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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Legionella pneumophilest ein gramnegatives Bakterium, das sathintrazellulares Pathogen
nebenAmdben als natirlichen Wirt, auch in alveolaren Makrophagen vermehren kann. Dort
lost esdas Pontiad-ieber, oder in schwerwiegenderen Fallen die Legionarskrankheit aus,

welchedurch eine schwere Pneumonie charakterisiert ist.

Das Ziel dieser Arbeit war es ein Hochdurchsatzverfahren zu entwickeln. Durch dieses sollte
es ermoglicht werdemine grol3e Anzahl an Substanzen zu untersuchen und so eine erweiterte
Einsicht in die Inteaiktion zwischen Legionellen und Makrophagen zu gewinkBndieser
Methode wurden Proben einer miRNAbrary und Proben einer selbst zusammengestellten
Sammlung aus bioreaktiven Substanzen untersucht. Dabei wurde das Verhéltnis zwischen
infizierten und ncht-infiziertenZellensowie die Infektionsstarke abhangmnder Behandlung
bestimmt. Als Versuchsmodell dienten differenzierte THPZellen um Makrophagen zu

imitieren,diein Folgemit Legionellapneumophilades Stammes Corby infiziert wurden

Obwohl die Analyseler miRNALibrary technische Schwierigkeiten offenbaenntenmit
MiRNA-101-3p, miRNA106a5p und miRNA107, drei miRNAs identifiziert und validiert
werden die die Infektion der Makrophagen steigen. Uber Massenspektrometrie wurge
durch die miRNAs regulierte Proteine detektiemn Aufschluss dariber zu geben, wodurch
die Steigerung der Infektion bedingt igt. Folge zeigten sich mehrere Proteinklassen sowie
Signalwege, die durch die Transfiekt der miRNAs, eine veranderte Proteinkonzentration

aufwieserund eine potentielle Beteiligung in dieser Infektion haben

Durch die Analyse der bioreaktiven Substanzen wurdér25-hydroxy CholesterglH-89,
Fluoxetin, Forskolin und W, funf Substanzegefunden, die in diesem Infektionskontext
unbekannt warenDa die KontrolleAmitriptylin und Fluoxetin aldnhibitoren der sauren
Sphingomyelinasagieren, wurden miBenztropinund Perhexilinzwei weitere Substanzen
getestet, die dieses Protein inhibieren. Erneut zeigte sich eine starke Reduktion der
Infektionsrate, was auf die Relevanz dieses Protein wéhrend des Infektionsgeschehens
hindeutet.Dies wird auch dadurch bestarkt, dass sowohl Bjatkagen als auch Legionellen

die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase zu regulieren scheinen.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit eine Screévigthode etabliert die edrotz
Limitationen, erlaubt eineerhdhte Anzahl an Proben auf deren EinflussdagifLegionellen
Makrophagen Interaktion zu testen. Dien dendrei miRNAs sowie fiinf Substanzen

regulierten Proteinklassen und Signalwege geben Anhaltspunkte flr die weitere Forschung.
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Summary

Summary

Legionella pneumophiless a gramnegative bacterium which acts as an intracellular pathogen.
Its natural host are amoeba but it can also replicate in human alveolar macrophages. It causes
the so called pontiac fever, or in seveases thaocalledLegionnaires' disease. This disease

is a form atypical pneumonia.

The aim of this work was to develop and establish a-thghughput method to facilitate the
testing of a large number bfological and chemicadampleswithin the scope ot.egionella
infection With the analysis of thessamplesijt was the goal to increase the knowledfpeut

the interaction betweethe Legionellabacteria and macrophages. Samples originated from a
mMiRNA library as well as a setfreatel set of bioreactive substances. Dependent on the
treatment the output of the highroughput method was the ratio between infected and non
infected cells as well as the intensity of infectiéts an experimental modealifferentiated
THP-1 cells were usetd mimic alveolar macrophages that were subsequently infectetheith

Legionella pneumophilatrain Corby.

Even though thanalysis of the miRNA librardisplayed technical difficultiesniRNA-101-

3p, MIRNA-106a5p andmiRNA-107 could be identified andalidated to have a stimulating

effect on legionella infection. Mass spectrometry was performgiuiet light on which proteins

are regulated by these miRNAs and how this results in the increase of infection. Several classes
of proteins and pathways coul@ lidentified to be regulated upon miRNA transfection and

could be involved in thebservedstimulating effect on infection.

The analysis of bioreactive substances revealed five novel substances thakewieteslynot
known in this infection context. Theswere 25-hydroxy cholesterol, H89, fluoxetire,
forskoline and W-7. As amitriptylin andfluoxetin act asnhibitors of acid sphingomyelinase
two other inhibitors of this protein were subsequently te&edztropine as well as perhexiline
showed a similastrongdownregulation of infectigrwhich highlights the potential relevance
of this protein during infection. This is further reinforcedn@acrophages as well as bacteria

seem to regulate trecid sphingomyelinase

In summary, a higlthroughput method was established twath some limitations, facilitates
testing of an increased number of samples on their effect obetlfienella pneumopla —
macrophage interactioiihree miRNAs and five bioreactive substances were fouhdue an
effect in this setting ancegulatel protein classes and pathways will @substantial basis for

further scientific work.
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Einleitung Abschnitt:1.1

1 Einleitung
1.1 Makrophagen als elementarer Bestandteil des Immunsystems

1.1.1 Durch Hamatopoese generierte Zellen des Immunsystems

Der menschliche Koérper istnunterbrochen BakterieWiren, Pilzen und Parasiteausgesetzt.
Wahrend der Grol3teil dieser nicht pathogenbishdtigen Lebewesen eine Abwehr gegentber
Krankheitserregern, welche durch das Immunsystem gegeben ist. Diesagcheinh zwei

Systeme aufdas angeborene und das adaptive Immunsystem.

Das angeborene Immunsystdindet sich schorfriih in der Entwicklungsgeschichte der
Lebewesen und ist auch bei entfernteren Organismen wie Pflanzen oder Insekten sowie auch
schon in nehrzelligen Organismen vorhandé@&mas adaptive Immunsystem hingegen hat sich

vor rund 500 Millionen Jahreerst zu einendleutlichspateren Zeitpunkt entwickelt und findet

sichin dieser Form lediglicim Wirbeltieren(Flajnik und Kasahara 2010)

Zum angeborenen Immunsystem gehéren mechanische und physiologische Barrieren wie die
Haut, Schleimhauteaber auch Magensaumgelche Bakterienunspezifischabtétet. Daneben
beinhaltet das angeborene Immunsystem spezialisierte Zellen wie Granulozyten und
Makrophagen sowie Proteine wie Interleukine oder das KomplementsyStsnadaptive
Immunsystem beinhaltet ebenfalls spezialisierte ZellerBaignd T-Zellen sowie Antikorper.

Mit diesen ist es in der Lage sich anmichtverandernde Bestandteile vdPathogene
einzustellen und diestamiteffizienter als das angeborene Imraystem alleine zu bek&mpfen
(Chaplin 2010)

Die standige Neubildung von Zellen des angeborenédradaptiven Immunsystems ist Teil der
sogenannteflamatopoesewnelche nach Geburt grofdtenteils im Knochenmark stattfibaet
dieser werden eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen aus einer multipotenten
hamatopoetischen Stammzelle gebildet. Dieske@bhben die Eigenschaft sich im Zuge einer
asymmetrischen Teilung in eimgrekte Kopie der hAmatopoetischen Stammzelle sowie eine
myeloische oder lymphatische Vorlauferzelleteilen (Morrisonund Kimble 2006) Aus den
Vorlauferzellen kdnnenwie in Abbildung 1.1 gezeigt unterschiedliche Immunzellen
differenzierenDurch den lymphatischen Zweig kénnen nattirliche KillerzelledeBen sowie
T-Zellen gebildetwerden. Uber den myeloischen Zweig kommt es zur Bildung von
Thrombozyten, ErythrozytemMastzellen,Granulozyten (neutrophil, eosinophil und basophil)
sowie MonozytenAll diese Zellen haben trotz unterschiedstr Funktionen eine Beteiligung

amImmunsystem.
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Einleitung Abschnitt:1.1

Multipotente hamatopoetische
Stammzelle

|
l 1

Myelotische Lymphatische
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Abbildung 1.1: Abstammungsmodell immunrelevanter Zellen Dieses Schema stellt den graduellen Verladér

Hamatopoesevon multipotenten Stammzellen zu ausdifferenzierten Zellen dar. Entspreatler myeloischen oder
lymphatischen Abstammungslinie werdeabhéngig von Umwelteinflisseminterschiedlice Zellen gebildet, wobei
multipotente Eigenschaften stufenweise abnehmen.

Monozytenentwickeln sich aus differenzierten Myeloblasten, den Monoblasied stellen

eine Zwischenstufe in der Entwicklung zu Makrophagen daie Regulierung der
Differenzierung hin zu Monozyten ist ein komplexes Zusammenspiel vieler Faktoren, wobei
erhohte Konzentrationeder TranskriptionsfaktoreAR U. 1, GAT A1l hauptshchi@h EB P a
verantwortlich fur die Entstehung von Monozyten giidedman 2007)

Monozyten kdénnen beim Menschen anhand ihrer Express@n membrangebundenen
GlykoproteineCD14 und CD16 in drei Unterkategorien eingeteilt werden. Dabei wird eine
hohe Expression von C€CD14 wund kein CD16 al s
», I nter medi ar e refne hbdhe CO14 yirickinewnedriget CD16 Expression auf

wo hi n g e qiehtklassischer , Mo nenenetdrigeCD14 Expression undine hohe

Expression von CD16 aufweigdieglerHeitbrock, Ancuta et al. 2010)

1.1.2 Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

Wahrend der Differenzierung zu Monozyten verlassen diese Zellen das Knochemdark u
migrieren durch das Endothia den Blutkreislauf, woratiin sie sich m menschlicheiorper
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Einleitung Abschnitt:1.1

teilweisein der Milz ansammelnDiese dient im Menscheals Reservoir fir Monozytennd

kann diese bei einer Infektion freisetzefdwirski, Nahrendorf et al. 2009 Aus dem
Blutkreislauf gehen Monozyten bei Infektionen insd&etroffene Gewebe Uber und
differenzieren dabei zu Makrophageder dendritischen Zelleie genaue Zuordnung der
Funktionen und Unterschiede zwischen Makrophagen und dendritischen Zellen war lange
ungeklart und ist weiterhin Bestandteil von Diskussiqi@&@nhoux, Guilliams et al. 2016fine

in 2014 entwickelte Nomenklatur klassifiziert differenzierte Monozyten auetich als
Makrophagen wéahrend dendritische Zellen als Nachfolger eine®n Monozyten
unabhangigergemeinsamen dendritischen ZellfersentsteherfGuilliams, Ginhoux et al.

2014)

Makrophagen weisenach Rekrutierung in Gewebe aufgrund unterschiedlicher Stimulanzien
organspezifische Unterschiede auf, welche historisch unterschiedlich bewanden.
Abhangig von der Lokalisatiosind diese zum Beispiel Mikroglia im Gehirn, Kupffer
Sternzellen in der Leber, Chondroklasten mokpelgewebe oder Alveolaakrophagern der
Lunge. Auch anhand ihrer phagozytierten Substanzen kdnnen Makrophagesthirtlen
werden. So werden diegem Beispielnach Aufnahme vol&mosiderin ein Abbauprodukt

von Ferritin, Siderophagen genannt und kondench ihre Anwesenhedtls Nachweis flviele
Vorgéange im Korper diengiiRahimiundWoehrer 2017)Die Morphologie von Makrophagen
kann stark unterschiedlich sein, wobei durch Bildung von Filopodien im Rahmen der

Phagozytose eihohes Oberflachezu-Volumen Verhaltnigentsteht

Der MonozytenKolonienstimulierende FaktofM-CSH sowiederGranulozyteAMonozyten
Kolonienstimulierende FaktoGM-CSH stellen diezwei relevanten Zytokine dar mit
welchen dieMakrophagerHomoostasereguliert wird M-CSF reguliert die Anzahl von
Monozyten und Makrophagen in verschiedenen Gewdisndoer keinen Einfluss auf deren
Aktivierung. Aktiviert, also bereit gemacht fur eine Bedrohungssituation durch Pathogene,
werden diese Immunzellen durch GBBF, welches im Zuge von Entzindungen oder bei
einem Befall durch Pathogene ausgeschittet {iishachund Zlotnik 2016) Eine erhdhte
Expressiorvon M-CSF und GMCSFwurdeauch aufR3erhalb vdnfektionen bei einer Vielzahl

an Autoimmunerkrankungerestgestellt. Aus diesem Grund gelten die Zytokine und deren
dazugehdrigen Rezeptoren als vielversprechende Ziele fur therapeutische Ansétze durch
MedikamentgCannarile, Wedser et al. 2017)
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1.1.3 Funktionen von Makrophagen im Immunsystem

Makrophagen Gben Funktionen sowohlangeboreresowieim adaptivé Immunsystem aus.

Im Zuge des angeborenen Immunsystems muissen sie molekulare Strukturen von
Mikroorganismen detektieren. Riegeschieht Uber spezialisierte Rezeptoenyl(: pattern
recognition recepts;, PRFK5), die Pathogene anhand von charakteristischen Mustern,
sogenannterPathogerassoziierta molekulare Musten (PAMPs) erkennen und binden.
PAMPs sind Strukturmotive von Zellbestandteile oder Proteine, die meist zeitlich
unveranderlichn Mikroorganismen auftreten. Dies isiufig der Fall fur Komponenten der
bakteriellen Zellwand wie PeptidoglykanepoproteinesowieLipopolysaccharide (LPS) oder
Lipoteichonsaurerfir gramnegativebeziehungsweiseggrampositive BakterienAuch fir
menschliche Zellen unbekannte Substanzen oder Strukturen wie 5' TriphdsRh oder
Flagellen konnen der Erkennung durch PRRs diendnabhéngig von bakteriellen
Modifikationen kann auch eine ungewohnliche Lokalisation ansonsten bekannter Stoffe als
Erkennungsmerkmal fungierérornung, Ellegast et al. 2006, Ray, Cot et al. 2013, Hartmann
2017)

PRRs koénnen in verschieteKlassen anhand ihrer Lokalisation in der Zelle eingeteilt werden.
Membrangebundene PRRs beinhalten Fafinliche Rezeptorereiigl.: tolklike receptors
TLRs), Typ-C Lektin Rezeptoren (CLRspwie ScavengeRezeptorenPRRs im Zytoplasma
beinhaltenrNOD-&hnliche (NLRs) undRIG-I-ahnliche RezeptorefRLRs) (Kawai und Akira
2009) Die am besten @rschte Klasse ist die der TLRwelche 1985 entdeckt wurden
(Anderson, Jurgens et al. 198Bjese TransmembraAroteine sind evolutionar konserviert,
bilden meist Dimere mit sich selbst oder ander TLRs, und binden eine Vielzahl an
unterschiedlichehiganden DieselLigandenkdnnenvon Pathogenen wiBakterienundViren
stammen umfassemaber auchsogenannte Schadeassoziierten molekulare Marker (engl.
damageassociated molecular patteridAMPSs). Diese Abbauprodukte der Wirtszelle werden
zum Beispiel im Falle einer Verletzung fgeisetzt Durch die von TLRs ausgehenden
Regulationernnerhalb der Zellstellen diese auch ein interessantes Ziel fur Medikamente wie
Resiquimoddar, welche ebenfallsudgch TLRs gebunden werddhlattermann, Picard et al.
2007)

Kommt es zur Bindung von TLRs an entsprechende Liganwderen, abhangig von der Art
der TLRs,zwei mdglicheSignalkaskaden aktiviert bei denen die Signaltransduktion entweder
Uber MyD88 oderTRIF erfolgt. Nach Bindung von MyD88&n den TLR kommt es zur

Phosphorylierung von IRAK und schlie3lichzur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
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NF-k B Dies resultiert in der erhéhten Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNF, IL-1, IL-6, IL-8 und IL-12 (Arango Duqueund Descoteaux 2014, Deguinmd Barton
2014) Diese Zytokinebewirken eineStarkung der lokalelmmunantwort durch Rekrutieng

von zusatzlichen Immunzellen und Proteinen sowie der Aktivierung einer lokalen
Koagulationskaskadelie eine bakterielle Verbreitung unterbind®tedzhitov 2007) TLR4

und TLR3 sind in der Lage unabhangig von MyD88 uber TRIF die Expressiddf+&nBind

somit die gleichen Zytokine zu steuern umiduzierenzusatzlich die Expression von TYyp
Interferonen widFN-3 (Ullah, Sweet et al. 2016)

Vergleichbar mit TLRs binden CLRs ebenfadis breites Feld an unterschiedlichgeganden

wobei neben MAPK und anderen Faktoren widdlerk Bein zentrales regulatorisches Element
darstelt. In Folge deren Aktivierung werden, neben einer Zytokinausschuttung, viele weitere
zellulare Vorgange ausgeld@oving, Wilson et al. 2014)Ahnlichesist auch der Fall fir
ScavengeRezeptoren, wobei man urspringlich davon ausging, dass sie nur Lipoproteine
binden wirdenZani, Stephen et al. 2015NLRs sind in der Erkennung von PAMPs auf
bakteriellePeptidoglykanspezialisier{Caruso, Wener et al. 2014)ohingegen RLRdsSRNA
binden(Hornung, Ellegast et al. 2006)

Neben den beschriebenen Funktionen von Makrophagen im angeborenen Immunsystem
agieren diese auch im adaptiven Immunsystem.liber PRRs detektierten Bestandteile von
Pathogenen fihren zur Sekretion von Zytokinen und folglich auceiner Rekrutierung von
weiteren fir das adaptive Immunsystem relevamtemunzellen(Takeuchiund Akira 2010)

Zudem sind Makrophagenach Aufnahme von Pathogeném der Lage,im Zuge der
Phagozytosaliese zu degradieren und Antigene auf ihrer Zelloberflache zu prasentieren. Dies
geschieht mit Hilfe von MHC Typ Il Proteinedie zusammen mit dem Antigeson einemauf
nicht-aktiviertenT-Helfer ZellenbefindlichenT-Zell-Rezeptorgebundenverden.Wurde ein
valides Antigen présentiert resultiert dies in der Proliferation und Differenzierungtdelfar

Zelle zuTh1 oderTw2 Zellen abhangig von den umgebenden Zytoki(fRacheund Furuta

2015) Abhangig vom Typ der adulten-Helfer Zelle werden unterschiedliche Zytokine
sekretiert. FUMH1 Zellen sind dies unter anderdnterferony , -2 luid TNFE wohingegen

Tn2 ZellenlIL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 sekretieren. Durch Ausschiing dieser Zytokine
kommt es zur vermehrten Differenzierung voii&lfer Zellenvom gleichen Typ. Schliel3lich

fuhrt die erhohte Anwesenheit von differenzierteii@lfer Zellen zu eineBeeinflussung der
Aktivitat von Makrophagen und weiterBnmunzellen(Rocheund Furuta 2015)
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1.1.4 Die Polarisation von Makrophagen

Makrophagen deckedurch dieErkennungund Bekampfunginterschiedlichster Pathogene

der Rekrutierung zu Ort derEntziindung sowie derRegulation dieser in verschiedenen
Geweben ein breites Feldan Funktionerab. Dies bendtigt eine hohe Anpassungsfahigkeit
abhangig von der gegenwartigen Situation und wird durch spezialisierte Phanotypen maglich.
Fur Makrophagen wurden in der Vergangenheit zwei Polarisationen identifizéckiadsisch
aktivierten M1 Makrophagen sowie die alternativ aktivierten M2 Makrophégteim, Keshav

et al. 1992, Mis 2012) Diese Bezeichnungen stellen die Extremfornuar, die ein
Makrophage annehmen kann. Klassisch aktivierte M1 Makrophagen zeichnen sich gurch ih
effiziente Bekadmpfung von Mikroorganismen und Viren auSie sekretieren
proinflammatorische Zytokine und Chemikalien wie Sauerstoffradikale und verhinddm so
Ausbreitungder Pathogen&Zudem hat diese Polarisieruame negative Auswirkung auf die
Proliferation umgebender Zellemnd schadigt diese bei hoher Aktivitat sogar. Alternativ
aktivierte M2 Makrophagen haben entgegengesetzte Funktionen und sekretieren
antiinflammatorische ZytokineSie helfen dadurch bei der Heilung von Wunden und der
Reparatur von umliegenden Geweben. Sie unterdriicken die Aktivitat des Immunsystems und
fordern die Proliferation von Zellgtri, Guerfali et al. 2018)

Durch Messung von spezifischen Markern fur die jeweilige Polarsatonnen diese
voneinander unterschieden werden. Nach Analyse von M2 spezifischen Markern wurden
alternativ aktivierte Makrophagen sogar in vier Unterkategorien, gekennzeichnet durch den
Zusatz a bis d, eingeteilt, wobei es sich als schwierig heratsstdikse feineren
Unterscheidungenbei Experimentenin vivo zu verwenden( R8s zer. Digs® 15)
Unterkategorienwie auch die verwendete Nomenklatur der M1 und M2 Polarisation stellen
zur Kategorisierung vorMakrophagenin vitro einen kinstlichen Rahmen dadessen
Bedingungen sich in Organismaiersdten klar wiederfinden. Vielmehr ist ein flieRender
Ubergang zwischen den Extremformen der klassischen und alternativ aktivierten Makrophagen
zu beobachtefMurray, Allen et al. 2014)

1.2 Legionella pneumophila als Krankheitserreger

1.2.1 Die Gattung Legionella
Die Gattung_egionellaenthélt aktuell 67 Arte(Parte, Sarda Carbasse et al. 2033 stellen

gramnegative, aerobe Bakterien dar, deren optimale Wachstumsbedingungemeboei
Temperaturvon 35°C liegt, die abergut bis 55°C tberleben kénnefRKI 2019) Legionellen

haben die Eigenschaft atgrazellulares Pathogen andere Zellen zu infizieren.
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In der Natur diene ihnen daftir hauptsachlich Améband andere Protozoe(Fields 1996,
Richards, Von Dwingelo et al. 2013n menschengemachten Umgebund@mnen siein
vielen Wasserreservoiren, wi¢asserrohne, Klimaanlagen und Kuhlttrnmg Giberleber{Heng,
Goh et al. 1997, Garcileulgueiras, Navarro et al. 2008egionellen werden zudem haufig in

Blumenerde nachgewies€ateele, Moore et al. 1990)

1.2.2 Entdeckung als Krankheitserreger

In einem Hotel in Philadelphia war 1976 eine grof3e Anzahl der Beswarereiner
Lungenentziindung betroffen. Im spateren Verlauf verstarben 29 der 181 erkrankteEiGaste.
Groldteil der Besucher war zu diesem Zeitpuits USKriegsveteranen Teil einer
Organisation, deAmerican LegionEin Jahr spater wurde77LegionellapneumophilgL.p.)

als Verursacher dieser Epidemie identifiziert, welche sich in der Klimaanlage vermelmt hatte
In Folge wurde dise Art der Lungenentzindung nach der Veteranenvereinigung als

Legionarskrankheit benan(@artram 2007)

Es wurde festgestellt, dass sich Legionellen in Protozoen, vorwiegend Amdben, eermehr
Dies fuhrte zur Annahme, dass diese auch in menschlichen Makrophagen zur Redikagion
sein konnten, ddiese Zellermehrere Parallelen zu Amdben aufweigBowbotham 1980)

Die Infektion von Makrophagen erfolgt Uber dideren Atemwege. Die Aufnahme der
Bakterien erfolgt daei durch Einatmen von kontaminierten Aerosoldregionella
pneumophilades Serotyps 1 stellt den Verursacher dar, der fir den Grof3teil aller menschlichen

Infektionenverantwortlich is{Yu, Plouffe et al. 2002)

Bei einer Infektion mit Legionellen kommt es nicht immer zur Auspragatgr
Legionaskrankheitspezifischen Symptome. Beéiusbleiben der Lungenentziumrg, aber
Auftreten von grippeéhnlichen Symptomen spricht man vom sogenannten Pontiac Fieber.
Diesesist benannt nach der U&nerikanischen Stadity der 1968 mehrere Mitarbeiter des
Gesundheitsamtesrkrankten. Die Ursache wurde emsach einem Jahrzehnt durch die
Entdeckung der Legionellen aufgekl@@lick, Gregg et al. 1978)

1.2.3 Legionella pneumophila

Legionella pneumophilast ein aerobes, gramnegatives, stdbchenférmiges BakteBkismst
durchschnittlich 2am lang und besitzt ein 3,44 Mb @gdes GenomL. pneumophilehat ein

polar lokalisiertes Flagellunist nichtvon einerKapselumgeberund bendtigexterne Quellen

an Cysteinund Eisen(lll) um zu tberleberLegionellen kénnen Biofilme bilderwas ihnen
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neben zusatzlichem Schutz wWmwelteinflissen ermdglichsichaul3erhalb natirlicmeuch

in vielen menschengemachten Umgebungen anzusi@dlatielNour, Duncan et al. 2013)

Als gramnegatives Bakterium besitzt pneumophilaeine doppelschichtige Zellwand, wobei

sich auf der &ulReren Membran Lipopolysaccharide befinden. Dieses LPS stellt das vorwiegende
Antigen dargegen dadlenschen Antikérpebilden Bei einer Infektion fungiert das LPS der
Legionellen unter anderem als primére Verankerung an Wirtz@dlewalczyk, Chmiel et al.

2021) Im Gegensatz zu LPS anderer Gammaproteobakterien wird LPB. ywreumophila

von TLR2 statt TLR4 erkannt. Dies resultiert, reguliert Uber MyD88, in der Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen und in der Beseitigung der Infeki&@rard, Pedron et al.

2003, Archer, Alexopoulou et al. 2009, Shim, Kim et al. 2009)

Legionellen besitzen verschiedene ®&tilbnssysteme mit denen sahangig vom befallenen
Wirtsorganismugeine Vielzahl vorEffektorproteina in dessen Zelletransferieren und deren
Verhalten modifizieren kbnnen. Wahrend die Typ 2 und Typ 4 Sekretionssysteme (T4SS) in
allen Legionellastammen vorkommen, besilzt pneumophila zuséatzlich ein Typ 1
SekretionssysterfQin, Zhou et al. 2017, Gomazalero, Rusniok et al. 2019Yon den T4SS

hat vor allem das Dot/lcnSystemeine essentielle Funktion wahrend einer Infektroit

L. pneumophilaSo sind dessen sekretierte Protemodwendig um sich innerhallon Amdben
sowiemenschlichen €llen zu etablieren und zu vermehr@arra, Blander et al. 1992, Berger
undlisberg 1993)
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1.2.4 Der intrazellulare Lebenszyklus von Legionella pneumophila

L. pneumophM

O Zellkern

( J
Mitochondrium

Endoplasmatisches
Retikulum Zytoplasma

Abbildung 1.2: Aufnahme und Etablierung der Legionellen Vakuole Nach Aufnahme einer Legionelle werden innerhalb
weniger Minuten Vesikel, ausgehend vom Endoplasmatischen Retikulum (ER), rekwetiettesich an die Legionellen
enthaltende Vakuole an (LEVAnlagern Eine Rekrutierung ist auch fur Mitochondrien zu beobachten. Die die LEV
umgebenden Vesikel breiten sich Uber die Oberflache der LEV aus, verbinden sich, und nehmen Uber einen Zeitraum von
wenigen Stunden zusammen mit Ribosomen eine Form an, die der des rauen ER gleicht. Innerhalb dieses abgeschlossenen
Systems vermehrt sich das Bakterium und tritt nach rund 16 h aus der Wirtszelle aus indem es die Lyse diesAdaintiieitet.
nach(lsberg, O'Connor et al. 2009)

Wird ein nicht pathogenes Bakterium von Makrophagen aufgenopkoemt es zur Bildung

eines Endosoms im Rahmen der Phagozytasspéateren Verlauusioniert dieses mit eam
Lysosom und das Bakterium wird in einéindolysosondegradiertLegionella pneumophila
umgeht diee Degradatiomdem es die Fusion mit Lysosomen unterbinchet ein abgetrenntes
Zellkompartiment, dieLegionellerenthaltenden Vakuole (LEV), etabliefHorwitz 1983,
Horwitz und Maxfield 1984) Fir die erfolgreiche Bildung der LEV und das daran
anschlieBenel Wachstum der Legionellen innerhalb diesst das Dot/lcm T4SS System
notwendig. Durch dieses werden tber 300 Effektorproteine in die Wirtszelle sekretiert, zu deren
Funktionen es unter anderem gehort, Einfluss darauf zu nehmen wie der intrazellulare
Vesikeltransport reguliert wirgNagai, Kagan et al. 2002)n Folge dieser Beeinflussung
werden Vesikel des Wirtes rekrutiert, welchaschlieRendn der Néhe des Bakteriums
lokalisieren und eine Struktur, ahnlich derdes endoplasmatischen Retikims (ER),
nactbilden (Swansonund Isberg 1995, Derrénd Isberg 2004) Dies wird auch durch die

Anwesenheit von Ribosomen unterstifatney, Harb et al. 2001)
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Der ungefahrezeitliche Ablauf énes Lebenszyklus voh. pneumophilain menschlichen
Makrophagen ist inAbbildung 1.2 gezeigt wobei es innerhalb weniger Minuten zur
Rekrutierung von ¥sikeln und anschliel3end der Bildung der LEV kommt und ein Austreten

aus der Wirtszelle nach ungefahr 16 Stunden stattfindet.

Die Nachbildung einer Makrophagen Organelle, d4&V, erlaubt es den Bakterien sich
geschutzt zu replizieren. Das fur die Membrabenotige Material stammt aus umgeleiteten
Vesikeln welche vom ER abgeschieden wigentlichzum GolgtApparat transportiert werden
(KaganundRoy 2002) Die rekrutierten Vesikel fusionieren mit der LEV, wobei der Inhalt des
Lumens in die LEV Ubergehind so neben Lipiden auch Proteine aufgenommen werden
(Kagan, Stein et al. 2004, Robinsamd Roy 2006)

Nach erfolgreicher Etablierung der LEV vermehrt dicilpneumophilan dieser, wobei tUber
die Dauer der Infektion unterschiedliche Signalwage Wirtesnodifiziert werdenum jeweils
optimale Wachstumsbedingungen zu ermdglicligiese Regulationen sind ladéngig vom
gegenwartigen Stand der Infektion ubetreffen einzelne Substrate wie Phosphotyrosin
(Kaneko, Stogios et al. 2018ginzelne Signalwege wie den ibgpo Signalweg(Lee und
Machner 2018) oder Effektoren mit Einfluss auf die gesaniteanskriptionwie NF-k B
(Bartfeld, Engels et al. 2009)

Die Anwesenheit von intrazellularen Pathogenenbegorellenbenétigt eine Einflussnahme

auf die Regulation des Zelltods, damit es von Seiten desdMitht zum Absterbester Zellen

in Folge derimmunantwort kommtDaflr besitztL. pneumophilanehrere Effektorproteine

und Substratewelche dieAktivitat von proapoptotischen Proteinar@hrend der bakteriellen
ReplikationeinschrankeiiLaguna, Creasey et al. 2006, Banga, Gao et al. 2007, Luo. 2Qf1)

der anderen Seite wird nach abgeschlossener Vermehrung ab einem bestimmten Zeitpunkt die
Freisetzung des Bakteriums notig. pneumophilakann den Tod der Wirtszelle é@beine
Vielzahl anSystema induzierenund regulierenSo lauft ein grof3er Teil der Regulation tber
sekretierte Effektorproteinentwedemit Ahnlichkeit zu eukaryotischen E3 Ubiquitin Ligasen
(Kubori, Hyakutake et al. 28, Lin, Doms et al. 2015, Lin, Lucas et al. 2QX&)er mit einem
Einfluss auf die Aktivitat von Wirtsproteinen, welche fur Ubiquitinierung relevaind
(EnsmingemundlIsberg 2010)Alternativ besitzL. pneumophilauch die Fahigkeit Caspa8e
Aktivitat zu induziererund so die Apoptose der Makrophagen einzuldifdm, Hammad et al.
2013) Die durch den Tod der Wirtszelle freigesetzten Legionellen kénnen im Anschluss

weitere Makrophagen infizieren, wodurch sich, wenn nicht eine entsprechendedntmarnt
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oder antimikrobielle Behandlung zur Verfiigung steht, der Gesundheitszustand des betroffenen

Menschen verschlechtert.

1.2.5 Erkennung von Legionella pneumophila durch Makrophagen

Bei einer Infektion mit_egionella pneumophilatehen dem Immunsystem zurtBldion und
Bekampfung dieser mehrere Optionen zur Verflgung. Dabei kdnnen Makrophagen die
Bakterien anhand von PRRs erkennen und in Folge Malinahmen zur Beseitigung der Bakterien
ergreifen. Die Erkennung erfolgt unter anderem tber TLRs, NLRs und mélhidensaure
bindende ProteineAbbildung 1.3 zeigt eine Ubersicht tber die in der Erkennung von

Legionellen involvierten Signalwege.

Relevante TLRs beiirer Infektion mit Legionellen sind TLR2, TLR5 und TLR9, welche
jeweils LPS, Flagellin beziehungsweise bakterielle DNA in Enda Phagosomen binden.
Obwohl LPS in der Regel Giber TLR4 detektiert wist dies bei Legionellen nicht der Fall
(Girard, Pedron et al. 20Q3yur die drei involvierten TLRs erfolgt eine Signalkaskade Uber
MyD88 und resultiert in der Produéh von antibakteriellen Zytokinen und der Rekrutierung

von weiteren Immunzellewie neutrophilen GranulozytdiCasson, Doerner et al. 2017)

Die Erkennung von Peptidoddsin erfolgt Gber die NLRs NOD1 und NOD&Iche in Folge

tber RIP2 die Aktivitdt vorNF-kB steigern und vergleichbar mit TLRs die Sekretion von
Zytokinen beeinflusse(Mukherjee, Hovingh et al. 2019DPie Detektion von Flagellin wird
durch einen Proteinkoptex ermaoglicht der neben dem Adaptorprotein ASC und daran
gebundenen P¥Gaspase auch die NLRs NLRC4 urttimaneqNAIP enthélt. Durch Bindung

von Flagellin wird aktivierte Caspadefreigesetztwas zurProzessierungon IL-13 undIL-

18 fuhrt und umbhangig davon durch Spaltung von Gasdermin D die Pyroptose einleitet.
Caspasel und Caspas® werdendurch bakterielles LPS aktiviert und fiémrebenfalls zum

Tod der Zelle durch Pyroptogdaujoks, Lippmann et al. 2018)

Nukleinsduren aus bakteriellem Ursprung wie DNA und RNA stellen ebenfalls Ziele fur die
Erkennung durch geeignete Rezeptomsr. Doppelstrangige DNA wird aufgrund der
undblichen Lokalisation im Zytoplasma statt des Zellkerns durch cGAS gehundimes
daraufhin zyklisches GMRMP (cGAMP) alssekundéare Botenstoff produziert. Bindung
durch STING fuhrt zur Aktivierungron TBK1, des TranskriptionsfaktordRF3 und der
Produktion vonlFN-f. Doppelstrangige RNA wird Gb&1G-I und MDAS erkannf was zur
Bindung an MAVS fuhrt. MAVS aktiviert die TranskriptionsfaktordiF-kB und IRF3, was

zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine fi(lvaujoks, Lippmann et al. 28).
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Abbildung 1.3: Erkennung von Legionella pneumophiladurch Makrophagen. L. pneumophilavird durch TLR2 und TLR5

an der Zelloberflache detektiert wohingegen eine Erkennung in Phagosomen UbestattfR@let Diese veranlassen Uber
MyD88 und NFkB die Produktion von proinflammatorischen ZytokinBi©oD1, NOD2, MDA5, RIGI, cGAS, NLRC4 und
humanesNAIP detektieren mit Peptidoglycan, RNA, DNA und Flagellin bakterielle Bestandteile und induzieren die
Transkription verschiedener proinflammatorischer Protsimie die Aktivierung von Caspask die zur Freisetzungler
Entziindungsfaktoren HLB und IL-18 fuihrt. Die Detektion von LPS Uber p@aspasel/5 resultiert in der Pyroptose der
Wirtszelle.Adaptiert naci{Naujoks, Lippmann et al. 2018)

1.3 microRNAs

1.3.1 Entdeckung und Einordnung von microRNAs

Die Entdeckung von microRNAs (miRNAs) geht eng einher mit der Entdeckung der RNA
Interferenz(RNAI). Die Idee, dass die RNA des komplementaren Strangsn&NA, die
sogenannte Antisendg@NA, einen Einfluss auf die Translation der mRNA haben kdnnte
bestand schon deutlictor der Entdeckung von RNAi oder miRNAs. Das Phdnomen tauchte
1984 auf, als Antisens&NA zur dazugehdrigen mRNA im Verhaltnis 100:1 degewurde

und so die Expression der Thymidin Kinase des Herpes simplex Virus einscl{tfzaktand
Weintraub 1984)Auch bei Pflanzenexperimenten bemerkte man den inhibitorischen Effekt auf
die Expression. Dabei wurde meistens die Beobachtung gemachtlidaSsgebnisse den
Erwartungen entgegengesetzt waren. So wurde zum Beispiel 1990 festgestellt, dass sich die
Blatter von Petunientrotz Uberexpression der Chalk@ynthase, einem Enzym das
maf3geblich an der Farbung der Blatter beteiligt ist, nicht verdienkesondern sogar heller

wurden(Napoli, Lanieux et al. 1990)
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Man bemerktel993 in einer Studie mit dem Nematod@aenorhabditis elegansdass
Transkripte eines essentiellen Gens nicht zu Proteinen translatiert werden. Zwei der Transkripte
kodierten kurze 22 beziehungsweise 61 Nukleotid lange RNAs, deren Seqaenaéernd
komplementér zu einer Region Bn’ u nt rreBersi¢th@ UUTR® warerDie langere der
beiden RNAswvies zwei Bereiche auf, die komplementar zueinander waren und bildete dadurch
eine Stamnchleifen Struktur aus. Sie diente als Vorstufe in der Prozessierung der kiirzeren
RNA. Durch die Komplementaritat zur@3TR wurde vermutet, dassahrscheinlich einRNA-

RNA Interaktionvorlag(Lee, Feinbaum et al. 1993)

Nachdem in vorherigen Pflanzenexperimenten beobachtet wurde, dass die Expression
bestimmter Virussequenzen eine erhtéhte Resistenz gegenuber diesen Viren zur Fglge hatte
wollte man das System umdrehen. Dazu infizierte man Pflanzen mit Viren, welchen eine
AntisenseSequenz eingebaut wurde, woraufhin die Expression des Gens in der Pflanze sank
(Kumagni, Donson et al. 1995AIs Uberbegriff fir alle Beobachtungen von reduzierter
Expression durch Antisend®NA wurde posttranskriptionelles GeS8ilencing verwendet,

wobei der genaue molekulare Ablauf weiterhin unbekann{iepickerund Montagu 1997)

Die Aufklarung wie es zur Expressionsreduktion kommt gelang Fire und Mello 1998 bei
Experimenten mi€. elegansSie beobackten, dass eine effiziente Regulation des Zielproteins
nur stattfand, wenn doppelstréangige R{MBRNA)injiziert wurde, nicht aber bei Injektion von
MRNA oder komplementéarer AntiseRB&A (Fire, Xu et al. 1998)Sie erkannten dabei auch,
dass die Effekte nictstochiometrisclabliefen, so dass bereits kleine Mengens®NA grol3e
Wirkung zeigterund eine katalytische oder verstarkende Komponente dementsprechend Tell
des Prozesses sein muss. Diesen Prozess bezeicAndtew Fire und Craig Mellals RNA
Interferenz (RNAIi) und wurden 2006 fur die Entdeckung spétereAufklarung mit dem
Nobelpres ausgezeichneZwei Jahre nach Entdeckung der RNAI stellte man fest, dass
zugegebene dsRNA von einer unbekannten dsRpk¥xifischen Nuklease in 2B Nukleotid

lange Stiicke geschnitten wird und anschlieRend vermutlich durch eineal#EpRgige
Helikase inihre Einzelstrange aufgetrennt werden. Dabei bleibt der Antiseinaag mitdem
Nuklease und Helikaseenthaltenden Komplex verbunden und bindemit diesem
komplementér an digiel-mRNA. In Folge kommt es zur Spaltung der mR{z&amore, Tuschl

et al. 2000) Es wurde vermutet, dass die Zugabe von langen dsRNAs fiur den beabsichtigten
Effekt nicht von Noten sei unblereits kurze 21 Nukleotid lange Stickegenannte siRNAs
(engl.: small interfering RNAs zur Expressionsminderung fuhren, was in Folge auch

nachgewiesen wurd&lbashir, Harborth et al. 2001)
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Kurz nachdem das Modell der RNAi vero6ffentlicht wurde konnten essentielle Bestandteile
bestimmtund das Modell erweitert werden. Die zuvor unbekannte Nuklease wurde als
Endoribonuklease Dicedentifiziert (Bernstein, Caudy et al. 2001)nd ein aktualisiertes
Modell vorgestellt umauch die beobachtete katalytischbeziehungsweise verstarkende
Komponentezu berticksichtiga (Sijen, Fleenor et al. 2001)ies wurdezum einerdurch die
Wiederverwendungler mRNA schneidenden Endonukleages RNAinduzierten Silencing
Komplexes (RISG)erreicht(Hammond, Bernstein et al. 200@um anderen sollte eine RNA
abhangige RNAPolymerase aus verwendeten AntiseR&¥As die urspriingliche dsRNA
herstellen und so deren WirksamKéitdern.Die Vorarbeiten fur das Modell der RNAi wurden
vorwiegend mitC. elegangddurchgefuhrt in welchem ee¢ RNAabhéngige RNAPolymerase
bekannt war. Obwohl eine vergleichbare Polymerase in Menschen vermutet wurde konnte ein
Protein mit solcher Funktion erst deutlich spater nachgewiesen w@iaga und Masutomi

2011) Abbildung 1.4zeigtdas erweiterte Modetler RNAivon 2001.

Bevor die Namenskonvention microRNAs beziehungsweise miRNAs aufkam war von kurzen
RNAs wie linr4 und let7 bekannt, dass diese die Expression von Genostiranskriptionell
regulieren. Sowohl die Lange als aucheteBiogenese entsprach denen der siRNAs, welche
im Zuge der RNAI ihreadressierteinRNAs degradieren. Diese Degradation trat bei dieser
Klasse an RNAs, bis dah#tRNAs engl.:small temporal RNAgyenanntnicht auf.Durch die

zwei unterschiedlichen Regtionsmechanismen wurde klar, dass es sich um zwei Klassen an
RNAs handeln muss, wobei aufgrund der vergleichbaren Biogenese und Integration in RISC
unklar war, worin die Unterschiede lagéuf die neue Bezeichnung miRNA einigten sich drei
Forschungsgrupmm 2001 und stellten fest, dass es neben den zwei bekannten Vertretern lin
und let7 eine Vielzahl an bislang unbekannt®iRNAs gab(LagosQuintana, Rauhut et al.
2001, Lau, Lim et al. 2001, Leend Ambros 2001)

Da zuvor nur lird und let7 als miRNAs bekannt waren, bezogen sich zu diesem Zeitpunkt alle
Vermutungen uber die unterschiedliche Wirkung gegeniber siRNAs auf diese. Bei beiden
mMiRNAs wurde beobachtet, dass deren Komplementaritat nicht durchgéngig ist und in der Mitte
der RNA nichtkomplementare Basearorhanden sindDaraufhin bestand die Annalendass

dies der Grund fir die Repression der Translation ohne mRNA Degradation ist. Zudem wurde
vermutet, dass miRNAs durch die resultierende Sekundarstruktur eventuell andere Proteine
rekrutieren beziehungsweise verdrangen kdnnen oder durch Bindungere &NAs deren
Bindung von mRNAs verhindern konnéambros 2001)
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Abbildung 1.4: Erweitertes Modell der RNA Interferenz. Die Effizienz der RNA Interferenz wurde erklart durch die
Wiederverwendung von bereits genutzten R§ladenen RISC Komplexen (rechte Seite) dacth dieAmplifikation der

siRNAs Uiber eine RNAabhangige RNAPolymeraseAdaptiert nach{Sijen, Fleenor et al. 2001)

1.3.2 Transkription und Prozessierung von miRNAs

miRNAs konnen sowohl aus Teilen bekannter Gene sowie nicht annotierten Bereichen des

Genoms entstehen. Dazu werden diese Bereiche durch RNA Polymerase 1l oder RNA

Polymerase Il transkribier¥iele miRNAkodierende Bereiche befinden sich in Clusterd un

werden spezifisch durch eine der beiden Polymerasen transkribiert, wobei einzelne miRNAs

auch unabhangig von anderen im Cluster reguliert werden kénnen. Beide RNA Polymerasen

erkennen spezifische Promotbeziehungsweise TerminaiBequenzen undie Aktivitat der
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einzelnen Polymerasen kailber eine Vielzahl an Regulationsmdéglichkejtere zum Beispiel
Transkriptionsfaktorermodifiziert werden. Die durch die Transkription entstehenden primaren
MiRNAs (primiRNA) konnen polyadenyliert und mit eine-Cap versehen sein, was

kennzeichnend fur die Prozessierung durch RNA Polymerase Il ist.

Die transkribierten prmiRNAs bilden aufgrund ihrer Sequenz eine sogenannte Haarnadel
Struktur €ngl.: hairpin, die bei den meisten pmiRNAs aus 33 komplementarendgmpaaren

und einer Schleife ohne Komplementaritat zueinander besteht. Zudem sind in der Regel die
letzten Nukleotide am’'3nd5 Ende der RNA nicht komplementéar.

Bei mehreren miRNAs wurden posttranskriptionelle Modifizierungen der RNA festgestellt,
welche in der Regel durch Adenosin Deaminasen wie ADAR eingebracht werden. Diese
Enzyme binden an dsRNA und konvertieren Adenosin zu Inosinymasschiedliche Effekte

zur Folge haben kann. Die Auswirkungen reichen von variierter Prozessierungdikirch
RNasn Il Drosha oder Dicer hin zu veranderter Spezifitat gegenubemB®As(Tomaselli,
Bonamassa et al. 2013)

Die primiRNA wird noch im Zellkerndurch den sogenannten Mikroprozeskomplex
gespalten. Dieser Komplex enthdlie Typ Il RNase Drosha sowiglie RNA-bindende
Komponente DGCR&ei der endonukleolytischen Spaltung dermiRNA dient DGCRS8 der
doppelstrangige Teil der Haarnadluktur als Bindestelle und kann mit Hilfe dénudd5 '
nichtkomplementaren Basen die Spaltungsstelle exakt fests&ieeRrozessierung der pri
MiRNA durch Drosha und DGCRS8 resultiert in einer verkirzten Haal&tdektur, die pre

mMiRNA genannt wirdBei miRNAs die sich in Introns befinden besteht die Ntteit, dass

die durch das Spleil3en entstehende RNA die Struktur einenipdA aufweist. In diesem

Fall wird die Prozessierung durch Drosha und DGCR8 umgangen und man spricht von Mirtrons
(Winter, Jung et al. 2009)

Der Transferder premiRNA vom Zellkern in das Zytoplasma wird durch Expoiirund
RanGTPermdglicht. Angekommen im Zytoplasma wird die pr@RNA lber RISC weiter
prozessiert und kann mit diesem ihre Funktion austben. Zur Formierung dieses
Proteinkomplexes muss die préRNA durch denaus deiTyp Ill RNase Dicer, dem dsRNA
bindenden Proteinen TRBP und PAG®dwie der Hauptkomponente Ago2 tedsenden RISC
LadeKomplex (RLC) gebunden werdem Folge wird die einzelstrangige Schleife der-pre
mMiRNA durch Dicer entfernt. Dabei entstehte22 Nukleotid langes doppelstrangiB&NA

mit zwei Nukleotid langen Uberhangen an beideBrglen(Heyam, Lags et al. 2015)
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Nach dem Abtrennen der Schleife dissoziieren Dicer, TRBP und PACT von der miRNA und
diese wird durch eine unbestimmte Helikase in ihre Einzelstrange aufgetrennt. Nur einer der
beiden Strange kann an mMRNAs bindend].: guide strang wohingegen der Strang mit der
hoheren thermalynamischen Stabilitat abh Ende der RNA degradiert wir@itgl.: passenger
strand. In dieser Form kann die nun fertig prozessierte miRNA zusammen mit Ago2 die
regulatorischen Funktionen auf die mRNA ausufwmter, Jung et al. 2009)
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\ 5
\ 3
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BP Schneiden

3v” :
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' 5' g
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Abbildung 1.5: miRNA Biogenese, Bindungsoptionen und AuswirkungermiRNAs werden durch RNA Polymerase II/111
transkribiert. Die entstandene miRNA wird durchDGCR8 und Drosha zur pmiRNA geschnitten und Uber Exportin

aus dem Nuleus exportiert. Dort wird sie Uber TRBP und Dicer in ihre endgultige Form, einen miRNA Duplex, geschnitten.
Ein Stang des Duplexes wird zusammen mit Ago2 in den RISC Komplex geladen und kann daruber zur Degradation einer
MRNA oder zur Repression, Aktiviang oder Stimulierung der Translation dieser mRNA flihdelaptiert nactWinter, Jung

et al. 2009, Ling, Fabbri et al. 2013, Heyam, Lagos et al. 2015.
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1.3.3 Auswirkungen von miRNAs auf adressierte mRNAs

Zusammen mit Ago2 kann eine fertig prozessierte miRNA i8GRKomplex an geeignete
Bindestellen in mMRNAs binden. Die Spezifitat gegenuber einzéimerestellerentsteht tber
eine perfekte Sequenzkomplementaritatvischenden Nukleotiden 2 der miRNAund der
MRNA. Diese Region der miRNA wird als sogenannte S&sgion bezeichnet.

In der Regel finden sich die Bindestellen der regulierten mRNAs in dét¢fR3 doch auch
Bindungen an die'8JTR sowie innerhalb der kodierenden Sequenz sind bekannt. Gebunden
an die mRNA kommt es meist zu einer Deadenylierung der mRN& so verringerter
Stabilitat. In selteneren Fallen kommt es zur Degradation der mMRNA durch endonukleolytische
Spaltungoder zur Blockierung der Ribosomen durch Abdecken von Bindestellen. Obwohl
mMiRNAs ublicherweise eine reduzierte Expression von-iieNAs zur Folge haben gibt es
auch Falle in denedie Translation stimulienvird. Dies geschieht Ublicherweise durch eine
Blockade von reprimierendeteziehungsweisedestabilisierenden Faktorender durch

Rekrutierung von translationsférdernden Faktqieng, Fabbri et al. 2013)

1.3.4 miRNA-Nomenklatur

Um miRNAs enheitlich zu benennen wurde ein System etablaais auch in Teilen die
Herkunft einzelner miRNAs klaren kann. miRNAs werden in der Reihenfolge ihrer Entdeckung
nummeriert und wahrend bis Anfang des Jahrhunderts nur sehr wenige Vertreter bekannt
waren ist derenAnzahl schnell in niedrigeierstelligeBereiche angewachsen.

Da uber die Zeit immer mehr Methoden zur Identifikation kurzer RE#tsvickeltwurden
muss bei miRNAs mit hohen Indikatoren darauf geachtet werdbngine miRNA
Funktionalitat vorliegy Trotz einer entsprechenden Charakteristok rund 21 Nukleotiden
kann eine solche RNA andere Funktionen besitzen undfdissélicherweise in Datenbanken

vertreten sein.

Wird hsamiR-106a5p als Beispiel fur die Benennung von miRNAs verwendet bezerctie
ersten drei Buchstabdrsaden OrganismubBomo sapiensmiR zeigt an, dass es sich um die
endglltig prozessierte Variante der miRNB6a handelt, wohingegenir das miRNA Gen,

die primiRNA oder die praniRNA bezeichnet. Buchstaben nach der Aatd 106a geben
Varianten an, wenn sich miRNAs durch wenige Nukleotide unterscheiden wohingegen
abgesetzte Zahlen wie bei miR5-1 und miR1052 identische miRNAs aus unterschiedlichen

genomischen Quellen beschreiben.
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Da nur einer der beiden miRNA Stranger guide strangdeine Funktion ausibt wird der nicht
genutzte, depassenger strananit einem Stern markiert wie zum Beispiel bei rliB6a* Ist

nicht bekannt von welchem der beiden Strange die Funktion ausgeht kdnnen die Strange wie
bei miR-106a5p mit 3 oder 5p versehen werden um eine eindeutige Zuordnung'zuaer3

5 Strang zu gewalwisten

Da esbei einigen praniRNAs durch Modifikatione der Sequenz zu Varianten kommen kann,
resultiert eine preniRNA nicht notwendigerweise in einérariante fertig prozessierter
miRNA. Diese sogenannten IsomiRs stellen zusammen mit,rdi®grotz unterschiedlicher
Sequenz aus einer Quelle stamm&amsnahmen der sonst Ublichen Biogenese dar und werden

bislang nicht systematisch benannt.

Da miRNA kodigende Bereiche haufig in Clustern in rdumlicher Nahe zueinander liegen
werden diese Bereiche mit Vertretern dieses Clusters benannt. Dabei wird wie beftid miR
Cluster beziehungsweise mi-92 Cluster entweder die miRNA mit der kleinsten Zahl oder
die miRNAs mit der kleinsten und grof3ten Zahl als Indikator verwefBleskaramndMohan
2014)

1.4 Zielsetzungen dieser Arbeit

Mit Blick auf die durch Legionellemusgeltsten Krankheiten war das Ziel dieser Arbeit das
Verstandnis der zugrundeliegenden Baktekdints-Interaktion zu verbessern. Insbesondere
sollte die Fragebeantwortet werdenwelche Signalwegealie LegionelleAMakrophagen
Interaktion beeinflussen. 2a sollte ein Screenirgerfahren entwickelt werden, das es erlaubt
mMiRNAs und bioreaktive Substanzen zu ermitteln, diesaliafektion beeinflussenDabei

wurde beabsichtigt dieses Verfahren mdglichst automatisiert zu gestalten, so dass damit eine
grofRe Anzahl an Testsubstanzen untersucht werden Kai@s. bezog sich sowohl auf die
Probenbearbeitung als auduf die endgiltige Messmethode die Uber automatisierte

Mikroskopie erfolgen sollte.

Durch Experimente mit miRNAs und bioreaktiv&ubstanzen sollten die Anforderungen
Prozessschritteund Limitationen eines solchen Screeniyerfahrens bestimmt werden.
Dartber hinaus sollterdurch die weitere Untersuchung von positiv validierten Kandidaten
deren Wirkmechanismen aufgeklart und deren Interaktionen im Infektionsgeschehen ermittelt

werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Stimulanzien

Tabelle2.1: Verwendete Chemikalien und Stimniaen

Chemikalie Information

Hersteller

(E)-2-((E)-4- OM152
phenoxybenzylidene)hydrazonro)
thiazolidin-4-on

(S)5-benzyt3-methyl2- Schl38018
thioxothiazolidinr4-on

2-((4-chlorophenyl)aminoe)l-(4-(5,6- EMS022
diphenytl,2,4triazin-3-yl)piperazinl-
yletharrl-on

2-(N-Hexadecanoylamine}- HNP
nitrophenylphosphocholinhydroxid

25-hydroxy Cholesterol 25-HC

2- Mercaptoet hanol

3-(2-(4-(4-chlorophenyl)piperazii-yl)- EMS056
2-oxoethyl}5,5-diphenylimidazolidine
2,4-dion

3-(4,5-Dimethylthiazot2-yl)-2,5 MTT
diphenyltetrazoliumbromid

4-(2-hydroxyethyl ) HEPES
piperazinethansubhsaure

4. 6-Di ami n-2- Pheny DAPI

4-nitrobenzyl4-((4-phenylpiperazifl- GR438
yl)sulfonyl)piperazinl-carbodithioat

4-nitrobenzyl 4(m- GR48
tolylsulfonyl)piperazinl-carbodithioate

4-nitrobenzyl(4(N,N- Schl37015
dimethylsulfamoyl)piperazii-
yl)carbamodithioat

5-(5-(3-hydroxyphenyl)thiophef2-yl)-1-  Schl36050
(4-(methylsulfonyl)piperazifl-yl)pentan
1-on

AG Schlitzer, Institut fir
Pharmazeutische Chemie

Marburg, Deutschland
AG Schlitzer, Institut fir
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland
AG Schlitzer, Institut flr
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland

BiosynthCarbosynth
Berkshire, UK

Cayman Chemical Company
Ann Arbor, USA

CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
AG Schlitzer, Institut fur
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland

SigmaAldrich

St. Louis, LBA
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

ATT Bioquest
Sunnyvale USA

AG Schlitzer, Institut fur
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland
AG Schlitzer, Institut fir
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland
AG Schlitzer, Institut fur
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland
AG Schlitzer, Institut fir
Pharmazeutische Chemie
Marburg, Deutschland
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Chemikalie Information Hersteller
8-Bromradenosir3 ' -cyblophosphat SigmaAldrich
Natriumsalz St. Louis, USA

Acrylamid/Bisacrylamid

Agar Agar (Kobel)

Aktivkohle

Amitriptylin Hydrochlorid

Ammoniumperoxodisulfat

Benztropine Mesylat

Bepridil Hydrochlorid

B-HT 920

Bis(4-nitrobenzyl)
benzoylcarbonohydrazonodithioat

Bortezomib

Bovines Serum Albumin Fraktion V

Chloroform

DeferoxaminMesylatsalz

Dihydroergocristin Mesylzalz

Dimethylsulfoxid

Eisen(lll}-nitrat Nonahydrat

Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure

Rotiphorese® Gel 30
(37,5:1)

APS

Schi37020

BSA,=98%

DMSO

=99,8%

EDTA

CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

SigmaAldrich

St. Louis, USA
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
SigmaAldrich

St. Louis, USA

Enzo Biochem Inc.
Farmingdale, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc
Santa Cruz, USA

AG Schlitzer, Institut fur
Pharmazeutische Chemie

Marburg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc
Santa Cruz, USA
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
SigmaAldrich

St. Louis, USA

Santa CruBiotechnology Inc.
Santa Cruz, USA
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
SigmaAldrich

St. Louis, USA

CarlRothGmbH& Co.KG
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Chemikalie Information Hersteller
Karlsruhe Deutschland
Fluoxetin Hydrochlorid SigmaAldrich
St. Louis, USA
Flassiger Stickstoff Linde plc
Dusseldorf Deutschland
Forskolin Cayman Chemical Company
Ann Arbor, USA
Fotales Kalber Serum (FCS) FBS Superior Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
Gentamicin Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
GlutaMAX Thermo FisheBcientific Inc.
Waltham, USA
Glycerin CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
Glycin PUFFERAN® CarlRothGmbH& Co.KG
=299% p. a. Karlsruhe Deutschland
GlycoBlue™ Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
H-89 Hydrochlorid Cayman Chemical Company
Ann Arbor, USA
Hefeextrakt pulv., far die CarlRothGmbH& Co.KG
Bakteriologie Karlsruhe Deutschland
lloperidon SigmaAldrich
St. Louis, USA
Isopropanol ROTIPURAN®= 99,8 CarlRothGmbH& Co.KG

KanamycinSulfat

L-Cystein

Lipofectamin2000

Lisurid

Leukotrien D4

LY294002

Methanol

%, p. a.

ROTIPURAN®
>999%, p. a.

Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Bio-Techne Corp.
Minneapolis, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc
Santa Cruz, USA

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

33



Material und Methoden

Abschnitt:2.1

Chemikalie Information Hersteller
Methansulfonsaure SigmaAldrich St. Louis, USA
Milchpulver blotting grade, fettarm CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
Mowiol 4 - 8 8 CarlRothGmbH& Co.KG

N-(2-Acetamido)2-
aminoethansulfonsaure

N-(4-(N-benzylsulfamoyl)pheny-

(trifluoromethyl)benzamide

N-(furan-2-carbonyl}2-(2-(4-

isopropylphenoxy)acetyl)hydrazit

carboxamid

N-Acetyl-L-Cystein

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumdodecylsulfat

Natriumpyruvat

Nifedipin

NonidetP40

Opti-MEM

Pam3CSK4

Paraformaldehyd

ACES

Schl38009

LOLO37

>99,8%, p.a.

2 99, 8%

Monohydrat= 98 %,
p.a.

SDS; Pellets= 99,9%,
fur die Biochemie

Ohne Phenolrot

Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

AG Schlitzer, Institut fur
Pharmazeutische Chemie

Marburg, Deutschland

AG Schlitzer, Institut flr
Pharmazeutische Chemie

Marburg, Deutschland
SigmaAldrich

St. Louis, USA
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

SigmaAldrich
St. Louis, USA

AppliChem
DarmstadtDeutschland

Thermo FisheBcientific Inc.
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
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Chemikalie Information Hersteller
Perhexiline Maleat SigmaAldrich
St. Louis, USA
Phosphatgepufferte Salzldsung PBS GE Healthcare
Chalfont St. Giles, UK
Capricorn
EbsdorfergrundDeutschland
Proteaseinhibitor Cocktail (25x) cOmpletéM F. HoffmannLa Roche AG

Protein-Ladepuffer

Ropinirol Hydrochlorid

RPMI-1640 Medium

Saponin

SiPORT™ NeoFX

Sirolimus/Rapamycin

Tergurid

Tetramethylethylendiamin

Trametinib 95%

Trichostatin A

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton- X

100

Trizol

Tween-20

UP- Wasser

Viromer GREEN

Lane Marker Reducing
Sample Buffer (5x
konzentriert)

TEMED; = 99%, p.a.

TRIS

TRI Reagent®

Ultra-pur e:s
steril

Basel, Schweiz

Thermo FisheBcientific Inc.
Waltham, USA

SigmaAldrich
St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

Thermo FisheBcientific Inc.
Waltham, USA

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland
Key Organics Ltd.
Camelford, UK
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
Biomol GmbH

Hamburg, Deutschland
Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
Sigma- Al drich
St. Louis, USA
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Lipocalyx GmbH
Halle, Deutschland
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Chemikalie Information Hersteller
W-7 Hydrochlorid Cayman Chemicalompany
Ann Arbor, USA
Wiskostatin SigmaAldrich
St. Louis, USA
Wortmannin SigmaAldrich
St. Louis, USA
Ziprasidon Hydrochlorid Monohydrat SigmaAldrich
St. Louis, USA
2.1.2 Puffer und Medien
Tabelle2.2: Gemischte Puffer und Medien
Puffer/Medium Herstellung

10x

10x

10x Wet-Bl ot

1x

Laufpuffe

1x

1x Wet - Bl ot

Blockierungslésung
RI PA- Puffer

Laufpuffer

(far

TBS- Puf fer

Puffer

r (far

TBS-T Puffer

Puf fer

S

250 mM Tris 30,3 g

1,92 M Glycin 144 g

ad 1 L Aqua bidest

10mM Tris 12,1 g

0,9% (w/v) NaCl 90 g

ad 1 L Aquabidest

mit 37 % (v/v) HCI auf pH 7,4 einstellen
250 mM Tris 30,3 g

1,92 M Glycin 144 g

ad 1 L Aqua bidest

mit 37 % (v/v) HCI auf pH 8,3 einstellen
10x Laufpuffer 100 ml

0,1% (w/v) SDS 1 g

adl L VE-Wasser

10x TBS Puffer 500 ml

01% (v/v) Tween-20 5
ad 5 L VE-Wasser
10x Wet -Bl ot Puf fer

20% (v/v) Methanol 400 ml

0,1% (w/v) SDS 2 g

ad 2 L VE-Wasser
10% (wiN)Mi | ch i n 1x
10 mM Tris, pH 7,5

150 mM NacCl

1% NP-40

1 % Desoxycholat

TBS-
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Puffer/Medium Herstellung
1 mM EDTA
Polyacryl ami d- Gel ( 1 Furein Trenngel (10%)
In ddH20

Tris-HCI pH 8,8 132
Acrylamid/Bisacrylamid 350 mM

Glycerol 170 mM

SDS 3,5mM

APS 2,2 mM

TEMED 6,7 mM

Fur ein Sammelgel (5%)

In ddH20

Tris-HCI pH 6,8 87,5
Acrylamid/Bisacrylamid 174 mM

SDS 3,5 mM

APS 2,2 mM

TEMED 6,7 mM
Verdunnungspuffer fur ELISA 10% FKS in 1x PBS
Waschpuffer fur ELISA 0,05% Tween inlx PBS
Natrium-AzetatPuffer 0,2 M, pH 5,6 1,649 Natrium Azetat (82,03 g/mol)

1,2ml Essigsaure 100%

pH einstellen und Auffullen mit Wasser

HNP Reagenz 30mM 25mgHNP

1447l Natrium Azetat Puffer
Natrium-Cholat 0,5 % 0,25¢g Natrium-Cholat

Auffillen mit Wasseauf 50 ml
Glycin-NaOH-Puffer 0,2M, pH 11 0,8g NaOH

1,59 Glycin

pH einstellen und Auffullen mit Wasser
Legionellen Flissigmedium 10 g Aces
10 g Hefepulver

pH einstellerauf pH 6,9und Aufflllen mit
Wassenruf 1 L

BCYE-Agar 10 g Aces
10 g Hefepulver
2,5 g Aktivkohle
15 g Agar
pH einstellerauf pH 6,9 auffillenauf 1 L

37



Material und Methoden Abschnitt:2.1

2.1.3 Primer

Tabelle2.3: VerwendetggRT-PCRPrimer

Ziel Sequenz(5 "' Y)3'
AKT1 Vor. GCACAAACGAGGGGAGTACA
Rick: TCACGTTGGTCCACATCCTG
AKT2 Vor. TTGCCAAGGATGAAGTCGCT
Rick: CCCGTTGGCATACTCCATCA
APP Vor: CAAGAAAGCCGCTCAGATCC
Rick: TCATCCTGAATCTCCTCGGC
ARNT Vor: GCCGGCAGAGAATTTCAGGAATA
Rick: TTGGAGTGGCGGGAAATCTG
ATM Vor: AGAGCTACAGAACGAAAGAAAGA
RUck: CTTGTTTGGAATCTGAATGCCG
CDK6 Vor: TTCAGCTTCTCCGAGGTCTG
Rick: CCATCTGGAAACTATAGATGCGG
E2F1 Vor. GGAGCAAGAACCGCTGTTGTC
Rick: ACATGCTCCAGGAGCGAGTC
EZH2 Vor: CTTCGAGCTCCTCTGAAGCA
Rick: CATTGAGGCTTCAGCACCAC
HIF1A Vor: GACCGATTCACCATGGAGGG
Rick: GTGGCAACTGATGAGCAAGC
HMGCR Vor: TCTAGTGAGATCTGGAGGATCCAA
Rick: TGTCCCCACTATGACTTCCCA
IL1beta Vor: AGCTCGCCAGTGAAATGATGG
Rick: CAGGTCCTGGAAGGAGCACTTC
IL-6 Vor:. AATTCGGTACATCCTCGACGG
RUck: TTGGAAGGTTCAGGTTGTTTTCT
IL-10 Vor: GACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG
RUck: TCACATGCGCCTTGATGTCTG
LDLR Vor:. ACGAGTTCCAGTGCCAAGAC
Ruck: TGACAGACAAGCACGTCTCC
MTOR Vor: AAGCCGCGCGAACCTC
RiUck: TGGTTTCCTCATTCCGGCTC
MX1 Vor:. GGGCTTTGGAATTCTGTGGC
RUck: CCTTGGAATGGTGGCTGGAT
NF1 Vor: GTCTTGCTGGGCAACCAAAG

Rick: GCTGCATGCTGGTTTCCTTC
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Ziel Sequenz5 "' Y)3'

NOTCH1 Vor: TGGACCAGATTGGGGAGTTC
RUck:GCACACTCGTCTGTGTTGAC

RPS18 Vor. GCGGCGGAAAATAGCCTTTG
Rick: GATCACACGTTCCACCTCATC

S100A8 Vor: AGACTGTAGCAACTCTGGCAG
Rick: TCCAGCTCGGTCAACATGATG

TNF Vor: GCTGCACTTTGGAGTGATCG
RUck: TCACTCGGGGTTCGAGAAGA

TREM2 Vor: TGCTCATCTTACTCTTTGTCAC

Rick: AGTGCTTCATGGAGTCATAGG

2.1.4 Antikérper

Tabelle2.4: Verwendetepriméare Antikdrper

Spezifitat Ursprung Anhang Nutzung Hersteller

b-Aktin Maus - 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc
Santa Cruz, USA

GOLGA1 Hase - 1:50 Abcam PLC
Cambridge, England

MmTOR Maus - 1:1000 Cell Signaling Technology Inc
Danvers, USA

P70S6K Hase - 1:1000 Cell Signaling Technology Inc
Danvers, USA

p-P70S6K (Thr389) Hase - 1:1000 Cell Signaling Technology Inc

Tabelle2.5: Verwendete sekundére Antikorper

Danvers, USA

Spezifitat Ursprung Anhang Nutzung Hersteller

Anti-Hase Ziege AlexaFluor 555  1:1000 Invitrogen, Thermd-isher scientific
Carlsbad, USA

Anti-Maus  Ziege HRP 1:2000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
Santa Cruz, USA

Anti-Hase Maus HRP 1:2000 Cell Signaling Technology

Leiden,Niederlande
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2.1.5 Kits

Tabelle2.6: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

ECL™ Prime Western Blotting System
Cytotoxicity DetectionKit (LDH)
FastSYBR® GreenMasterMix
GuavaeasyCheckKit

c DNA

Hi gh- Capacity R

GE Healthcare
Chalfont St. Giles, UK

F. HoffmannLa Roche AG
Basel, Schweiz

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA
Luna®Universal gPCR Master Mix New England Biolabs
Ipswich, USA
MISSION® microRNA MimicLibrary; SigmaAldrich
miRBase v21 St. Louis, USA
Piercé™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
TagMan®FastAdvanced MasteMix Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
TagMarf™ microRNA Kit zur reversen ThermoFisher Scientific Inc.
Transkription Waltham, USA
2.1.6 Zelllinie und Bakterienstamme
Tabelle2.7: Verwendete Zelllinie
Zelllinie Herkunft
THP-1 ATCC® TIB-202™

Tabelle2.8: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm

Herkunft

Legionellapneumophilg Corby)wt (#20)
LegionellapneumophilgCorby)gfp (#69)
LegionellapneumophilgCorby) AdotA (#8)

RobertKoch Institut (Berlin, Germany)
RobertKoch Institut (Berlin, Germany)
RobertKoch Institut (Berlin, Germany)
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2.1.7 Weitere Materialien

Tabelle2.9: VerwendetéMISSION® microRNA Mimics

Produkt Sequenzbzw. Produktcode Hersteller
hsamiR-101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA SigmaAldrich
HMI0026 St. Louis, USA
hsamiR-106a5p AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG  SigmaAldrich
HMI0037 St. Louis, USA
hsamiR-107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA  SigmaAldrich
HMI0041 St. Louis, USA
hsamiR-125a5p UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA SigmaAldrich
HMI0110 St. Louis, USA
hsamiR-144 UACAGUAUAGAUGAUGUACU SigmaAldrich
HMI0223 St. Louis, USA
hsamiR-187 UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG  SigmaAldrich
HMI0288 St. Louis, USA
miRNA Negativkontrolle 1 GGUUCGUACGUACACUGUUCA SigmaAldrich
HMCO0002 St. Louis, USA
miRNA Negativkontrolle 2 CGGUACGAUCGCGGCGGGAUAUC SigmaAldrich
HMCO0003 St. Louis, USA
Cy3 gelabelte miRNA AM17120 ThermoFisherscientific
Negativkontrollel Waltham,USA
Tabelle2.10: Verwendete TagMan Sondend Primer
Spezifitat Sequenz ID Hersteller
hsamiR-101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA 002253 ThermoFisherscientific
Waltham,USA
hsamiR-106a5p AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG 002169 ThermoFisherscientific
Waltham,USA
hsamiR-107-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA 000443 ThermoFisherscientific
Waltham,USA
RNU48 GAUGACCCCAGGUAACUCUGAGU 001006 ThermoFisherscientific
GUGUCGCUGAUGCCAUCACCGCA Waltham,USA

GCGCUCUGACC
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Tabelle2.11: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Adhesive Microplate Se#600259

Deckglaschen

Filter fUr Sterilfiltration

Impfose

Klvetten, Polystyrol

Mikrotiterplatten 6/12/24/98Vell

Mikrotiterplatten 96Well fir LDH-Assay

Nitril -Handschuhe

NitrozelluloseMembran

Objekttrager

optische Klebefolie

Parafilm

Pasteurpipette

PipettenspitzedOpl — 1 ml

Pipettenspitzen Combitips Opl —10ml

gPCRMikrotiterplatte, 0,1ml

Reagiergefaf? (0m1/1,5ml/2 ml)

Ro6hrchen 14 ml, fur Bakterienaufzucht

Biozym Scientific GmbH

Hessisch OldendarbDeutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA
SarstedAG & Co. KG
Numbrecht, Deutschland
VWR InternationalLC
Radnor, USA

SarstedAG & Co. KG
Numbrecht, Deutschland
Greiner Bio-
Frickenhausereutschland
SarstedAG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland
Semperit AG

Wien, Osterreich

GE Healthcare
Chalfont St. Giles, UK

One

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA

VWR InternationalLLC
Radnor, USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG

Sondheim Deutschland

Gilson Inc.
Middleton, USA
Biozym Scientific GmbH

Hessisch OldendaorbDeutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA

SarstedAG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Greiner Bi o-
Frickenhauseeutschland

One

GmbH

GmbH
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Produkt

Hersteller

Schraubroéhrel5/50ml

Sensoplate Plus Mikroskopiepla{@s5897)

Serologische Pipetten

Skalpell

Wattestabchen

Wischtuch fur Mikroskopie

Zahlkammer

Zellkulturflaschen, T25/ T75/T175

Zellkulturschalen

SarstedAG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Greiner BioOneGmbH,
KremsmiuinsterQsterreich

SarstedAG & Co. KG
Numbrecht, Deutschland

B. Braun Melsungen AG
MelsungenDeutschland
CarlRothGmbH& Co.KG
Karlsruhe Deutschland
Kimberly-Clark AG
Dallas, USA

Bio-Rad Laboratories Inc.
Hercules, USA
SarstedAG & Co. KG
NuUmbrecht, Deutschland

Greiner Bi o-
Frickenhauseeutschland

One GmbH

Zellschaber SarstedAG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland
2.1.8 Gerate
Tabelle2.12: Verwendete Gerate
Geratetyp Bezeichnung Hersteller
Absaugpumpe Vacusafe INTEGRA Biosciences AG
Zizers, Schweiz
LC BioTech(DITABIS AG)
Pforzheim, Deutschland
Autoklav Varioklav® HP Medizintechnik GmbH

Automatisches Zellzahlgerat
Counter

Brutschrank

Durchflusszytometer

Elektrische Pipettierhilfe

TC-10TM Aut ome

HERACELL 240i

guava easy cyte SHT

accu-jet

Oberschleiffheim, Deutschlani

Bio-Rad Laboratories Inc.
Hercules, USA

Thermo FisheBcientific Inc.
Waltham, USA

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

BRAND Gmbh & Co. KG
Wertheim, Deutschland

pro
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Geratetyp Bezeichnung Hersteller

Gefrierschrank -80 °C Ul tra | SanyoDenkiK.K.
Moriguchi, Japan

Geldokumentationssystem Gel -x I mager INTAS Science Imaging

Heizblock

Kryotank

Kiahl!l -/ Gefrier:

Lumineszenzdetektionssysten

Mikropipetten

Mikroskope

Photometer

Prazisionswaage

Reagenzschdttler

Real Time PCR System

Rollenmischer

Spannungsquelle

Thermomixer comfort

Thermomixer pro

CryoPlus™

+4 °Cl/-20 °C

ChemoCanimager3.2

1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl,
10 pl, 2 Wl

AXIO Vert al; PrimoVert
Infinite® M200 PRO
Ultrospec 10

EMB 600-2

GENI E ¢

Vortex-

Vortex-V-1 pl

QuantStudio 3

ViiA 7

Roller mixer SRT6D

peqPOWER E300

Instruments GmbH
Gottingen, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

CellMedia GmbH & Co. KG
Zeitz, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

LiebherrInternational S.A.
Bulle, Schweiz

INTAS Science Imaging
Instruments GmbH

Gottingen Deutschland

GilsonlInc.
Middleton, USA

Carl Zeiss AG
Oberkochen, Deutschland

TECAN Group AG
Mannedorf, Schweiz

GE Healthcare
Chalfont St. Giles, UK
Kern & Sohn GmbH
Balingen, Deutschland

Scientific Industriesnc.
Bohemia, USA

PegLab Biotechnologie Gmbt
ErlangenDeutschland
Applied Biosystems
Waltham, USA

Applied Biosystems
Waltham, USA

ColeParmer GmbH
Wertheim, Deutschland

PegLabBiotechnologie GmbH
Erlangen, Deutschland
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Geratetyp Bezeichnung Hersteller

Spektrometer NANODROP 2000c Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Sterilwerkbank SAFE 2020 Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Thermocycler

Ultraschallgeréat

Wasserbad

Wet - Bl ot - Appat

Zentrifugen

2.1.9 Software

Tabelle2.13: Verwendete Software

Name

peqSTAR 2x Gradient

Bioruptor® Plus

PerfectBluéM Elektroblotter
Web™ S

Multifuge X3R

Centrifuge 5430 R

Centrifuge 5424 R

FRESCO 17

Hersteller

PeqgLab Biotechnologie GmbF
Erlangen, Deutschland

Diagenoddnc.
Denville, USA

LAUDA -GFL GmbH
Burgwedel, Deutschland

PegLab Biotechnologie Gmblt
Erlangen, Deutschland
Heraeus GmbH

Hanau, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Heraeus GmbH
Hanau, Deutschland

Chemdraw %4.0.0.117

Fiji / ImageJ 1.53b
FlowJo® 7.6.5

GraphPad Prism 6

Ingenuity pathway analysis

LablmagelD

Microsoft Office

PerkinElmernnc.

Waltham, USA

Open Source
FlowJo, LLC
Ashland, USA

GraphPadsoftware Inc.
San Diego, USA
Qiagen N.V.

Venio, Niederlande
Kapel an Bio-1maging
Leipzig, Deutschland

Microsoft Corp.

Redmond, USA
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Name Hersteller

QuantStudio® Design & Analysis Software ~ Thermo FisheBcientific Inc.
Waltham, USA

R3.4.2 R Core Team

RStudio 1.1.383 RStudio Inc.
Boston, USA

ViiA7 RUOV1.2 Applied Biosystems
Waltham, USA

2.2 Methoden
2.2.1 Kultivierung von THP-1 Zellen

Bei THP-1 Zellen handelt es sich um eine immortalisierte Zeélirsie stammen aus einem
einjahrigen mannlicheheukamigatienten und sind als Modell fir menschliche Monozyten
etabliert(Tsuchiya, Yamabe et al. 198Mie verwendeteZelllinie wurde von delAmerican
Type Culture CollectiolfATCC) erworben.

Zellen wurden bet80°C gelagert und bei Inkulturnahme einem Wasserbad bei 37°C
erwarmt,einmal mit RPMI Medium gewaschamd anschlielend bei 3C und 5% CO2
inkubiert Die Zellen wurden als Suspension in RPMI Medium mi#d €etalemKalberserum
(FCS), 1% Natriumpyruvat und % GlutaMax kultiviert Gehdten wurden di&ellen bei einer
Konzentration von 2 bi40 x 10 Zellen pro ml in T172ellkulturflaschen Gelagert wurden
die Flaschen unter Gasaustausch bei 37 °C #4itGC. Die Zellen wurden regelmafdig mit
dem entsprechenden Medium verdiinnt um einéa@heZelldichte von tber 1x 1f/ml zu

vermeiden, wobei die Anzahl an Verdinnungen (Passagen) maximal 15 betrug.

Verwendet wurden die THR Zellen in der Regel im differenzierten Zustand, bei dem sie
Makrophagen ahneln. Zur Differenzierungwur@m®Ph or bol - 1 2- myr i st at - 1 3
fur 24 h zu den Zellen gegeben. Durch diesen Stimulus werderlTHE&len adharent,

verandern ihre Morphologie und teilen sich nicht we(iigto, Tsuji et al. 1987, Auwerx, Deeb

etal. 1988)
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2.2.2 Transfektion von THP-1 Zellen mit miRNAs

Zur Transfektion von THR Zellen wurden zwei Transfektionsreagenzien verwendet. Im

Verlauf dieser Arbeit wurde von siPORT Neo FX auf Viromer Green gewechselt.

Fir die Transfektion von 1 ml wurde fir siPORT Neo FX eine Mischung gusiBORT Neo
FX und45 pl Opti-MEM zu 1l miRNA (50 uM) gemischt mitd9 ul Opti-MEM gegeben und
20min inkubiert. AnschlieRend wurden 90D Zellsuspension zu 100 des gemischten
Reaktionsansatésgegeben. Die Endkonzentration an FHPellen betrug 4 10° Zellen je ml

und die der transfizierten miRNA&lls nicht anders erwahrg0 nM.

Fur eine Transfektion mit Viromer Green wurdgliromer Green mit 8l Viromer Puffer
gemischt und zeiner Mischung aus pl miRNA (50 uM) und9 pl Opti-MEM gegeben. Auch
hier wurdermanschliel3end 900l Zellsuspension der gleichen Konzentration zugegeben.

Zu denTransfektionsanséatnevurde nach 24 PMA zum Differenzieren der THR Zellen
gegeben (sieh2.2.]). Nach weiteren 24 wurden das Medium erneuert und die Zellen fur
Experimente verwendet)m eine erfolgreiche Transfektion der miRNAs zu gewébhrleisten
wurde RNAaus den Zellensoliert (Kapitel 2.2.10) und dierelative Menge der jeweiligen
miRNA mittels RFqPCR(Kapitel 2.2.12 gemessen.

2.2.3 Anzucht von Legionella pneumophila Kulturen

Experimentein denen Legionellen zur Infektion von differenzierten THRellen verwendet
wurdensind, wurden,falls moglich mit dem G exprimierendem.egionella pneumophila
Stamm Corby durchgefiihin den Fallen in denen das GFP Signal Experimente erschwert
hatte zum Beispiel bei ausgewahltémmunfluoreszenMikroskopie Anwendungenwurde

der Wildtyp verwendetin diesen Fallen wircexplizit auf die Verwendung von nicl@FP

exprimierenden Legionellen hingewiesen.

Die Bakterien wurden aus eineingefrorenenGlycerinkultur auf einer ECYE-Agarplatte
ausgestrichen und fur zwei Tage bei°87und 5% CQ inkubiert. Diese Vorkultuwurde bs
zu zwei Wochen bei 4 °C gelagert umdrdefiir die Erstellung einer Infektionskultwiederum
neu auf einer BYE-Agarplatte ausgestrichen und ftr drei weitere Tlagie37°C inkubiert.
Fur die Kultivierung des GFP exprimierenden Stammes sowiddetA Mutante wurden

BCYE-Agarplatten mit 20 pg/ml Kanamycin verwendet.
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2.2.4 Stimulation von THP-1 Zellen

Neben derStimulation mit PMA zur Differenzierung deMHP-1 Zellen wurde weitere
Stimulanzie im Rahmen eines Screenings verwenB8ei. diesen Experimenten wurde das
Medium 24h nach Zugabe von PMArneuert und die weitere Differenzierung gestoppt. Die
Stimulanzien wurden ein bis zwei Stunden vor Infektionlmtneumophilan entsprechender
Konzentration zugegeben und befanden sich wéhrend der gesamten Infektionsdauer im

Medium.

2.2.5 Infektion von THP-1 Zellen mit Legionella pneumophila

Fur eine Infektion mit.. pneumophilavurden nur differenzierte THR Zellen verwendet.
Sollte das Mediunder Zellen nicht zuvor gewechselt worden sein (z.B. durch Zugabe weiterer
Stimulanzien (sieh2.2.4) wurde das Medium an diesem Punkt ernederschlieend wurden

fur die Infektion die Bakterien von der Infektionskultur mit einem sterilen Wattestéabchen
aufgenommen und eine Verdinnung mit PBS auf eineé0n 1 eingestellt. Dies entspricht
einer Konzentration vodx10° Zellen je ml(Kozak, Lucas et al. 2013piese Verdiinnung
wurde mit RPMI 1640 Medium inkl. Zusatzen mittels serieller Verdinnungen auf die bendétigte
Konzentration eingestellt und entsprechende Mengen zuIlA8llen gegeben. Die Menge
der zugegebenen Legionellen wurde Uber die gepMatepli zitdt der Infektion(MOI), also

dem Verhaltnis zwischen THPZellen und Legionellen, der jeweiligen Experimente ermittelt.
Um eine gleichmalRigere Infektion zu erreichemirden die Mikrotiterplatten fir 10 min bei

500 gzentrifugiert,bevor sie in den Inkbator gestellt wurden.

Um die real benutzte MOI zu bestimmen wurde die eingesetzte Legionellensuspension zwei
Mal separat verdinnt und je 50 pl auf eine Agarplatte ausgestrichen. Nach 3 Tagen Inkubation
wurden die Koloniebildenden Einheiteangl.: colonyforming units CFUs) gezahlt und auf

die verwendete MOI zurlckgerechnet (CFUs/ml = gezéhlte Kolonien x Verdinnungsfaktor).

2.2.6 Fixierung und Farbung von THP-1 Zellen

Um infizierte THR1 Zellen mit Unterscheidung der gesamten Zellflache, des Zellkerns und der
Legionellenvakuolen mikroskopisch untersuchen zu kdnnen, mussten méxpRmierenden
Legionellen infizierte THPL Zellen fixiert und geféarbt werden. Dabei erfolgte die Fixierung
Uber 4 % ParaformaldehyBFA), die Permeabilisierung tiber eine 9pITriton X-100 L6sung,

das Anfarben der gesamten Zellflache UBerg/ml CellMask Red und das Farben des
Zellkerns Ubel pg/ml H6chst 33342.
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Zellen wurden zunéchst einmal mit PBS gewaschen extrazellulare Legionellen zu
entfernen. Je Well einer 96 Well Mikrtarplatte wurder800 pl einer 4% PFA Losung in PBS
zugegeben und fur I&in inkubiert. Nach zweimaligem waschen mit PBS wurdenyl®&iner
0,1% TritonX-100 Lésungzugegeben und fur 1@in inkubiert.Anschliel3end wurde drei Mal
mit PBS gewaschen undhgieR3lich 100ul einer Farbeldésung ausp@/ml Hochst 33342ind
2 pg/ml CellMask Redzugegeben. Nach einer Inkubation v@»min unter Lichtausschluss
wurde zwei Mal mit PBS gewaschen und die Zellen schlie3lich iulB@BS aufgenommen.
Mikrotiterplatten wurden trotz fixierter Zellen mit einer Plastikfoligtdicht verklebt um

potentielle Kontaminationen und Austrocknung zu veatkrn.

2.2.7 CFU-Assay

Der Kolonie bildende Einheiten (CFJJ Assay wurde benutzt um Ver&nderungen der
Replikation oder Infektionsgeschwindigkeit vanpneumophilazu bestimmenDazu wurden
zuvor transfizierte oder nach Differenzierung stimulierte THPRellen nit Legionellen bei
einer MOI von 0,5 infiziert und fir Zeitraume zwischen 16 h und 72 h inkubiert. Zu
entsprechenden Zeitpunkten nach Infektion wurden die Makrophagen mittels Saponinldsung
(1% Endkonzentration, 10 min, 37 °C) lysiert, wobei Wirksamket Uber Mikroskopie
kontrolliert wurde. Die Lysate wurden von den MikrotiterplatteRaagiergefa® transferiert
und seriell mit PBS verdunnt. Die Verdinnungen wurden &XB-Agarplatten ausgestrichen
und die vereinzelten Kolonien nach drei Tagen Inkaaliei 37 °C und 5 % GQ@usgezabhilt.

Um Schwankungen des Assays auszugleichen wpoute einenjeweils mit technischen
Triplikaten gearbeitet deren Ergebnisse zusammengefasst wuatterauch biologische

Replikate erstellt

2.2.8 Bakterielle Wachstumskurven

Bakterielle Wachstumskurven wurden genutzt um den Einfluss von Chemikalien bzw.
unterschiedlicher Konzentrationen derer auf das Wachstum Lworpneumophila in
Flussigkultur zu bestimmen. Dazu wurde der GFP exprimiereed®nellenstamm von einer
Vorkulturplatte abgenommen und in Legionellenmedium mit 20 pg/ml Kanamycin
resuspendiert. Die Qfgb wurde auf 0,8 eingestellt und zwei Kulturrdhrchen der Suspension
Uber Nacht bei 37 °C, 5 % G@nd 160 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Kultur in
der exponentiellen Wachstumsphas®Bso0 0,6) verwendetZu testende Substanzen wurden
entsprechend in Medium verdinnt und 7,5 pl Substanzverdiinnung mit Zellsuspension

(verdunnt auf Ol 0,03) auf 150 ul aufgefillt. Als Kontrollen dienten i@/ml Gentancin
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(kein Wachstum), entsprechend verdinntes DMSQ.@singsmittelkontrolleunbehandelte

Bakterien,und Medium ohn&€ugabe voriegionellen.

Der Rand einer 96 Well Mikrotiterplatte wurde mit Wasser aufgefullt und die Proben in
mindestens Triplikaten mig aufgetragen, wobei sich keine leeren Wells auf der Platte
befanden. Die Platte wurde mit Klebeband seitibbedichtetim Verschiebungen des Deckels

zu vermeiden und fur 36 h in einem Plattenleser bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde dabei
regelmaRigyeschuttelt und jedes Well nach jeweils 30 min beidoflemessen. Die Ergebnisse

der Replikate wurden gemittelt und als Graph dargestellt.

2.2.9 Messen der Zellvitalitdt mittels Laktatdehydrogenase Assay

Um zu bestimmen ob Stimulanzien odererwartete Umgebusginflissedie Vitalitat der
verwendeten THR Zellen beeinflusst haben wurde diese mit einem Laktatdehydrogenase
(LDH) Assay gemessen. Dazu wurde der Uberstand des Mediums abgenommen und bei
10.000g fur 5 min zentrifugiert. AlRReferenzdiente eine Totdfse bei der alle Zellen durch
Zugabe von 10 % Triton A00 (1 % Endkonzentration) lysiert wurden. Auf3erdem wurde
Medium mit FCS und ohne FCS verwendet um den Hintergrund bzw. den Effekt des FCS im
Medium zu bestimmen. Nach Zentrifugation wurde der Ubedsia5 mit Medium ohne FCS
verdinnt und 50 ykeder Proben Duplikaten in eine 96 Well Platte gegeben.

Zu den Proben wurde jeweils 50 ul der Reagenzmischung des CytotdetgtionKits
gegebenDiese wurde zuvor aus 1,25 pl Reagenz 1 und 56,25 pleRederstellt. Die Platte
wurde fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend BeimM@emesserAls
Referenz wurde zusétzlich bei 666 gemesseriie Messwerte des Mediums mit FCS wurden
als Hintergrund abgezogen und die korrigierten Weige Proben relativ zur Totallyse

analysiert.

2.2.10 Messen der Zellvitalitat mittels MTT Assay

Neben dem LDHAssay wurde auch der MTRAssay zur Bestimmung der Zellvitalitat
verwendet. Er basiert auf der Umsetzung vdh(4,5Dimethylthiazol2-yl)-2,5
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem Formazansal{Mosmann 1983) Diese
Umsetzung ist von der Aktivitdt bzw. der Menge an mitochondrialer Reduktase abhangig und
entspricht in der Regel der Andadn lebenden Zellen im Vergleich zu einer unbehandelten

Kontrolle.

Fur den Assay wurden 5x10FHP-1 Zellen in 100 pl je Well in einer 96 Well Platte

differenziert (siehe2.2.1). Nach 24 h wurde das Medium erneuert und die zu testenden
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Stimulanzien fir einen entsprechenden Zeitraum zugegeben. Zu dem Zeitpunkt an dem die
Vitalitat geprift werden solltevurden 10 pl MTFReagenzmit 5 mg/ml in HO zugegeben

und die Plae 4 h bei 37C und 5 % CQ@inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand jedes
Wells abgenommen, die sich am Boden gebildeten Kristalle einmal mit PBS gewaschen, und
danach 20Qul einer 1:1 Mischung aus DMSO und Ethanol zugegeben. Die Platte wurde fir
15min geschdttelt um ungel6ste Kristalle zu vermeiden und wurde anschlie3end bei 600 nm
gemesserDie Ergebnisse der stimulierten THFZellen wurden mit denen von unbehandelten

Zellen verglichen und relativ dazu analysiert.

2.2.11 RNA Isolierung

RNA wurde Uber di€&uanidinThiozyanatMethode isolier{Chomczynskund Sacchi 1987)

Dazu wurde das Medium von THPZellen abgenommen und 500 pl TRI Reagent je Well
einer 12 Well Platte zugegeben und 5 Minuten inkubiert. Die Suspension wurde im Anschluss
in ein 1,5 ml Reagiergefaérfuhrt und 100 pl Chloroform zugegeben. Die Mischung wurde

fur 15 s gevortext3 min bei Raumtemperatur inkubiarhd die Probe anschlieRend L5 min

bei 4 °C bei 15.000 g zentrifugiert. Dadurch trennten sich die organische und wassrige Phase,
welche m Anschluss abgenommen und in ein neues Gefal transferiert wurde. Durch Zugabe
von 500 pl Isopropanol und 1 ul GlycoBlue prazipitierte die RNA-B6i °C Uber Nacht und

war anschlie3end sichtbar. Die prazipitierte RNA wurde bei 15.000 g und 4 °C abgeattrifu

und der Uberstand anschlieRend verworfen. Das Pellet wurde zwei MahthitO % Ethanol
gewaschen und bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das
Pellet bei 30 °C getrocknet und anschlie3end iplIRNasefreiemWas®r geldst. Die Proben

wurden fur 5 min bei 58 °C inkubiert und daraufhin auf Eis gelagert.

Um RNA Konzentrationen zu bestimmen ypatentielle Kontaminationen durch Proteine oder
Losungsmittel zu detektieren wurden RNA Proben mit einem Nanodrop Gerat gemessen. Die
Langzeitlagerungon RNA-Probenrerfolgte bei20 °C.

2.2.12 Reverse Transkription und quantitative PCR (gPCR)

Um Unterschiede irder Expression von mRNAs oder miRNAs zu bestimmen wurde die
guantitative PCR (gPCR) verwendet. Diese Methode beruht darauf, dass die entsprechende
Probe zuvor durch eine reverse Transkriptidl) zu komplementéar DNA (cDNA)
umgeschrieben witdDiese cDNAwird im Anschluss durch eine Polymerdsettenreaktion

(PCR) amplifiziert und wahrenddessen die Menge digppelstrangigerDNA-Molekile

bestimmt.
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Da in dieser Arbeit gPCRs von mRNAs und miRNAs angefertigt wurden unsdiatiedie
Protokolle dieser beideRNA Speziesunterschiedenwerden im Folgenden die Protokolle

getrennt beschrieben.

2.2.12.1 Reverse Transkription und gPCR von mRNAs

Zuvor isolierte RNA (sieh2.2.1) wurde mitdenHi gh - Capacity c¢cDNA Rever
Kit zu cDNA umgeschrieben. Dabei wurde standardmaRig-5@000 ng RNA je Probe
verwendetdie mit Wasser auf 10 pl aufgefillt wurdérerRT-Ansatz war fur ein Endvolumen

von 20 pl wie in Tabelle2.14beschriebergusgelegt.

Tabelle2.14: Mastermix fUrRT von mRNAs

Komponente Volumen je Ansatz
Wasser 4.2 ul

10x RT Puffer 2ul

10x Random Primer 0,8 ul

100 mM dNTPs 2u

50 U/l Multiscribe reverse Transkriptase 1l

RNA (500- 1000 ng) aufgefullt mit Wasser 10 pl

Fur oben genannten Ansatz wurde dad abelle 2.15beschriebene Temperaturprogramm

angewendet.

Tabelle2.15;: TemperaturprgrammRT von mRNAs

Schritt Temperatur Dauer
Primerhybridisierung 25°C 10 min
Elongation 37 °C 2h
Enzyminaktivierung 85 °C 5 min
Lagerung 4°C halten

Die dadurch erhaltene cDNA wurde im Anschluss durch Zugabe von 80 pl Wasser 1.5
verdiunnt.Tabelle2.16beschreibt den fur die folgende gPCR bendétigtesadnDabei wurden
die 18,5 pl Mastermix vorgelegt und 1,5 pl der jeweiligen cDNA Probe zugegeben. Dabei
wurde je Probe mit Triplikaten gearbeitet. Wasser diente als Negativkontrolle. Nach Versiegeln
der PCR Mikrotiterplatte mit einer entsprechenden Abdelak wurde das inTabelle2.17

beschriebene Programm auf einem gPCR Gerét ausgefuhrt (ViiA7 bzw. Quangtudio
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Tabelle2.16: Mastermix fir gPCR von mRNAs

Komponente Volumen fur 1 Ansatz
2X FAST SYBR Green Magter Mix odéuna 10
Universal gPCR Master Mix
10 pM Primervorwarts 0,4 ul
10 pM Primerrtckwarts 0,4 ul
Wasser 7,7 ul
cDNA 1,5ul
Tabelle2.17: Temperaturprogramm gqPGRRNAS
Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95 °C 20s
Elongation 60 °C 20s
. 40 Zyklen
Denaturierung 95 °C 15s
Beginn Schmelzkurve 60 °C 60 s
Schmelzkurve 60-95 °C 0,05 °C/s steigernd

Ende Schmelzkurve 95 °C

Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Proben muss ein Schwellenwert (cycle threshold: Ct)
festgelegt werden. Die dadurch erhaltene Zahl gibt die Nummer der nétigen Wiederholungen
an ElongationgDenaturierungsschritten an, bis das Signal der amplifizierter DN
gegebenen Schwellenwert erreidbieser Wert wurde durch die jeweilige Software der Gerate

automatisch bestimmt und wurde nicht manuell festgelegt.

Als endogene Kontrolle fir Expressionsanalysen von mRN#nte die mRNA des
ribosomale ProteinsS18(RPS18), einem Teil der 40S Untereinheit des Ribosoms. Als
Auswertemethode wurde die von Livak et al. beschrieberf@? Methode verwenddtivak

und Schmittgen 2001)

2.2.12.2 RT und gPCR von miRNAs

Aufgrund der geringen Lange von-238 Nukleotiden kdbnnen miRNAs nicht wie die langeren
MRNAs Uber Ubliche Protokolle revers transkribiert undjfCRs analysiert werden. Aus
diesem Grundwurden entsprechendd@agMan microRNA Kits zur RT verwendet.Dabeli
entstehen durcBogenanntestemloop Primer langere Fragmente die anschliel3end in einer
gPCR mit angepassten Sondelativgemessen werden konn&ie miRNA spezifischa RT-

Primer wurden zusammen mit einem-Rilimer fir die endogene Kontrolle RNU48 eingesetzt
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(Wong, Lee et al. 2007)6001000ng RNA wurden mit Wasser aufd aufgefllt und

anschlieBend 11 pl Mastermix zugegebBer Ansatz zum Umschreiben zu cDNA ist in

Tabelle2.18 gezeigt.

Tabelle2.18: Mastermix fUrRT von miRNAs

Komponente

Volumen fiir 1 Ansatz

10x RT Puffer

100 mM dNTPs

RNAse Inhibitor

Primerpool (0,05x je miRNAmax. 4 miRNA$
50 U/l Multiscribe reverse Transkriptase
RNA (500-1000 ng)

1,5l
0,3ul
0,2 ul
6 ul
3ul
4ul

Fir oben genannten Ansatz wurde dasabelle 2.19 beschriebene Temperaturprogramm

angewendet.

Tabelle2.19: TemperaturprogramRT von miRNAs

Schritt Temperatur Dauer
Primerhybridisierung 16°C 30min
Elongation 42°C 30 min
Enzyminaktivierung 85 °C 5 min

Lagerung 4°C halten

Zu der erhaltenen cDNA wurden 5 pl Wasser gegelbabelle2.20 beschreibt den fiur die

folgende qPCR bendétigten Ansatz. Dabei wurden die 18,5 pul Mastermix vorgelegt und 1,5 pl

der jeweiligen cDNA Probe zugegeben. Dabei wurde je Probe mit Triplikaten geiarbe

Wasser diente als Negativkontrollelir miRNAs wurde das iffabelle 2.21beschriebene

Programm auf einem qPCR Gerat ausgefliniielle2.20: Mastermix flir gPCR von miRNAs

Komponente

Volumen fir 1 Ansatz

2x TagMan Fast Advanced Master Mix
TagMan Primer

Wasser

cDNA

10 pl

1l
754
1,5 pl
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Tabelle2.21: Temperaturprogramm gPCR miRNAs

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95 °C 20s
Elongation 60 °C 20s

_ 40 Zyklen
Denaturierung 95 °C 15s

Die Auswertung der qPCR Daterfolgte wie bei mMRNAs Uber einen automatisch gesetzten Ct
Wert und der 2- 2 2 MEthode.

2.2.13 Proteinisolierung

Nach entsprechender Inkubationszeit und vorangegangener Behandlung vdn ZéHeén
wurden diese einmal mit kaltem PBS gewaschen und anschlieR&i&AnPuffer lysiert.
Zellreste wurden abgeschabt, die Suspensiomiflbei 4°C zentrifugiert und der Uberstand

in ein neues Reagiergefal} uberfuhrt.

2.2.14 Bestimmung einer Proteinkonzentration mittels BCA-Methode
Proteinkonzentrationen von zuvor sonifizierteAellsuspensionen wurden mit der
BicinchoninsauréMethode €ngl. bicinchoninic acigd BCA) ermittelt. Dazu wurde das Pierce
BCA Protein Assay Kit verwendet, wobei alle Schritte nach Herstellerangaben erf@lgien.
Messungwurdeim Anschluss mit einem Tecdnfinite M200 PRO Plattenleser bei 58
durchgefuhrtDabei wurden die Signale der Proben mit denen einer Standardkurve verglichen

und dadurch die jeweiligen Konzentrationen bestimmt.

2.2.15 SDSZolyacrylamidgelelektrophorese (SDSZAAGE)

Nach Bestimmung der Pmthkonzentration wurden Proben auf die gleiche Konzentration
eingestellt und in 1.5 @aanmli-Puffer bei 95°C flir 5min denaturiert. Fur alle hier
durchgefuhrten Arbeiten wurden 10 % SDS Gele verwendet, wobei Tasubétzlich zu
einem GroRenstandanahit jeweils 20ug Protein beladen wurden. Als Spannung wurden
zunéchst 8¥ fur 30 min und anshlie3end 12/ fir bis zu drei Stunden angelegt.

2.2.16 Western Blot

Zum ubertragen der Proteine vom Acrylar@él auf eine Nitrozellulose Membran wurde die
WetBlot Technik benutzt.Der Transferwurde bei £C und 60V fur drei Stunden
durchgefuhrt. Im Anschlgswurde die Membran mit 1% Milch in TBST fur eine Stunde bei
Raumtemperatur geblockt. Nach einmaligem Waschen mit TBS wurde der jeweilige primére
Antikdrper in entsprechender Konzentration TBST mit 3% BSA zugegeben und die

55



Material und Methoden Abschnitt:2.2

Membran Uber Nachbei 4°C unter wippeninkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der
Membran mit TBST wurde der sekundare Antikdrper zugegeben. Entsprechende
Konzentrationen wurden in TBST mit%8 BSA gelost und die Membran furhl bei
Raumtemperatur unter wippen inkubiemlicht gebunéne Antikérper wurden Uber
mehrmaliges waschen mit TBST entfernt und eine Lumineszésang zugegeberNach
kurzer Inkubation wurden Signalintensitatdrer ein_Lumineszenzdetektionssystgmmessen
Relative Signalstarken wurden Uber Hablmage 1Dsoftware @gensitometrschermittelt.

2.2.17 Durchflusszytometrie infizierter THP-1 Zellen

Nach vorhergegangener Stimulation und Infektion von THEellen mitL. pneumophila
wurden extrazellulare Bakterien durch einmaliges Waschen mit PBS entfernt. Adhérente THP
1 Zellen wurden durch eine 0,05 Trypsin/EDTA Losung bei Raumtemperatur abgelédst und
die Reaktion nach Bin durch Zugabe frischen Mediums gestoppt. Zellen wurdenida®ei

300g zentrifugiert der Uberstand entfernt und Zellen in PBS resuspendiert. Bis Asulig

in einem Durchflusszytometerwurden Proben anschlielend auf Eis gehalten. Bei
Auswertungen wurdestetsintakte Zellen von Zelltrimmern separiert und der Infektionsgrad

durcheinenVergleichzu einer nicht infizierten Probe ermittelt.

2.2.18 Markierungsfreie Massenspektrometrie
Massenspektrometrische Messungen wurden durch Mitarbeiter der Arbeitsguuniienelle
Genomforschungnder Universitat Greifswaldnter Leitung von Prof. Dr. Volker.a. durch

Dr. Kristin Surmanndurchgefihrt.

Gdrorene Zellpellets wurden zum Zellaufschluss in jquBBufferaus 8M Harnstoff und 2M
ThioharnstoffresuspendiertAnschlieend wurdefiinf Zyklen von Einfrieren in flussige
Stickstoff und Auftauen bei 3T durchgefiuhrtNach 3min in einem Ultraschddad wurden
Proben fur 1 bei 16.00Q zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR tberfihrt. Alle
Proben wurden bis zu einem Verdau B0 °C gelagert. Dieser Verdau erfolgte mijug
Proteinnachdem SP3 Protoko(Blankenburg, Hentschker et al. 201Rurz zusammengefasst
wird dabeidie Probe zusammen nii0 % SDSund speziellen Kugelmehrmals mit Ethanol
oder Acetonitrilgewaschen unein tryptischer Verdau fur 18 in Ammoniumbicarbonat
Puffer bei 37°C durchgefihrt. Nach mehrmaligem waschenAudtonitril wurden Peptide mit
2% DMSO eluiert. Proben wurden nach dem Verdau an ein€m Exactive Plus
Massenspektrometgemesse(Dr. Manuela Gesell Salazaind eine Datenauswertung wurde
Uber dieSpectronaugoftware (Version 13) gegen eine humane Zelllinienbibliothek sowie Uber

ein R Programm (erstellt durch D&tephan MichalikdurchgefiihrtZahlenwerte zu relativen
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Proteinmengen sowie angepasstesiVert wurden aus diesen Auswertungen unverandert

ubernommen.

2.2.19 Messung der sauren Sphingomyelinase-Aktivitat

Sphingomyelinasen setzen Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylchdlin, Wkrang et

al. 2019) Abhéangig vonpH-Wert,an dem ihre enzymatische Aktivitdt das Optimum erreicht
werden Sphingomyelinasen in saure, neutrale oder alkalische Sphingomyelinasen eingeteilt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein Assay durchgefihrt bei der&rdigmaktivitat der sauren
Sphingomyelinase gemsn wurde. Der Assay basiert auf der Umsetzung va+{N-
Hexadecanoylamined-nitrophenylphosphocholin hydrox{¢HNP) zu einem gelben Farbstoff,

der im Anschluss in einenmp8ktrophotometegemessen werden kann
HC w9
\/\/\/\/\/\/\/YN .T[
°
HiC " o wd °  ASMase o e
\/\/V\/\/\/\/\H/N\@ 2-(N-Hexadecanoylamino)-4-nitrophenolat Anion
- (gelblich)

+

0 o HO\ O\/\ /CH
- 4
2-(N-Hexadecanoylamino)-4-nitrophenylphosphocholin hydroxid HO’p\\ /N\CHJ

o HaC

3

Phosphorylcholin

Abbildung 2.1: Umsetzung HNP durch saure SphingomyelinasefASMase).

Dazu wurden je Prob&x 10° THP-1 Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend in
kumulativ 80ul 0,5% Natriumcholat abgeschabbie Suspension wurde in ein In8
Reaktionsgefa@berfuhrt und b Proberfur 20 Zyklen bei £C sonifiziert (30s an, 40s aus)
Danach wurden sidOmin bei 15.000 g zentrifugierund cer Uberstand in ein neues

Reagiergefal} transferiert.

Die Proteinkonzentration der Proben wurde anschlieRend wie in Kafté¥ beschrieben

ermittelt.In der Regel lagen die erreichten Konzentrationen {eug/ul.

Von jeder Probe wurde®5 pl mit 25 pl HNP-Reagenz gemischt und 3 h bei°87inkubiert.
Um vergleichbare Mengen zu analysieren wuttdbeidie Konzentron der Proben auf die
der geringsten Konzentration angepaBtit. den Leerwert (keine Enzymaktivitat) wurde eine
Probe von unbehandelten Zellen fumb bei 95°C gekocht und ebenfallsBbei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt indem alle Brobmin bei 95°C gekocht wurden. Zu
jeder Probe wurde im Anschluss 180100 % Ethanol und 10Ql Glycin-NaOH Puffer pHL1

gegeben um den entstandenen Farbstoff zu |6sen. Die Proben wurden kurz gewakrtex
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anschlieBend 1Min bei 15.00Q¢) zentrifugiet. Von jeder Probe wurder250ul des
Uberstandes in eine klare ®8ell Platte gegeben, Blasen entfernt und die Platte bendl0

gemessen.

Der Leerwert wurde von allen anderen Proben subtrahiertdiencErgebnisse relativ zu

unbehandelten Zelldmerechnet

2.2.20 Automatisierte Prozesse am Tecan Freedom EVO

2.2.20.1 Verdiinnen und aliquotieren der miRNA Library

Im ersten automatisierten Prozess wurdeRNAs mit Wasser gelost, aliquotiert und fur eine
langfristige Lagerung bzw. spéatere Prozesse vorbereitet. Ausgangspumgkt 3@&steril
verpackte 96-Well Platten in denen in Positionen ARl jeweils 0,25 mol miRNA
lyophilisiert vorlag. Die Platten wurden nach Ankunft 680 °C gelagert und vosteriler

Bearbeitung auf Raumtemperatur erwarmt.

Zu jedem Well derLibrary wurden 100yl RNasefreies Wasser gegeben und durch
mehrmaliges pipettieren gelost (Endkonzentratioru®)$. Aus jedem Well wurde0 ul auf

eine neue 98Vell Platte transferiert und die Ursprungsplatte anschlieend mit einer Folie
versiegelt und bei80 °C gdagert. Zu den 2@l miRNA wurden 80ul Opti-MEM gegeben
(Enzkonzentration 500M). Von der miRNA-Negativkontrolle 1 wurden 100pul in der
gleichen Konzentration in Positionen &1 gegebenEbenso wurderlO0pul einer Cy3-
fluoreszent markierten miRNA in der gleichen Konzentration in Positidd&érund H1
gegeben.

Jeweils 2 pl der auf 5000hM verdiinnten miRNAs wurden an dieichenPositionen in drei
96-Well PCR Platten aliquotiert und alle Platten anschliel3end mit eineriessiegelt und bei
-80°C bis zur weiteren Verwendung gelagefin schematischer Uberblick der einzelnen
Schritte ist inAbbildung2.2 dargestellt

2.2.20.2 Transfektion der miRNAs in THP-1 Zellen mit siPORT Neo FX

Im zweiten automatisierten Prozess wurde die in Ka@i2l20.1 erstellten PCRPlatten
verwendet und zusammen mit SiPORT Neo FX und -THRellen eine Transfektion
durchgefuhrt. Dieser Prozess war durch die vorherige Lagerung der Plai#@ t@izeitlich

unabhangig vom vorherigen Prozess.

Die PCRPIlatte wurde auf Raumtemperatur gebracht madammen mit den ndétigen
Reagenzien steril bearbeitet. Zu denplorgelegter miRNA Ldsung wurden 12 einer
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Mischung aus 0,fl siPORT Neo FXReagenzund 11,4ul Opti-MEM gegeben Diese

Mischung wurde mehrmals auf und ab pipettiert undhitbbei Raumgmperatur inkubiert.

Jeweils 8Qul einer THR1 Zellsuspension (R 10° Zellen / ml)wurden in die Wells AJH11

einer Sensoplat®lus Mikroskopieplatte pipettiert. Zu den gOwurden jeweils 2Ql der

MiRNA und Transfektionsreagenz Mischung der entsprechenden Wells gegeben und mehrmals
auf und ab pipettierDie Platte wurde nach einem Schittelschritt im Inkubator b&C3ind

5% CQ fur 24 h gelagertDie miRNA-Resteauf der PCRPlatte wurden verworferkin
schematischer Uberblick der einzelnen Schritte istdhildung 2.2 dargestellt.

2.2.20.3 Differenzieren der transfizierten THP-1 Zellen

Die Differenzierung der transfizierten THPZellen wurde 24 h nach Ende des vorherigen
Prozesses gestarteZur Differenzierung der THR Zellen wurde wie in KapiteR.2.1
beschrieben 26M PMA verwendetDazu wurden 20 nM einer 1201 PMA L6sung zu den

in Suspension befindlichen Zellen gegeben und durch pipettieren gemischt. Im Anschluss
wurde die Platte geschuttelt und fikeitere 24 h bei37°C und 5% CQ inkubiert. Ein

schematischer Uberblick der einzelnen Schritte igtdhildung2.2 dargestellt.

2.2.20.4 Mediumswechsel und anschliel3ende Infektion

Ein Mediumswechsel vor der im Anschluss durchgefiihrten Infektior niheumophilast

notig, um dagm letzten Schritt zugegebene PMA aus dem Medium zu entfernen und den Zellen
optimale Bedingungen wahrend der Infektion zu gewéhren. Zudem wurde in diesem Prozess
der abgenommene Uberstand vorbereitet um im darauffolgenden Prozess einen Vitalitatsassay
durchzufihren und Hoechst 33342 zugegeberzusammen mit der zuvor hinzugefiigten €y3
markierten miRNAdie Transfektionseffizienz Mikroskopisch bestimmen zu kénnen. Der hier
beschriebene Prozess wurde 24 h nach Ende des vorherigen gestartet.

Es wurden 1@l einer 10% Triton X-100 Losung in Wells E1 und F1 sowie [LlOHoechst

33342 (20ug/ml) zu den Wells G1 und H1 gegeben. Nachmif Inkubation bei
Raumtemperatur wurdder Uberstand jedes Wells bis zu einer festen Position iber dem
Plattenboden abgenommen. Bisollte sicherstellen, dass in jedem Well vergleichbare
Flussigkeitsstande vorliegen. Der abgenommene Uberstand wueige neue PCR Platte
uberfuhrt. Technisch bedingt konnte dabei nicht die gesamte Menge des Uberstandes
transferiert werden ohne die tadenten Zellen am Boden der Mikroskopie Platte zu
beschadigen. Im Anschluss wurde zu jedem Welll3@isches Medium ohne PMA gegeben.

Zu diesem Zeitpunkt lagen in jedem Well @5Vedium vor.
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Die Mikroskopie Platte wurde ausgegeben und die Transfekfitmienz wie in Kapitel
2.2.21.1beschrieben getestet sowie die Infektwaie in Kapitel2.2.5durchgefiihrtDie PCR
Platte mit den abgenommenen Uberstanden wurde im nachsten Prozess weiterveBivendet.

schematischer Uberblick der einzelnen Schritte igtdhildung2.2 dargestellt.

2.2.20.5 Durchftihren eines LDH Vitalitdtsassays

Der Vitalitatsassay wurde ahnlich wie in Kapi2e2.9beschrieben automatisiert durchgefihrt.
Dazu wurden 1@l jedes Wells mit 4Qul Medium ohne FCS verdinnt und fDder Reagenz

1 und Reagenz 2 Mischung zugegeben. Zwei Wells mit Medium oh8euR@ zwei weitere
Wells mit Medium mit FCS dienten als Negativkontrollen. Die Wells E1 undriFdie im
Kapitel 2.2.20.4Triton X-100 zugegeben wurddienten alsTotallyse (1006 Zelltod). Ein
schematischer Uberblick der einzelnen Schritte itdhildung 2.2 dargestellt.
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Abbildung 2.2: Schematischer Ablauf der automatisierten Prozessém ersten Prozess wurden die miRNUbrary Platten
mit Wasser geldst, verdiinnt mit OPMIEM und Kontrollen in eine Zwischenplafppettiert und anschlieRend aliquotidrh
zweitenProzessvurde das Transfektionsreagenz zu den Aliquots gegeben und Téken transfiziert. Im dritten Prozess
wurde nach 24 PMA zur Differenzierung der Zellen zugegeben. Im vieReozessvurde derUberstand fiir einen LDH
Vitalitdtsassay abgenommeain Mediumswechsel durchgefihrhd die Mikroskopieplatten fir die handischdektion
vorbereitet. Im fiinften Prozess wurde der Vitalitdtsassay durchgefihrt.
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2.2.21 Automatisierte Mikroskopie am Nikon Eclipse Ti2 Mikroskop

2.2.21.1 Prozess zur Messung der Transfektionseffizienz

Die in Kapitel2.2.20.1erwéhnte fluoreszent markierte miRNA wurde in der darauffolgenden
Transfektion inTHP-1 Zellen eingebracht. Dies diente dazu kontrollieren zu konnen ob und
wie effizient die Transfektion generell funktioniert hat. Neben dem roten Fluoreszenz Signal
der markierten miRNA wurdewie in Kapitel 2.2.20.4 beschrieben,im Rahmen des
Mediumswechsels zu diesen Wells Hoechst 33342, M#mbranpermeables undNA-
interkalierendes Agens, zugegeben, was den Nukleus blau fluoreszierend abbildet.

Die zu bearbeiteden Platten wurden in den Inkubator gestellt und in Fohifeeinem
automatisierten Vorgandpearbeitet. Dabei wurde der Barcode detektiert, der Fokus im
DifferentialinterferenzkontragDIC) Kanal grob ermitteltZ,5um Schritte) undanschliel3end

der Fokus im roten Kana0{ um Schritte) genau ermittelt. Es wurden je WElIBilder im
roten(300ms, Stufe 2, Gain 1plauen220ms, Stufe 8, Gain I)nd DIC Kana(40 ms,5 Volt,

Gain 1) mit einer 20x Vergrol3erung erstelllie entsprehenden Wellenlangen der Kanale sind

derTabelle2.22: MikroskopieWellenlangereu entnehmen.

Die Auswertung erfolgte Uber die Nikon NEBements Software. Damit wundé jedem Bild
die blauen Flacheder Zellkerne Giber eimeSchwellenwerdetektiert und ig durchschnittliche
Signalntensitatdes roterKanalsiber jede dieser Flachen ausgegeli#a. Ergebnissgeder
Zelle der zwei analysierten Wells wurderusammengenomen und die resultierenden
Boxplots der Signalintensitatenit den Daten anderer Transfektionen verglichen. Ware eine
Transfektion fehlgeschlageware weniger bzw. kein Signal detektiert worden oder im Falle

falscher Verdiinnungen eine Steigerung der $éghetektiert worden

2.2.21.2 Prozess zur Aufnahme der Screening Bilder

Die Ergebnisse des Scremegs beruhen auf der Auswertung von Mikroskopie Bildern jeder
einzelnen miRNA Behandlung. Diese Bilder wurden ebenfalls automatisiert an einem Nikon
Eclipse Ti2 Mikroskop aufgenommen. Wie schon zuvor bei der Messung der
Transfektionseffizienz wurden die zuadysierenden Platten in den Stacker des Inkubators
geladen und deaanzuwendende Prozess fur jede dieser Platten in Folge durchgefiihrt. Nach der
Detektion deBarcode wurde die Platte in den Schlitten des Mikrokops geladen, der Fokus
mit dem DIC Kanal grol2,5um) und fein Gber den roten Kan&l,4 um) und schlief3lich fein

Uber ein automatisch angepas#tegfectFokusSystem PFS Systemermittelt. Je Well Al bis

D1 und A2 bis H11 wurded4 Bilder im blauen, roten und grinen Kamait einer 20x

VergroRermg erstellt. Die entsprechenden Wellenlangder verwendeten Filtesind der

62



Material und Methoden Abschnitt:2.2

Tabelle2.22: MikroskopieWellenlangerzu enthnehmerDie Umwandlung der erstellten ND2
Dataen ins TIFF Format, Auftrennung in einzelne Kanéle und entsprechender Benennung
erfolgte Uber das Bi&ormats Modul in ImageJ. Das dazu geschriebene Skript befindet sich im
Anhang dieser Arbeit

Tabelle2.22: MikroskopieWellenlangen

Kanalfarbe Anregungsfilter Dichroitischer Spiegel Emissionsfilter

blau 381,5nm-392,5 nm 409 nm 417 nm—477nm

grin 457 nm—487nm 495nm 502,5 nm 537,5 nm

rot 542 nm—582 nm 593nm 604 nm- 644 nm
2.2.22 Automatisierte Bildauswertung

Aufgrund der geplanten Anzahl von 4 x> Bildern in jeweils drei Kanalen war eine handische
Auswertung nicht mehr moglich. Durch die komplexe Morphologie der Makrophagen
ahnlichen THPL Zellen im aktivierten Zustand schlugérandelsibliche Methoden zur
automatisierten Auswertung fehl. Aus diesem Grunde wurde eine Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. FreislebeingegangenAus dieser Kooperation entstand eine
Software di e drounctiuth s dgpe reakomiteeeinzelaenZellen in einem
Zellverbund voneinander zu unterscheid&ls. ground truthDaten dienten 82 Bilder imwei
Kanalen in denen jeweils die Zellkerne bzw. die Umrisse der darin enthaltenen Zellen per Hand

markiert wurden.

Wissenschatftlich newar die Kombination zweier Kanale zur Analyse von Zellrédndern, so dass
das Prinzip dieser Dstecfioh and segmentatidn @frmorghelogicallyi t e |
complex eukaryotic cells in fluorescence microscopy images via feature pyramid” fusion
publiziert wurdg(Korfhage, Mihling et al. 2020)

Angewendet wurde die Software mit den Einstellungen = 0,2 (Legionellen
Segmentationsschwellenwertind s = 0,7 (Minimalgré3e fur detektierte Flachen). Die

Auswertung nicht beeinflussende Optionen wurden je nach Anwendung zugeschaltet.

Ergebnisse waren fidie detektierten Flachen der Zelle, des Kerns oder Legionellen die
jeweilige Flache, durchschnittliche Intensitat dieser Flache bzw. deren Zirkularitat. Diese
Ergebnisse wurden fur jedes Well bzw. miRNA Behandlung gemittelt und mit den

Negativkontrollen veglichen.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eitégchdurchsatzverfahrens und die Ermittlung
der dafur nétigen Anforderungehltit diesem Verfahren sollten menschliche miRNAs sowie
bioreaktive Substanzen mit Einfluaaf die WirtPathogerinteraktion von Makrophagen und
dem Bakterium Legionella pneumophilaidentifiziert und die von diesen ausgehende
Regulation aufgeklamwerden.

Im Rahmen der Etablieruregigte sichdasdumwelteinflissedie effektive Durchfiihrungdes
MiRNA Screeningsverhinderten.Obwohl in Folge dieses Screening unterbrochen wurde,
konnten drei miRNAs mit einem Einfluss auf die Infektion identifiziert werden. Die
Untersuchung dedabeiinvolvierten Vorgangelieferte Proteinklassen und Signalwedie
potentiell die Infektion regulierenBei der Durchfihrung des Screenigerfahrens mit
bioreaktiven Substanzen wurde eine Proteinklasse identifiziertedlafdktion beeinflusst.

Folglich gliedert sich dieser Teil der Arbeit in drei Teile: die Etablierung des
Hochdurchsatzverfahrens, die Untersuchung der drei miRNAs mit Einfluss auf die
Legionelleninfektion und der darin involvierten Signalwege, sowie die Identifikation und

Aufklarungder Einflisseson bioreaktiven Substanzen

3.1 Etablierung eines Hochdurchsatz verfahrens zur Identifizierung
von Legionella pneumophila -Infektion beeinflussenden miRNAs

und bioreaktiven Substanzen

3.1.1 Konzeptioneller Aufbau und durch Automatisierung bedingte

Modifikationen
Durch Studiendie dieser Arbeit vorangegangen waremrde bekannt, dass miRNAs eine

Rolle in der Infektion von menschlichen Makrophagen bagionella pneumophildaben
(Jung, Stoiber et al. 2016, Herkt, Caffrey et al. 2020)

Im Menschen infizieren Legionellen alvém Makrophagenwelche den Bakterieeine
Umgebung bietemm sich geschiitzt vor dul3eren Eirgdénintrazellular zu replizieren. Als
Modell fir alveolre Makrophagen werden oft THP Zellen, eine Monozyten Zelllinie,
verwendet Um den Einfluss von miRNAs bei dieser Infektion zu untersucheiissen
Makrophagenmit miRNAs transfiziert und Veranderungen nach der Infektion gemessen

werden.
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Bisher wurde dieses Vorgehen nur mit einer kleineren Anzahl an miRNAsolnd
maschinelle Unterstitzurdurchgefihrt. Da in dieser Arbaieben bioreaktiven Substanzen

eine miRNALibrary mit 2754 zu analysierenden miRNAs in Replikaten untersucht werden
sollte, war das pipettieren per Hand nicht mamsetzbarEin Hochdurchsatzverfahren sollte
entwickelt werden, das diesen Anspriichen entspricht und eine grof3en Anzahl an zu testenden
Bedingungen verarbeiten kanBurch die Umstellung auf ein automatisiertes System ergaben
sich notigeVeranderungeres zuvor genutzten Protokolls. Dies betraf die Pipettierarbeiten
(Kapitel 3.1.1.9, die Art der Datengenerierungnd wie diese Daten im Anschluss analysiert
werden musste(Kapitel 3.1.1.9. Diese Punkte sollen im Folgden beschrieben und die am

Ende verwendeten Lésungeateren Prozessschritte sowie Limitatiomangestellt werden.

3.1.1.1 Anpassung der Pipettierarbeiten und Materialien
Mehrere Schritte des Screegs wurden mit Hilfe eines Tecan Freedom EVO Systems
automatisiet, was Pipettierfehler wie falsche Volima oder pipettieren an inkorrekte

Positionen ausschloss.

Da die gewéhlte miRNA.ibrary aus 36 Platten im 96 Well Format bestand war es praktisch
dieses Format auch im ScreenbmgjzubehaltenZum einen musste dadurch keine aufwendige
Umpositionierung aller miRNAs durchgefuhrt werden und zum anderen entstanden durch die
geplanten 36 Platten in Triplikaten bereits 108 zu bearbeitende Platten. Bei Wahl eines grof3eren
Wellformats wie 48 oder 24 WlePlatten hatte sichder Arbeitsaifwand verdoppelt oder
vervierfacht was nichtpraktikabelumsetzbar gewesen warteine Greiner Sensoplate Plus
Platte wurde im 94Vell Format ausgewéhltum darin die Infektionsexperimente des
Screeings durchzufiihren. @se Platte wurde gewabhlt, da ein Glasboden gegeniiber Polystyrol
gleichmafiger ist, bessere optische EigenschaftehdifferentialinterferenzkontragbDIC)-
Mikroskopie bietet und so die automatisierte Mikroskopie vereinfachte. Zudem waren
differenziere THR1 Zellen auf Glas, gegentber ein@ycloolefinCopolymer(COC) Boden,

in ihrer Morphologie und Verhaltebei Beobachtung unter dem Mikroskdfakrophagen

ahnlicher und wiesen etwas bessere Vitalitatswerte in einemA4$3kly auf.

Da Transfektionen, wehe per Hand durchgefiihrt wurden, standardméafig im 12 oder 24 Well
Format pipettiert wurdemmusste das Volumen jedes Wells von 1000zw. 500ul auf 100

pl reduziert werden. Dementsprechemdrden auch die Volumina der einzelnen Reagenzien
angepasst, salassfur Transfektionen, die Differenzierung von THPZellen und dem
darauffolgenderMediumswechsetas in Kapitel2.2.20 beschriebene Protokoll verwendet

wurde.

65



Ergebnisse Abschnitt:3.1

Da Arbeiten mitBSL2 Organismerorganisatoriscmicht auf der Automatisierungsplattform
maoglich warenwurdenalle Tatigkeiten mit lebenderegionella pneumophil&akterien per
Hand durchgefihrtDies betraf die Infektion der THP Zellen welche in Folgeaus
organisatorischen Grindeam Biomedizinischen Forschummgmtrum (BMFZ) in der
Arbeitsgruppe von Prof. DiISchmeck unter entsprechenden S2 Bedingungen stattgefunden

haben.

Da die automatisierte Mikroskopie einer-@&ll Platte mit dengegebenen Bedingungegon

84 Wells mit je 44 Bildern in drei Kanale®h dauertwére bei mehreren Platten in Folge keine
Vergleichbarkeit von Infektionen gegeben gewesen. Aus diesem Grund mumiiente
Zellenzu entsprechendeEndzitpunktenfixiert werden.Dies war aul3erdeworteilhaft, da es
die Anwendung von Farbstoffewie CellMask Redermdglichte, welche unter Lebeae !l

Bedingungen nicht eingesetzt werden konnten.

Nach Transfektion der miRNAs in THPZellen, der Differenzierung dieser Ze&lland einem
MediumswechseWwurden die Platten per Hand infiziert und nachhlfektion fixiert. Die
Farbung der Zellen wurde ebenfalls handisch durchgefihrt, da automatisierte Pipettierschritte
in einem erhdhten Ablésen der Zellen vom Plattenboden iesait Das Vorgehen ist dabei

in Kapitel2.2.5beziehungsweiskapitel 2.2.6beschrieberDer 16h Zeitpunkt wurdegewahlt

um das Ende des ersten Replikationszyklus der Bakterien abzulikleaigte sich, dass sich

die Anzahl groRRer Vakuolen nach &7Infektion mit L. pneumophilareduziert, wenn
extrazellulareBakterienmit Gentamicinabgetotetvurden (Abbildung 3.1). Eine Reinfektion

durch frei gewordene Legionellen wurde duEstifernen von Gentamicin nicherhindert, so

dass bei folgenden Zeitpunkten eine weitere Erh6hung der Legionellenvakuolen zu erwarten
war. DieseZeitraumvon ca. 1 stellt im genutzten System einen Replikationszyklus dar und
sollte knapp unterschritten werdemm konsistentere Ergeisse ohne zu viele Reinfektionen

zu erhaltenAus diesem Grund wurden béals Zeitpunkt fiir weitere Experimente gewahlt.
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Abbildung 3.1: Bestimmung der optimalen Infektionsdaue. Differenzierte THP1 Zellen wurden mitLegionella
pneumophilavOl 15 infiziert Zugabe von Gentamicin (28/ml) 1 h nach Infektion und MediumwechsehZach Infektion.
PFA Fixierung und Farbungit CellMask Red und Hochst 3334fach angegebener Infektionsdaukuswertung des
Vakuolendurchmessers mittels Nikon NEfements Software. Gezeigt sigemittelte Werte technischer Replikate \#&8
unabhangige biologisch@& Replikaten, reprasentiert deh entsprechend8ymbole

3.1.1.2 Datengenerierung und Datenauswertung

Aufgrund der hohen Anzahl zu transfizierendgéRNAs im Screening musste eigeeignete
Methodezur Datengenerierurgewahlt werdeybei der dehandisché\rbeitsaufwand je Probe
gering ist. Des schloss Durchflusszytometrie sowi#U-Assays aufgrund degeitlichen
Aufwands aus. Die Sequenzierung behandelter Proben erschien unpraktikabebtzla
Multiplex Sequenzierung aufgrund der notigen Sequenziertiefe ein hoher Aufwand sowie
Kosten angefien waren. Der Fokussollte zudemauf einer veranderten intrazellularen
Replikation liegen und die Modifikationen einzelner Stoffwechbel. Signalwege erst im
Anschluss ermittelt werdenDie Auswahl der Methode erfolgte zugunstezines
mikroskopische\nsatzes mittels einegitomatisieien Mikroskops.Dazu musste ein Barcode
System entworfen werderum im Nachhinein Daten einzelnen miRNA Behandlungen
zuzuweisen, wobei dieser letztendlich auch im Dateinamen vorkommen musste. Zur optimalen
Durchfihrung woden Platten imbagerinkubator au28 °C erwdrmf um nach dem Transport

auf den MikroskopieschlitteMerformungen zu vermeiden. Dies erleichterte die Beibehaltung
des Fokus Uber die gesamte Platte hinweg, so dass dieser nur am Anfang jeder Platte bestimmt
wurde. Wahrend des Prozesses wurde eine Abdeckfolie verwendet, was Verdunstung und
mogliche Kontamiationen ausgehend von den Probemsschloss. Zudem wurde diese Folie

so ausgewahlt, dass DI@ikroskopie weiterhin méglich warum damit den Fokus zu

ermitteln.
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Der MikroskopieProzess erzeugt®ateien im Nikon proprietare™ND2 Format, die im
Anschluss in ein gangiges Formangeschrieben werden mussten. Dazu wurde ein ImageJ
Programm geschrieben (siehe Kapi&l.21.3.

Da géngige Bildauswertemethoden aufgrund der komplexen Morphologie fehls¢hugea

in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Freisleben eine entsprechende Software enjuidke#r
Datenvon individuellen Zelleraus den Mikroskopiebildern eshen werden konntemazu
gehorten die Flachen und Intensitaten einzelner Signale, aber auch abgeleitete Statistiken der
Morphologie der THPL Zellen.Die Mdglichkeit einzelne Zellen voneinander zu separieren

und getrennt voneinander auswerten zu koremerdglicht eine verlasslichere Berechnung der
Infektionsrate da zur Berechnung dieser eine erhéhte Anzahl einzelner Messpunkte zur
Verfugung stehtDie Infektionsrate wurde dabei als das Verhaltnis zwischen infizierten und
nicht infizierten Zellen festgelégZudem konnten die Signale von Legionellenvakuolen
einzelnen infizierten Makrophagen zugeordnet werden, was die Qualitat der, Datem

Festlegung des Infektionsstateshohte.

3.1.2 Durchfiihrung des ersten Teils des Screenings

Vor der Durchfiihrung des kqotetten Screangs sollte eirkleinerTeil der 36Library-Platten
getestet und ausgewertet werden um mogliche Probleme des Testverfahrens zu detektieren.
Dementsprechend wurden die ersten drei von 36 miRNA Platten in drei unabhangig
voneinander durchgefuhrten Replikaten gescreent. Aufgrund des Designverfahiehsadg
wurdenwenigemiRNAs mehrfach auf einer Platte positioniert, wasrbersten Testscreening

in 202 einzigartigen miRNA®hne Einbezug der Kontrolleasultierte Die zugehérigen Werte

des Vitalitatsassay sind iAbbildung 3.2 dargestellt. In allen Féllen hatte die miRNA
Transfektion keinemleutlicherhdéhtenZelltod im Vergleich zur miRNA Negativkontrolle zur
Folge. Gegenluber dem Wert reinen Meds mit FCS zeigte sich ein rund %bhdheres Signal

fur die Zellen im Assay, was darauf schliel3en lasst, dass Z#iieh die Transfektion nur
leicht gestresst wurdeAbbildung3.3zeigt die Ergebniss#er Infektionsrat@ach Auswertung

der miRNA Behandlungm Vergleich zurentsprechendemiRNA Negativiontrolle. Die
Zellsegmentierung erfolgte in diesem Fall Uber die Nikon eigeneBMfents Softwareja

die speziell angefertigte Softwareldsung zu diesem Zeitpunkt noch nicht bereitstand.

Es wurde erwartet, dasei einer Transfektionvenige miRNAs die Infektionsratalso das
Verhaltnis zwischen infizierten und nicht infiziertéfakrophagensenkenbeziehungsweise
steigern und der Grof3teil der Behandlungen keinen Einfluss auf die InfektidDiéstgalt

sowohl fur die Aufnahmeund auchReplikation der Legionellenderen Effekte in der
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Infektionsrate gemischt erschein®&lach sorieren allednfektionswerte zeigt sich wie erwartet
ein sigmoidaler Verlaufbei dem die Mehrheit aller miRNA Behandlungen vergleichbare
Infektionsraten wie die der miRNA Negativkontroflafwies Interessanterweiseheinernm
Schnitt mehr Behandlungen diefektion zu begtinstigerals sie zu senkerklf miRNAs
beeinflussten die Infektionsrate signifikawtobei nur miRNAs mit einer Steigerung der

Infektionsrate Signifikanz aufwieseDiese sind infabelle 3.laufgelistet.

- g R

Platte 1 Platte 2 Platte 3

Abbildung 3.2: LDH Vitalititsassay des ersten Teilscreening234 Positionen mit zu testenden miRNAs drdi Platten
wurden in jeweils drei Replikaten gemessen. Von jedem Signal wurtféatereinen Mediums subtrahieReplikate gemittelt
und einedurch die Automatisation aufgetreter®ositionsabhangigkeit verrechnddaten werden im Verhéltnis zur
dazugebrigen Totallyse(maximale LDH Freisetzungilerselben Platte mit der Standardabweichung a#ehnischen
Replikate gezeigt Fir jede Platte ist von links nach rechts die jeweilige Totallyse, Mediut®% FCS miRNA
Negativkontrolle, miRNACy3 Transfektia und in Folge dieu testendemiRNA Behandlungen dargestellt.
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Abbildung 3.3: Ergebnisse des ersten Teilscreening202 verschiedene miRNAs verteilt auf drei 96 Well Plattemden

mit bis zusechReplikaten in THPL Zellen transfiziert und anschlielend gescreent. Daten werden im Verhdltnis zur Kontroll
miRNA mit der jeweiligen Standardabweichung abb@logischerReplikate dargestellDie gemittelte Standardabweichung
aller miRNA Negativkontrollen ist gepunktet um 1 dargestelit.
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Tabelle 3.1: miRNA Transfektionen mit signifikanter Anderung der Infektionsrate. Analyse mittels multiplen
ungepaartem-Test. Korrektur auf multiples Testen Uber die H&idak Methode mit alpha = 0,05

MIiRNA Infektion x-fach zur Kontrolle p-Wert  Replikate
hsamiR-1265 1,417 0,000001 3(1x3)
hsamiR-107 1,433 0,000003  3(1x3)
hsamiR-101-3p 1,496 0,000005 6 (2x 3)
hsamiR-125b-2-3p 1,516 0,0000D 3(1x3)
hsalet-7f-2-3p 1,517 0,0000® 3(1x3)
hsamiR-106a3p 1,518 0,000041 3(1x3)
hsamiR-10a3p 1,533 0,000044  3(1x23)
hsamiR-105-5p 1,561 0,000049 6 (2x 3)
hsamiR-106a5p 1,632 0,000054 3(1x3)
hsamiR-105-3p 1,771 0,000217 6 (2x 3)
hsalet-7g-5p 1,774 0,000222 3(1x3)

Bevor weitere Platten mit dem vorgestellten Verfahren gescreent wusihdie die
Aussagekraft des Screenings anhand d@RNAs mit signifikanter Steigerung der
Infektionsrate walidiert werden. Dazwurden aus den inTabelle 3.1 gelisteten miRNAs
geeignete Kandidaten ausgewabkiren Einfluss auf die Infektianit anderen Experimenten

validiert werdersollte

Die Website miRTarBase ist eine Datenbadie ihre Datenaus veroffentlichten Studien
bezieht und listet validierte miRNRroteininteraktionen auf. Darlber wurden Proteine
identifiziert, die potentiell durch die im Teilscreening gefundenen miRNAs adressiert werden
und da die miRNAs die Infektion beeinflusstespmit auch potentielwahrend eing

Legionelleninfektion relevant sein kdnnten.

Mehrere der miRNAs schienen Proteine beeinfluggektnnen die vorwiegend Funktionen

im mTOR Signalweghaben Die Abbildung 3.4 zeigt die Uber miRTarBase gefundenen
Interaktionenin diesemSignalweg Der mTORSignalweg insbesondere Gber den mTORC1
Komplex, ist verantwortlich fir die Regulation der Proteiond Lipidprodukion, des
Zellwachstumaind des Zellzyklusssowie de€nergiehaushaltsinerZelle (JhanwatUniyal,
Wainwright et al. 2019)Eine Modifikation dieses Signalwegs kann somit in einer drastisch
veranderten Reaktion einer Zelle auf eine Infektiesultieren(Abshire, Dragoi et al. 2016,
Ilvanov 2017) Damit stellten miRNAs mit Zielen in diesem Signalweg eine biologgufvolle

Maglichkeit dar die zuvorerhobenematen zu validieren.
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Fur die Validierung wurden miRNA01-3p, miRNA106a5p und miRNA107, im weiteren
Verlauf dieser Arbeit mIRNA401, 106a und 107 genannt, ausgewdbdtmit wurden drei
mMiRNAs mit Proteiniteraktionen im mTOR Signalweg selektjaron denen, abhangig mo
adressierten Proteen, die Richtung der Beeinflussung von mTORCL1 zu erwarten war. Fur
MiRNA-101-3p wurde eine Reduktion, fur miRN206a5p und miRNA107 eine Steigerung
der Aktivitat vermuet. Obwohl miRNA-1055p ebenfalls diesen Signalweg beeinflussen
konnte, wurde diese nicht fir weitere Experimente herangezogen, da diese nittdrgtetier
erworben werderkonnte miRNAs let7f-2-3p und let7g-5p sind mit ihren adressierten
Proteinen IR$ und KRASGFP, wie in Abbildung 3.4 zu seherist, im Signalwegweitervom
MTORC1 Komplex entferntind eine direkte Regulation eventuell weniger ausgepEsgt.
wurde davon ausgegangen, dass ein Einfluss auf die Infektion dumehs@che miRNA
Transfektion somit weniger wahrscheinlich Gber diesen Signalweg als fir die anderen miRNAs
verlauft. miRNA-1265 wurde trotz der starksten Signifikanz nicht fir Validierungen
ausgewahlt, da miRNAs mit hoher Nummerierung oft falschlicherwaiessger RNAKIasse

zugeordnet wurden.

| miR-106a-5p || miR-107 | | miR-106a-3p

Zellwachstum

- PTEN Proliferation
miR-105-5p PtdIns(4,5) /_\
AKT Protein Biosynthese
aktiviert —1 TSC1/2 — mTORC1
J/’ Lipidproduktion
PtdIns(3,4,5)

Organellen Produktion

Autophagie
IRS1 KRAS-GTP

[ | it

Abbildung 3.4: Signifikant getestete miRNAs mit Interaktionen im mTOR SignalwegGezeigt sind die iber miRTarBase
gefundenen Interaktionen zwischen miRNAs mit Sigaifiz im Screening und ausgewahlten Proteinen im mTOR Signalweg.
Schwarze Pfeilavirken agonistisch wohingegen rote Linien antagonistisch auf die Funktion eines Proteins oder biologischen
Prozesses wirken. miRNAs wurden abhangig von der erwarteten Widuingie mTORC1 Aktivitat umrahmt (griin:
agonistisch, rot: antagonistisch, schwarz: unbekaAdgptiert naci{JhanwatUniyal, Wainwright et al. 2019)
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3.1.3 Ildentifizierung von positionsabhéangigen Effekten bei Messungen

Schon bei der Durchfihrundes Screeningder ersten drei miRNA Platten (Kapit[l.2

konnte beobachtetavden, dass die Infektionsrader Zellenvon derWell-Position auf der
Mikrotiterplatte abh&ngigu sein schienWurden Messwerte entsprechend ihrer Position auf
der Mikrotiterplatte aufgetragemeigte sich eine im Schnitt erhdhte Infektionsrate in digtieM

der 96Well PlattenDa dieses Verhalten zwischen dBologischerReplikaten etwas variierte

und zufallig bedingt sein konnteyurden erste Validierungsexperimentageachtet dessen
geplant und durchgefuhiieses Verhalten trgedochebenfalls beder Validierung der drei
MiRNAs-101, 106a und 107 auf. Um festzustellen, ob diese Abhangigkeit unterbunden werden
kann wurden zunéachst verschiedene Abdeckungaa alternative Plastikabdeckungen oder
Folien mit Gasaustausclwdhrend deautomatisiertefeils desScreeningProtokolls getestet.

Der Hintergrund dazu war, dass ein mangelhafter Gasaustausch, der vor allem mittig auf der
Platte auftreten wiirde, die Infektion beeinflussen konnte. Uberprift wurden neben dem
Ublichen Deckel mit Kondensringen eildeckel mit verkirzter Randleiste sowie ohne
Kondensringe und eine Luftdurchldssige Folie. Um vollstandigen Gasaustausch zu
gewabhrleisten wurde zudem ein Deckel rundré Uber der Platte angebracht.

Wie in Abbildung 3.5A-D zu sehen istvurde ein Randeffekt weder mit einer gasdurchlassigen
Folie noch durch das Entfernen der Kondensrioger eineiRandleiste vermieden. Durch die
Befestigung einer Abdeckg Uber der Plattenittels Abstandshaltewurde der Gasaustausch

nicht blockiert wodurch sich der Randeffekt verminderte. Dabei kam es aber zu einer
allgemeinen Senkung der Infektionsrate, einer sehr hohen Verdunstung und einer, optisch
beobachteten, eingeschrénkten Vitalitat der Zellen.

Wie in Abbildung 3.5 E dargestellt zeigte sich die Verdunstung des Meditb@isder
standardmafigerwendeten Plastikabdeckumge erwartet vorwiegend in den Randbereichen
und konnte durch die veranderte Konzentration an Nahrstoffen das Verhalten der Wirtszellen
bei Infektionen verandern Gasdurchlassige FolienAl§bildung 3.5 F) erhthen die
durchschnittliche Verdunstung stark usgkliten dementsprechend keine Alternatidar.
Zudembestanddie Gefahr, dass sich die Fola&ldst und wie im unteren Teil deggezeigten

Beispiels lokat¢ Abweichungen entstehen.
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Abbildung 3.5: Varianten zur Abdeckung von Mikrotiterplatten und Flissigkeitsverlust. THP-1 Zellen wurden
automatisiert in 96 Well Mikrotiterplatten ausgesat und fih 24it 20nM PMA differenziert Als Abdeckung diente ein
Deckel mit Kondensringen (A), eine Luftdurchléssige Folie (B), ein Deckel mit verminderter Randleiste ohne Kondensringe
(C) sowie freierGasaustausctiber einemittels Abstandhaltertiber der Platte positionierte Abdeckufid). Differenzierte
THP-1 Zellen wurden mit_egionellapneumophilamit einer MOI von 20 fir 1& infiziert (A-D). Die Auswertung der
Infektionsrate erfolgte Uber die Nik NISElements Software. () zeigen die Infektion der Zellen in g0 Well. In jedes
Well von neun Mikrotiterplatten wurden jewell®0ul Wasser gegeben, alifkubatorPositionenl, 5 und 8oben, mittig,
unten)verteilt und mit PlastikdeckdE) bzw. Folie (F) abgedeckt. Die Platten wurden &inen langen Zeitraum vdti3 h

bei 37°C und 5% CQ: inkubiertum Unterschiede deutlich zu macheronsowie nach der Inkubatiomurdebei 970nm, dem
Absorptionsmaximum von Wassegemessen. (E) bzw. (F) zeigexemplarisch Ergebnisse fir Deckel bzw. mit Folie
abgedeckte PlatterGezeigt sind reprasentative Ergebnisse von drei biologischen ReplikatBy), @echs bzw. drei
technischen Replikaten (E/F)

Variationen in der Abdeckung der Mikrotiterplatten stellterm die zuvor bemerkten
Randeffekte der Infektionsrate zu reduzieren, keine Losungddaalternative Abdeckungen
entweder zu erhdhten beziehungsweise unregelméfigen Verdunstungen fuhrten oder die
Zellvitalitéat einschranktenEs wurde erwogen Randeffekteathematisch, abhéngig von der
Lokalisation auf der Platte, herauszurechnen. Dazu mussten mehrere Rephkate
vergleichbaren Bedingungeneitlich verteilt angefertigt werden. Die Ergebnissder

gemessenen Infektionsratervon neun Replikaten jeweils nach Zugabe des
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Transfektionsreagenzes, aber ohne mIRN#nd in Abbildung 3.6 zu sehen. Die
Vergleichbarkeit innerhalb technischer Replikate war dabei deutlich hoher als die biologischer
Replikate, welche im Abstand von jeweils einer Woche durchgefuhrt wurden. Vengiiahe

den Messwerten der zuvor positiv getesteten miRNAs waren die Abweichungen der
biologischen Replikate akzeptabel und das Herausrechnen des Randeffektes sollte mit diesem
Basisdatensatz durchgefihrt werd@ls Methode wurde erwogen Messwerte je Wediion

zu mitteln, in das Verhaltnis zu den normalerweise benutzten NegativkdPdotionen (A

D1 und AB2) zu setzen und anschlielend neu gemessene Werte durch diesen Faktor zu teilen.
Bei Erstellung der Replikate wurde erstmals die durch die AG Ebeslerstellte Separations
Software genutzt und Ergebnisse mit denen der NIS Software verglichen. Dabei ergaben sich
kleine Unterschiedem unteren einstelligen Prozentbereich in einzelnen Wells, wobei die
generelle Verteilung von Bereichen mit hoher bzwniedriger Infektionsrate sowie die

durchschnittliche Infektionsrat&ber eine Platte unverandert blieb
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Abbildung 3.6: Erstellung von Replikaten zur mathematischen Korrektur vonMesswerten desScreening Verfahrens.
THP-1 Zellen wurderautomatisiert in 96 Well Mikrotiterplatten ausgesat, fuh2#it Mediumund Transfektionsreagenz,
aber ohne miRNAinkubiertund anschlieBendiir 24 h mit 20nM PMA stimuliert. Differenzierte THR Zellen wurden mit
Legionellapneumophilamit einer MOI von 20 fir 1@ infiziert. Wells E1, F1 und Spalte 12 wurden ausgeschlossen, da sie im
Screeningprozess zur Totallyse bzw. nicht verwendet wellerAuswertung der Infektionsrate erfolgte Giber die entwickelte
SeparationsSoftware. Gezeigt ist die Infektion der transfizierten Zellen iprégoWell. (A-C) zeigen drei Experimente im
Abstand von einer Woche mit jeweils drei technischen Replikairiinks nach rechts
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3.1.4 Validierung der Ergebnisse anhand der miRNAs-101,106a und 107

3.1.4.1 miRNAs-101, 106a und 107 steigern Legionellenreplikation in CFU-Assays

Mit den in Kapitel 3.1.2 zur Validierung ausgewéhlten miRNA®1, 106a und 107 sollten
handisch Experimente durchgefihrt werden um die gesteigerte Infektionsrate im Mikroskopie
Screening zu belegeBudem war dadurch eine Analyse Uber mehrere Zeitpunkte maglgh.
etablierte Methodezur Untersuchung der intrazellularen bakteriellen Replikaboten sich
CFU-Assays an. Dabei zeigte sich wie Abbildung 3.7zu sehenst, dass alle getesteten
miRNAs im Vergleich zurmiRNA Negativkontrolle eine gesteigerte Anzahl an Kolonien
aufweisen. Diese Steigerung war vor allemh4@&ch Infektion mit.egionella pneumophilau
beobachterEs gahl6 h nach Infektion keinsignifikante Veranderung in der Kolonienanzahl

was dem Zeitpunkt des Screenings entsprochen hatte. Dies konnte auf die gesenkte MOI von
0,5 statt 20 zurlickzufiihren sein wodurch sich prozentuale Anderungen in der Replikation erst
kumulieren missen und sm spateren Verlauf der Infektiaichtbar werdenDie niedrigere

MOI wurde verwendet, da dadurch das Experiment tber einen langeren Zeitraum von bis zu
72h durchgefuhrt werden kanmer Ruckgang der relativebakteriellen Replikationder
MiRNA-101, 106aoder 107 transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle zumh72
Zeitpunkt kann durch das Absterben der verbleibendenTHEBIlen erklart werden. Durch

eine erhéhte Replikatiomach entsprechender miRNA Transfektianringert sich die Anzahl

nicht infizierter Zellen schon zu friheren Zeitpunkten dass im spateren Verlauf aufgrund
eines Mangels an lebenden Makrophagen keine weitere Replikation stattfinden kann.

Die zur Validierung verwendeten miRNAs zeigtearsgesamtein zum Teilscreening der
mMiRNAs vergleichbare Ergebnis indem diebakterielle Replikatiomach miRNA101, 106a
und 107 Transfektiomn Vergleich zurmiRNA Negativkontrolleerhoht war. DieStarke der
Veranderung korrelierte dabei aber nicht mit den Werten des Screenings, da z.B.-fiRNA

im Screening die schwachste, hier aber die gréf3te Steigerung zur Kontrolle zeigte.
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Abbildung 3.7: mMiRNA-101, 106a und 107 steigerbakterielle Replikation in CFU-Assays. THP-1 Zellen wurdemmit den

jeweiligen miRNAs transfiziert und nach B4mit 20nM PMA fir 24h stimuliert. Differenzierte THR Zellen wurden mit
Legionellapneumophilamit einer MOI von 0,5 fiibis zu72 h infiziert. Koloniebildende Einheiten wurden nadér jeweiligen

Infektionsdauer bestimmt. Gezeigt sind Durchschnittswerte von drei bistseltiggsscherReplikaten mit dem dazugehdérigen

SEM. Signifikanz zur mi RNA Negativkontrolle wurde mit einen
multiples Testen berechnet=*p < 0,05.

3.1.4.2 miRNA-107 erh6ht Legionellen Replikation

Eine gesteigerte Infektionsrate im Screening kann sowohl durch eine erhohte intrazelluléare
Replikation als auch eine gesteigerte Aufnahme der Bakterien verugeaehsen ain. Aus
diesem Grund wurden miRNAQ7 transfizierte THRL Zellen infiziert und nach B und 6h

Proben per Durchflusszytometrie analysiert. Im Vergleich zur Konmmd#NA ergab sich

dabei keine signifikant€eranderungler Anzahl infizierter ZellerDieslasst eventuell darauf
schlie3en dasszumindestmiRNA-107 nicht die Aufnahme vobhegionellen,sondern deren

intrazellulare Replikation erh@n kénnte
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Abbildung 3.8: miR-107 Transfektion beeinflusst Infektion bei kurzen Zeitrdumen nicht. THP-1 Zellen wurden mit
mMiRNA-107 transfiziert und nach 2dmit 20nM PMA fiir 24h stimuliert. Differenzierte THR Zellen wurderaufgrund
kurzer Zitraumemit Legionellapneumophilan einer hohen Dosis vat00 fir 2h oder 6h infiziert. Nach der angegebenen
Infektionsdauer wurden Zelletbgeldst unger Durchflusszytometrigemessen und die Infektionsrate anhand des GFP Signals
ermittelt. Gezeigtsind Durchschnittswerte von drbiologischenReplikaten mit der jeweiligen Standardabweichung im
Verhaltnis zur dazugehérigen Negativkontrolle. Signifikanz zur miRNA Negativkontrolle wurde mit eimep ANOVA

mit Sidak Korrektur berechnet.s. = nichisignifikant.

3.1.4.3 miRNA-107 zeigt keinen Effekt bei Variante des Mikroskopie-Screenings
MiRNA-107 Transfektion zeigte im Screening eine signifikante Steigerung der Infektionsrate
und hatte in delfCFU-Assays den hochsten Unterschied zur miRNA Negativkontrolle. Aus
diesem Grund wurdeine Platte mit abwechselnden Spaiten mit miRNA Negativkatrolle

oder miRNA107 transfizieen THR1 Zellen erstelltAbbildung 3.9A zeigt, dass dabei die
mMiRNA-107 transfizierten Zellen im Schnitt kemhohere Anteil an infizierten Zellen im
Vergleich zur Negativkontrolle aufwiesebie Infektionsrate war jedoch stadbhangig von

der Position auf der 96 Well Mikrotiterplatgd&bbildung 3.9B).

In Folge wurde ein vergleichbares Experiment in drei unabhangigen Repliket Hilfe der
Automatisierungplattform durchgefiihrtDabei wurden die drei ValidierungsiRNAs und die
Negativkontrolle in einem Muster gleichmafiig Uber die Platte verteilt transfiziert. Auch hier
ergab sich im Schnitt bei keiner der drei miRNA Trakibnen eine erhdhte Infektionsrate im
Vergleich zur Kontrolle(Abbildung 3.9 C). Die Abhangigkeit der Infektionsrate von der
Position war auch bei gettelten Wertenvon drei biologischenReplikaten zu beobachten
(Abbildung 3.9 D), wobei sichin diesen Experimentedie Verteilung hoher und niedriger
Werte anderteDiese Variationkdnnteaufunterschiedliche Lagerbedingungamickzufihren

sein Bei automatisiertem Pettieren wurden die Platten zwischen den einzelnen Prozessen in
Stapelvorrichtungen in einem Inkubator gelagert. Diese kdnnten Einfluss auf den Luftzug

Gegensatz zur Lagerung beim handischen Pipettieren ohne diese Vorrichhatgen
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Abbildung 3.9: miRNAs-101, 106a und 10Verandern die Infektionsrate nicht. THP-1 Zellen wurderhandisch mit 5&M
Negativkontrolle gngeradeSpalterzahler) oder miRNA107 @eradeSpalterzahler) transfiziert (A/B). Alternativ wurde per
Robotik 50nM miRNAs-101, 106a, 107 oder miRNA Negativkontrolle in einem gleichmé&Rigen M(sezer-Blocke der
miRNAs) Uber eine 98Nell Platte transfiziert (C/D). Nach Zdwurde mit 2hM PMA fiur 24 h stimuliert. Differenzierte
THP-1 Zellen wurden mitegionellapneumophilamit einer MOI von 20 fur 1@ infiziert. Die Auswertung der Infektionsrate
erfolgteaufgrund zeitlichen Unterschieds zwischen den Experiméitteindie Nikon NISElements Softwa (A/B) odedurch
die AG Freisleben angefertigtéruswertesoftware (C/D). (B/D) zeigen die Infektion der transfizierten Zellen in % per Well
der 96 Well Mikrotiterplatte. Gezeigt sind Durchschnittswéxtes. Einzelwertevon 48technischen ReplikatefA bzw. B)
und Durchschnittswerte von drdiiologische mit jeweils 2024 technischen Replikaten (®) mit der dazugehdrigen
Standardabweichung. Signifikanz zur miRNA Negativkontrolle wurde mit einem ungeptdgst(alpha= 0,05) (A) oder
einem 2way ANOVA (C) ermittelt.n.s. = nicht signifikant.
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3.1.4.4 miRNAs-125a-5p, 144-3p und 187-3p beeinflussen L. pneumophila Infektion

Da alle zuvor getesteten miRNAs zur Validieruwhgy Screening Ergebnisge CFU-Assays
erfolgreich in ihrer Validierungvaren undauch mit dieser Method®nen Anstiegim Vergleich

zur miRNA-Negativkontrolle ergeben haben, sollten weitere miRNAs getestet werden von
denen entweder kein oder ein negativer Einfluss auRdikation der Legionellearwartet

wurde.

Ausgewahi wurden miRNAs125a, 144 und 187. miRNA25a zeigte im Screening keine
Veranderung zur NegativkontrollgVert: 0,986 Standardabweichung: 0,007 = 3). miRNA

144 zeigte eine Reduktion der Infektionsrate (Wert: Q,66@ndardabweichung:Xg7; n = 3).
mMiRNA-187 war auf den bisher gescreenten Platten nicht vorhanden, zeigte jedoch in
vorherigen Experimenten von Wilhelm Bertra@ss der AG Schmeckeine Veranderung
gegenuber der dazugehdrigen Kontrofleegeniber diesen Vorexperimentgarden jedoch
hiermiRNAs von einem anderen Hersteller sowie ein anderes Transfektionsreagenz verwendet.
Zusatzlich wurde eine weitere Negativkontrgi@RNA Negativkontrolle 2petestet uneinen

moglichen Einflussvon Kontroll-miRNAs feststellerzu konnen

Wie in Abbildung 3.10gezeigt regulierte miRNA25a die Koloniezahl leicht negativ und lag
damit im Rahmen der Erwartungen. miRNA4 zeigte einen unerwarteten Anstieg in
Kolonien 48h nach Infektion was gegenteilig zu den Screening Ergebnissen steht. Diesen
Anstieg gegeniibeder Negativkontrolle 1 zeigte auch miRN&7 wo keine Regulation
erwartet worden war. In allen drei Fallen war die Regulation jedoch nicht signjfikast

potentiell durch gréRere Schwankungen Begebnisseu erklaren ist

Die zusatzliche miRNA Negatidntrolle 2 zeigte bei drei biologischen Replikaten zu allen
untersuchten Zeitpunkten rund 26hdhere Werte als die urspringlich verwendete Kontrolle.
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Abbildung 3.10: miRNAs-125a, 144 und 187 beeinflussehegionella pneumophilanfektion. THP-1 Zellen wurdemit

den jeweiligen miRNAs in einer Konzentration vonrd@ transfiziert und nach 24 mit 20nM PMA fur 24h stimuliert.

Differenzierte THP1 Zellen wurden mit_egionella pneumophila mit einer MOI von 0,5 fir 24, 48 und TRinfiziert.

Koloniebildende Einheiten wurden nach der jeweiligen Infektionsdauer bestimmt. Gezeigt sind Durchschnittswerte von zwei

bis drei Replikaten mit dem dazugehérigen SEM. Signifikanz zur miRNA Négatrolle wurde mit einem angepassten

gemi schten Model |l mit Dunnett ' sn.sKonichtsgaifikantt aufp mulot 0Obl es Te:

3.1.5 Durch Randeffekte und Validierung bedingter Fokuswechsel

Die in Kapitell.1.1beschriebenen Randeffekte, welche die Infektionsrate in den aul3eren Wells
einer Mikrotiterplatte senken, konnten nicht behoben werden. Als leichte Verbesserung des
Assays konnen Ergebnissatnematisch, entsprechend ihrer Position auf der Platte, korrigiert
werdenDrei dermiRNAs, welche im ersten Teilscreening mit dresrary Platten signifikante
Unterschiede zur Negativkontrolle zeigtesollten in Kapitel3.1.4 validiert werden. Dabei
zeigte sichin Ergebnissen vo€FU-Assays die erwartete Steigerung der Kolonienanzahl und
somit der intrazellularen Replikation der Legionell&mer erfolgreichen Valation sprach
allerdings entgegemlass bei Durchfuihrung des Screeningverfahrens mit vielen Replikéten

den ausgewahlten miRNAder Effekt auf die Infektionsrate nicht mehr detektierbar war.

Zusammengenommen fihrten die im Teilscreening erhobenem Rat@ zu miRNAs mit
potentieller Wirkung auf die Infektion von Makrophagen durch Legionellen, doch erscheint das
Verfahren als zu unsicher, um verlasslich damit nach weiteren miRNAs zu suizieen.
gefundenen miRNAs konnten trotz urspringlicher SignifikanzScreening aufgrund von
Randeffekten ausgewahlt worden sein docch Zufallzu spateren Zeitpunkten eine Wirkung
auf die Infektion haberDer Nachweisder veranderten Infektionach 16h Inkubation mit
Legionella pneumophilaber dasScreeningVerfahren, kann somit nicht wirksam dazu genutzt
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werden miRNAs mit einem Einfluss auf die Infektion zu ermittédlus diesem Grund wurde

das weitere miRNAScreening mit dem geplanten Verfahren eingestellt

Eine Alternative zur miRNA-Library war es eineselbst zusammengestellte Sammlung
bioreaktiver Substanzemnu untersuchen. Aufgrunthres geringeren Umfangsat diesdie
Mdglichkeit die etablierte Methodeeiter zu verwendennd ihre Anwendung bei kleineren
Umfangen zu untersuchen. Da bei den zu vakdiden miRNAs aber signifikante
Steigerungen der Legionellenreplikation auch in CFUs detektiert wurden, sollte deren Wirkung
auf die LegionellerMakrophagen Interaktion trotzdem weitertersuchwerden

Dementsprechend teilt sich diese Arbeit im Folgenden in zwei Themen &aipibel 3.2 wird
beschrieben wie dierspriinglicheur Validierung verwendeten miRNAO1, 106a und 107 auf
ihren Einfluss auf die Infektion durdh pneumophilahin analysiert wurden. In Kapit&.3

wird dargestellt, wiedie Transfektion vonmiRNAs durd bioreaktive Substanzen und
Inhibitorenverschiedener Stoffwechsalowie Signalwegem Screeningverfahreersetzt, und
diesesntsprechend modifiziert wurde. Zudem wird beschrieben wie dadurch ermittelte Stoffe

die Infektionvon Legionellapneumophilaregulieren.

3.2 Funktionelle Analyse der miRNAs -101, 106a und 107 mit Bezug

auf die Legionella pneumophila -Replikation
Wie in Kapitel3.1beschrieben wurden trotz der Egliing des geplanten miRN&creenings
mMiRNAs-101, 106a und 107 als interessante Kandidaten fur die weitere Untersuchungen
bestimmt. Dabei war die Steigerung der Koloniezahlen vonLgfionella pneumophila
infizierten Makrophagem CFUs der Ausgangspunkh Folge sollten die durch die miRNAs
regulierten mMRNAs identifiziert werden und so Proteine als mogliche Verursacher der

gesteigerten Legionellenreplikation ausfindig gemacht werden.

Abbildung 3.11zeigt, dass die ausgewahlten miRNAs in S&ugetieren praktisch komplett
konserviert sind. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass diese aufgrund vkino8stuck
fur die Zelle réevante Funktionen austiben und Signalwege oder Prozesse reguliergin

die Zelle von entscheidender Bedeutung sind

Zur Identifikation der von den miRNAs beeinflussten Proteinen wurden zunach€?GR3$
sowie Western Blotgerwendetpevor im AnschlusProteinProben einer Versuchsreihe tber

Massenspektrometrgemessen und analysiert wurden.
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1 10 2022

I + = |

hsa-niR-101-3p UACAGUACUGUGAUARCUGARA

ptr-niR-101-3p UACAGUACUGUGAUAARCUGARG
ssc-niR-101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA
nnu-niR-101a-3p UACAGUACUGUGAUARCUGARA

1 10 20 24

I + + |
hsa-niR-106a-5p AAARGUGCUUACAGUGCAGGUAG
ptr-niR-106a-5p AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGC
ssc=-niR-106a-5p AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGC
nnu-niR-106a-5p CAAAGUGCUAACAGUGCAGGUAG

1 10 20 23
I + |
hsa-niR-107-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCURUCA
ptr-niR-107-3p AGCAGCAUVUGUACAGGGCURUCA
ssc-niR-107-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
nnu-niR-107-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA

Abbildung 3.11: Konservierung der miRNAs-101, 106a und 107miRNA Sequenzen des Mensche®ghimpansen,
Schweins und MausHpmo sapienghsd, Pan troglodytegptr], Sus scrofgssc], Mus musculugmmu]) wurden Uber
mirbase.ordezogen und mitteldes Webtoolttp://multalin.toulouse.inra.fr/multalinverglichen.

3.2.1 Identifizierung regulierter Ziele mittels gqRT-PCR und Western Blots
3.2.1.1 gRT-PCRs

Um die Auswirkungen eines erhohten miRNAL, 106a oder 107 Levels auf Signalwege,
welche zur Steigerung der Infektion beitragen, zu bestimmaen verschiedene Transkripte
als mogliche Ziele dieser miRNAssgewahltEine Auswabhl erfolgte anhand von Vorhersagen
und Literaturrecherchéldgliche Verdnderungen in der Expression di@sanskriptesollten

zunachst per qRPCRs analysiert werden.

Dafur wurdenl L1 3 und T NAFolarisanohssarket 5100A8 und REM2 als
Differenzierungmarker fur jeweils Mone bzw. Makrophagersowie IL-6 und IL-10 als
Entzindungsmarker ausgewahlt Polarisations und Differenzierungsmarker wurden
unabhéangig von der miRNA Behandlung und Vorhersagen gewé&hlt, da eine verminderte
Spezalisierung der Zellen auf eine Infektion durch bakterielle Pathogémiguss auf deren
Replikation haben kéonnt®ie beiden Entziindungsmarker wurden aufgrund von Vorhersagen

zur mdglichen Bindung zwischen miRNA und mRIdAsgewahlt.

MiRNA-106a weist diedbe SeeeRegion wie miRNA17 und miRNA107 dieselbe Seed
Region wie miRNA103 auf.E2F1 und MX1wurden als Bindungspartnéir miRNA-17
vorhergesagt. Ebenso ARNT und NF1 als Bindungspartner fir miRDBAScheller, Herold
et al. 2019)Uber eine Analyse mittels démgenuity pathway analysiSoftwarewurden die
vier mMRNAsebenfallsals potentielle Bindungspartner der miRN236a beziehungsweise 107

identifiziert
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Uber mehrere Datenbanken (miRTarBase) beziehungsweise Algorithmen GTarggt
TargetMiner, miRDB miRWalk) wurden potentielle miRNA Bindestellenn i den
untranslatierten Regionen (UTReprhergesagt. Dabei wurdenlF1A und APP (miRNA-
101/106a) ATM (miRNA-106a) CDK6 (miRNA-107) ermittelt AKT1, AKT2 sowie MTOR
(miRNA-106a) wuden aufgrund des inAbbildung 3.4 gezeigten Signalwegesind
entsprechender Vorhersagen fur miRNA1 getestet NOTCH1 und EZH2wurdenin der
Literatur ds potentielle Bindungspartnéiir miRNA-101 gefunder{Qian, Zhang et al. 2016,
Wang,Meng et al. 2016, Hou, Li et al. 2017)

Wie in Abbildung 3.12und Abbildung 3.13zu sehen istwurdebei Erhéhung degweiligen
miRNA-Levelsfir IL13, TNFa, S100A8, TREM2,L-6, IL-10, ARNT, NF1, HIF1A, ATM,
CDK6, MTOR, NOTCH1 und EZHZ2keine, eine unverhaltnisméaRig kleine oder eine

inkonsistente Anderung der Expression gegeniiber der miRébfativkontrolle gemessen.

E2F1 wies bei miRNALO1 Transfektion 24 nach Infektion ein&teigerung gegentber der
Negativkontrolle auf. MX1 und APP zeigten ebenso zh #&ch Infektion erhdhte Signale bei
angegebenen Transfektion€e@DK6 zeigte bei erhohtemmiRNA-101 Level eine leichte
Reduktionund AKT1 sowieAKT2 ExpressiorsanknachTransfektion mit miRNA106a 48

nach Infektiornleicht

Durch die Funktionsweise von miRNAs mittels eines Proteinkomplexes mRNAs zu binden und
die Translation dieser zu hemmen wurden fur die ausgewahlten Gene eine Signalreduktion
gegenuber der Kontrolle wartet. Davon ausgenommen waren dielarisations und
Differenzierungsmarkerda diese unabhangig von Vorhersagen gewahlt wuikeduzierte

Werte waren nur fir CDK6 sowie AKT1 und AKT2 zu messen, weddier schwach ausfielen

und sokeinen deutlichen Agtchluss Uber die Interaktionen der drei TmgRNAS zuielRen
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Abbildung 3.12: qRT-PCRs nach miRNA101, 106, 107 TransfektionTHP-1 Zellen wurdemmit denangezeigtemiRNAs
in einer Konzentration von 58M transfiziert und nach 24 mit 20nM PMA fir 24h stimuliert. Differenzierte THR Zellen
wurden,wenn angegebemit Legionellapneumophilamit einer MOI von 0,5 fir 24 bzw. 48 h infiziert und zu diesen
Zeitpunkten oder schon nacter DifferenzierungRNA isoliert sowieanschlieBen@dRT-PCRs durchgefuhriGezeigt sind
Durchschnittswerte vomwei bis vier biologischerReplikaten mit dedazugehdérigeStandardabweichung
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Abbildung 3.13: gRT-PCRs nach miRNA101, 106, 107 TransfektionFortsetzung de®rafik dervorherigen Seite

3.2.1.2 Western Blots

Da zuvor schon wieniAbbildung 3.4gezeigt miRNAs101, 106a und 107 in der Regulation

des mTOR Signalweges involviert sein kdnnten, sollte die Aktivitat des mTORC1 Komplexes

gemessen werden. Dieser Komplex elttiében weiteren Proteinen mTOR und phosphoryliert
die Kinase P70S6KSaxtonund Sabatini 2017) Obwohl P70S6k an mehreren Positionen
phosphoryliert werden kanst besmders die Phosphorylierung @hreonin 389epréasentativ
fur die Aktivitat des Protein@Pullenund Thomas 1997, Weng, Kozlowski et al. 199Bj)ese

Position wurde sorhfur die Analyse der Aktivitat Gber Western Blots ausgewahlt.
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Abbildung 3.14zeigt einen reprasentativen Western Blot und @igntifizierungvon vier
Replikaten in denen die Transfektion der miRNAs, v.a. miRINA, die Aktivitat des
MTORC1 Komplexes tendenziell steitge ohne die Expression von mTOR selbst zu

beeinflussen

>
W

S

S o p-P70S6K
[] [} ©

9 P ~— [(e] M~ 2.5
— < o o o

7] pd < < = 2

s X 9 xr oz °

= £ £ E £ £ 2.0

=]

W S == o 1.5+
0.93 1.00 0.99 0.77 0.86 g

o e B Sl » 8 | p-PTOSEK (THr389) 3 1.0-
0.47 1.00 218 1.67 0.97 E
B S R e e | P70SGK S 0.5
0.96 1.00 0.75 0.87 0.90, UE;
GEND SIS @R WD« | [(-Aktin 0.0-

Abbildung 3.14: Western Blot zur Aktivitdt des mTORC1 Komplexes THP-1 Zellen wurdemmit den jeweiligen miRNAs
transfiziert bzw. migleicher Meng Transfektionsreagenz versetzt und nacln 24it 20nM PMA flr 24h stimuliert. Zellen
wurden nach Differenzierung mRIPA lysiert, gleiche Mengen arProteiné aufgetrennt und mittelfmmunmarkierung
detektiert Signale fuir mTOR und P70S6K wurden geAktin normalisierf phosphoryliertes P7086(p-P70S6K) auf P70S6K
undSignale relativ zur Negativkontrolle berechr@ézeigt ist ein représentativer Blot (A) sowie Durchschnittswerte von vier
Replikaten mit der daugehdrigen Standardabweichui).

3.2.2 ldentifizierung regulierter Ziele mittels Massenspektrometrie

Wie zuvor gezeigt, ermoglichten die mittels gRTR ermittelten Gene mit reduzierter
Expression keindussage Uber die Interaktionen der drei frad®NAs. Dieinkonsistenten
Western Blot Ergebnisse zur Aktivitdt des mTORKomplexes zeigten nur eine potentielle
Involvierung dieses Signalweges in der Infektion ingigjionella pneumophila

Durch die Methode bedingt eignen sich gRTRs und Western Blgtam jewels einzelne,
potentiell unterschiedlicktarkvorhandenemRNAs beziehungsweise Proteine zu meddan.

mittels eines Hochdurchsatzverfahrens das gesamte Proteom der Zellen zu analysieren, wurden
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Proben von transfizierten Makrophagen mittels markierungsfrdassenspektrometrie

untersucht und Proteinkonzentratiorgerantifiziert.

Da weitere Versuche mit gRFCRs und Western Blots nur mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit notwendige Informationen ergeben hatten, um die beteiligten Signalwege

aufzudecken, wule zu einenganzheitlicherensatz gewechselt.

3.2.2.1 Wechsel des Transfektionsreagenzes und Probenvorbereitung

Bei der Erstellung der fur die Massenspektrométe®tigten Proben wurde beobachtet, dass
die mitsiPORTNeo FX durchgefuhrten Transfektionen nichéhrden zuvor beobachteten
Transfektionseffizienen erreictien. So fielen Werte der Uberexpression unabhangig von der
transfizierten miRNAnach einem Cérgenwechselauf jeweils unter 256 der vorher
beobachteten Werte (miRN201: 1606faclt miRNA-106a: 146&fach; miRNA-107: 1600
fach). Im Zuge dessemwurdeaufViromer GREEN als neues Transfektiemittel gewechselt
womit die urspringlichen oder sogar héhere LarelTransfektionseffizienz erreichuvden.
DasTransfektionsprotokoll wurdentgrechendingepasst undt unter Kapitell.1.1zu finden.

Abbildung 3.15zeigt CFU-Assays in denen THR Zellen mit miRNA101, 106a und 107
transfiziert wurden. Als Transfektionsreagenz wurde ViromREEN verwendet. Der zuvor
in Abbildung 3.7 gezeigte Effekt, dass miRNAO1, 106a und 107 die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten erhhéies sich fir miRNA101 sowie miRNALO6a replizieren
oder verstarkte sich sogalvarum eine Steigerung d€plonienanzahl fir miRNALO7, trotz

nachgewiesendiberexpressiorausblieb konnte niclgeklart werden.
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Abbildung 3.15: miRNA-101 und 106a steigern Kolonienanzahl inCFU-Assays mit Viromer GREEN . THP-1 Zellen
wurdenmit den jeweiligen miRNAs transfiziert und nach2#it 20nM PMA fir 24h stimuliert. Differenzierte THR Zellen

wurden mitLegionellapneumophilamit einer MOI von 0,5 flibis zu72 h infiziert. Koloniebildende Einheiten wurden nach

der jeweiligen Infektionsdauer bestimmt. Gezeigt sind Durchschnittswerte von drei bis sieben Replikaten mit dem
dazugehorigen SEM.

Da miRNA-101 und miRNAlO6a auch bei Transfektion mit Viromer GREENheei
Veranderung der intrazellularen Replikation von Legionellen verursacisollte eine
massenspektromesghe Untersuchung des Proteodwschgefiihrt werden. Probedie mit
MiRNA-107 transfizier waren,wurden trotz fehlendeValidierungim CFU-Assay ebafalls

untersucht.

Die Zellpellets fur die Massenspektrometrie wurden wie folgt erstellt:-THRllen wurden
mit 50nM der jeweiligen miRNA (101, 106a, 107, neg. Kontrolle) transfiziert und nath 24
mit 20nM PMA fir weitere 24 differenziert. Zu diese Zeitpunkt wurden nicht infizierte
Zellpellets eingefroren df). Anschlielend wurden die restlichen Zellen rhggionella
pneumophilébei einer MOI von 0,5 infiziert. Nach X8und 36h Infektion wurden Zellpellets
infizierter Zellengewonnen und weggefren (tisn und ten). Alle Proben wurden in vier

Replikaten erstellt, was sgesamin 48 Proben resultierte.

In vorherigen Experimenten lag das Wirkungsmaximum beh 4@ch Infektionsstart. Da
erwartet wurde, dass dafir verantwortliche Prozesse aufiriioéme friher ihr Maximum
erreichen wurde der 36 Zeitpunkt gewahlt. Um einen graduellen Verlauf der
Proteinkonzentrationen zu bestimmen wurden Praloehnach der Hélfte der Zeit, ald@ h

nach Infektionerstellt. Obwohl die Kurven demit Viromer Greendurchgefuhrten CFUs in
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Abbildung 3.15nicht die Reduktion der Replikation nach #&ie in Abbildung 3.7zeigen

wurden die urspriinglich geplanten Zeitpunkte beibehalten.

Durch die beschriebene Zusammenstellung der Proben wurdemn unterschiedliche
Analysemethoden maoglich. Zum einen ermoglicht der Vergleich zwisghdmitund ten der

mit miRNA Kontrolle transfizierten Zellen den Effekt der Infektion auf die
Proteinlonzentrationen zu untersuchen. Zum anderen kann durch den Vergleich der-miRNA
101, 106a oder 107 transfizierten ZellenmilRNA Negativiontrolle, der Effekt der jeweiligen
MiRNA bestimmt werden.

Die Analyse der drch miRNA Transfektionregulierte Proteine Proteinklassen oder

Signalwege mit Bezug zur Infektion waren das vorwiegende Ziel der Auswertung

3.2.2.2 Hauptkomponentenanalyse der Massenspektrometrie-Daten

Um zu ermitteln wiéihnlichdie erhobenen Datensatze zueinarsiled wurden diese mittels
einer Hauptkomponentenanalyse (ergiincipal componengnalysis PCA) analysiert. Diese
zeigte, dass einder vier mit miRNA-106a transfizierte Proben zu ten weit abseits der
restlichen Proberokalisierte, sich somit deutlich moden anderen Replikaten in ihren
Proteinkonzentrationen unterschigtd dementsprechend aus den folgenden Analysen entfernt
wurde. Abbildung 3.16zeigt eine Hauptkomponentenanalyse ndtitfernen dieser Probe.
Daraus wird ersichtlich, dass sich die Probanptsachliclentsprechend ihres Zeitpunktes an
denen sie erhoben wurdesiso tn, tish beziehungsweiseadh, aufteilen. Die durchgefihrten
miRNA Trangektionen haben untereinander einen kleineren Effekt auf die Gesamtheit der
Proteinkonzentrationen als die durch die Infektimmw. den zeitlichen Verlauferursachten
Anderungen. miRNAs binden mRNAs mit entsprechenden Sequenzen spezifisch und
regulieren @éren Translation, was eher zur Veranderung eiozelnenProteirmengenals zu
generellerAnderungen uber allBroteinmengen hinwefiihrt. Dasbeobachtete Clustemach

Infektionsdaueentsprach somit den Erwartungen.
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Abbildung 3.16: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Massenspektrometri®aten. Zur Erstellung wurden die mittleren
Intensitéten der drei abundantesten Peptide verwendet.

3.2.2.3 Volcano plots der Massenspektrometrie-Daten

Um zu bestimmen in welche Richtung die einzelnen Proteine tendenziell durch die Behandlung
mit miRNAs bzw. die Infektion mitegionella pneumophilaeguliert sind wurdervolcano
plots erstellt. Abbildung 3.17A zeigt, dass bei Proben, die mit der miRNA Negativkontrolle
transfiziert wurden, im Vergleich zgntliber 36h die Expression einer Vielzahl an Proteinen
ansteigt und bei deutlich weniger ProteineneeiReduktion der Proteinmenge erfolgt.
Abbildung 3.17B-D zeigt die selbe Analysenit angepassten Grenzwerten der Signifik&inz,

die miRNA-101, 106a oder 107 transfizierten Proben im Vergleich zur Komn&NA des
selben Zeitpunkts. Daraust iersichtlich, dass miRNAO1 mehr signifikante Veradnderungen
an Proteinkonzentrationen ausgelost hat als miRRBAa oder miRNALO7. Zudem sind zum
Zeitpunkt der Infektion (&) mehr Proteine erhoht, was sich im Verlauf vorhagmdrehtZu

taen ist fUr jede Probe mit transfizierter miRNA der Grof3teil der Proteine im Vergleich zur

Kontrolle reduziert.
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Abbildung 3.17: Volcano plotder Massenspektrometrie Proberzu denjeweiligen Kontrollen. Proteirmengerwurden als
signifikantgewertetwenn p< 0,01 (A) oder g 0,05 (GD). Veranderungen d@&roteinmengevurdenfarblich gekennzeichnet,
wenn|logz| = 1 (A) oder 0,585]( 50 %; C-D) und signifikantGrenzen fur pNerte und Mengenéanderungen wurden abhangig
von der Anzahl signifikant regulierter Proteine gesd®zt entspricht einer Steigerung, blau einer Reduktion der jeweiligen
Proteirmengeim Vergleich zurentsprechendelkontrolle.
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3.2.2.4 Venn Diagramme der Massenspektrometrie-Daten

Da aus den Volcano plots nur der generelle Trend der Regulation sowie die Anzahl der
veranderten Proteenje Zeitpunkt und Transfektiatedingunghervorgeht wurden Venn
Diagramme erstellt. IAbbildung 3.18A wurden die zuvor gezeigten Proteine mit Signifikanz

(p < 0,05) und einer minimalenderung der Proteinmengeum 50% aufgetrennt in
gesteigerte/reduzierte Abundanz une diei Zeitpunkteok, tish und &en verglichen Daraus ist
wieder ersichtlich, dass miRNAQO1 transfizierte Proben zu jedem Zeitpunkt am meisten
regulierte Proteine zeigteRs zeigten sich prozentual mehr Uberschneidungen zwischen zwei
Zeitpunkten bei Proteinen mit gesenkter Abundanz. Dabei gabinesbesonders hohe
Uberlappungzwischen demtign und en Zeitpunktenfiir Proteine diedurch miRNA101

reguliertwurden

In Abbildung 3.18B wurdenmit der selben Methodi#ie drei Transfektionen untereinander zu
jeweils einem der Zeitpunkte verglicheDie Transfektionen mit miRN-101, 106a und 107
wiesen untereinander wenig geteilte Proteine mit derselben Regulation auf. Die
Uberschneidung zwischen miRNEO1 und miRNA106a war aber ausgepragteals mit
mMiRNA-107.

Tabelle3.2 listet allesignifikant reguliertenProteine auf, die bei einer Transfektion zu allen
drei Zeitpunkten oder zu einem Zeitpunkt von allen drei miRNAnsfektionenreguliert
wurden. Mit HBA1, PLG, F2 und SERPINF2 sind unerwartet eine Untereinheit des
Hamoglobins sowidreiBestandteileles Blutgerinnungssystems in dieser Liste vertré&b

ist bekanntdafur durch Regulation der MakrophagPwolarisation an der Aufldsung von
Entziindungen beteiligtzsein(Sugimoto, Ribeiro et al. 20L3ERPINF2 stellt einen Inhibitor
von Plasmin,eing aktivierten Versionvon PLG dar (Carpenterund Mathew 2008) Die
Regulation der beiden Proteine ist somit nicht zueinander schlissiddnnte auf eine feinere

Abstimmung der Regulation in diesem System hindeuten.
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Abbildung 3.18 Venn-Diagramme der regulierten Proteine Gezeigt sindjesteigerte/reduzierroteinkonzentrationemit

ps 0,

0 5 % Vamiation§ddz| = 0,585)zur jeweiligen Kontrolle. Verubiagramme sind flje einemiRNA-Behandlung

zudrei Zeitpunkte ton, tienund tsngezeigt(A) bzw. die Uberschneidungen der drei miRNBehandlungen ziejveils einem

Zeitpunkt (B).

Tabelle3.2: Proteine mit signifikanter Regulation zu drei Zeitpunkten bzw. in jeder Transfektion

Protein MIiRNA Transfektion  Regulationsrichtung Zeitpunkte
HMGB1 miRNA-101 Erhoht ton/t1sn/taen
HBA1 miRNA-101 Reduziert ton/t1sn/taen
PLG miRNA-101 Reduziert ton/t1en/tash
F2 miRNA-106a Reduziert ton/t1en/tash
ATOX1 mMiRNA-101/106a/107 Erhoht t3sh
SERPINF2 miRNA-101/106a/107 Reduziert tseh

93



Ergebnisse Abschnitt:3.2

3.2.2.5 Analyse der involvierten Signalwege

Uber die in3.2.2.4gezeigten VeniDiagramme und den daraus erstellten Listen an regulierten
Proteinen liel3en sich keine einzelnen Vertregstimmen, die maf3geblich die Infektion durch
Legionella pneumophila beeinflussen. Daher sollten entsprechende Signalwege
beziehungsweise Proteinklassesrmittelt werden, die durch die einzelnen mMIRNA

Transfektionen angereichert wurden und in Bezugizerinfektion stehen kénnen

Dafur wurde hauptsachlich das gProfiler2 Paket in R verwendet. Dieses Paket nutzt den
Webservice g:Profile(Raudvere, Kolberg et al. 2019)d stellt Ergebnisse wie #bbildung

3.19 exemplarischgezeigt darDie zuvor Uber die VenbDiagramme erstellten Proteinlisten
wurden dabei mit Listen von Signalwegen und zellularen Funktionen verglichen und bei
ungewohnlicher Anzahl an Uberschneidungen diese Listen sortiert nach geringster zufalliger
Wabhrscheinlichkeit ausgegeben. Als hinterlegte Datenbanken wurden KEGG, Reactome, Gene
Ontolagy (Molecular Function, Cellular Component, Biological Process)ie miRTarBase

verwendet

Die Analyse wurde vorwiegend mit den Proteinen durchgefiltie zu zwei
aufeinanderfolgenden etpunken veranderte Konzentrationen gegeniber #amtrolle
aufwiesenum eine erhohte Wahrscheinlichkeit zu haben, dass diese Proteine tatsachlich im
Zusammenhang mit der miRNA Transfektion stehen. Da der Wirkmechanismus von miRNAs
eine Reduktion ihrer Ziele zur Folge hat, wurden zudem vorwiegend Misiginmit

reduzierten Konzentrationen analysiert.

Als Kontrolle, ob durch diese Analyse relevante Ergebnisse entstelueden alle 3594
detektierten Proteine in einer Liste an gProfiler2 tGbergeben. Dabei wurddnstemn fur
intrazellulare Lokalisatioentiber Gene Ontology Cellular Component ausgegeben. Dies beruht
vermutlich auf der Anreicherung von Proteinen aus dem Zytoplasmhdukleus da Zellen

bei der Probenvorbereitung zur Massenspektrometrie lysiert und zentrifugiert wurden. Proteine,
welcheextrazellular odein der Zellmembran lokalisiert sind wurdeavor beziehungsweise
dadurch groRtenteils aus dem Datensatz entfém. Nennung von Signalwegen oder
Proteinklassen bei der Analyse der Ubergebenen Proteinlisten stellen somit Ergebnikse dar,
signifikant in den jeweiligen Listen angereichert sith Beispiel flreine solche Analyse ist

in Abbildung 3.19gezeigt.Dabei spiegelt die Listdie besten Treffer anhand des berechneten

p-Wertes wider.
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id | source term_id term_name term_size p_value
1 ‘REAC lREAC:R-HSA-BSMZS Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPS)‘ 124 _1 4e-10
2 ‘GO CcC .GO:DE)(]5615 extracellular space l3598 _? 2e-10
3 GoOccC .GO:DO()SS?S extracellular region .4602 _3.79-0
4 GO.CC .GO:UOUSTEB endoplasmic reticulum lumen . 307 79.89-09
5 |GO.CC .GO:0031QE3 vesicle lumen . 326 ¥1.Ee—08
6 ‘GO:CC .GO:1903581 [ extracellular vesicle l2266 ga 7e-08
17 cocc |GO:0043230 | extracellular organelle 12268 | lage-08
8 VREAC REAC:R-HSA-8957275 [ Post-translational protein phosphorylation 107 71 8e-07
.9 -GO:CC .GO:OOTOOBZ [ extracellular exosome .2180 _3.2e~07
.10 -GO:CC .GO:0034774 [ secretory granule lumen | 320 _5.08-07
1" ‘GO:CC lGO:OOGOZDS cytoplasmic vesicle lumen | 324 _5.58-07
12 ‘GO:CC lGO:0062023 collagen-containing extracellular matrix | 424 74.5&-06
13 |GO:MF .GO:1901681 sulfur compound binding | 264 74 7e-08
14 GOMF |GO:0008201 | heparin binding 168 | 1.0e-08
15 GO:MF .GO:0004252 serine-type endopeptidase activity | 170 1.1e-05

Abbildung 3.19: Signalweganalyse Uber gProfiler2fir miRNA -101 regulierte Proteine zutish und tseh. Farben
entsprechen dererschiedenen hinterlegten Datenbankebei die einzelne Position eines Terms zudem durch den jeweiligen
p-Wert bestimmt istRot: Gene Ontology (GO) Molecular Function, Griin: GO Cellular Component, Gelb: GO Biological
Process, Pink: KEGG, Blau: Reactoriiéiykis: miRTarBaseGelistet sind didaten derl5 Signalwege bzw. Funktionen mit
dem geringsten-Vert.

Zur Verifizierung der durch gProfiler2 berechneten Ergebnisse wurdengldiehen
Proteinlisten tber die STRING Datenbank analygigeklarczyk, Gable et a019) Dieses
Webtool vergleicht analog zu gProfiler2 Listeon Proteinen miteiner Datenbank nd
identifiziert signifikante Anreicherungem einzelnen SignalwegerDie zu analysierenden
Proteine werden zudem bei direkter Interaktion zueinander grafisdnteraktionsnetzwerk
dargestellt Abbildung 3.20stellt dabei & beispielhaftes Interaktionsnetzwerk von 13 der 24
Proteine dar, die auch fdbbildung 3.19verwendet wurderinsgesamt wurden Uber STRING

vergleichbae Ergebnisswie bei gProfilerZrzielt
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Abbildung 3.20: STRING Database Signalwed\nalyse fiir miRNA-101 regulierte Proteine zutish und tssn. Die gleichen
24 Proteine mit reduziertdProteinmenge nach miRN201 Transfektion wie bei der Analyse durch gProfiler2 wurden
Uibergeben. Clusterbildung und Farbung durch STRING.

Tabelle3.3: Ausgewéhlte Signalwege und Proteinklassen mit Sigmifildurch gProfiler2

Bezeichnung Datenbank Code
Komplement und Gerinnungskaskaden KEGG hsa04610
Regulation des IGF Transports und Aufnahr Reactome RHSA381426
Posttranslationale Proteinphosphorylierung Reactome RHSA8957275
Signaltransduktion durch Ri&TPasen Reactome RHSA194315
Apoptose Reactome RHSA109581
Serinproteasen Aktivitat Gene Ontology 0004252

Bindung von/an Schwefelverbindungen Gene Ontology 1901681
Aktivitat von Endopeptidase Inhibitoren GeneOntology 0004866
Lsm28 Komplex Gene Ontology 0120115
negativeRegulationvon Proteolyse Gene Ontology 0045861
Regulationvon apoptotischen Signalwegen Gene Ontology 2001233
Abt6tung von Zellen Gene Ontology 0001906
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Aus den Ergebnissen allgProfiler2Analysen wurden die ifabelle3.3 gelisteten Signalwege
und ProteinklasseausgewahltDa diese nach einer miRNA Transfektion unterschibadtiar
MiRNA Negativkontrolle reguliert waren und diese miRNAs Einfluss auf die Infektion haben,
besteht die Annahme, dass ein Teil digSignalwege und Proteinklassbai einer Infektion
involviert ist. Eintrage mit ahnlichem Hintergrund wurden oftmalsaumengefasst und ein

reprasentativer gewabhilt.

In Abbildung 3.21wurden die detektierten Proteine die in diesen Eintrdgen gelisteirst

ihrem jeweiligen Wert zu den einzelnen Zeitpunkten beziehungsweise Bedingungen dargestellt.
Daraus ist ersichtlich, dass bis auf die Proteine des 1&#Ka@mplex Eintrages alle anderen
Eintrdgeim SchnitteineReduktion Uber den Zeitraum von B&ufveisen. Diese Regulation

ist in der Regel starkeje spater die Proben gewonnen wurden, was eine Beeinflussung eines
Eintrages durch die miRNA Transfektionen aufgrund des linearen Verlaufs wahrscheinlicher
macht. Interessanterweise startet der Schnit &toteinkonzentrationen haufig knapp tber

dem der Kontrolle und dreht sich zupZeitpunkt ins Negative.
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Abbildung 3.21: Regulation aller hinterlegten Proteine der genannten Eintrdge Gezeigt sind diedurch die
Massenspektrometrie gewonnenen Konzentrationen relativ zur jeweiligen Kontrolle desselben Zedpunits Linie zeigt
den Median der jeweiligen Spalte an.
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Abbildung 3.22: Regulation aller hinterlegten Proteine der genannten EintrageFortsetzung der Grafik der vorherigen

Seite.

3.2.2.6 Analyse durch regulierte Proteine mit miRNA-Bindestellen in inrer mMRNA

Die zuvor durchgefutten Untersuchungen betrachteten die Gesamtheit aller regulierten

Proteine abhangig von der durchgefiihrten miRNA Behandlung. Es stellte sich die Frage ob

Proteine mit einem entsprechenden BindestéMetiv in der 3UTR ihrer mRNA eine starkere

Auspragung der Regulation gegentuber Proteinen ohne Bindestelle zeigen.

Dafur wurde eine zuvor publizierte Methode verwer{&eibach, Schwanhausser et al. 2008)

bei der die detektierten Protemengenm Vergleich zutmiRNA Negativiontrolle gegentiber

dem Prozersatz der Proteamit starkerer Reduktion stehelies wurde,wie in Abbildung
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3.23dargestellt, abhangig von dem Vorhandensein einer entsprechende BiRdestelle
durchgefuhrt. Dabei saén Proteine mit Bindestellevotiv in ihrer mRNAaufgrund der durch
MiRNAs verursachteTranslationshemmundpegradation oder Stabilitatsveranderstéyker
reduziert sein als Proteine ohaatsprechendes mRNMotiv. Dies zeigt sich im Graphen
durch eine Verschiebung der Kurgegenuber der schwarzen Linie, die die Gesamtheit aller
MRNAs ohne BindestelleNotiv enthalt,nach links. Die Analyse wurde fir unterschiedliche
Auspragungen an Bindestellen durchgefuhrt. Dadtellen 8mere perfekt komplementare
Sequenzen der miRNA Se&egion(Nukleotide 18) darund sollten die héchste Affinitat zur
MiRNA und starkste Verschiebung der KuagfweisenDa flr 6 beziehungsweise-ihere

eine kurzere komplementére Sequenz vadkarist, wurde eine dementsprechend schwachere

Verschiebung der Kurve erwartet.

Aus den erstellten Graphen liel3 sich ablesen, dass bei miRNATransfektion zu allen
Zeitpunkten Proteine mit einer-rBer Bindestelle im Schnitt niedrigere Konzentrationen
gegentber Proteinen ohne, oder schwacheren Bindestellen aufwiesen. Dies war fur-miRNA
106a nur schwach zusk und ten erkennbar.miRNA-107 Transfektion flhrte zu keiner
Veranderung in den jeweiligen Kurvebie Ergebnisse konnten darauf schliel3en lassess d

die erhohte Replikation der Legionellen nach miRNA Transfektion bei miROIA durch
direkt regulierte Proteine erfolgt, wahrend miRNB6a indirekt Proteine beeinflusst die zur

Variation der Replikation beiigen.
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Abbildung 3.23: Kumulative Verteilung von k-meren Bindestellen in den detektierter8 Nj 4 DiR x-Achsestellt die
relative Veranderung jedes Proteins im Vergleich zur entsprechenden nhRRYivkontrolle des glefen Zeitpunktsiar.

Auf der yAchse ist der Anteil der Proteine dargestellte eine der Achse entsprechende Verédnderung oder starker
ausgepragte Reduktion der Proteinmenge aufweist. Somit ergibt sich avAdese/ eine kumulative Verteilung.

Im AnscHuss wurden Proteine mit miRNBindestellen und eindlogy| Variation= 0,3 Uber
gProfiler2 analysiert. Dabei zeigte sich fur miRNAL transfizierte Proben eine Anreicherung
von Proteinen mit Bezug zum Membteansport und Vesikelaktivitat. Diese Anregching war
umso ausgepragter janger die komplementare Sequenz deRNA Bindestelle gewahlt
wurde. Abbildung 3.24A zeigt alle detektierten Proteine eines reprasentativen Reactome

Ausdrucks abhangig von Behandlung und Zeitpunkt.

Da Anderungen des Vesikeltransports u.a. durch eine Schadigung desA@udgats
verursacht werden wurde in Folge untersucht, ob nach &iRMNnsfektion eine solche
mikroskopisch detektierbast (Petrosyan 2019)Daflr wurden transfizierte THR Zellen
differenziert und wahlweise mit odehne anschlielRende Infektiont Legionella pneumophila
mittels Immunfluoreszengefarbt. GOLGAL, welches auf der Zytoplasmaewandten Se
des GolgiApparats lokalisiert, diente zur Visualisierugiger GolgiApparat Fragmentierung
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Abbildung 3.24B und C zeigen die durchschnittliche €& des detektierten GOLGA1 Signals

je Zelle.Eine erhohte GOLGAL Flache je Zelle zeigt dabei eine Fragmentierung und somit
Schadigung des Goldipparats an.Dabei zeigten miRNALO1 transfizierte Zellen ohne
Infektion sogar eine leicht reduzierte Flache genuber der Kontrollransfektion. Dieses
Verhalten konnte nach Infektion nicht festgestellt werdéfine Verdnderung des
Vesikeltransports Uber eirferagmentierung und som8chadigung des Goldipparats und
dessen Transportfunktion sbmitaus diesen Bten nicht ersichtlich.
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Abbildung 3.24: Membrantransport nach miRNA -Transfektion. Gezeigt sind di€roteinkonzentrationen der im Ausdruck
enthaltenen Proteine relativ zur jeweiligen KontrokésselbeZeitpunkts (A).Die rote Linie zeigt den Median der jeweiligen
Spalte anTHP-1 Zellen wurdemmit den jeweiligen miRNAs transfiziert und nach24nit 20nM PMA fiir 24h stimuliert.
Differenzierte THP1 Zellen wurden miLegionellapneumophilanit einer MOI von 10 fir 24 infiziert und gefarbt (C) oder
ohne Infektion geférbt (B). Gezeigt sind Durchschnittswerte der GOLGA1 Héatedle von mindestens I0Zellenaus 16
biologischen Replikateand zugehdriger Standardabweichung (B/C)

3.2.3 Zusammenfassung des miRNA-101, 106 und 107 Projekts

Die drei miRNAs101, 106a und 107 wurden durch das miRNA Teilscreening als signifikant
bewertet. Nachdem diese Erkenntmiglerrufen wurde zeigte sich trotzdem eine in CFUs
messbare Steigerung der Legionellenreplikation, woraufhin die Analyse dieser drei miRNAs
fortgesetzt wurde. Uber gRFCRs und Western Blots lieRen sich keine Riickschliisse ziehen
wie die Transfektion der IRNAs die Legionelleninfektion beeinflusst und in Folge wurde eine
Analyse Uber Massenspektrometrie durchgefiihrt um eine breitere Ubersicht tber regulierte

Proteine zu erhalterDabei zeigtesich anhand einer PCA, dass der Einfluss der Infektion
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starkere PRoteinregulationen ausloste als die Transfektion der miRNAs. Bei transfizierten
Proben, v.a. bei miRNAO1 Transfektion sowie spaten Zeitpunkten, wiesen regulierte Proteine
vorwiegend eine Reduktion der Proteinmenge auf. Uber gProfiler2 und die STRIN®&#e
wurden Signalwege undProteinklassen identifiziert, die durch die miRNAs signifikant
unterschiedlich zur miRNA Negativkontrolle reguliert waren. Wurden nur Proteine mit einer
Bindestelle fur eine der drei miRNAs betrachtet so zeichnete sich eineAmoéieherung
dieser Proteine bei Stoffwechselwegen mit Bezug auf den VesikeltransporEirad.
Fragmentierung des Golgipparats und eine damit einhergehende Verdnderung des

Vesikeltransports konnte nicht nachgewiesen werden.

3.3 lIdentifikation von Inhibitoren mit Einfluss auf die intrazellulare
Legionella pneumophila -Replikation
Wie in Kapitel 3.1.5 beschrieben zeigte das urspriingliche miR8I&eeningverfahren
Probleme in deReplizierbarkeit Insbesondere das Vorhandensein von oftmals nur einem
Replikat je Bedingung auf einer Mikrotiterplatte sowie Randeffekte senkten die Zuverlassigkeit
der erhaltenen Ergebnisse. In Folge wurde das Screeoim miRNAs eingestelleinzelne
mMiRNAs weiter untersucht. Alternativ zu miRNAs sollténhibitoren und bioreaktive
Substanzeruntersucht werdenDa die Anzahl der geplanten Substanzen deutlich geringer
ausfiel als die der miRNAs war es moglidas etabbrte Verfahren weiter zu verwenden,
mehrere technische Replikate Uber die Platte verteilt anzuordnen und so Randeffekte
herauszumitteln. Durch den Wegfall der Transfektion und das Hinzukommen der
Chemikalienzugabe mussten einzelne Prazbsste des ScrewngVerfahrens angepasst
werden.Details der Anpassungen sind Kapit€i83.3.2.1zu entnehmen.

3.3.1 Aufbau eines Substanz-Screenings

3.3.1.1 Auswahl der Substanzen

Fur das Screening sollteBubstanzen aus drei Kategorien ausgewahlt werden: Stoffe mit
bekanntem beziehungsweise sehr wahrscheinlichem Einfluss auf die Infaktioegionella
pneumophila Stoffe bei denen eine Datengrundlalyegch Fachliteratuvorliegt, die darauf
schlieBen |&st, dass in diesem Kontext eine Regulation auftritt, sowie Substanzen bei denen

keine bisherigen Dateam Infektionskontextvorliegen.

Als Kontrollen dienten Wortmannin, ein PI3K Inhibitor, welcher wrangegangenen
Experimenterder AG Schmeck in Marburdie Infektion gesenkt hat, undy294002 was
ebenfalls als PI3K Inhibitor fungier®irolimuswurde als Inhibitor von mTOR uralf Grund
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der Involvierung in der Infektion mit Legionellen ausgewabshire, Dragoi et al. 2016,
lvanov 2017)DihydroergocristinAmitriptylin undBepridil zeigten in einer vorhergegangenen
Studie eine Inhibition der Infektiomon Makrophagen durchegionellenvon mehr als 806
(Czyz, Potl.uri et al. 2014)

Insgesamt zeigten in dieser Studie 32 Substanzen eine Reduktion desllegiwachstums
von Uber 8®%. Uber einAnalyse mit der Software Ingenuity Pathway AnalyE?\) wurden
weitere Stoffe gefunden, welche die gleichen Ziele wiseli@ Substanzeadressieren. Dabei
wurde festgestellt, dass viele ddyer IPAneugefundenen Substanzen einen Serotoodler
Dopaminrezeptor binden. Insbesondere fiel dabei der Fokus fir Serotonin atifldiesdwie
fur Dopamin auf den D2 Rezeptor. Ziprasigtaperidon, Lisurid und das strukturverwandte
Tergurid wurden aufgrund ihreBindung an beide dieser Rezeptorém das Substanz
Screeningausgewahltwobeisich die Affinitat der Stoffe zu den Rezeptorégilweise stark
unterscheidetRopinirol undTalipexol binden praktisch ausschliel3lich denpaminrezeptor,
wohingegen Fluoxat als selektiver Serotoniwiederaufnahme Inhibitor praktisch
ausschlie3lich den Serotonin Rezeptor binddle genannten Substanzen mit Bezug zu
Serotonin oder Dopamin stellen dabei etablierte und zugelassene Medikamente dar.

Leukotrien D4 ein Molekll das in der Vermittlung von Entziindungen involviert, ist
Deferoxamin einEisenchelatqrTrichostatin A, ein HDAC Inhibitorynd Bortezomibwelches
einen Inhibitor des Proteasoms darstelitirden ebenfall@ufgrund von IPA als potentielle
Kandidaten iderfiziert. 25-hydroxycholestero{25-HC) erhdht die Synthese von Cholesterol
und ist ebenfalls bei der IPA Analygefunden worden. Zudemeigten Verdnderungen der
Cholesterolverteilung Effekte auf das Wachstum Garxiella burnetiiund eingeschrankiuf

das vonLegionella pneumophila Cz y z , Potl.uri et al . 2014)

W-7, ein Calmodulin Inhibitor, und der-WASP Inhibitor Wiskostatin wurdegetestet, da sie

die Sekretion verschiedener Effektoren Uber das Dot/lcm System der Legionellen einschréanken,
aber bisher keine Analyse der intrazellularen Replikation erfol¢Clsarpentier, Gabay et al.
2009) Forskolin, ein Agonist dekdenylylcyclaseund8-bromacAMP wurden aufgrund ihres
positiven Einflusses auf dantrazellulare cAMP Level ausgewéhlt. cAMP hat dabei das
Potential regulatorisch im hier ausgewahlten Rahmen zu wirklen es in murinen

Makrophagen eine Inhibition der Infektianfhob(Egawa, Klein et al. 1992)

Der PKA Inhibitor H89, der MEK1/2 Inhibitor Trametinib das Antioxidans und

entziindungshemmende AgéwiscetylcysteifNAC), der Calciumantagonist Nifedipin sowie
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Methylselensédure wurden aufgrund persénlicher Empfejfadn und vorheriger Erfahrungen

mit diesen Stoffen inkludiert.

Zuséatzlich zu den Substanzen bei denen ein Einfluss auf die Infektion mit Legionellen
abzusehenvar, wurden 11 Stoffenach Auswahl durclProf. Dr. M. Schlitzeribernommen.

Dabei handelt es dicunterschiedliche Substanzklassen dererekulareBindungspartner
weitgehend unbekannt sind. Die Stoffe leiten sich entfernt von bestehenden Arzneistoffen ab
oder wurden als Inhibitorevon Helikaserentworfen Die Laborinternen Bezeichnungen und

Struktuformeln sind imAnhang zu finden

Insgesamt handelt es sich mit 6 KontrollehS2offenmit potentiellem Einflussind 11 Stoffen

mit unbekanntem Hintergrundm 38 unterschiedliche SubstanzeAufgrund der weitaus
geringeren Anzahl gegeniber den miRN#srde es moglich mehreretechnischeReplikate
jeder Substanz auf einéfikrotiterplatte zupositionierenund sopositionsabhéngige Effekte
weitestgehend zu eliminiereBine Liste der verwenden Substanzen sowie deren eingesetzte
Konzentration findet sich iabelle3.4 auf Seitel08

3.3.1.2 Bestimmung der optimalen Konzentrationen

Um eine fir die THPL Zellen und die Legionellen vertragliche Konzentration der 38
Substanzen zu finden wurden zwei experimentelle Methoden verwendet. Zunachst wurden alle
Substanzen mittels eind&TT Assays in verschiedenen Konzentrationen gemeasseainen
Einfluss der Substakenzentrationenauf die Vitalitdt der Makrophagen auszuschlieR3en
Ausgewahlt wurden 50, 5 und QM fir einen Zeitraum von B oder 3th. Der 30h Zeitpunkt

wurde gemessamm zu gewabhrleisten, daaachbei einerkirzerenDauer von 18 im Screen
(Zugabe 2h vor Infektion und 1@ wahrend Infektiopkeine Beeintrachtigung der Zellvitalitat

ZU erwarten ist.
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Abbildung 3.25: Einfluss der Substanzzugabe auf die THR Vitalitat. THP-1 Zellen wurden mit 20M PMA fir 24h
stimuliert und Substanzen nach einem Mediumswechsel in Konzentrationen yiw, & pM oder 50uM zugegeben. Zellen
wurden nach Inkubationszeit gewaschen und der MTT Assay durchgefiihrt. Gezeigt sind Werte3voinldyischen
Replikaten mit Inkubationszeiten vorh§A) und 30h (B). Aufsteigende Konzentrationen jedes Stoffes von links nach rechts.
H20 und DMSO wurden in degeringsten Verdunnung aller Stoffe eingeseNAC zeigte vermutlich aufgrund der

antioxidativen Wirkung unabhangig von der Konzentration kein Signal und wurde aus diesem @iimdh der Grafik
dargestellt.

Die durch den MTT Assay ermittelten Konzexttonen, welche die Vitalitat der THPZellen

nicht beeintrachtigen, wurden im Anschluss verwendet um potentielle Einschrankungen beim
Wachstum vonL. pneumophilain Flussigkultur zu messemies wurde durchgefihrt um
Substanzen zu identifizieren welciérazelluléare Stoffund Signalwegevahrend der Infektion
beeinflussenDazu wurden Wachstumskurven erstellt und entsprechende Konzentrationen der

Substanzen zugegeben. Fur den Fall, dass sich das Wachstum der Bakterien vexéamnderte
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die Konzentrationreduziert bis keine Veranderungrof3er als 206 gegenlUber der
Lésemittelkontrolleauftrat.Die Wachstumsrate wurdeerechnet indem dieit, in der ORoo

0,4 (Mitte der logarithmischen Wachstumpisase) erreicht wurde, ins Verhaltnis pweiligen
Kontrolle gesetzt wurde. Als Positivkontrolle fiir ein verandertes beziehungsweise gestopptes

Wachstum diente 1Q@g/ml Gentamicin.
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Abbildung 3.26: Wachstumsate nach Substanz Zugabe.Legionellenwurden in einer Flissigkultueultiviert und nach
Verdiinnung bei einer Qdgy von 0,03 mit Substanzen in angegebenen Konzentrationen verS§stgamtvolumen 150l je
Well einer 96 Well MikrotiterplatteGezeigt ist die Dauer bisine ORoo von 0,4 erreicht wurde relativ zur unbehandelten
Losemittellontrolle.Gezeigt sind 2 Replikate der Konzentrationen bei denen es keine Veranderse¥ gegeniber der
Lésemittelkontrolle gab.

Nach Ermittlung der Konzentration, welche sowonhl fir THRellen als auch. pneumophila
geeignetwar, wurde diese mit mindestens drei Literaturwerten verglicherdenen die
Substanzenn vitro bei eukaryotischen Zellen, unabhéngig von der Zugabe voteBak
eingesetzt wurderbas Ziel war anerkannte bzw. physiologisch nutzbare Konzentrationen zu
verwenden.Lagen diese im Schnittnter den im MTT Assay oder Wachstumskurven
gefundenenwurdedie Konzentratiorentsprechend angepaskabelle3.4 zeigt die fur die 38

Testsubstanzen ausgewahltemd spéater verwendeté&onzentrationen.
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Tabelle3.4: Testsubstanzen mit verwenéee Konzentrationen

Substanz Konz. | Substanz Konz. | Substanz Konz.
Wortmannin 2 UM Leukotrien D4 100 nM| Methylselensaure 3 uM
LY294002 10 uM | Deferoxamin 5 uM Schi36050 5uM
Sirolimus 100 nM | Trichostatin A 100 nM | Schi37015 50 uM
Dihydroergocristin 5 uM Bortezomib 30 nM | Schi37020 1uM
Amitriptylin 20 uM | 25-HC 5 uM Schi38009 100 nM
Bepridil 1uM W-7 5 uM Schi38018 5uM
Ziprasidon 200 nM | Wiskostatin 1uM EMS022 1uM
lloperidon 5 uM Forskolin 20 uM | EMS056 500 nM
Lisurid 5 uM 8-bromocAMP 50 uM | GR48 500 nM
Tergurid 500 nM | H-89 5 uM GR438 100 nM
Ropinirol 10 yM | Trametinib 80 nM | OM152 5uM
Talipexol 50 uM | N-acetylcystein 2 mM | LOLO37 20 uM
Fluoxetin 5uM Nifedipin 5uM

3.3.2 Durchfiihrung und Datengenerierung

3.3.2.1 Durchfiuihrung des Screenings

Der experimentelle Aufbau des Screenings wurde vergleichbar mit dem des miRNA
Screenings gewahlt. In diesem Fall wurden die TIHERellen zuerst differenziert und nachi24
Inkubation ein Mediumswechsel durchgdifii. AnschlieRend wurden die Substanzen in
entsprechenden Konzentrationen zugegeben und die Mikrotiterplatteh fuieifer inkubiert.

Dies ermdglichte den Substanzen mit ihren Bindungspartnern zu interagieren bevor es zur
Infektion mitLegionella pneumdpla kam. Diese erfolgte bei einer MOI von 20 furi.6m
Anschluss wurden wie beim zuvor durchgefihrten miRStzkeening Zellen mit PFA fixiert

und gefarbt. Auch die darauffolgenden Mikroskopigrozesse wurden unverandert
Ubernommen. Die Auswertung der Maskopiebilder erfolgte Gber die speziell angefertigte

Softwareldsung.

Insgesamt wurden 38 Substanzen nebe® Hind DMSO gescreent. Dabei befanden sich
jeweils sechs technische Replikate der Substanzen und neun technische Replikate der
Kontrollen verteilt auf jeder Mikrotiterplatte. Fir jede Substanz wurden drei bis sielikch
unabhangigéiologische Replikat erstelltEin schematischer Ablauf dBrozessschritte ist in
Abbildung 3.27gezeigt.
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1. Differenzierung 2. Mediumswechsel und Zugabe Substanzen
Mikro- Uberstand  je——{ Mikro-
Zellenmit | 100pl | skopie skopie
PMA - Medium mit
100pl Substanz 100pl
je 100pl
3. Infektion 4. Fixierung, Farbung, Mikroskopie
Mikro-
Mikro- skopie —>| Fixierung
Legionellen-| 20p! | skopie 120l v
suspension - 2
120l Farbung Reagenz/THP-1 Zellen
\ll L. pneumophila Suspension
Mikroskopie Mikroskopie-Platte
Uberstand/Prozess

Abbildung 3.27: Schematische Darstellung der Prozessschritte des SubstaBereens Im ersten Schritt wurden THP

Zellen mit 20nM PMA in einer Sensoplate Plus Mikroskopieplatte ausgeséht und differenziert. Nad¢hk2dation erfolgte

ein Mediumswechsel, wobei iffalle der Zugabe einer Substanz diese bereits im Medium in entsprechender geldst war. Zwei
Stunden nach Mediumswechsel wur@®pl einer Legionellensuspension zugegeben um eine MOI von 20 zu erreichen. Nach
weiteren 1 Inkubation wurden die Zellen gesahen, fixiert, gefarbt und mikroskopiert.

3.3.2.2 Ergebnisse des Screenings

Die Analyse der Bilddaten erfolgte auf zwei Arten. Zunachst wiitdgede Behandlung der
Prozentsatz an infizierten Zellen berechnet und diesert mhér jeweiligen
LésungsmittelkontrolléH>O oder DMSO)erglichen Abbildung 3.28A zeigtdie durch diese
Analyse gewonnenen Prozentsatze.-l2&, Wortmannin, H89 und Fluoxetin zeign eine
signifikante Reduktion ddnfektionsrate. FUAbbildung 3.288 wurde fir jede infizierte Zelle
das GFPSignal der Legionellen ausgewertet. Dabei wurden flr Signale Uber Bitesraitats
Schwellenwert die Pixelflachen berechnet unddiliechschnittlichd=lache je infizierter Zelle
mit der entsprechendem.dsungsmittelkontrolle verglichen. Dabei zeigten wie zuvor
Wortmannin und Fluoxetin eine signifikante Reduktider Legionellenflache pro Zelle
Zusatzlich zeigten auch Amitriptylin, Fekolin und W7 eine Senkung der Legionellen

Signalflache

Eine Veranderung des Prozentsatzes an infizierten Zellen oder der durchschnittlichen
Signalflache der Legionellen lassen noch keine Ruckschlisse zu, wie die genannten Substanzen

mit dem Infektionsradell interagierenBeide Analyserkénnen zum Beispiel unter anderem
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durch eine Variation derAufnahme der Bakterien oder ewerandertes Verhalten der

Legionellenbeim Austritt aus den Makrophagen follgender Reinfektioteeinflusst werden
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Abbildung 3.28: Ergebnisse des Substanz ScreeningHP-1 Zellenwurdenmit 20 nM PMA fiir 24h stimuliert, gewaschen

und mit Substanzein entsprechender, zuvor ermittelter, Konzentratiehandelt. Nach & Inkubation wurde mitegionella

pneumophilamit einer MOI von 20 fur 1@ infiziert. Die FixierungderinfiziertenZellen erfolgte mit 4% PFA fir 15min und

Farbung nach ProtokollGezeigt sindDurchschnittswerte von sechs bis neun technischen Replikatemrei bis sieben
biologischenReplikaten der Testsubstanzen. Signifikanz zur dazugehdrigmmgsmittelkontrollavurde mit einem iway

ANOVA mit Korrektur auf multiples Testen Uber Sidak berechr
0.05 n.s. = nicht signifikant.
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3.3.3 Validierung und Untersuchung signifikanter Inhibitoren

3.3.3.1 Validierung durch Durchflusszytometrie

Der Effekt der durch das Substanz Screening identifizierten Substanzen, welche alle eine
Reduktion der Infektion verursachten, sollte lber etablierte Methoden validiert werden. Dazu
wurden, vergleichbar mit dem Vorgehen des Screendifisrenzierte THPL Zellen mit den
Substanzen behandelt und fir Hénit L. pneumophilainfiziert. Statt einer Fixierung und
Farbung der Zellen wurden diese gewaschen, von der Padtelost und mittels
Durchflusszytometrie analysit. Abbildung 3.29A zeigt die dabei gewonnenen Ergebnisse.
Eine Reduktiondes Prozentsatzes infizierteZellen war nur fiirdie Positivkontrollen
Wortmannin und Amitriptylin im Vergleich zur Ldsungsmittelkontrollesignifikant

nachweisbar, wobei Fluoxetin und-Bf einen Trend zur Reduktion zeigten.

3.3.3.2 Validierung Uber CFU-Assays

Neben der Durchflusszytometrie wurden auCRU-Assays zur Validierung durchgefihrt.
Vergleichbar zunscreening wurde auch hier ein L&eitpunkt gewahlt. Da Effekte aufgrund
einer geringeren MOI bei diesem Asgaytentiellspater zu erwarten waren, wurde zusatzlich
nach 24 weiteren Stunden, ald®h nach Infektion Proben genommen. Zu den selben
Zeitpunken wurden auch Proben fur LDH Assays gewonnen um einen mdoglichen Effekt auf
die Zellvitalitat nachzuweiseAbbildung 3.29B-E zeigen die ErgebnisserdeFU- und LDH

Assayszu den beiden Zeitpunkten

Nach 16h Infektion zeigte neben den Positivkontrollen Wortmannin und Amitriptylin nur
Forskolin einewie aus dem Screenirgwartete Reduktion der Kolonienanzahl. Nach weiteren
24 h Infektion zeigten zurd0 h Zeitpunkt neben den Kontrollen auch Fluoxetin;HS und

H-89 eine Reduktion, wobei der zuvor beobachtete Effekt von Forskolin nicht mehr auftrat. W

7 zeigte eine Tendenz zur Reduktion der Kolonien, war aber nicht signifikant.

In den LDH Assays zeigteich sowohl 16 als auch 46 nach Zugabe der Substanzen keine
Veranderung des Zelltods. Wurden die Zellen neben der Behandlung mit den Inhibitoren
zusatzlich infiziert, zeigte sich eine kleine Erhdhung des Zelltods daéch Zugabe der
Legionellen. DeiZelltod erhdhte sicdO h nach Infektiordeutlich gegeniber nicht infizierten
Zellen. Diese Steigerung war jedoch abhéngig von der vorherigen Behandlung der Zellen.
Zugabe von Wortmannin, Amitriptylin, Fluoxetin undd9 schwachten den durch die Infektion
verursachten Zelltod signifikant dim Riuckschluss konnte diese Reduktion des Zelltods durch

die verringerte bakterielle Replikation nach Zugabe geearshibstanzebedingt sein.
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3.3.3.3 Bestimmung des Einflusses auf Aufnahme oder Replikation

Um zu bestimmen, oldie Reduktion der Infektionsrate beziehungsweise der Legionellen
Signalflache nach Behandlung mit den Substanzen auf eine Veranderung der Aufnahme der
Bakterien oder eine gesenkte intrazellulare Replikation zurlickzufiihren ist wur@#-6in

Assay durchgeftirt. Dabei wurden differenzierte THP Zellen fir 2h mit den Substanzen
behandelt und anschliel3eraifgrund eines sehr kurzen Infektionszeitraums, mit einer hohen
MOI von 100mit Legionella pneumophilanfiziert. Nach 1,5 wurden die Zellen gewaschen

um extrazellulare Legionellen zu entfernend das Antibiotikum Gentamicin zugegebam
zusatzlich anhaftendextrazellulare BakterieabzutotenNach 1h weiterer Inkubation wurde
Gentamicin entferntdie Zellen lysiertund wie fur einen gewohnlichen CFAksayweiter

verfahren. Die Ergebnissend inAbbildung 3.29F zusehen.

Eine signifikant verédnderte Aufnahme der Legionellen konnte nur fir Wortmannin
nachgewiesenverden. Forskolin zeigte eine Tendenz dazu die Aufnahme der Bakterien zu

senkerund H89 die Aufnahme zu steigern.
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Abbildung 3.29: Validierungsexperimente zeigen Einfluss der Substanzen bei LegionelleninfektionTHP-1 Zellen

wurden mit 20nM PMA fir 24h stimuliert, gewaschen und mit Substanzen in entsprechender Konzentration behandelt. Nach

2 h Inkubation wurde mitegionellapneumopila mit einer MOI von 20 (A), 0,5 (EE) oder 100 (F) fur 16 (A/B/D), 40h

(C/E) oder 15 h (F) infiziert.Die Infektion wurde durch Waschen und Zugabe voqpuonl Gentamicin gestoppt (Fhezeigt

sind Durchschnittswerte von drei Replikaten (AA) bzw. drei bis zehn Replikaten (B) mit der dazugehdrigen
Standardabweichunignifikanz zurLésungsmittelkontroll®MSO wurde mitnichtnormalisierten Daten mginem tway

ANOVA mit Korrektur auf multiples Testen GibBunnett (AE-F) oder einem angepasstgre mi scht en Model | mi t
Korrektur (B-C) berechnetn.s. = nicht signifikantt * * * = p < 0.0001, *** = p < 0.001, *=*
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3.3.4 Nachtestung von Benztropin und Perhexilin

Die positiv validierte Substanz Fluoxetin wurdespriinglich ausgewahlt, da sie ahnlich zu
Amitriptylin als selektiver Wiederaufnahme Inhibitam Serotonin Transporter SERgiert
(Tatsumi, Groshan et al. 199Die untersuchten StoffEiprasidon, lloperidon, Lisurid und
Tergurid weisenin unterschiedlicher Auspragungbenfalls eine Regulation des Serotonin
Spiegels auf, welche jedoch durch eine BindundgSarotoninRezeptoren zustande kommt
(Roth, Kroeze et al. 20005luoxetin und Amitriptylin senkten die Infektion durch Legionellen
deutlich starker, was darauf schlief3ésst dass der HT. Rezeptor nichin der Infektion
involviert ist. Die Regulationkann daherdurch SERT oder eine andere gemeinsame

Eigenschaft der beiden Stoffe verursasbtden

Neben der Inhibition der Serotonin Aufnahmeurden Amitriptylin und Fluoxetin als
Inhibitoren der saen Shingomyelinasedngl.functional inhibitors of acid sphingomyelinase
FIASMA) identifiziert (Kornhuber, Muehlbacher et al. 2011ie Aktivitat der sauren
Sphingomyelinase ist relevant fur die Infektion von anderen intrazellularen Bakbvagen
Anaplasma phagocytophilynCoxiella burnetij Chlamydia trachomatisoder Chlamydia
pneumoniaéCockburn, Green et.&@019) Aus diesem Grund wurden zwei weitere Inhibitoren
getestet, welche ebenfalls einen inhibitoriscBdfekt auf die saure Sphingomyelinase haben

aber nicht indie Regulation des Serotoninspiegels eingreifen.

Ausgewahlt wurden Benztropin, ein Antagonist von M1 muskarinergen Actylcholinrezeptoren,
und Perhexilin, ein Inhibitor der Carnitinpalmitoyltraeisisel. Beide agieren zusatzlich als
starke FIASMA (Kornhuber, Tripal et al. 2008 ur beide Substanzen wurden wie zuvor
Vitalitatstests bei unterschiedlichen Konzentrationen, WachstumskurverCiBbdAssays
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind iMbbildung 3.30 zu sehen.Die ausgewahlta
Konzentrationen éanderten die Vitalitat der FHHEZellen nicht Abbildung 3.30A-B) undhatten
keinen Einfluss auflas Wachstum vohegionella pneumophilan Flissigkultur Abbildung

3.30 C). In CFU-Assays zeigte Perhexilin sowohl h6als auch 4@ nach Infektion eine
signifikante Reduktion der Kolonienzahl. Ergebnisse fir Benztawpm nicht signifikant,

zeigten aber ebealfs eine Tendenz diatrazellulare bakterielle Replikatiabzuschwéachen.
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Abbildung 3.30: Benztropin und Perhexilin senken Legionelleninfektion THP-1 Zellen wurden mit 200M PMA fiir 24h

stimuliert, gewaschen und mit Substanzen in entsprechender Konzentration behandelth/S@thli8ubationszeit wurde

der MTT Assay (A) bzw. LDHAssay (B) durchgefiihriLegionellen wurden in eineflissigkultur angezogen und nach

Verdiinnung bei einer Qdgbvon 0,03 mit Substanzen in angegebenen Konzentrationen versetzt. Gezeigt ist die Dauer bis eine
OD600 von 0,4 erreicht wurde relativ zur unbehandelten Kontrolle Ri) CFU-Assays wurde nach & Inkubation mit

Substanzen mitegionella pneumophilamit einer MOI von 0,5 fur 16 (D) oder 4th (E) infiziert und anschlieRend
ausplattiertGezeigt sind Durchschnittswerte vememReplikat (AB), zwei Replikaten (Chzw. vier Replikaten D-E) mit
derdazugehdrigen Standardabweichung. Signifikanz #gungsmittelkontroll®MSO wurde mit nichhormalisierten Daten

mit einem angepassten gemi s c b-E)derechdetrdsed nicht signifikan® ¢ n r=e tpt '<s 0K dr1lr,
* =p<0.05.
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3.3.5 Einfluss von ASMase auf die Infektion

Nachdem neben Amitriptylin und Fluoxetin zwei weitere FIASMA die Infektion durch
Legionellen gesenkt haben sollte der Einflusseser Inhibitoren auf die saure
Sphingomyelinaseefgl. acidic sphingomyelinas@SMase)untersuchwverden. Dazu wurde

die ASMase Aktivitatin THP-1 Zellen nach Zugabeder Substanzen gemessen. Wie in
Abbildung 3.31A gezeigt inhibierten alle FIASMA Substanzen wie erwartet die Aktivitat,
nicht aber 28HC, welches keine Regulation der ASMase aufweisen sollte und als

Negativkontrolle verwendet wurde.

Weder die Ublicherweise verwendeten GERprimierenden Legionellen noch eided ot A
Mutante mit inaktiviertemTyp IV Sekretionssystem beeinflussten das etablierte Testsystem
(Abbildung 3.31B-C). Dementsprechend war bei Messungen mit infizierten -IHEellen

keine Verzerrung der Ergebnisse durch die reine Anwesenheit der Bakterien zu erwarten. Bei
einer Infektion von differenzierten THP Zellen mit der GFRxprimierenden odeA d ot A
Mutante zeigte sich eine Reduktion der ASMase Aktiviédihjldung 3.31D). Diese wartbei
Infektion mit derA d o Mutante jedoch wniger stark ausgepradda die Bakterien alleine
keinen Einfluss auf die ASMase Aktivitat hatten lasesds Verhalten darauf schlieen, dass
Uber das Typ IV Sekretionssystem sekretierte Proteitrazellular in Makrophagemzur
Reduktion der ASMase Akfitat fihren.Es bestand die Mdglichkeit, dass entsprechende
Proteine nur wéhrend einer Infektion sekretiert werden und nur in dieser Situation die ASMase

Aktivitat durch Legionellen beeinflusst wird.

Es stellte sich die Frage ob die verminderte ASMase&itétt nach bakterieller Infektion durch
Legionellensekretierte Effektoren verursacht wurde oder eine Reaktion der Wirtszelle auf die
Anwesenheit dePathogea Um diesen Einfluss zu untersuchen wurden wie zuvor-ITHP
Zellen mit den zwei Legionellen Mutanten infiziert. Zusétzlich erfolgten Infektiomédurch
UV-Licht inaktivierten BakterienDa dieA d o MWtante nicht intrazellular repliziertvurde
eine weiere Probe mit der zehnfachen Dosis verwendaet eine &hnliche Bakterienlast wie
bei GFP-exprimierenden Legionellemu bieten.Wie in Abbildung 3.31E gezeigt ist bei
Zugabe der zehnfachen Menge an BaktatierReduktion der Enzymaktivitéteiter verringert
und der Effekt auf die ASMase AktivitAdementsprechend dosisabhéngig. Durch die
Inaktivierung der Bakterien wurde der Effekt auf die ASMase Aktigité3tenteils aufgehoben
und die verbliebene Aktivitdt befand sich bei beiden Bedingungen knagp @fter

unbehandelten Zellen.
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Die Inhibition derASMasegeschieht dementsprechend vorwiegend durch eine Einflussnahme
der Bakterien auf die Wirtszelle. Sekerte Effektorproteine spielen dabei eine Rolle, da sich
bei Inaktivierung des Sekretionssystems die Inhibition verringert, kdnnen aber nicht allein daftr
verantwortlich sein. Zudem widersprachen die Ergebnisse den Erwartungen, da damit
gerechnet wurdeglass sich eine verminderte ASMase Aktivitdt negativ auf die Infektion
auswirkt.Da bei UMInaktivierung der Effekt auf die ASMase Aktivitat nicht ganz aufgehoben
wurde kann es sein, dass auch Makrophaganeinem kleineren Teitur Reduktion der

Enzymakivitat beitragen unavomdoglichverstarkt auf lebende Bakterien reagieren.

0.4 0.4+ 0.4+
(]
N o
o £ 0.37 0.3- 0.3-
S5
>
g < 3 S
2 8 0.2 A 0.2- A 0.2-
B 0 o o
S5
SR
a % 0.1 - o 0.1 0.1
O o Hok x o ok
©
0.0- 0.0- 0.0-
O & & & & W DR SN S
W S @ & é\'\\ ’1?32\ R & X 3
KO O M L
NS < &
0.4- " 0.4-
(V] (] : ok
RS N o |
o = 0.37 o S 0.37
c < c <
> O 5 O
5 2 —— 5 2
o 2 027 2 8 0.2-
n 2 nQ
93 g5
SR SERT
=) 0.1 [a) 0.14
03 05
© ©
0.0- 0.0
'\Q}\ <<Q o"v \Q}\ QQ \)A O\V -\59 0\\
& & g & F
& OX < & K ¢ ™ @0
& v & K 5
N < L R

Abbildung 3.31: Messungen der ASMase\ktivitat. THP-1 Zellen wurden mit 26M PMA flr 24 h stimuliert, gewaschen
und mit Substanzen in entsprechender Konzentration behandelt. NadmkBbationszeit wurde der ASMase Assay
durchgefiihrt (A). GFPRexprimierende bzw.A d o tLégionellen wurden mit gleichen Mengen an Hitzektivierten
Legionellen (H) verglichen (BC). THR-1 Zellen wurden mit 26M PMA fiir 24 h stimuliert, gewaschen und mit angegebenen
Legionellapneumophilamit einer MOI von 10 flr 24 infiziert (D-E). Gezeigt sind Durchschnittswerten zwei bis vier (A),

drei (B), zwei (C), vier Is sieben (D) oder vieReplikaten E) mit der dazugehorigen Standardabweichung. Signifikanz zur
LésungsmittelkontrollelDMSO (A) oder unbehandelten Zellen ) wurde mit einem angepassten gemischten Modell mit
Korrektur nactDunnett A) oder Sidak (PE)be r echnet . **** = p < 0.0001, ** = p < 0.

117



Ergebnisse Abschnitt:3.3

3.3.6 Zusammenfassung des Substanz-Screening Projekts

Mit 38 unterschiedlichen Substanzéestehend aus 6 Kontrollen, 21 Stoffen mit potentiellem
Einfluss und 11 Stoffemusgewahlt durch die AG Schlitzevurde der Substar@creen im
Vergleich zum miRNA Screening deutlich kleiner entwickelt. Dies ermdglichte verlasslichere
Ergebnisse der Infektionsrate durch eine erhthte Anzahl an technischen Replikaten je
Mikrotiterplatte. Die Substanzen Wortmannin, Anptylin, 25HC, H-89, Fluoxetin,
Forskolin und W7 zeigten signifikante Anderungen der Infektionsrate oder der Legionellen
Signalflache. Die Validierung wurde tber CFUs und Durchflusszytometrie durchgefihrt und
zeigte, abhéangig von den verwendeten Methodend Zeitpunkten eine erfolgreiche
Validierung aller Substanzen aufRer-AVwas nur leichte Tendenzen zur Reduktion der
Legionellenreplikation inCFU-Assays aufwies.Im Anschlusswurde die Relevanz von
Substanzerwelche als FIASMA agiereand sadie saure Sphingomyelinase inhibieréir die
Infektion von Makrophagen durch Legionellen entdeckt und untersucht. Es zeigte sich, dass
dieses Protein sowohl durch Legionell®ls auchMakrophagen im Rahmen einer Infektio

reguliert ist.
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4 Diskussion

Legionellen stelleropportunistischantrazellubre Pathogene dar, die nach Aufnahme von
kontaminierten Aerosolen beim Menschen alveolare Makrophagen infizieren kdnnen. Sie sind
weltweit verbreitet und I6sen das Pontkeber, oder in schwerwiegenderen Féllen die
Legionarskrankhetus Dieseist charakterisiert durch eine schwere Pneumonie undrsiedit

4 % aller nachgewiesenen LungenentziindungefvdarBaum, Ewig et al. 2008)egionellen

sind weltweit verbreitet und Fallzalnletiegen innerhalb der letzten Jahre konsistent, was aber
auch auf eine verbesserte Datenlage durch intensiviertes Testen zuriickzufiihren sein kdnnte
(BodhunundBuchholz 2020, ECDC 2020pbwohl die Krankheit mit Antibiotika behandelbar

ist verlaufen 1615 % dernachgewiesenen Falle todlich, wobedesch unterschiedliche starke

Auspréagungen der Symptome zu einer hohen Dunkelziffer an Fallzahlen KBKh#019)

FurLegionella pneumophil&vurden mehrere Antibiotikaresistenzen identifiziert, die die tblich
verwendeten Antibiotika betreffe©bwohl die Datenlage, ob diese Resistenzen zunehmen,
aufgrund unterschiedlicher Messmethoden nicht ganz klandstnfektionen mit Legionellen
aktuell gut mit Antibiotika behandelbar sinstellenResistenzetbei einer Ausbreitung eine
Gefahr fur zukinftige Behandlungen d&appa, Chochlakis et. 2020) Im Zuge dessen ist

es von Vorteil ein breites Verstandnis uber die Wathogen Interaktionen zu gewinnen, um
auch unabhéngig von bestehenden Medikamemt&ktionen alternatiwder kombinatorisch
handhaben zu kdnnebDie in dieser Arbeit grgestellten Datereigen, dass weitere miRNAs,
Inhibitoren und relevante Signalwege gefunden wurden, die die Infektion durch Legionellen
beeinflussen oder fur diese relevant simiese stellensomit einen Ansatz fur weitere

Untersuchungen dar.

4.1 Etablierun g eines miRNA -Screening Verfahrens

Um Substanzen und involvierte Signhalwege zu findmllte ein Hochdurchsatzverfahren
entwickelt werden, das es erlaubt eine hohe Probenzahl im Rahmen der Legionellen
Makrophagen Infektion zu untersuché¥ie Anwendung sollte anhand einer miRNL&rary

sowie einer kleineren, selbst erstellten Sammlung an bioreaktiven Substanzen getestet werden.
Automatisierte Verfahren zur Identifikation von miRN#isdnotwendig, da die Anzahl der zu
untersuchenden Prabamit Gber 2700 miRNAs nicht mehr mit konventionellen Methoden
praktikabelist. Nach einem vorlaufigen Test, bei dem drei der 36 miRNiary Platten
gescreent wurden, zeigten sich Probleme in den generierten Daten. So waren die gemessenen
Infektionsratengegentber am Rand der-®¢ell Platten befindlichen Kontrollerbei mittig

gelegenen Proben unabhéangig von der durchgefiihrten Behandlung erhdht.
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Obwohl verschiedene Methoden zur Einddmmung dieses Randeffekts versucht wurden, konnte
der Effekt nicht vermdert werdenEs wurde in Erwdgung gezogen die Daten mathematisch
anhand eines gréReren Datensatzes mit unbehandelten Proben auf jeder Position zu korrigieren.
Da drei inCFU-Assays validierte miRNAs bei weiteren Tests mit dem Screening Verfahren
keine Signifikanz mehr ergeben haben, wurde diese Idee jedoch verwddatas System als

zu unsicher fur diese Art von Behandlungen empfunden wurde.

Diese Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit von stabilen Screening Methoden bei
HochdurchsatScreeings. Dies kann durch zwei unterschiedliche Techniken erreicht werden,
die hier nichtausreichendmgesetzt wurderZum einen solltedie endgultigen Werte, welche

nach Durchfiihrung gemessen werden, sich stark von denen der Kontnddestheiden oder,

bei kleinerer Effektstarke, dies durch eine entsprechende Anzahl an Replikaten ausgeglichen

werden.

Bei der Analyse des Randeffekts mit unbehandelten Prelgab sichfir das Verfahren,
welches auch fur die drei Testplatten eingesetatde, eine durchschnittliche Infektionsrate
von22,67 % infizierten Zellermit einer Standardabweichung vo8%5%. Bei gleichbleibender
Standardabweichung waren dare@ximalenVeranderungemgegeniuber der Kontrolldas 3,5
beziehungsweisé,1-fache nach unten oder obavit 8,6 % und 35,76 infizierten Zellen als
Minimum beziehungsweise Maximum im Screar dreimiRNA Library Platten wurden die
genanntermaximalen Veranderungemicht ausgenutztobwohl der Randeffekt diese Werte
vermutlich in Richtung der Extreme verstarkt hat. Die Effektstarke der miRNA Behandlungen
blieb demnach deutlich unter dem was hatte gemessen werden kdnnen. Moglichkeiten zur
Verstarkung der Wirkung von miRNAs bieten sich nur durch eine Erhéhung der
Transfektionsdizienz, welche durch eine héhere Konzentration an transfizierter miRNA, einer
erhohten Menge an Transfektionsreagenz oder einem besseren Transfektionsreagenz erreicht
werden kann. Keiner der genannten Punkte war in dieser Situation durchfuhrbar, da
nachwaeslich hdhere Konzentrationen an miRNAs oder des verwendeten Transfektionsreagenz
SiPORT Neo FX zu einem erhohten Zelltighrten Die Auswahl des Transfektionsreagenz
erfolgte Uber vorherige ausfihrliche Tests durch Mitglieder der Arbeitsgruppe vorDProf.

med. Schmeck und stellte das bekannte Optimum fur Transfektionen im System it THP
Zellen und miRNAs dar.

Wie zuvor beschrieben kdnnen kleine Effektstarken durch eine erhéhte Anzahl an Replikaten

ausgeglichen werden. Fiur das Testscreening wurdemidiegische Replikate im zeitlichen

120



Diskussion Abschnitt:4.1

Abstand von jeweils einer Woche durchgefihrt. In seltenen Féllen befand sich eine miRNA
aufgrund des Designs derbrary doppelt auf einer Platte. Um Randeffekte zu vermeiden
beziehungsweise diese durch variierende tPPogin einer Probe rechnerisch zu entfernen
bedarf es mehrerer technischer Replikate verteilt auf einer Platte oder biologische Replikate
verteilt Uber mehrere Platten. In beiden Féllen hatte die Anordnung der miRNA Proben
gegenuber dem deribrary verdndet werden missenDa Proben in einem der ersten
automatisierten Pipettierschritte von einer Ursprungsplatte auf eine Arbeitsplatte Ubertragen
wurden ware die Positionsvariation fir biologische Replikateglich gewesen Ein
logistischer sowie informatiseln Aufwand Probenpositionen zu variieren ware jedoch gegeben
gewesen. Zudem hatte sich die Pipettierzeit fur diesen Schritt massiv erhoht, waglgei 12
Well eine hohe prozentuale Verdunstung bedingt hBitse hatte wiederum zu den gleichen
Problemender Positionsabhéngigkeit fuhren kénnen, da die Verdunstung nicht gleichmafig

Uber die Platte erfolgt.

Der Anstieg an logistischem und informatischem Aufwand, sowie erhdhter Pipettglizeit

auch fur die Durchfuhrung mit mehreren technischen Replikaeeilt auf einerPlatte. In

diesem Fall werden insgesamt mehr Messkonditionen erstellt, da eine zeitliche Variation mit
biologischen Replikaten beibehalten werden sollte um Umgebungsvariationen auszugleichen.
Dementsprechend hatten Duplikate oder Tradizu einer Verdoppelungder Verdreifachung
derProben und nétigen Materials geftihrt. Unabhangig von den deutlich erhéhten Kosten ware
das Vorhaben personell nicht mehr in einem sinnvollen zeitlichen Rahmen umsetzbar gewesen.
Der Grund ist dabei der, arund rdumlicher Bedingungen, nétige Arbeitsaufwand die
Infektion und Fixierung der Proben handisch durchzufuhren. Dies limitierte die maximale

Anzahl an Proben die in einer Woche prozessiert werden konnten.

Aus diesen Grunden wurde das fur das miRNA Sunge angedachte Verfahren nicht
abgeéndert. Dies resultieiite der Einstellung der Versuche eine miRNAbrary mittels des
entwickelten Hochdurchsatzverfahrens screenerDas geplante Screening der bioreaktiven
Substanzen l6ste eine der zwei hier auvéggien Limitationen der Methode. Obwohl die
moglichenVeranderungen der Infektionsrate gegentber der Kontrolle unverandert blieben,
konnten technische Replikate in hoher Anzahl die technisch bedingten Schwankungen

ausgleichen.
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4.2 Einfluss der miRNAs-101, 106a und 107 auf die Legionellen -
Replikation
4.2.1 Detektion der validierten miRNAs

Dadurch, dass im Teilscreening die miRMN#rary Platten der Reihenfolge nach ausgewahlt
wurden, haben die im mMIRNA Screening untersuchten Proben eine systematische
Zusammenstellungvon den 234 im Teilscreening untersuchten miRNAs verbleiben nach
Abzug von doppelt vorkommenden miRNAs 202 Proben. Darin enthalten waren 17 Varianten
der let7 miRNA und 185 weitere miRNAs, von deneribeein oder zweistellige76 eine
dreistellige und 104ine vierstelligeNummer hattenBis auf die let7 Vertreter starten alle
Proben mit einer Wie in Kapitell.3.4beschrieben wurden miRNAs der Reihenfolge ihrer
Entdeckung durchnummeriert. Niedrige Nummargisenaufgrund der damals eingesetzten
Methoden eine hohere Expression auf oder regulieren fur die Zelle relevante mRNAs und
wurden so friher als andareRNAs entdeckt. Im Schnitt ist @ diese miRNAs mehr bekannt

als Uber spater gefundene Vertreter.

MiRNAs-101, 106a und 107 wurden 2002 bei Untersuchungemsnalen Muskelatrophie
entdecktDiese Krankheit bricht bei einer Reduktion des Proteins SMNiadisnan erkannte,
dass damit asziierte Proteiné&semin3 und Gemin4 zusammen Wgo2 und mehreren RNAs
einen Ribonukleinkomplex bildefMourelatos, Dostie et al. 200Dabei wurden 32 neuartige
MiRNAs als Teil dieses Komplexegefundenund miRNA106a sowie miRNA107 durch

Sequenzhomologie mit miRNA1 beziehungsweismiRNA-103identifiziert.

mMiRNAs werden abhéangig von ihreseed region den Nukleotiden 2 bis 7, in Familien
eingeteilt, wobei die drei miRNA%01, 106a und 107 sich jeweils in einer anderen Familie
befinden. miR101 ist der alleinige Vertreter der miRNKO1 Familieund wird aus zwei pri
MiRNAs aus unterschiedlichen genomischen Orten prozessiert. miREA gehort zur miR

17 Familie die auch miRNA%7, 18a/b, 20a/b, 93 und 106b enthalt. Die miRN)8 Familie
enthalt neben miRNAO7 auch miRNALO3a1/2 und 103HL/2. Aufgrund unterschiedlicher
seed regiondn den drei analysierten miRNAs binden diese geeignete mRNAs nicht an
derselbenPosition Eine mRNA kann theoretisch abedurch mehr als eine miRNA an

unterschiedlichen Positionen gebunden werde

Obwohl die drei miRMs ursprtinglich durch den miRNA Screen gefunden und anschlielRend
Uber CFUs validiert wurdereeigten sie bei Wiederholung des Screenings mit mehreren
Replikaten pro Platte keine Anderung gegeniiber der miRNA Negativkontrolle. Erklart werden
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kann dies durch die erst zu einem spateren Zeitpunkiessbhare Steigerung der
Legionellenreplikation, welchén CFUs erst nach 48 ihr Maximum erreicht hat. Diese
Regulation der Replikation war cfa 16h Infektion im Screen nicht messbaras allerdings

die Frage aufwirftob die drei zur Validierung ausgewahlten miRNAs zufalligerweise im-CFU
Assayein gegenuber der Kontrolle verandertes Ergebnis aufwelsggrund der Anzahl an
Replikaten und der damit verbundenen Signifikanz der-@Bs&hyErgebnisse ist der Befund

der ehdhten Replikation héchstwahrscheinlich valide. Wialbildung 3.9C gezeigt, wabei

der Validierung der miRNAs mit dem Screening Verfahren bei keiner der drei miRNAs ein
Effekt zu sehen. Auch hier wurden mehrere biologische und technische Replikate angefertigt
was die Ergebnisseentsprechendsicher macht.Die zuvor beobachtete Steigeg der
Infektionsrate ist demnach ausschliel3lich auf durch Randeffekte vermittelte Auswirkungen
zurtckzufuhrenDie aus dem Screening stammenden miRNAs wurden saishéingig von

ihrer Lokalisation auf den Platten urdurch Umwelteinflissegenerierte Auswkungen

ausgewahlt

Ungewdhnlich scheint, dass alle zur Validierung ausgewahlten miRNAs bei einer Transfektion
mit SiPORT Neo FX in CFUs signifikante Steigerungen aufwieBardie drei miRNAs durch
verhaltnismanig niedrige Nummewie zuvor beschriebeaher fir die Zelle wichtigeoder

hoher exprimierte miRNAs darstelleand sie zudemunterschiedlicheBindungsstellen
adressierenwird ein Einfluss der miRNAs auf die Infektion etwas wahrscheinlictiza.
mMiRNAs meist viele mRNAs binden und regulieren, kdnsiereinen breit gestreuten Einfluss
aufweisen. Da Legionellen aufgrundihres Infektionsgeschehens und notiger
Nahrstoffversorgung awforrekte Aktivitat vieler Signalwege der Wirtszelle angewiesiand,
beeinflusst eine Deregulation dieser Homobostase datelBen vermehrt.Die hohen
gemessenen Werte von-40% Steigerunggegeniuber der Kontrolle nach HA8Infektion

weisen jedoch eher auf einen spezifischeren Einfluss der miRNAs hin.

Bekannt istiber miRNA101 vorwiegend eine Aktivitat als Tumorsuppressorarschiedenen
KrebserkrankungenSie weist zudem Beteiligungen unter anderem in der Regulatialer
Zellproliferationund Apoptose aufWang, Deng et al. 2018Pabei scheint vor allem der in
MTOR mindende PTEN/AKT Signalweg durch miR{81 beeinflusst zu sein, wobei eine
Uberexpression der miRNA in einer PTEN Senkung resu(ii¢aing, Yao et al. 2017, Wei, Jin
et al. 2021) Interessanterweise wird durch miRNA1 auch das in Kapitel.3 diskutierte
Sphingolipidlevel der Zellenodifiziert (Chen, Yang et al. 2015Auch miRNA-106aweil3t

unnaturlihie Konzentrationen in Tumorgeweben auf undirger anderenm der Regulation

123



Diskussion Abschnitt:4.2

der Zellproliferationund Apoptose involviert. Dabei spielt hauptsachlich eine Beeinflussung
Uber FASTK eine Rolle. Mehrere durch miRNA6aadressierte Proteine sind in der Resnz

gegen verschiedene Arzneimittel beteiliginter anderem wird auch PTEN im Rahmen von
Darmkrebs inhibiert(Pan, Zhuang et al. 2016MiRNA-107 agiert wie die zwei anderen
MiRNAs als Tumorsuppress@ong,Ma et al. 2015und inhibiertZellproliferation tber CDK8

(Li, Luo et al. 2014)Zudem hat sie eine Funktion in der Homdostase von InsatilGlukose

und agiert dabei Uber Inhibition vo@aveolirl und Dcer (Rottiers und Naar 2012)
Zusammengenommen stellen alle hier néher analysierten miRNAs eine Verbindung zur
Zellproliferation Uber Regulatiodes AKT/mTOR Signalwegdser. Dieser Signalweg scheint
durch eine Vielzahl an miRNAs sowohl positiv als auch inhibierend adressiert zu werden, was
auch durch seine zentrale Funktion zu erwarte(GhafouriFard, Abak et al. 2021Db eine
Regulation dieses Signalweges ausschlaggebend fur die gesteigerte intrazellulare Replikation

der Legionden ist konnte hier nicht beantwortet werden.

Nachdem das Transfektionsreagenz von siPORT Neo FX auf Viromer Green gewechselt
wurde, konntewie in Abbildung 3.15die Steigerung der Legionellenreplikation fir miRNA
101 und miRNA10O6a bestétigt werden. Der zuvor beobachtete Effekt von miRDVAwar
jedoch nicht mehr replizierbaahrend die Anzahl an gebildeten KolonieiCFU-Assaysbei
Transfektion mit ORT Neo FX nach 4B wieder auf das Level der Kontrollsank
resultieren mit Viromer Green transfizierte miRNAs in einer dauerhaft ansteigenden
Replikation. Warum die Auswahl deJransfektionsreagenz einen Unterschied in diesem
System macht ist nichtdd. Ein moglicher Ansatzpunkt ware der &&&halt, der bei miRNA

107 mit 48% etwas hoher liegt als bei mIRNEO1 mit 33% und miRNA106a mit 43%. Der
GC-Gehalt deseed regioriegt mit 66% doppelt so hoch wie bei den anderen miRNBig
Lokalisation von GC reichen Regioneollte aber bei der Bildung von Vesikeln nicht
bestimmendsein, zumal keirungewdhnlichlanger Bereictmit ausschliel3liciGC oderAU
Nukleotidenvorliegt Ausschlaggebend ist vermutligherdie chemische Zusammensetgu

des Transfektionsreageaw Wéahrend siPORT Neo FXationische Lipide enthélt und
zusammen mit negativ geladener RNifosomenbildet enthélt Viromer Green Polymere die
mit der RNA Komplexe bilden. Bei Aufnahme durch Endozytose verbindet sich die Membran
der Liposomen mit dem des Endosoms und enthaltene miRNA wird freigésetBolymere
erfolgt die Freisetzung Uber die sogenamntdon spongélypothese bei der eine plPufferung

der Polymere zum Einstrémen von Wasser in das Endosom fiihrt und diedestzen bringt
(Wojnilowicz, Glab et al. 2019)s ist mdglich, dass b¥erwendungdes in Viromer Green

enthaltenen Polymers keine geeignete Komplexbildung zustande kommt, Waskiien der
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MiRNA-107 einschrankt. Da aber eine erfolgreiche Transfektion mit Viromer Green flr
MiRNA-107 mittels gRTPCRs nachgewiesen wurde, stetlie Aufnahme in die Zelle kein
Problem darDementsprechend kénnte edexintrazellulareFunktionalitdtnachTransfektion

eingeschréankt sein

4.2.2 Diskussion der Massenspektrometrie-Daten

Fir die Analyse der miRNA%01, 106a und 10@ber Massenspektrometneurden jeweils
vier Replikate transfizierter und teilweise infizierter Makrophagen verwendet die
Auswirkungen der miRNAs zum Zeitpunkt der Infektion sowiell8nd 36h nach Infektion
untersucht. Die Daten wurden dabei immer mit Bezug auf die miRi@ativkontrolle des

jeweiligen Zeitpunkts analysiert.

Bei Verwendung einer zweidimensionalen PCA zeigte sich, dass sich die gemessenen
Proteinlevel vorwiegend durch das Infektionsgeschehen und den damit verbundenen
Auswirkungen veranderier Effekt der Transfektionen und eine Erhéhung der intrazelluléaren
mMiRNA Mengen hatte vergleichsweise kleine Auswirkungen zur FolBées ist
Ubereinstimmend mit der Tatsache, dass bei Infe&tiomt Legionellen tUber Effektoren eine
Vielzahl an Signalwegen reguliert wird. Unter defurch diese Effektoren betroffenen
Protenen befinden sich audolche, die den gesamten Transkriptibtaishalt der Wirtszelle
modulieren (Mondino, Schmidt et al. 2020Diese dadurch ausgeltsten weitreichenden
Veranderungen der Expression vieler Proteine fuhrebemlvachteteAuftrennung der Proben
abhangig ihres Infektiozsstandes.

Auch Uber die Volcano Plots zeigtels, dass gegenuber dem generellen Infektionsgeschehen,
durch die miRNA Transfektionasie Mengewneniger Proteine erhoht oder gesenkt wur@eea.
durchschnittlichdntensitat mit der einzelne Proteine reguliert wurgd&ar dabeizusatzlich
niedriger.Bei Forschungen mit miRNAs wurde wiederholt festgestellt, dass durch einzelne
MiRNAs ausgeldste Regulationen eher geringe Auswirkungen auKaheentration von
Proteiren haben und diese meist weniger als halbig¢Baek, Villéen et al. 2008)Vermutet

wird, dass aufgrund der geringen EffektstarkeiRNAs in den meisten Fallen der
Feinregulation der Protgmnoduktion dienen und kleine Fluktuationen ausgleichen oder
induzieren konnefEbertund Sharp 2012)Die beobachteten Effekistarken sowie Richtungen
sind somit mit Ergebnissen aus der Literatur und den bekannten Folgen einer
Legionelleninfektion beziehungsweise Transfektion von miRNAs vereinbar. Dass der Trend
der Regulation sich Gber den beobachtetatraiem von 3eh verstarktpasst zu der Annahme,

dass die Infektion durchgangigEinfluss hat und miRNA&auch noch zu diesen Zeitpunkten
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agieren Dass Auswirkungen durch miRNAs erst zu spateren Zeitpunkten deutlich werden
konntezum Teil auch daran liege dass bestehende Proteine erst langsam im Rahmen der
natdrlich vorkommenden Proteolyse abgebaut wellietthieson, Franken et al. 2018)

Wahrend miRNA101 und 106a transfizierte Proben H&ach Infektion einen Trend zu
reprimierter Proteinexpression aufweisaeigen miRNA-107 transfizierteProben dieses
Verhalten interessanterweise beilB6rst zu einem spateren ZeitpuriBies konnte eventuell

auf eine Regulation von Proteinen mit héherer Halbwertszeit hinweisemaltekonnte auch

die Expression von Ublicherweise durch die Infektion ansteigenden Proteinen blockiert werden.
Da miRNA-107 bei Transfektion mit Viromer Green in CFUs aber keine Veranderung der
Infektion bewirkte, und MS Proben durch solch eine Tran&felgeneriert wurden, ist unklar

ob sich adressierte Proteine auf die Infektion auswirken.

Viele der Uber gProfiler2 und STRING identifizierten Signalwege und Proteinklassen
bezeichnenVorgange deren Thematiken sich uberschneidBeren Einfluss auf den
Lebenszyklus voriLegionella pneumophilést oft aufgrund der bakteriellevierhaltensweise
verstandlichEinesder Ziele bei der Etablierung einer intrazellularen Nische ist die Regulation
des Zelltods der Wirtszelle, um den fir die Replikation nétigen Zeitraingestort zu
UberstehenVon den inTabelle3.3 genannten Begriffen trifft dies auf Apoptose (Reactome),
die Regulation von apoptotischen Signalwegen (GO) und Abt6tung von Zellenz(GDie
transfizierten miRNAs senkten die Expression beteiligter Proteine Uber den beobachteten
Zeitraum und verhindegh so, zusatzlich zu den von den Legionellen getroffenen MaRnahmen,
vermutlich den Zelltod der Wirtszelle und verbesserten die Aufenthaltsbedingungen des
PathogensDie Regulation der in diesen Begriffen enthaltenen Proteine war im Schnitt zu
spateren Zeitunkten verstarkteprimierend DaL. pneumophilanach rund 1 die Apoptose
einleitet um der Wirtszelle zu entkommen und den nachsten Infektionszyklus zu starten, und
aus CFUs dieses Verhalten auch beobachtet wurde, tUberwindet die durch Legionellen
induzierte Apoptose die Regulation deansfiziertermiRNAS.

Um sich in der Wirtszelle erfolgreich zu replizieréendtigen Legionellen eine grof3e Menge

an geeigneten Nahrstoffen. Ein essentieller Bestandteil dieser Nahrstoffe sind Aminosauren
(Fonsecaund Swanson 2014)Legionella pneumophilaautzt Aminoséuren nicht nur zum
Aufbau eigener Proteine, sondern verstoffwechselt diese auch zur Energiegewinnung. Dabei
werden ausgewahlte Aminosauren wie Serin, Cystein und Alanin bevorzugt um¢@sstzt

und Abu Kwaik 2019) Die ebenfalls augabelle 3.3 stammenden Begriffe Serinproteasen

Aktivitat (GO), Aktivitat von Endopeptidadehibitoren(GO) und die negativRegulatiorvon
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Proteolyse (GO)weisen darauf hin, dass die Verfligbarkeit von Aminosauren und kurzen
Peptiden durch die miRNA Transfektioneeeinflusstvurde.Eine Reduktion der Ktivitat von
Inhibitoren der, durch Endopeptidasen vollzogenen Proteolyse, resultiert in einer Steigerung
der Proteindegradation und einer Steigerung der Verflugbarkeit einzelner Aminosauren. Dem
entgegengesetzt steht eine Reduktion der Serinproteaseritdkidies konnte ein Hinweis
darauf sein, dass durch die transfizierten miRNAs bestimmte Proi&ingyer degradiert

werdenals andere

Durch die transfizierten miRNAs wurden Signalwege reguliert die durch darin enthaltene Rho
GTPasen(GO) definiert sind. Als Signaltransduktordreeinflussen diese eine Vielzahl an
Signalwegen un¥ariationen in der Aktivitatesultieren in Veranderungen, die die ganze Zelle
betreffen. Rho GTPasen stellen aufgrund ihrer Funktion ein Ziedarstark regigrt wird

und von vielen miRNAs posttranskriptionell reguliert wird. Aufgrund des Einflusses von Rho
GTPasen auf, unter anderem, den intrazellularen Vesikeltransport kénnten diese realistische
Auswirkungen auf die Infektion durch Legionellen haljlein, Bi et al. 2012)Vergleichbare,

die ganze Zelle betreffend®lodifizierungen von Aktivitaten welen durch posttranslationale
Phosphorylierungen (GO) verursacht, wobei eine Zuordnungirdektionsrelevanten
Signalwegen nicht mdglich ist.Dasselbe gilt fur den Begriff Bindung an/von
Schwefelverbindungen (GO), welcher zu allgemein gefasst war, umitnfekieeinflussende

Zusammenhange aufzudecken.

Auffallig signifikant ist der Begriff Regulation des IGF Transports und Aufnahme, da zu diesem
Thema keine Forschungsergebnisse zu finden sind und bei Analyse der relevanten Proteine
diese in keinem erkennbar&usammenhang mit diesddegriff stehen Auffallig geworden

ist dieser Signalweg durch eine signifikante Regulatmmneun Proteinenvelche Teil dieses
Reactome Terms sinBabei handelt es sich uRroteasenTIMP1, ITIH2), das Lipidbindende
Apolipopraein B(APOB), Albumin und dessen Strukturverwandten fotalen Version (ALB,
AFP), Blutgerinnunggaktoren und im Blutplasma aktive Peptidase Plasminogen (F2, F5,
PLG) sowie eine Komponente des Komplementsystems &&8)Analyse aller detektierten
Proteine nt Bezug zu diesem Reactome Begriff zeigten sich, wighbhildung 3.21gezeigt,
mehrere Uber den beobachteten Zeitraum mit reduzierten Konzentratitsnit.unklar,ob

und in welchem Zusammenhang dieser Signakggrund der hinterlegten Proteimgt einer
Legionelleninfektion stehen kdonntBer Signalweg selbst resultiert in einer Regulation von
MAPK und des bereits bekannten mTOR Signalwétgkunound Takahashi 2018)
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1982 wurde beriatet, dasd_egionella pneumophildei einer Infektiondie Produktion von
gerinnungsfordernate Substanzensteigert (Miragliotta, Semeraro et al. 1982)n den
Massenspektrometriedaten zeigte sich eine graduelle Reduktion der Komplamdnt
Gerinnungskaskaden (KEGG) durch miRNA Transfektidrese Systemehaben bei einem

Befall mit Pathogenen immunoregulatorische Funktionen stallen einen Teil des
angeborenen Immunsystems dar, indem sie Entziindungsreaktionen férdern und die Produktion
von antimikrobiellen Peptiden steigerifein fur dieses Systentheoretisch mogliches

., lenf angen® worch PiBdultianevoni Fiborm ist aufgrund der genutatenitro
Methoden jedoch unrealistis¢Nordahl, Rydengard et al. 2004, Berends, Kuipers et al. 2014)
Die durch die miRNA Transfektion verursachte Schwéachung dieses Teils des Immunsystems
konnte zu einer verbesserten Replikation der Legionellen beigetragen haben.

Wahrerd alle ausgewahlteniiber gProfiler2signifikant gekennzeichneterignalwege und
Proteinklassen Uber den beobachteten Zeitraum vdnriégh Infektion eine meist graduell
abbauende Konzentration von den im Begriff enthaltenen Proteinen aufwiesen, war dies einzig
fur den Lsm28 Komplex nicht der Fall. Nach miRNAO1 und nRNA-106a Transfektion
waren die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen erhéhtLsm Proteine sind eine Familie von RM#denden Proteinen die an der
Prozessierung und Regulation vieler RNAs beteiligt sindbi&ien unter anderem den Lsm?2

8 Komplex der dikorrekte Faltungyon tRNAs, snoORNAsRNAs und mRNAs als Chaperon
unterstutzt.Zudem wird durch diesen Komplex die U6 snRNA im Zellkern gehalten und
ermdglicht so ein effizientes SpleiRen von Intr@@piller, Boon et al. 2007Eine Forderung
diesesKkomplexes konnte der Aufrechterhaltung d&gtszellstoffwechsels dienen und so

unerwtnschte Fluktuationen wahrend der Legionellenreplikation verringern.

Zur Analyse ob Proteinemit miRNA Bindestellen in ihrer mRNA Sequenz eine starkere
Reduktion in ihrer Konzentration erfahren als solche ohne Bindestelide mit Abbildung

3.23 eine kumulative Verteilung von Proteinemt entsprechenden Bindestellangefertigt
Dabei zeigte sich, dass es bei miRNIB1 behandelten Proben zu deutlichen Unterschieden in
den Kurven kommt und Proteine mit perfekt komplementarer miRNA Bindestel&chnitt
geringere Konzentrationen aufweisen. Dieser Effekt war schwacher auch fur rIGOHA
aber nicht bei miRNALO7 Transfektion zu beobachtebie Auspragung war selbst fur
MiRNA-101 geringer als bei miRNA55 Transfektion in der Studie aus der diddethode
Ubernommen wurd€Selbach, Schwanhéusser et al. 20033 der Effekt bei steigender

Komplementaritat der Bindestelle zunimmt, kann angenommen werden, dass die Bindung einer
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mMiRNA erfolgreich zur Reduktion der Proteinkonzentration fuhrt. Da miRNA urd
mMiRNA-106ain allen CFUs die Legionellenreplikation gesteigert haben und bei dieser Analyse
Unterschiede aufweisen, kann darauf geschlossen werden, dass Isfe&gorflussende
Proteine von den miRNAs unterschiedlich reguliert werden. Fir miROAsird eher Proteine

mit einer entsprechenden miRNA Bindestelle fir den Effekt auf die bakterielle Replikation
verantwortlich. miRNA106a beeinflusst diese vermutlich eher tber indirekte Effekte, indem
zum Beispiel relevante Proteine von solchen mit Bindestefjaliertwerden.Dass trotzdem
Uberschneidungerwischen den miRNAswvie inAbbildung 3.18ezeigt, entstehen, kamam
einendarauf zurtickgefuhrt werden, dass eine sehr groRe Anzahl an Proteinen gemessen wurde
und Uberschneidungen dadurch praktisdrkommen miisserAlternativ zeidgen sich viele
Signalwege und Proteinklassen durch die Transfektionen ahnlichen Regulationen ausgesetzt.
Die verwendeten miRNAs konnten dementsprechend, unabhangig von ihren direkten

Bindungspartnern, Gber Signalkaskaden ahnliche Proteine regulieren.

Zusammengefagdasst sich sagen, dadsveohl die drei miRNAsL01, 106a und 107 aufgrund

von Randeffekten ausgewéhlt wurdsiein CFU-Assaysin eing signifikanten Steigerung der
Replikation von Legionellen resultierten Nach Verwendung eines alternativen
Transfektionsreagenzesgar dieser Effekt fir miRNALO7 nicht mehr gegeben. Da weder tber
gPCRs noch aus Massenspektromeataten Proteine mit direktem Einfluss auf die Infektion
abgeleitet werden konntewurden durch die miRNA Transfektion regulierte Sigvede und
Proteinklassen identifiziert. Diese stellen potentielle Verursacher der gesteigerten
Legionellenreplikation dar, wobei auch ein durch die Transfektion veranderter Vesikeltransport

ausschlaggebend sein kann.

4.3 Einfluss von Inhibitoren auf die  Infektion durch Legionellen

Da beim Screening der miRNAibrary Probleme mit der Replizierbarkeit aufgrund von
Randeffekten deutlich geworden sind, wurde das Verfahren abgewandelt und auf ein Screening
von Chemikalien als Inhibitoren verschiedener Protaimgepasst. Da eine deutlich kleinere
Anzahl an Proben untersucht wurde ermdglichte dies den Einsatz von mehreren technischen
Replikaten verteilt auf derselben Mikrotiterplatte. Randeffekte konnten durch den Einsatz

dieser Replikate rechnerisch ausgeglicherden.

Insgesamt handelte es sich um 38 Substanzen von denen 32 bisher nicht im Zusammenhang mit
einer Legionell pneumophilainfektion getestet wurderBekannte Literatur von Screening
Verfahren bei deneriegionelleninvolviert waren, haben unterschiedliche Zetkungen

verfolgt. GroRere Screémgs umfassen unter anderem: die sinkende Effiziend 0twekannten

129



Diskussion Abschnitt:4.3

antimikrobiellen Substanzen gegen verschiedene Legionellenstimme zwischen den Jahren
2000 und 2017Natas Brekken et al. 2019EchtzeitMessungen der Effizienz van anderen
Organismen  wirksamen antimikrobiellen  Substanzen durch Lumineszenz  und
Fluoreszemmarkierung basierte Screening Verfahre(Chiaraviglio und Kirby 2015,
Chiaraviglio, Kang et al. 2016§len Einfluss von Legionellen sekretiertefiektoren auf die
intrazellulare Replikation in einem Transpos@creening(Shames, Liu et al. 201,7fen
Einfluss von Chemikalien aus drei Substanzraries auf die Translokation von Legionellen
sekretierten Effektore(Chapentier, Gabay et al. 20Q9wei vorwiegend inAcanthamoeba
castellaniidurchgefiuihrtdJntersuchungefHarrison, Chiriano et al. 2015, Hanrkdcka et al.
2020) und einen genomweiten CRISPR Screen bei ,dam Abwesaheit von
Makrophagenproteinewnlas Wachstum von Legionellen untersucht widdsmg, Bhadkamkar
et al. 2019)

In allenbekannteri-éllen wurden gegeniiber dem hier genutzten Verfahren andere Methoden,
Organismen, oder Auswertungen verwendet. GroRere methodische Ahnlichkeit hat eine 2014
veroffentlichte Untersuchung, bei der die Wirkung von 640 ven EDA freigegebenen
Chemikalien auf vier bakterielle Infektionen untersuchtwi(rdez y z, Pot [.Darin et a
wurden ebenfadl die Einflisse auf eine Legionelleninfektioon Makrophagemanalysiert und

eine Datenerhebung mittels Mikroskopie durchgefihrt.

Differenzen gibt es beim genaueren Vorgehen der einzelnen Schritte des Protokolls. So haben
Czy z figrtlle Substanzenme Konzentration vo83 uM gewahltund diese nicht wie in

dieser Arbeit an den Zelltod von Makrophagen, das Wachstum von Legionellen in
Flussigmedium ungraxisubliche Konzentrationen aus der Fachliteratur angepésstovum

gilt die hier verwendete Auswtung derMikroskopiedaten durch die speziell entwickelte
Software bei der Zellgrenzen detektiert und einzelne Zellen voneinander unterschieden werden
konnen. Dies erh6ht gegentber konventionellen Methoden, wie der Analyse tber Verhaltnisse
von Flachen und der Normalisierung auf Zellkerne, die Aussafieder Daten.Neben der
Analyse der Inhibition Uber infizierte zu nieinffizierten Zellen ermdglichte die
Unterscheidung einzelner Zellen eine genaue Zuordnung von Legionellensignalen und so die

durchschnittliche von Legionellenvakuolen beanspruchte FigchmfizierterZelle.

Um eine Vergleichbarkeit zu erméglichen wurden drei der am starksten wirksamen Substanzen
vonCzyz et al . al s P o s iDihydrodrgmarigtim Aniitriptglin und b er nor
Bepridil zeigtenin der Publikatioreine Inhibition deiL. pneumophildnfektion von mehr als

80 %, welche in der hier vorliegenden Arbeit nicht repliziert werden kobmgdroergocristin
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zeigte eine Reduktion gegenuber der Ladungskonuall®,2 %, Amitriptylin um 17,4% und

Bepridil um 7,3%. Die gemessenen Werte warasmnst weitausniedrigerals erwartet. Dem
gegenuber steht Fluoxetin, welchesGez y z e t al . ei n% beWikktd undt i on
schwacher war als oben genannte Substanzen, aber in dieser Arbeit m¥o 37,2
Infektionsreduktion zu den am starksten wirksar8abstanzezahlte. Eine Vergleichbarkeit

der Daten ist somit sowohl in der durchschnittlichen Starke als auch der einzelnen Stoffe

zueinander nicht moglich.

ObwohlAmitriptylin keine Signifikanz durch die Rate an infizierten Zellen aufwies, zeigte sich,

dass die durchschnittliche Flache an Legionellensignal innerhalb infizierter Bejlafikant

sankDa Czyz et al. wahrscheinl i ch Ikfekiionsemtes ol ¢ h
und der Infektionsstarke einzelner Zellen vornahmen stellen deren Biae Mischung dieser

zwei Effekte dar. Vergleichbare Daten lie3en sich in dem hier vorliegenden Fall herstellen
indem die beiden Messwerte multipliziert werden wirden, da die Zugabe einer Substanz sowohl

zur verringerten/gesteigerten Aufnahme von Bakterien als auch zu verringerter/gesteigerter
intrazellularer Replikation fihren kann. Die Verrechnung wurde durchgefitas zu einer
verstarkten sigmoidalen Kurve der Ergebnisse fihrte. Dies fuihrte aber nichddsaueitere

Substanzen signifikant @ 0,05)wurden Aufgrund der unterschiedlichen Messmethoden ist

ein direkter Vergleich der Daten schwienigpbei diehohe Differenz der Daten unerklart bleibt.

Zur Validierung des Effektes auf das Infektionsgeschehen wurde zunédchst die
Durchflusszytometrie herangezogen. Dabei zeigten nur Wortmannin und Amitriptylin eine
signifikante Senkung infizierter Zellen, wobei &irend fir alle Substanzen vorhanden war.

Die grofiten Abweichungen der infizierten Zellen gegenuber den aus dem Si8igeenz
erhaltenen Daten zeigte sich fur-B& und H89. Wirden unterschiedliche Detektionslimits

die beiden Methoden unterscheidamisste sich dies eher auf alle Proben auswirken, sodass
unklar bleibt warum bei diesen zwei Stoffen mehr Abweichungen aufgetreten sind. Es wurde
versucht eine &quivalente Auswertung der Durchflusszytometriedaten zur Legionellen
Signalflache des Screiegs herustellen. Dabei wurden die durchschnittlichen Intensitatswerte
aller detektierten GFP Signale gemittelt und $tieigerung gegentber nicht infizierten Zellen

mit den Signalen des Screegs verglichen. Es zeigten sich trotz unterschiedlicher Skalen
tendenziell vergleichbare prozentuale Abweichungen zosungsmittelkontroll®©MSO. Die
Validierung tber Durchflusszytometrie zeigte zusammengefasst einige Schwierigkeiten die aus
dem Screen gewonnenen Daten signifikant widerzuspiegeln, wobei generelle Tendenzen

erkennbar waren.
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In Folge wurde eine Validierung Ub&FU-Assays durchgefiihrt, die aufgrund der Methode
nicht nur 16h, sondern auch 4® nach Infektion mitL. pneumophilaangefertigt wurden.
Wahrend nach 1B Infektion Wortmannin, Amitriptylin und Forsko die Replikation der
Legionellen erkennbar senkten, war dies nach 40ch fur Fluoxetin, 26{C und H89 der

Fall. Auch W7 zeigte eine Tendenz die Replikation zu seni@rsammengenommen mit
reduziertem Zelltod in den LDH Messungen zeigte sich eingtipe Validierung der
Ergebnisse mittel€FU-Assays. Dabei waren Ergebnisse allerdings erst zu einem spateren
Zeitpunkt aussagekraftig genug um signifikante Unterschiede zur Kontrolle festzumachen. Die
nicht mehr erkennbare Reduktion der Replikation vérh u 40h fir Forskolin kdnnte
teilweise durch eine gesenkte Aufnahme der Bakterien zurickzufiihren sein, die nach 1,5
Infektion sichtbar wurde. In diesem Fall hatte Forskolin im Vergleich zu den anderen
signifikant gemessenen Substanzen eher keine usvg auf die Replikation der
Legionellen.Eventuell waren solche Aussagen auch tber die im Screen verwendete Methode
machbar gewesen, solange verhindert werden kann, dass es bei der Farbung der Proben zu einer

Abldsunggestresster Makrophagen kommit.

Amitriptylin wurde urspringlich als Positivkontrolle aufgrund von bestehenden Forsehungs
ergebnissen ausgewahlt und Fluoxetin als ein alternativer Wiederaufnahme Intidsitor
Serotonin Transporters SERT in den Screen aufgenom&mes.Inhibition von SERT fiihe

bei anderen Bakterien wie coliund Citrobacter rodentiunzu einer Reduktion in der Anzahl

an PathogenefiKumar, Russell et al. 202@s zeigte sich, dass die beobachtete Reduktion der
Infektionsrate und die Auspragung der Infektio#i Legionellen mutmalilichicht abhangig
vom Serotonin5-HT> Rezeptor istda Inhibitoren dieses Rezeptors keimehrnehmbaren
Auswirkungen zeigtenVielmehr scheint die Aktivitat von Amitriptylin und Fluoxetin als
FIASMA Einflisse auf die Legionelleninfektion zu haben, da mit Benztropin und Perhexilin
zwei weitere FIASMA, unabhangig von Serotonin, die Infektionrifeessen. Dieses Enzym
zeigt schon bei der Infektion durch andere intrazellulare Bakterien eine Relevanz fur deren
PathogenitafCockburn, Green et al. 2019)

Durch Untersuchogen der ASMase Aktivitat der Makrophagen wurde gefolgert, dass
L. pneumophilaliese, vermutlich Gber Effektorproteine, beeinflusspneumophildesitztmit
legSlein Gen das eineder sauren Sphingomyelinase ahnliche Phosphodiestgasecz
Valero, Rusniok et al. 2014pdiert. Mitlpp2641existiert noch ein weiteres Gen, welches einen
Effektorcodiert und ebenfalls eirstrukturelle Ahnlichkeit besitRolando, Escoll et al. 2016)

Es wurde gezeigt, dass mit Legionellen infizierte Makrophagen geringere Mengen von
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Sphingolipiden aufweisen und dadsspneumophilaaktiv eine Sphingosii-phosphat Lyase
sekretiert um einen Anstieg von Sphingosin zu vermeid@&ach 6h Infektion weisen
Makrophagen zudem eine reduzierte Menge an Sphingomyelin und dessen Abbauprodukten
auf, was aber nicht auf die durch Legionellen sekretierte Lyase zuriickzufuhfieolatdo,

Escoll et al. 2016)Auch andere Bakterien nutzen modifizierte Sphingolipid Produktionen aus
um sich einen Vdeil zur Etablierung zu schaffen. So nutZznaeruginosaN. meningitidis,

undN. gonorrhoeaeerhohte Sphingolipidmengen um eine Aufnahme in die Zellen zu fordern
(Simonisund SchuberUnkmeir 2018) L. pneumophilasenkt die Produktion hingegen um

einer Degradation durchutophagozytoseu entgeheYoung, Kester et al. 2013)

Zusammengefasstgibt sich folgendes Verhalten von Legionellen und Makrophagen: wahrend
einer Infektion von Makrophagen durth pneumophilasenken sowohl Makrophagen, aber
besonders die Legionelletie Aktivitat der sauren Sphingomyelinase unabhangig der
bakteriellen Sphingositi-phosphat Lyase. Diese Lyase ist fur eine Reduktion des
Sphingolipidlevels verantwortlich und fuihrt zu einer Inhibition Yarnophagozytosdurch die
Wirtszelle. Die hie benutzten FIASMA Amitriptylin, Fluoxetin, Benztropin und Perhexilin
senken ebenfalls die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase. Obwohl dies
Legionellenwachstum scheinbar unterstitzen misste, ist die Replikation der Bakterien nach
16h und 40h Infektion gehemmt. Da Legionellen mit legS1 und teilweise Ipp2641 eigene
Gensequenzdpesitzen, digler sauren Sphingomyelinase ahnliche Proteiakererund diese

aktiv sekretieren, wird davon ausgegangen, dass die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase
entwede feinjustiert oder zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteigert werdenEseihtuell

wird durch dieses Zusammensmel Regulationedas Gleichgewicht zwischen Apoptose und
Autophagozytoseangepass{Young, Kester et al. 2013)welches durchdie Zugabe von
FIASMA beeintrachtigt wird und letztlich den optimierten Lebenszykluslvgmeumophila
inhibiert.

4.4 Ausblick

Obwohl die in dieser Arbeit etablierte Methode zur Messung des Effektes von miRidAs
bioreaktiven Substanzewf die Infektion durch Legionelleaufgrund von Randeffektenicht

den erwiinschten Erfolg zeigstellen die darin verwendeten Einzelschritte nutzbare Elemente
dar. Sosind die Protokolle der Automatisierwspdattform fur \ergleichbare Experimente
anpassbar, wobei darauf geachtet werdenss bei gleichbleibendem Plattenformat
Randeffekte Uber eine ausreichende Zahl von verteilten technischen Replikaten auszugleichen

und Proben mit im besten Fall héherer Effektstarke zu vetere Die speziell fur diese Arbeit
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angefertigte Software zur Auswertung der Mikroskopiedaten ist flur vergleichbare
Anwendungen, in denen Makrophagen mit intrazellularen Bakterien infiziert werden sollen,

anwendbar

Aufgrund der komplexen Morphologie deMakrophagenund der damit verbundenen
Herausforderung MikroskopiErgebnisse geeignet auswerten zu konstllt sie eine darauf
angepasste Basis zur Untersuchung dieser Zellerbdawverotffentlichte Datensatz bietet die

Maglichkeit auch andere neuroedletze an Makrophagen anzupassen.

Nach Analyse der drei miRNABO1, 106a und 107 ergaben sigbht spezifischeProteine als
direkte Verursacher der gesteigerten Legionellenreplikatieeimehr wurden diggenannten
Signalwege und Proteinklassals potetiell verantwortlichfiir die Regulation dieser Infektion
befunden undbietenin Folgedie Méglichkeit zur weiteren Analys&nter der Annahme, dass
die Negativkontrolle der miRNAs keine groBeren Auswirkungen auf die
Proteinkonzentrationen hat, ergibt siciit diesen Proben zudem die Mdglichkeit, durch die

Infektion verursachte Variationen auf Proteinebene zu untersuchen.

Durch den Substanz Screen zeigten sich grotfRere Differenzen zu einer Publikation mit
vergleichbarem Vorgehegn Cz y z , Pot |.&Eswurdeamebemden PogditiOkbrdrgllen
Wortmannin und Amitriptylin aucB5-HC, H-89, Fluoxetin, Forskolin und V¥ als Inhibitoren

mit Einfluss auf die Legionelleninfektion identifiziert, wobei der Grol3teil der molekularen
Aufklarung noch aussteh®icher scheint die Relevanz der sauren Sphingomyelinase, deren
Dysregulationzur Senkung der Infektion fuhrt. Zukinftige Experimente musserFidige

klaren inwieweit die bakterielle Sphingomyelinasmliert durchegS1 den Stoffwechsel der
Wirtszelle beeinflusst und ob sich diese Regulation woméglich zu bestimmten Phasen des
LegionellenLebenszyklus verandert.
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Anhang

Anhang

Zugénglichmachung der Daten

Die in dieser Arbeit verwendeteRohdaten sowie deren Auswertungenurden Uber das
Marburger Forschungsdatenrepositorium verfiigbar gem&ahtAbruf der Daten kann nach

vorheriger Freischaltungnterhttps://data.unmarburg.de/handle/dataumr/1&@olgen

Der Name der Sammlung entspricht dademd i e s er mRNAseund bioregktive

Substanzen mit Einfluss auf Legionella pneumophila verursachte InfeKtionen
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https://data.uni-marburg.de/handle/dataumr/170

Anhang

# Struktur # Struktur

Schi3g018 & =0

Abbildung 0.1: Durch Prof. Dr. M. Schlitzer ausgew&hlte SubstanzerVerwendung im Substarcreening.
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Tabellarischer Lebenslauf

Tabellarischer Lebenslauf

Der tabellarische Lebend auf wurde in der el ektronischen Vertffentlichung gemald den
Empfehlungen der Universitdt Marburg entfernt.
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mi t Einfluss auf durch Legionella pneumophi
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