System ab-
hangt und dass PLA/LPLA-Aktivititen vi-
rulenzvermittelnde Effektoren des Lun-
genpathogens sein konnten [25, 39, 41].

Die Phospholipase-A-Aktivitat
zerstort die Phospholipide
des Lungensurfactants

Aufgrund des Vorhandenseins von Phos-
pholipase-Aktivitdt bei Legionellen liegt
z. B. eine Beeintrachtigung der Lungen-
funktion iiber die surfactantzerstérende
Wirkung von Phospholipasen nahe. Um
dies zu tiberpriifen, inkubierten wir L.-
pneumophila-Bakterien oder deren Kul-
turiiberstand in vitro mit Rinderlungen-
surfactant. Wir stellten fest, dass Fettsdu-
ren freigesetzt, die Hauptsurfactantphos-
pholipide Phosphatidylcholin und Phos-
phatidylglyzerol reduziert und das zyto-
toxische Agens Lysophosphatidylcholin
gebildet wurden [37]. Lysophosphatidyl-
cholin kann schon in sehr geringen Men-
gen Lungenepithelzellen lysieren und da-
durch eine Durchldssigkeit des alveoldren
Epithels hervorrufen. Dies kann den Ein-
tritt von Substanzen und Zellen aus dem
sich anschlieBenden Kapillarraum und
eine Verstopfung der Alveolen zur Folge
haben [26, 27]. Zusitzlich konnten wir
zeigen, dass der Abbau an Surfactant-
Diazylphospholipiden und die Anreiche-
rung von Lysophosphatidylcholin zur
Verschlechterung der physikalischen Ei-
genschaften des Lungensurfactants fiihrt,
die fiir die Lungenfunktion notwendig
sind [37]. Mit diesen Experimenten konn-
te zum ersten Mal die hdufig beobachte-
te Auspragung von ARDS und erhéhtem
Atemwiderstand bei Patienten mit Legio-
nellenpneumonie erklédrt werden [37].

Die maBgebliche Lysophospholipase-
A-Aktivitdt ist eine GDSL-Hydrolase

Die vorangegangenen Experimente leg-
ten die Vermutung nahe, dass es sich bei
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Abb. 4 A Aufbau eines Phospholipids (hier Phosphatidylcholin) und zweistufige Hydrolyse durch
L.-pneumophila-Enzyme. Phospholipide bestehen aus einem Glyzerol-Riickgrat, an das in sn-1- und
sn-2-Stellung jeweils langkettige Fettsdurereste esterartig gebunden sind. An der verbleibenden
Hydroxylgruppe des Glyzerol-Riickgrats befindet sich eine Phosphatgruppe, an die ein Alkohol
(Cholin im Falle des Phosphatidylcholins) gebunden ist. Phospholipase-A-Aktivitat (PLA) von

L. pneumophila, die eine Fettsaure aus dem Diazylphospholipid (Phosphatidylcholin) herauslost und
Lysophosphatidylcholin bildet, wird beim Wachstum der Bakterien zeitlich vor der Lysophospholi-
pase-A-Aktivitdt (LPLA), die eine Fettsaure aus Lysophosphatidylcholin ablést und damit Glyzero-

phosphorylcholin erzeugt, sezerniert

den PLA- und LPLA-Aktivititen von
L. pneumophila tatsdchlich um Virulenz-
faktoren des Lungenpathogens handeln
kénnte. Aber zu diesem Zeitpunkt waren
weder die Protein- noch die Gensequenz
der PLA/LPLA-Enzyme bekannt. Wir
setzten daher unsere biochemischen Auf-
reinigungen fort. Im Fall der maf3gebli-
chen LPLA-AKktivitét von L. pneumophila
konnten wir nach mehreren Aufreini-
gungsschritten ein 28- 29 kDa grofles
Protein (Bandengr6f3e nach reduzieren-
der SDS-PAGE) N-terminal sequenzie-
ren,das sich in LPLA-Aktivitit enthalten-
den Chromatographiefraktionen anrei-
cherte [39]. Mithilfe dieser Aminosiure-
sequenz und der Legionella-Genom-Da-
tenbank (http:// genome3. cpmc.colum-
bia.edu/~legion/ index.html) wurde das
LPLA-Gen (plaA= PhospholipaseA Gen
Avon L. pneumophila, LPLA ist eine Un-
tergruppe von PLA) aufgefunden, in
E. coli kloniert und sequenziert (Gene-
bank Acession No. AF510106). Die abge-
leitete PlaA-Proteinsequenz enthilt die
Erkennungssequenz ,,GDSL, die typisch
fiir eine bestimmte Gruppe von lipolyti-
schen Enzymen (Lipasen, Phospholipa-
sen, Acyltransferasen und Hamolysine)
ist [39]. Diese Gruppe wird unter der Be-
zeichnung GDSL-Hydrolasen zusam-

mengefasst. Die vor wenigen Jahren neu
beschriebene Gruppe der GDSL-Hydro-
lasen weist 5 aufeinander folgende homo-
loge Proteinregionen (Block I-V) auf
[42]. Das Motiv GDSL, das das putative
nukleophile Agens Serin (S) enthilt, be-
findet sich in Block I [42]. Die Gruppe der
GDSL-Hydrolasen unterscheidet sich in
wesentlichen strukturellen Merkmalen
von den schon weit reichend erforschten
o/B-Hydrolasen [42]. Mitglieder der
GDSL-Hydrolasen findet man bei Gram-
negativen oder zellwandlosen Bakterien
sowie interessanterweise auch bei hohe-
ren Pflanzen ([43], Flieger und Cianciot-
to unverdffentlichte Beobachtung). Oft-
mals besitzen bakterielle Pathogene von
Pflanzen oder Tieren ein oder wie im Fall
von L. pneumophila sogar mehrere Gene,
die fiir ein GDSL-Protein kodieren ([28],
Flieger & Cianciotto unverdffentlichte Be-
obachtung). Beispiele hierfiir sind die Li-
pase EstA von Pseudomonas aeruginosa,
das Lezithin-abhéngige Himolysin von
Vibrio cholerae, die Azyltransferase
GCAT von Aeromonas hydrophila oder
der Typ-III-sekretierte Effektor SseJ von
Salmonella typhimurium. Die Enzyme
von A. hydrophila und S. typhimurium
wurden bereits als Pathogenitdtsfaktoren
charakterisiert [44, 45].
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Die Lysophospholipase A PlaA
hydrolysiert Lysophosphatidylcholin
und -glyzerol

Welche katalytische Aktivitdt besitzt die
Lysophospholipase A PlaA von L. pneu-
mophila? Ein plaA-enthaltender E.-coli-
Klon zeigte eine erhohte Fettsdurefreiset-
zung gegeniiber Lysophosphatidylcholin
als auch gegeniiber einem anderen Lyso-
phospholipid, dem Lysophosphatidylgly-
zerol, jedoch nicht gegeniiber Diazyl-
phospholipiden. Kulturiiberstdnde einer
L.-pneumophila-plaA-knock-out-Mutan-
te verloren iiber 90% ihrer Fahigkeit, Ly-
sophosphatidylcholin zu hydrolysieren.
Dies beweist erneut, dass L. pneumophila
mit PlaA ein Protein speziell fiir die Hy-
drolyse von Lysophospholipiden besitzt.
Da sich die Hydrolyse von Lysophospha-
tidylglyzerol nur um ca. 70-80% redu-
zierte, vermuten wir die Anwesenheit von
weiteren sekretierten Lysophospholipa-
se-Aktivitdten [28].

Die Lysophospholipase A PlaA spielt
eine Rolle bei der Entgiftung
von Lysophosphatidylcholin

Das Protein PlaA von L. pneumophila hy-
drolysiert Lysophosphatidylcholin. Somit
koénnte dieses Enzym eine besondere Rol-
le in der Detoxifikation des hamolyti-
schen Agens spielen, das von bakterieller
oder Wirts-Phospholipase A (z. B. aus
Lungensurfactant) im Laufe einer Infek-
tion generiert werden konnte. Tatsdchlich
ist die plaA-Mutante gegeniiber Lyso-
phosphatidylcholin empfindlicher als der
Wildtyp. Gleichzeitig schiitzt die Uberex-
pression von plaA das Bakterium voll-
standig vor der zytolytischen Aktivitdt
des Lysophospholipids [28].

Die Lysophospholipase A PlaA
ist fiir das intrazellulire Uberleben
von L. pneumophila entbehrlich

Da die Virulenz von L. pneumophila in
vielen Fillen mit der Fahigkeit korrelliert,
Wirtszellen wie Makrophagen oder auch
Amoben zu infizieren und sich in diesen
zu vermehren, interessierte uns, ob eine
plaA-Mutante des Bakteriums dazu noch
in der Lage ist. plaA-Mutanten zeigten
eine dem Wildtyp vergleichbare intrazel-
luldre Uberlebens- bzw. Vermehrungsfa-
higkeit in Amoben sowie in Ug37-Makro-
phagen. Dies bedeutet, dass plaA fiir das
Uberleben des Pathogens in der Wirtszel-



le nicht essenziell ist und z. B. durch ande-
re vorhandene Lysophospolipasen A
(s.oben) ersetzt werden konnte [28].

Ziele der zukiinftigen Forschung

Da wir bereits wissen, dass L. pneumophi-
la mehrere Phospholipasen A/Lysophos-
pholipasen A produziert, sollen in Zu-
kunft die entsprechenden Gene aufgefun-
den und die Proteine im Hinblick auf ih-
ren Beitrag zur Pathogenitét von Legio-
nellen erforscht werden. Zu diesem Zweck
sind biochemische Aufreinigungen von
L.-pneumophila-Zellkulturiiberstand ge-
plant. Proteine, die mit einer Phospholi-
pase-Aktivitit assoziieren, sollen N-ter-
minal sequenziert und die entsprechen-
den Gene mithilfe der Genomdatenbank
fiir L. pneumophila identifiziert werden.
Anschliefend sollen diese Gene in
L. pneumophila deletiert und die resultie-
renden Mutanten auf ihre intrazelluldre
Vermehrung in Wirtszellen sowie auf ih-
ren zytopathischen Effekt fiir eukaryonte
Zellen im Vergleich zum Wildtyp analy-
siert werden. Weiterhin sind Untersu-
chungen zur Inhibition dieser hydrolyti-
schen Enzyme mit dem Ziel der Entwick-
lung neuer therapeutischer Ansitze zur
Behandlung einer Legionellose und ande-
rer durch bakterielle Phospholipasen po-
tenzierte Pneumonien geplant. Von Inte-
resse ist auch, Zellkultursysteme zu ent-
wickeln, die dem tatsidchlichen in der
Lunge vorhandenen Milieu nahe sind,
d. h., es sollen Systeme etabliert werden,
die den Verlauf der Lungeninfektion
durch L. pneumophila in vitro exakter als
die bisherigen Zellkultursysteme wider-
spiegeln. In einem weiteren Projekt ver-
suchen wir, die Rolle von Phospholipasen
der Wirtszelle an der Entwicklung einer
Legionellenpneumonie zu bestimmen.
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